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l. Introducao

As Farmacias Comunitarias apresentam um estatuto Unico perante a populagao.
Nio sé em relagio a proximidade, devido a sua distribuicio geografica e aos horarios
praticados, como também, porque nelas encontram profissionais com uma elevada
competéncia técnico-cientifica, essenciais para garantir os pilares preconizados no Servigo
Nacional da Saude (SNS): a acessibilidade ao medicamento e a equidade na prestagao de
cuidados de salde de qualidade a todos os cidadios'.

Muito mais que ceder medicamentos, a atividade farmacéutica procura, cada vez mais,
oferecer servigos diferenciados que contribuam para a satde fisica, mental e social do utente,
quer na vertente terapéutica, quer na vertente preventiva'.

Ser farmacéutico comunitario € ser o primeiro contacto a quem o utente recorre quando
existe um transtorno menor de saude; E contribuir para a saide com a indicacio, o
aconselhamento e o acompanhamento prestado; E ter impacto na promocio da adesio a
terapéutica; E perconizar principios do uso racional do medicamento, contribuir para a
literacia em salde e estimular estilos de vida mais saudaveis.

Apos a formagao tedrica, diversificada e multidisciplinar, o percurso académico de um
aluno da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) culmina com a ultima
unidade curricular, o estadgio em Farmacia Comunitaria. Este é encarado como um desafio
pratico que, nao s6 permite consolidar todo o conhecimento adquirido durante o Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), como desenvolver outro tanto, culmatando
possiveis lacunas nas competéncias técnicas, e interpessoais necessarias ao contexto real da
profissao.

Desde o dia 7 de janeiro de 2019 até ao dia 30 de abril do mesmo ano, na Farmacia Alianga,
na cidade do Porto, realizei o meu estagio sob a orientagao do Dr. Carlos Cunha, enquanto
Proprietario e Diretor Técnico (DT) da mesma.

Tendo como base todas as tarefas desempenhadas durante o referido periodo, assim como
a integracao da aprendizagem tedrica na pratica profissional e adequagao do plano de estudos
do MICEF, redigi o presente documento de forma retrospetiva, seguindo um modelo de analise
SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats), abordando os pontos fortes e pontos
fracos inerentes ao processo da minha formagao, oportunidades das quais beneficiei e ameacas

sentidas durante o mesmo periodo.



Il. Farmacia Alianca

A Farmicia Alianga (FA), fundada em 1909% é uma das farmécias mais antigas e
emblematicas da zona histérica da cidade do Porto. Desde 1984, encontra-se sobre a algada
do Dr. Carlos Cunha, atual proprietario e diretor técnico®. E constituida por dois espacos
adjacentes, no entanto, individualizados, no mesmo edificio: o espago de ortopedia e
puericultura e a farmacia propriamente dita.

Do Grupo FastFarma Farmacias Lda., onde se encontra inserida, fazem ainda parte espagos
como a Farmacia de Santo Anténio no concelho de Santa Maria da Feira e o Espago Saude
Lionesa, uma parafarmadcia localizada no Centro Empresarial da Lionesa em Lega do Balio,

lugares que no ambito do estagio curricular tive oportunidade de visitar.

lll. Analise SWOT

A. Pontos Fortes
|I. Formacao da Equipa Técnica

A equipa técnica foi essencial e, por isso, um ponto forte, para o sucesso do estagio
curricular e para o meu processo de aprendizagem. Desde o acolhimento inicial, a integragao
na equipa, sempre demonstraram disponibilidade e brilhantismo, nao sé a titulo profissional,
como também a nivel pessoal. Além disso, encontrei uma equipa técnica, que se rege pelo
mesmo propdsito: dedicagao aos utentes!

Observar a pratica quotidiana de Farmacéuticas eximias, reconhecidas pela Ordem dos
Farmacéuticos como especialistas em Farmacia Comunitaria, proporcionou-me um
crescimento profissional no atendimento e aconselhamento personalizado, melhorando ainda
a minha comunicagao e o ajuste da linguagem técnica aos diferentes tipos de situagao e de
utentes. A acrescer, sao detentoras de formagoes complementares em varias areas de
crescente procura. Desde o dominio de areas como Naturopatia e Fitoterapia, detém ainda
P&s-Graduagoes em Tricologia e Nutricao. Este dominio diversificado em varias areas de
atuagao farmacéutica, permitiu que contactasse com varios aconselhamentos de componente

cientifica aprofundada, que s6 foram possiveis pelo contacto com a equipa técnica certa.

2. Dinamizacdo do Espaco Fisico da Farmacia

Sendo o setor farmacéutico cada vez mais complexo e turbulento, é essencial acompanhar,

nao so a evolugao das necessidades dos usuarios da farmacia, como também o posicionamento
I



competitivo face a concorréncia. Posto isto, apostar numa forte dinamizagao é diferenciador.
Toda a organizagao do espago fisico e respetiva dinamizagao era adequada a um conceito que
corrobora uma aposta da FA: manter uma imagem cuidada e profissional, acompanhada de
uma renovagao regular da disposicao dos produtos e das proprias montras da farmacia.

Considero a forte dinamizagao do espago como um ponto forte do meu estagio, por me
ter permitido desenvolver competéncias praticas que tinham sido lecionadas em unidades
curriculares do MICF como Organizagao e Gestao Farmacéutica. Fui, em conjunto com as
minhas colegas de estagio, responsavel pela criacao de lineares de destaque no inicio da
primavera, tendo em conta os produtos mais procurados naquela época sazonal, bem como,
das publicagoes que surgiam no ecra LED que se sobrepunha a esse referido linear. Além disso,
durante o periodo de estagio presenciei uma alteragao do proprio mobiliario da farmacia, o
que permitiu que reposicionasse todas as linhas de cosmética presentes na FA, o que
contribuiu, nao s6 para adquirir e consolidar valiosas nogoes na exposigao dos produtos, mas
principalmente para o contacto com todas as linhas disponiveis na farmacia.

Adicionalmente, e identificado um nicho de mercado claro, os turistas, tive ainda
oportunidade de aplicar conhecimentos adquiridos na unidade curricular de Comunicagao e
Marketing Farmacéutico e contribuir para a construgao de uma comunicagao clara a este nicho
de mercado: uma gondula com produtos de interesse e de intensa procura, como produtos

Travel Size e produtos Gift Pack.

3. Monitorizacao de Parametros Bioquimicos e Biofisicos

A prevencao da doenca e das suas complicagoes passa pela identificagao de fatores de risco
e da referéncia atempada aos cuidados médicos especializados.

Como espago de saude, a FA oferece aos seus utentes a monitorizagdo de varios
parametros bioquimicos e biofisicos, os quais tive a oportunidade de acompanhar e executar
durante o meu periodo de estagio. Poder desempenhar agoes desta indole na farmacia, nao
s é gratificante, na medida em que permite que a populagao nos reconhega como prestadores
de cuidados de saiude, como é um excelente modo de podermos monitorizar e aconselhar a
adesao do utente a sua terapéutica.

Encaro este tépico com um ponto forte do meu estagio, por me ter confrontado com
situagoes reais onde pude aplicar os meus conhecimentos relativamente a realizagao das
medicoes e andlise dos resultados. Além disso, possibilitou um contacto mais proximo com

os utentes, fora da azafama do balcao, onde esta interagao mais tranquila permitiu esclarecer



duvidas sobre as patologias e medicagao instituida, e ainda a sensibilizagao para a adogao de

habitos e estilos de vida mais saudaveis.

4. Rastreio numa Residéncia Sénior

Como referido no ponto anterior, uma das experiéncias mais marcantes enquanto
estagiaria e futura farmacéutica, foi, sem duvida, o contacto com o utente!

A FA desafiou-nos, enquanto estagiarios, a preparar um dia diferente para os idosos de
uma Residéncia Sénior: CliniCuidados, na Maia, onde a FA ja é responsavel pela entrega ao
domicilio da medicagao necessaria para os utentes. O rastreio foi a propdsito do Dia Mundial
da Saude, comemorado a 7 de abril. O intuito, era, nao s6 proporcionar um dia diferentes aos
utentes, como também rastrear e consciencializa-los de pequenas atitudes que podem adotar
para potenciar a sua saude. Nesse sentido, para além do rastreio a nivel de pardmetros
bioquimicos como a pressao arterial (PA), glicémia, colesterol total e ainda densitometria
ossea, preparamos também um panfleto com dicas de satide (Anexo I).

No entanto, o mais positivo e enriquecedor foi desenvolver a parte humana, fundamental
enquanto farmacéutica: desenvolver a confianga num farmacéutico e compreender o quanto

podemos contribuir para o bem-estar de alguém.

5. Plano Curricular do MICF no Atendimento ao Publico

O MICF possui um plano de estudos diversificado e abrangente, com uma forte
componente teodrica, desenhado para formar profissionais versateis e aptos para ingressar em
qualquer area do mundo farmacéutico. No caso da Farmacia Comunitaria, o atendimento ao
publico é a oportunidade de afirmarmos o papel enquanto prestadores de cuidados de saude,
porém é também a prova aos nossos conhecimentos, o que pela sua imprevisibilidade, provoca
uma maior ansiedade e receio, enquanto estagiarios. No entanto, a formagao que adquirimos
em muitas das unidades curriculares do MICF, como, Farmacologia, Fitoterapia e Indicagao
Farmacéutica auxilia-nos nesta tarefa e no aconselhamento farmacéutico, uma vez que
oferecem a base tedrica necessaria para nos sentirmos mais confiantes. Contudo, devo
ressalvar, que em areas como a veterinaria e afe¢oes dermocosmeéticas foi necessario recorrer
a um total apoio e sabedoria da equipa técnica por serem Unidades Curriculares que nao se

encontram alinhadas com a realidade de um farmacéutico comunitario.



B. Pontos Fracos
I. Plano de Estagio Pouco Definido

Um aspeto menos positivo do meu estagio foi a auséncia de um plano de estagio fixo, que
estruturasse e orientasse a execugao das minhas tarefas ao longo das semanas. Sempre fui
alertada das multiplas areas de atuagao da FA por parte do DT, porém, nao ter essas areas
dispostas num plano, pode fazer com que o estagiario se sinta um pouco perdido e
desencorajado. No entanto, deste ponto fraco, consegui retirar algo de positivo. Sem um plano
de estagio definido, eu propria tive de ir em busca do conhecimento e demonstrar o meu
interesse pelas varias areas.

A parte inicial do estagio decorreu maioritariamente no BackOffice, onde assisti e auxiliei
na recegao encomendas e arrumacgao dos diversos produtos e na reposi¢ao de lineares, o que
fez com que ganhasse as nogoes necessarias antes do atendimento ao publico.

ApOs esta primeira etapa, e apesar de ainda diariamente realizar tarefas de BackOffice, a
minha atividade centrou-se preferencialmente no atendimento ao publico. Comecei por
assistir ao atendimento de farmacéuticas experientes, onde tive a oportunidade de assimilar
todos os procedimentos essenciais para um atendimento de qualidade, até o realizar de forma

autonoma.

2. Espaco Designado para a Monitorizacao dos Parametros Exiguo

Como referido anteriormente, a monitorizagao dos parametros bioquimicos e biofisicos
foi das tarefas mais compensatoérias enquanto futura farmacéutica. Porém, o espago designado
para a monitorizagao dos mesmos, na FA, é exiguo e por vezes, pouco privado.
Frequentemente, aquando da determinagao, ou da conversa com o utente, era necessaria a
passagem de colaboradores, que, embora, nao fosse um incomodo, quebrava um pouco a
fluidez da conversa, fazendo com que, muitas vezes, o utente se sentisse constrangido,
limitando as minhas intervengoes. Por outro lado, e dado que a monitorizagao da PA era
realizada com recurso a um esfigmomandémetro e um estetoscépio, o facto de o espago ser
pouco privado fazia com que, por vezes, o ruido que se produzia na zona de atendimento
afetasse a minha capacidade de determinagao, sendo necessario repetir varias vezes a mesma,

o que poderia ser interpretado como alguma inexperiéncia da minha parte.



3. Escassa Preparacao de Medicamentos Manipulados
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E um facto que os avangos cientificos no ramo da tecnologia farmacéutica convergem na
criagdo de novas férmulas farmacéuticas, o que, diminui a atual procura e preparagao de
medicamentos manipulados. No entanto, para casos de ajuste posoldgico em formulagoes de
uso pediatrico, preparagoes nao existentes no mercado ou patologias que requeiram uma
terapéutica personalizada, a preparagao de medicamentos manipulados continua a ser uma
realidade.

Apesar da FA possuir instalagdes e equipamentos adequados, esta nao prepara
medicamentos manipulados regularmente, o que foi limitador no conhecimento que adquiri
nesta vertente. Contudo permitiu-me contactar com a preparagao de uma Solugao de Lugol
a 5%, com o preenchimento da devida ficha de preparagao de medicamentos manipulados e

ainda com o calculo do prego do mesmo.

C. Oportunidades
|. Localizacdao e Horario de Funcionamento Alargado

A FA localiza-se junto ao Largo Mompilher, na baixa da cidade do Porto. Encontra-se, por
isso, inserida num local geografico vantajoso, servida pelos varios transportes publicos,
permitindo um facil acesso tanto a populagao em geral, como a utentes provenientes do
Hospital de Santo Antoénio. Para além da localizagao estratégica, a FA tem um horario de
funcionamento alargado, das 8:30h as 22:00h de segunda-feira a sabados.

Estes dois fatores determinaram a heterogeneidade de clientes da farmacia e permitiram-
me contactar com um espectro alargado de utentes, diversidade de faixas etarias e estratos
socioeconomicos, associados a quadros clinicos distintos.

Devido a afluéncia da populagao que habita aquela zona, sao varios os clientes fidelizados,
muitos deles com idades avangadas e com uma terapéutica instituida bastante complexa. Por
outro lado, o centro da cidade como ponto turistico permite que a FA receba muitos
visitantes, de varias nacionalidades.

Pode entao considerar-se que a FA funciona como uma farmacia de passagem: para os
varios turistas de multiplas nacionalidades que visitam a cidade do Porto, bem como uma
farmacia local: para os utentes habituais e fidelizados da zona da baixa.

Desta forma, a heterogeneidade do publico-alvo da FA obrigou-me a ser mais flexivel no
atendimento ao balcao, tendo de me adaptar, rapidamente, as diferentes realidades que iam
surgindo. Com os turistas tive a oportunidade de aconselhar mais produtos sazonais e testar

técnicas de Cross-selling e Up-selling. Ja com os clientes fidelizados tive a oportunidade de
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contactar com a ficha do utente e ajudar relativamente a medicagao e acompanhando ao longo

da sua terapéutica.

2. Diversidade de Produtos

A FA nao é uma farmacia caracterizada pela sua grande dimensao, no entanto, o sortido
de produtos que apresenta € amplo e variado e pensado de forma a satisfazer os utentes.
Para além dos medicamentos sujeitos (MSRM) e nao sujeitos a receita médica (MNSRM), esta
apresenta uma vasta gama de dispositivos médicos e de produtos de dermocosmética,
veterinaria, fitoterapia, suplementagao alimentar e nutricao desportiva.

A diversidade de produtos tornou-se uma oportunidade, na medida em que o contacto
com as caracteristicas, vantagens e desvantagens de todas estas categorias de produtos, fez
com que adquirisse uma vasta e diversificada bagagem abrangente a todas estas areas. Além
disso, complementou as bases tedricas adquiridas durante o meu percurso académico, bem
como acrescentou hovos produtos ou tematicas que nao foram tao abordadas no plano de
estudos do MICF.

A acrescentar ao exposto, devo salientar ainda a oportunidade de ter a loja de Ortopedia
e Puericultura num um espago distinto da farmacia, que colmatou a lacuna no aconselhamento

ortopédico uma vez que presenciei ainda alguns aconselhamentos na area.

3. Sistema de Gestiao da Garantia da Qualidade

Em busca de uma maior diferenciagao, inovagao e qualidade, a FA propos-se a certificar a
Farmécia utilizando a norma NP EN ISO 9001°, de forma a implementar um Sistema de Gestio
da Garantia da Qualidade (SGGQ)’. O objetivo seria aumentar a satisfacio das necessidades
e expetativas dos clientes, através de um sistema de gestao que melhora o desempenho global.
Para essa certificacdo € necessario demonstrar o rigoroso cumprimento de diversos
procedimentos e normas técnicas, que visam essencialmente monitorizar e aperfeicoar os
procedimentos internos e promover a formagao dos seus colaboradores’.

Tive a oportunidade de participar na normalizagao dos procedimentos e dos processos
internos, bem como na elaboragao dos recursos necessarios para evidenciar a Qualidade na
Farmacia. Este contacto com a parte mais burocratica, nao s6 me permitiu conhecer o
conceito de SGGQ, como também os procedimentos da farmacia, com os quais criei uma base
tedrica de todos os passos necessarios para executar uma determinada tarefa.

No final o resultado nao podia ter sido mais recompensador uma vez que a farmacia obteve

o certificado de qualidade.



4. Servicos de Preparacido Individualizada da Medicacao em Residéncias Sénior

A atividade central do farmacéutico, e aquela na qual a sua preparagao académica lhe aporta
certamente uma maior diferenciagao face aos restantes profissionais de saude, sempre foi,
continua a ser e sera a area do medicamento. Neste sentido e fortalecendo uma imagem
inovadora e personalizada, a FA tem um farmacéutico designado a Preparagao Individualizada
da Medicagao (PIM) na Residéncia Sénior: Carlton Life Jalio Dinis na Boavista. Sendo uma
residéncia sénior, a maioria representa uma populagao mais envelhecida, polimedicada, com
doengas cronicas e complicagoes associadas, onde a preparagao unidose se torna crucial nao
s6 no momento da toma, como também na gestao e otimizagao da terapéutica.

Destaco o servigo PIM como um servigo de elevada complexidade e, assim, como uma
oportunidade Unica que me foi proporcionada, nao sé pelo contacto com as normas de PIM,
com maquinas de embalamento unidose utilizadas em ambiente hospitalar, mas também, pela
oportunidade de por em pratica conhecimentos adquiridos no que toca a revisao da medicagao

de cada utente, bem como de reconciliagao da terapéutica.

5. Componente Financeira e de Gestao

Como complemento da sua formagao técnica e cientifica, o farmacéutico comunitario deve
desenvolver competéncias essenciais ao trabalho abrangente que desenvolve no ambiente de
uma farmacia de oficina. Algumas destas competéncias dizem respeito a gestao da farmacia,
em grande e pequena escala, que se apresenta como parte fundamental, ndo sé do seu
funcionamento, como da sua garantia econémica.

Durante o estagio tive a oportunidade de contactar com a forte gestao aplicada na FA,
bem como de alguns conceitos e principios basicos da area. Para além disso, permitiu o
contacto com vocabulario técnico da area e nog¢oes quotidianas essenciais para o sucesso da

gestao, como o custo de mercadoria e calculo de margens.

6. Contacto com o Conceito: Homeopatia

Atualmente, as terapéuticas nao convencionais tém vindo a ganhar cada vez mais
popularidade, nomeadamente a homeopatia. Apesar da controvérsia, torna-se importante que
os farmacéuticos adquiram conhecimento sobre estas alternativas de forma a estarem aptos
para corresponder as questoes impostas pelos utentes.

A FA para além de apresentar uma diversidade de medicamentos homeopaticos, é

detentora de um Laboratoério Certificado, onde sao preparadas formulas homeopaticas.



Uma vez que nao tinha conhecimento sobre esta temdtica, o contacto com este tipo de
medicamentos, bem como com a sua preparagao acrescentou valor ao meu estagio curricular.
Para além disto, o conhecimento adquirido sobre este tipo de medicamentos permitiu-me,
durante o atendimento ao balcao, conhecer muitos dos produtos que eram solicitados e

fornecer as respetivas recomendagoes de cuidados particulares aquando da toma dos mesmos.

D. Ameacas
|I. Medicamentos Esgotados

Os medicamentos em Portugal tém pregos muito inferiores a outros paises europeus, dai
a realidade dos medicamentos esgotados ser cada vez mais frequente, devido a legalidade da
exportacio paralela®.

O caracter cronico da toma de certos medicamentos aliado a falta constante destes em
stock, provocava ansiedade e preocupagao nos utentes e, consequentemente, em toda a equipa
técnica. Foram varias as ocasioes em que fui confrontada com o desagrado e frustragao dos
utentes, perante a impossibilidade de lhes ceder os medicamentos prescritos, por se
encontrarem esgotados.

Logicamente que este topico se assumiu como uma ameaga a0 meu estagio, sobretudo no
ato da dispensa, por me impedir de satisfazer as necessidades dos utentes e por colocar em

causa cuidados de salde e a qualidade de vida de todos os portugueses.

2. Indicacao Relativa do Preco Maximo a Pagar em Receitas Eletronicas

A prescricao por Denominagao Comum Internacional (DCIl) nas receitas permite ao
utente fazer uso do seu livre arbitrio na escolha do seu medicamento de preferéncia, seja este
de referéncia ou medicamento genérico (MG), tendo em conta os encargos financeiros do
mesmo. Para isso, para cada linha de prescricao, possui uma indicagao relativa do prego
maximo a pagar pelo MG mais barato.

Considero esta referéncia relativa ao pre¢co maximo a pagar pelos medicamentos nas
receitas eletronicas uma ameaga ao meu estagio curricular, na medida em que, frequentemente
o precgo do genérico que cedia nao correspondia exatamente ao preco indicado na receita, ou
por vezes, a terapéutica que o utente ja realizava ha varios anos nem correspondia a um MG,
mas sim com ao medicamento de referéncia. Isto suscitava varias questoes por parte dos

utentes o que causava alguma confusao e duvida no atendimento.



3. Sistema de Comparticipacoes

O sistema de comparticipagoes diz respeito a uma comparticipagao do Estado Portugués,
nomeadamente do SNS, no custo dos medicamentos para todos os cidaddos portugueses®.
Este sistema esta dividido em escaloes, que variam de acordo com as indicagOes terapéuticas
do medicamento, a sua utilizagao, as entidades que o prescrevem e ainda o consumo acrescido
para doentes que sofram de determinadas patologias®. Além disso, existe a possibilidade de
uma comparticipagdo acesséria de entidades empresariais ou estatais’.

Esta é uma tematica desafiante para quem tem pouca experiéncia, como um estagiario,
pois cada entidade de comparticipagao requer um protocolo diferente de validagao da dispensa
de medicamentos.

Foram varias as vezes que necessitei de reiniciar algumas das vendas, atrasando o
atendimento. Além disso, a constante mudanga nas percentagens de comparticipagao e da
perda de comparticipagao de alguns medicamentos foi também um aspeto que considero
como uma ameaga, ha medida em que, frequentemente necessitei do apoio da equipa técnica

para esclarecer o porqué da diferenga de prego a pagar, o que limitou a minha autonomia.



IV. Integracdo da Aprendizagem Teorica na Pratica Profissional

Enquanto futuros profissionais de salde é essencial dominar todos os conceitos dos
produtos que cedemos, além das medidas nao farmacolodgicas, para assim garantir o melhor
aconselhamento possivel.

Apresento, neste relatorio, dois exemplos de casos reais, que espelham a importancia do
aconselhamento farmacéutico que prestei aliando o conhecimento adquirido no MICF, com o

conhecimento que a equipa técnica foi partilhando comigo ao longos dos meses.

Caso | - Sintomas de Infecao Urinaria

Uma jovem de aproximadamente 20 anos apresenta-se na farmacia com sintomatologia
indicativa de uma infegao urinaria. A utente revela que as infegoes sao recorrentes e que teria
acabado de recuperar de uma, com toma de antibidtico.

Queixava-se de vontade frequente e urgente em urinar, assim com um ligeiro ardor
aquando da micgao e solicitou algo natural para aliviar a sintomatologia e evitar uma nova
infecao, uma vez que estava esgotada de recorrer a antibiotico.

Aconselhei um suplemento alimentar Cis-Control® Expert, contendo Arando (Cranberry:
Vaccinium macrocarpon Ait), Urze (Calluna vulgaris) e D-Manose, que ajuda a manter o
funcionamento normal do aparelho urinirio e a prevenir infecdes urinarias®. O principal
mecanismo de agao do arando consiste em inibir a adesao e a consequente formagao de
biofilmes pela bactéria intestinal Escherichia coli no epitélio urinario, o que impede a génese
da infegao’, a Urze é antissética e diurética®. Assim, aconselhei a posologia recomendada: |
saqueta de manhi e | saqueta a noite diluida num copo de 4gua (200 ml) durante 7 dias®.

A somar, decidi refor¢ar as medidas nao farmacologicas e alertar a utente de que o
produto poderia nao ser suficiente no caso de ser uma infegao ja instalada. Reforcei que, caso

a sintomatologia permanecesse ou piorasse, deveria consultar novamente um médico.

Caso 2 - Acne

Mulher com cerca de 30 anos desloca-se a farmacia com uma prescri¢ao de isotretinoina.
Uma vez que se tratava de uma jovem em idade fértil, comecei por advertir para a necessidade
da contracegao, visto que a isotretinoina é teratogénica e provoca malformagoes graves no
feto, sendo obrigatorio que nao exista uma gravidez durante o tratamento e por seguranga
até um més apos a cessacao da toma’. Elucidei que a principal agio desta substancia ativa seria
na reducao a atividade das glandulas sebaceas, e, por isso, ajudaria a tratar a acne, porém um

dos efeitos secundarios mais comuns deste medicamento seria a secura da pele e mucosas,
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bem como a fotosensibilidade’. Com isto, apontei a limpeza diaria da pele com um gel de
limpeza como um cuidado essencial para o sucesso do tratamento. Além disso, indiquei
também o ISOKIT da gama Sébium da Bioderma®, constituido por um creme hidratante,
especialmente indicado para peles acneicas temporariamente ressequidas e irritadas por
tratamentos dermatologicos, com propriedades hidratantes, anti-inflamatorias e calmantes, e
por um stick labial'®. Por fim, expliquei que tio ou mais importante que hidratar a pele, seria
a aplicagao de um protetor solar, aconselhando um que para além de conferir uma protegao
507, controla o excesso de brilho e sebo exercendo um efeito matificante.

Durante a conversa, reforcei também as medidas nao farmacoldgicas como a ingestao de
agua, e que a maquilhagem escolhida requeria uma atengao especial de forma a ser nao-

comedogénica e nao oleosa.
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V. Consideracoes Finais

Como profissionais de salude, ativos e voltados para o bem-estar da populagao, nao foi
com surpresa que reconheci as inUmeras fungdes desempenhadas por um farmacéutico
comunitario, nao me referindo apenas a quantidade, mas também ao valor e ao impacto na
sociedade. Consequentemente, a intervengao profissional do farmacéutico possui um elevado
grau de responsabilidade e ética em exercer a profissio com a maior competéncia, zelo e
independéncia.

Esta farmacia expos o verdadeiro ritmo de trabalho da pratica profissional, fornecendo
uma preparagao inigualavel. Mais que qualquer outra unidade curricular, considero este estagio
como uma das melhores ferramentas de ensino pratico onde crescemos profissionalmente e
desenvolvemos os valores necessarios para que nos tornemos Farmacéuticos dignos,
responsaveis e competentes.

Para terminar, real¢co o carater indispensavel da formagao continua, do rigor cientifico no
ato do aconselhamento e das relagoes interpessoais essenciais para a relagao utente-
farmacéutico.

Por fim, resta-me agradecer a Farmacia Alianga e a toda a sua equipa técnica pelo
acompanhamento diario, valores transmitidos, disponibilidade e amizade que tornaram esta

experiéncia enriquecedora.
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VIl. Anexo

Anexo |

Folheto preparado para sensibilizacdo dos utentes da Residéncia Sénior
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Lista de Abreviaturas

AIM Autorizagao para Introdugao no Mercado

CAM Comissao de Avaliagao de Medicamentos

CFT Classificagao Farmacoterapéutica

CHMP The Committee for Medicinal Products for Human Use

CMDh Co-ordination Group for Mutual Recognition and Decentralised

Procedures-Human

CTS Communication and Tracking System

DAM Direcao de Avaliagao de Medicamentos

eCTD Electronic Common Technical Document

EDQM European Directorate for Quality of Medicines and Healthcare
EMA European Medicines Agency

FFUC Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

INFARMED, I.P. Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude I.P.

MICF Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

NP-ALT Alteragoes aos termos de AIM por Procedimento Nacional

OMCL Official Medicines Control Laboratories

SARTANS Antagonistas dos Recetores da Angiotensina Il

SMUH-Alter Plataforma de Submissiao de Pedidos de Alteracao do Sistema de

Gestiao de Medicamentos de Uso Humano

SWOT Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats
TAIM Titular da Autorizacao de Introducao no Mercado
UMM Unidade de Manutencao no Mercado
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l. Introducao

A Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), destacando-se de outras
Faculdades de Farmacia do Pais, proporciona aos seus discentes a possibilidade de realizarem
um segundo estagio curricular, nao sé a nivel hospitalar, como em novas saidas profissionais.

O percurso académico permitiu o primeiro contacto com a area dos Assuntos
Regulamentares e contribuiu para o reconhecimento da relevancia desta area ao nivel do
Mercado Farmacéutico Global. Além disso, permitiu identificar as varias etapas do ciclo do
medicamento onde a area regulamentar é fundamental e, com isso, a multiplicidade de
conceitos que esta envolve: desde legislativos, regulamentares, bem como técnico-cientificos.

O INFARMED- Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P., além do
reconhecimento como instituto de exceléncia, é o expoente maximo da area regulamentar
em Portugal e, por isso, o melhor local para contactar com a realidade profissional.

O estagio teve inicio a 7 de maio de 2019 e findou a 31| de julho do mesmo ano, sob
orientagao da Dra. Dina Lopes. Tendo como base todas as tarefas desempenhadas, assim
como a integragao da aprendizagem tedrica na pratica profissional e adequagao do plano de
estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), redigi o presente
documento de forma retrospetiva, seguindo um modelo de analise SWOT (Strenghts,
Weaknesses, Opportunities, Threats), abordando os pontos fortes e pontos fracos inerentes ao
processo da minha formagao, oportunidades das quais beneficiei e ameacgas sentidas durante

o mesmo periodo.
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Il. INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de
Sadde, I.P.

O INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P., de ora
avante designado por Infarmed, encontra-se sediado no Parque de Saide de Lisboa.
E integrado na administragio indireta do Estado Portugués, sob tutela do Ministro da Satde,
tendo, no entanto, patrimoénio préprio e autonomia administrativa e financeira'. Atua,
principalmente, na regulacao e supervisao dos setores respeitantes aos medicamentos, e
produtos de salde, garantindo a sua qualidade, eficcia e seguranca'.

Devido & sua vasta area de atuagio, o Infarmed divide-se em cinco Orgios e em treze
Unidades Organicas, subdivididas consoante as fungoes desempenhadas: suporte ou negocio,

como representa a Figura I.

ORGANOGRAMA - INFARMED, L.P.

CONSELHO DIRETIVO

Rui Santos Ivo
Presidente

Anténio Faria Vaz
Vice-presidente

Claudia Belo Ferreira
Vogal

e —

Diregdo de

Orecio de Dirego de Diregao de
Gestso do =

Avaliagso das Gestlo de Informacio e

informiagdo e Plancamento

Comunicacio Estralégico
DIPE

Dregao de Diregao de 3 Direcao ce
Avalagio ce e Prod.tos de B Comprovagao
Medcamentos SSIC003 Sadde 105 da Oualdade
AN Medicamentos
DGRM
S —

Unicace de
Ensaios.

. Conselho Diretivo

@ Orgaos Consultivos

. Fungdes de Negdcio
. Funcdes de Suporte

L!Q Infarmed

Mutondade Nzoom| do Medament
£ Produtos ce Salck, |1P.

Figura I- Organograma do Infarmed. Assinalado com um circulo a Dire¢do e Unidade onde fui integrada. Disponivel
na Internet: http:/lwww.infarmed.pt/documents/ 1 5786/1269448/0rganograma+20 | 9/c8343cd0-df7{-490c-84ef-
15db7d43dfc2. [Acedido a 30 de junho de 2019].
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Il.1. Direcao de Avaliacao de Medicamentos

A Direcao de Avaliagago de Medicamentos (DAM) esta incluida na lista das unidades
organicas com fungoes de negbcio e é constituida por quatro unidades: Unidade de Ensaios
Clinicos, Unidade de Introdugao no Mercado, a Unidade de Avaliagao Cientifica e a Unidade

de Manutencgao de Mercado.

II.1.1. Unidade de Manutencao no Mercado

A Unidade de Manutengao no Mercado (UMM), sumariamente, atua na fase posterior a
concessao de Autorizagao para Introdugao no Mercado (AIM), assegurando as atividades
necessarias 2 manutengao no mercado de medicamentos. Dessas atividades pode enumerar-
se autorizacdo de alteracdes, renovagdes, ou ainda revogacao da AIM?,

Dentro da UMM existem ainda equipas formadas consoante, quer o tipo de procedimento,
quer a posigao que Portugal ocupa enquanto Estado Membro Europeu.

A equipa onde fui integrada é responsavel pela gestao dos pedidos de alteragao aos termos

de AIM por Procedimento Nacional (NP-ALT).

lll. Analise SWOT

A. Pontos Fortes
l. Integracao e Acompanhamento do Estagiario

Todos os estagiarios foram recebidos com um Manual de Acolhimento acompanhado de
uma formagao inicial, ministrada por um membro da Direcao de Recursos Humanos
Financeiros e Patrimoniais. Nessa formagao fomos introduzidos nao s6 a organizagao
estrutural e funcional do Instituto, como as normas e boas praticas vigentes, e ainda, a
documentos institucionais relevantes.

De seguida, todos os estagiarios da DAM receberam uma formagao geral ministrada pela
Dra. Dina Lopes, na qual foi apresentado o contexto regulamentar onde se encontra inserido
Portugal e uma visao geral sobre a respetiva direcao. Posteriormente, fomos distribuidos pelas
unidades de atuagao da DAM. No meu caso, fui integrada na equipa NP-ALT, na DAM-UMM,
tendo como orientadora a Dra. Leonor Chambel. Porém, antes de iniciar propriamente
funcgoes, assisti a uma nova formacgao, conduzida pelo Dr. Carlos Mendes, onde nos foram
relembrados e introduzidos conceitos, agora focados no procedimento de alterages aos
termos de AIM, e ainda, as varias plataformas informaticas utilizadas como ferramentas de

trabalho no Instituto, mais propriamente na NP-ALT.
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Aquando inicio de fungoes, foi-nos disponibilizado, pelo Infarmed, nio s6 material
informatico, como também, acesso as plataformas informaticas, que se revelaram fulcrais para
o sucesso enquanto gestora de alteragoes de AIM. Acrescento ainda o acesso a um enderego
de email interno, que permitia um seguimento dos contactos estabelecidos com os Titulares
de AIM (TAIM) a partir do proxy geral das alteragoes designado de “Subalt”.

Toda esta contextualizagao e permissao de acesso as plataformas foi essencial nao sé para
a nossa integragao inicial no Instituto, como para compreender o propésito das tarefas as
quais seriamos designados. Além disso, considero também como ponto forte, ter sido
designado um gestor para cada estagiario, pois possibilitou um acompanhamento

personalizado, com um maior nivel de interagao que resultou numa melhor aprendizagem.

2. Competéncias Adquiridas

Como ja referi, exerci a fungao de gestora de processos de pedidos de alteragoes aos
termos de AIM. Os processos geridos foram maioritariamente de Qualidade Farmacéutica,
que incluiam alteragoes dos 3 tipos: |IA, IB e Il. O dia a dia nesta posicao permitiu-me
desenvolver competéncias, que acredito serem, diferenciadoras aquando da entrada no
mercado de trabalho, uma vez que as alteragdes aos termos de AIM representam a
generalidade dos processos Pos-AlM.

Uma das competéncias a destacar, foi a destreza ganha na consulta e operacionalizagao de
softwares como o SMUH-Alter (plataforma de submissao de pedidos de alteragao do sistema
de gestao de medicamentos de uso humano). Esta plataforma eletrénica é utilizada para
submissao de pedidos de alteragoes aos termos de AIM pelos seus titulares, estabelecendo a
ponte entre estes e a entidade regulamentar e relne o registo completo de todo o processo
de um determinado pedido de alteracao. Pela necessidade de uso diario, conhecer as suas
fungoes e dominar a sua utilizagio € um ponto fundamental, tanto do ponto de vista do
Instituto, como da Industria Farmacéutica.

Além do contacto com a plataforma, realgo o desenvolvimento da minha interpretagao,
sentido critico e visao farmacéutica. A gestao de pedidos de alteragbes é um processo
complexo, que requer uma analise atenta por parte de um profissional competente. Fui varias
vezes confrontada com erros nas submissoes realizadas por parte dos titulares: quer pela
errada classificagao ou tipificagao da alteragao, quer pela omissao de pedidos de alteragoes,
quer pelo mau preenchimento da documentagao essencial, sendo necessario pedir
esclarecimentos aos TAIM recorrentemente, através de um/varios pedido(s) de elementos, o
que prolonga o tempo de avaliagao e finalizagao do processo. Assim, o contacto estrito com

estes erros frequentes, assim como com a legislagdo e normas orientadoras necessarias
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permitiu que eu adquirisse competéncias de extrema importancia para um futuro profissional
na area regulamentar, quer ao nivel de autoridades regulamentares, quer ao nivel da industria
farmacéutica.

Destaco ainda a anadlise da documentagao de suporte para a validagao e avaliagao do pedido
de alteragao, nomeadamente os varios moédulos do eCTD (Electronic Common Technical
Document). Como parte da minha fungao passava pela andlise criteriosa da informagao
constante em cada sec¢ao de cada modulo, uma das competéncias adquiridas foi também a
nogao da distribuigao efetiva da informagao, que podera ser valiosa num futuro na area, tanto

na construgao do eCTD, como na sua analise para submissoes de pedidos de alteragoes.

3. Contacto com Procedimentos de Arbitragem

No inicio de 2019, a European Medicines Agency (EMA), através do The Committee for
Medicinal Products for Human Use (CHMP) emitiu um parecer onde as conclusoes cientificas
espelhavam a preocupagao da presenga de N-Nitrosaminas acerca do grupo de medicamentos
antagonistas dos recetores da angiotensina Il (sartans)’. Assim, e ao abrigo do artigo 31° da
Diretiva 2001/83/CE, a Comissao Europeia emitiu uma decisao vinculativa a todos os Estados
Membros, estabelecendo a alteragao dos termos das AlMs de todos os medicamentos que
contém “sartans”. Sendo necessaria a submissao de varios tipos de pedidos de alteragao,
registou-se uma afluéncia de submissoes, muitas das quais foram distribuidas por nos
estagiarios.

Considero este Procedimento de Arbitragem um ponto forte do meu estagio, em primeiro
lugar, pela nogao de arbitragem e do contexto regulamentar envolvente, assim como
documentagao tipo aplicada a estes procedimentos como Diretivas da Comissao Europeia e
Press Release, emitidos pelo Co-ordination Group for Mutual Recognition and Decentralised
Procedures-Human (CMDh). E em segundo lugar, por ter permitido uma gestao autonoma dos
processos, o que incluia a liberdade de realizar os pedidos de elementos necessarios aos TAIM,
e ainda gerir a plataforma SMUH-Alter. A somar, contactei com mais uma das equipas
presentes na DAM.

Além da implementacao da decisao da arbitragem a nivel de Procedimentos Nacionais,
participamos também na implementacao onde Portugal era Estado Membro de Referéncia.
Assim permitiu desenvolver o inglés técnico aquando da comunicagao com o TAIM, e ainda
utilizar a plataforma CTS (Communication and Tracking System), disponivel a nivel europeu, onde

atualizei informagoes acerca do processo para consulta dos Estados Membros Envolvidos.
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4. Plano curricular do MICF

A FFUC é a tnica Faculdade de Farmacia do pais que inclui Assuntos Regulamentares como
unidade curricular obrigatéria no plano de estudos do MICF. Esta unidade curricular
proporciona a introdugao ao contexto regulamentar a nivel europeu, aos termos técnicos e
conceitos basicos da area.

Em adigao, e reconhecendo cada vez mais a area regulamentar como uma saida profissional
para os seus alunos, a FFUC incluiu ainda no seu plano de estudos, uma unidade curricular
opcional no 5° ano do MICF, designada como Gestao de Processos Regulamentares.

Nesta opcional muito mais que a teoria, foi possivel a aplicagao pratica de muitas nogoes
adquiridas, bem como novos conceitos. Além de sermos introduzidos a boas praticas que
devem ser implementadas para o sucesso como gestor de processos regulamentares,
contactamos com exercicios praticos que nos fizeram enfrentar um contexto real. Para isso,
consultamos documentagao de suporte, como guidelines e sobretudo, assimilamos onde se
encontra informacgao indispensavel no contexto da gestao dos processos regulamentares.

Uma das guidelines com as quais ja tinha contacto incluia o documento designado
“Regulamento (CE) n°1234/2008- Comissao Europeia: Orientagoes sobre os pormenores das
diversas categorias de alteragao”, instrumento de trabalho diario neste periodo de estagio
enquanto gestora de processos de pedidos de alteragoes.

Face ao exposto, classifico o plano curricular do MICF, mais concretamente as duas
unidades curriculares referidas, como um ponto forte pelo confronto com a pratica
profissional, termos técnicos e guidelines, que permitiram o sucesso no meu estagio curricular,

e me diferenciam numa possivel posi¢cao nos Assuntos Regulamentares.

5. Assisténcia a Reunioes da Comissao de Avaliacio de Medicamentos

A Comissao de Avaliagao de Medicamentos (CAM) é parte integrante do 6rgao consultivo:
Comissoes Técnicas Especializadas. Esta, constituida por peritos Farmacéuticos, Médicos e
Toxicoldgicos, reline-se em dois momentos de cada més, onde, genericamente, se discute e
aprova pareceres emitidos para questoes relacionadas com medicamentos, sobretudo no
dominio da avaliagio da qualidade, eficacia e seguranca®*.

A presenca em Reunides da CAM foi concedida a todos os estagiarios do Infarmed por
duas ocasioes. Esta presenca permitiu compreender o funcionamento destas reunioes, assim
como, assistir a discussao cientifica de decisoes discordantes de pareceres cujos alguns

processos estivemos envolvidos enquanto estagiarios.
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6. Visita a Direcao de Comprovacao da Qualidade

A Direcao de Comprovagao da Qualidade comporta duas subunidades: O laboratério de
Biologia e Microbiologia, responsavel por medicamentes biologicos e biotecnologicos e o
Laboratorio de Quimica e Tecnologia Farmacéutica, onde se analisam medicamentos de
sintese quimica’. Além disso, o laboratério analisa medicamentos que apresentem suspeita de
adulteragao, bem como cosméticos e dispositivos médicos.

Como estagiarios, foi-nos possivel visitar o Laboratério Europeu de Referéncia do
INFARMED, |.P. Este laboratério € membro do Official Medicines Control Laboratories
(OMCL), coordenada pela European Directorate for Quality of Medicines and Healthcare
(EDQM). Além disso, integra também a rede de laboratorios qualificados da Organizagao
Mundial de Saide o que corrobora o reconhecimento da competéncia técnica do laboratoério®.
Considero a introdugao a esta vertente do instituto como um ponto forte, nao sé a nivel
profissional, como a nivel pessoal, nao sé pela elucidagao das atividades desenvolvidas, as varias
técnicas e equipamentos utilizados, como também pelo reconhecimento da importancia
internacional e nacional desta rede, da qual o Infarmed faz parte, permitindo a partilha de

conhecimentos, recursos e resultados, entre as varias autoridades competentes nacionais.

B. Pontos Fracos
|I. Duracao do Estagio e Escassez de Formacgoes

Devido a complexidade da gestao de processos, a duragao do estagio € um ponto fraco a
destacar. Este fator nao deixa margem temporal para completar a finalizagao de alguns
processos, principalmente pela existéncia de varios tempos de espera entre trocas de pedidos
e respostas de elementos e avaliagao das alteragoes. Considero este um ponto fraco,
principalmente por gerar acumulaciao de processos em fase de resolucao registando-se assim
trabalho que fica pendente e que dificultara a analise feita por um segundo gestor.

Além da duragao, durante o referido periodo apenas frequentamos as formagoes iniciais
de contextualizagao. Assim, destaco também a escassez de formagoes como um ponto fraco,
uma vez que limitou o conhecimento adquirido ao longo do periodo de estagio bem como o

crescimento e a especializagao profissional.

2. Autonomia Limitada

A autonomia é uma aptidao imprescindivel num futuro profissional de saude. Quando se
trata da area de assuntos regulamentares, o profissional encontra-se anos em fase de

aprendizagem, sendo que apenas no fim desse periodo se encontra capacitado para
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desenvolver as suas fungoes de forma eficaz e autébnoma. Assim, a autonomia aquando da
realizagao das atividades foi um fator limitante, pois fora necessario prolongar a gestio de
varios processos a fim de esclarecer questoes e de saber quais os passos a seguir em cada
situagdo, quer por falta de experiéncia profissional, quer por falta de conhecimento dos
procedimentos internos do Instituto.

No entanto, apos a analise do processo com a orientadora responsavel pela minha
supervisao, o maior ponto fraco, foi a impossibilidade, enquanto estagiaria, de enviar mails do
proxy “Subalt”. Visto que as comunicagoes com os TAIM devem ser realizadas pelo proxy, e
dada a minha impossibilidade de acesso, encontrava-me sempre dependente da disponibilidade
de quem me orientava, o que limitava as minhas fungoes e me impedia de avangar com a

validagao do processo.

3. Foco Maioritario em Processos de Alteracoes

Sendo a atividade da area regulamentar marcada nas varias fases do ciclo do medicamento,
desde a fase pré-AlM: registo e acesso ao mercado, até a fase pos-AlM: garantia de manutengao
de mercado, existem multiplas tarefas atribuidas aos gestores regulamentares.

O foco unico na gestao de processos de alteragoes aos termos de AIM, em procedimentos
nacionais, acabou por se tornar, na minha opiniao, um ponto fraco do meu estagio. Se por um
lado oferece experiéncia e especializagao, por outro limita o conhecimento e nao permite uma
visao alargada das tarefas atribuidas a um gestor regulamentar.

A aposta num estagio com passagem por outro departamento na mesma diregao,
nomeadamente na fase pré-AlM, permitiria o contacto com outras realidades profissionais
recorrentes e quotidianas, como sao os pedidos de AIM.

Entendo que devido ao nimero elevado de estagiarios acolhidos, e ao facto de uma
entidade com tantas responsabilidades e prazos para cumprir, como o INFARMED, I.P., a
disponibilidade para redistribuir os estagiarios esteja diminuida, no entanto iria potenciar a

dindmica do estdgio e assim um maior entusiasmo por parte do estagiario.

C. Oportunidades
|. Especialistas em Assuntos Regulamentares

Como ja referi, a minha orientagao ficou a carga da Dra. Leonor Chambel, farmacéutica,
especializada em Assuntos Regulamentares do Medicamento e gestora de processos pés-AlM,

responsavel por varios medicamentos agrupados por Classificagao Farmacoterapéutica (CFT).
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Ter a oportunidade de contactar ao longo deste periodo com profissionais como a Dra.
Leonor, foi, sem duvida, uma gratificante oportunidade. Devido a complexidade na mecanistica
do processo de alteragoes, houve a necessidade regular de recorrer a ajuda dos colaboradores
do Infarmed de modo a compreender e solucionar as varias questoes que iam surgindo. A
vasta experiéncia da Dra. Leonor catalisou o meu crescimento enquanto gestora temporaria
e amadureceu as minhas capacidades de trabalho. Além disso, as varias dicas e truques que me

foram dados potenciarao, certamente, o meu sucesso profissional na area regulamentar-.

2. Visdo da Autoridade Regulamentar

Como resultado do seu papel como arbitrio nacional, o Infarmed torna-se uma excelente
fonte de conhecimento e experiéncia na area de assuntos regulamentares, capacitando todos
os seus colaboradores com valéncias essenciais nessa area.

O contacto com a visao da Autoridade Regulamentar é a oportunidade chave que o
Instituto proporciona. Além do contacto com o funcionamento dos processos e plataformas,
fornece tato e experiéncia para submissoes de pedidos de alteragao aos termos de AIM com
sucesso, o que permitira agilizar a avaliagao e a célere finalizagao do processo. Acredito que
esta visao do que a autoridade pretende e de como devem ser feitas as varias submissoes ser-
me-a uma valéncia com aplicagao num futuro regulamentar, quer na autoridade nacional, quer,

principalmente, do lado da indUstria farmacéutica.

D. Ameacas

I. Filiais e Consultoras

A drea de Assuntos Regulamentares, além da Autoridade, estd distribuida quer pela
Inddstria, quer por servicos de Consultadoria. Sao parcas as empresas em Portugal que
funcionam independentemente, muitas sao multinacionais que se encontram representadas
por sucursais ou recorrem a servigos de consultadoria para execugao de tarefas que concerne
a area dos Assuntos Regulamentares.

Refiro este ponto como uma ameaga, na medida em que, algumas vezes comprometeu a
submissao dos pedidos a Autoridade Nacional. Foram varias as vezes que fui confrontada com
algum desconhecimento e pouco a-vontade face ao contexto dos objetivos dos processos,
uma vez que a documentagao de suporte remetia, a maioria das vezes, a casa mae. Daqui
resultava um contacto dificultado e uma multiplicacao dos pedidos de elementos. A isto
acresciam questoes que nao conseguiam responder uma vez que, em muitas ocasioes, hao

compreendiam o processo em si e o seu objetivo, assim como a informagao passava por varios
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intermedidrios de varias linguas, o que nao soé atrasou, como dificultou a comunicagio e a

rapida finalizagao do processo.

2. Escassez de Recursos Humanos

Valorizando o acompanhamento que recebi e com este, todas as orientagoes e apoio, €
necessario referir que senti que os colaboradores da DAM-UMM estavam frequentemente
com uma carga de trabalho elevada.

O elevado volume de trabalho relativamente aos recursos humanos disponiveis para o
escoar, leva a que existam numerosos processos submetidos ao Infarmed que nao sao
analisados em tempo util. Considero este aspeto uma ameaga, nao s6 ao posicionamento
externo do Infarmed, podendo transparecer falta de competéncia dos profissionais quanto a
celeridade de finalizagao de processos; Como também ao trabalho que desempenhei enquanto
estagiaria, uma vez que devido a constante alteragao do panorama regulamentar do setor da
saude sao frequentes as situagoes em que a documentagao respetiva ao pedido submetido
pelos titulares se encontra desatualizada, o que despoletou um pedido de atualizagao da
mesma, com consequentes custos, encargos administrativos e tempo despendidos

desnecessariamente.
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IV. Considerac¢oes Finais

O estagio no INFARMED, I.P. representou uma experiéncia enriquecedora na area de
Assuntos Regulamentares, que considero ser uma mais-valia na minha formagao, nao sé pelo
interesse pessoal na area, mas também pela possibilidade de experienciar uma area do
medicamento que influencia o mercado farmacéutico, nacional e internacional, e,
consequentemente, a saude publica.

Dada a exigéncia de uma posi¢ao nesta vertente, um carater de perspicacia e uma grande
capacidade de relagao entre as varias vertentes legislativas, regulamentares, cientificas e
técnicas sao competéncias essenciais a deter enquanto profissional na area regulamentar,
competéncias essas que o Infarmed permitiu-me desenvolver, quer pelo contacto com os
colaboradores, como pelas tarefas as quais fui designada.

Além disso, a estreita ligagdo com a industria farmacéutica e com as comissoes cientificas
a nivel nacional e internacional, capacitam o instituto de um vasto conhecimento do setor, que
€ uma mais-valia para qualquer especialista do medicamento devido a elevada importancia da
area de assuntos regulamentares no setor farmacéutico.

Por fim, resta-me agradecer a Dire¢ao de Avaliagao de Medicamentos e a toda a sua equipa
técnica, mais concretamente a Dra. Leonor pelo acompanhamento diario, valores

transmitidos, disponibilidade e amizade que tornaram esta experiéncia enriquecedora.
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Abstract

Biological rhythms are a ubiquitous feature of life. Most bodily functions, like physiological,
biochemical, and behavioural processes, are coupled by the circadian rhythms that are
biological rhythms with a period of approximately 24h.

The organism modulates its clocks appropriately in response to external cues in order to
anticipate environmental changes, which characterizes a selective advantage. This
synchronization is regulated by a central oscillator and established with a coordinated network
of peripheral clocks interlocked, which together contribute for the body’s normal physiology.
In the Cardiovascular System, for example, the circadian mechanism orchestrates rhythms in
heart rate, blood pressure, cardiac contractility, and metabolism.

However, the current lifestyles impose external timing constraints that clash with our
internal circadian physiology, often increasing the risk of cardiovascular disease. Still, the
mechanisms of dysregulation are not fully explained as this is a growing area of research.

The main objectives of this review are to briefly describe the circadian system and the
mechanisms that are involved and then to explore how cardiac physiology and pathology is
linked to the circadian rhythm. This review offers an overview of the existing literature
concerning experimental rodent models that have provided insight into the evidence of the
roles of the molecular clocks and their effects on physiological functions. Finally, it aims to
discuss the role of chronotherapy in the context of cardiovascular diseases and how such

approach may improve existing therapies and assist in the development of new ones.

Keywords: Circadian Rhythm; Disruption; Cardiovascular Disease; Animal Models;

Chronotherapy.
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Resumo

Os ritmos biologicos sdao uma caracteristica ubiqua a vida. A maioria das fungoes do
organismo, como processos fisiologicos, bioquimicos e comportamentais, sao acoplados pelos
ritmos circadianos, que sao ritmos bioldgicos com um periodo de aproximadamente 24h.

O organismo sincroniza os seus relogios em resposta a estimulos externos de forma a
antecipar as mudangas ambientais, o que caracteriza uma vantagem seletiva. Essa sincronizagao
é regulada por um oscilador central e estabelecida com uma rede de relogios periféricos
coordenada e interligada, que, em conjunto, contribuem para a fisiologia normal do organismo.
No Sistema Cardiovascular, por exemplo, o mecanismo circadiano orquestra ritmos na
frequéncia cardiaca, pressao arterial, contratilidade cardiaca e metabolismo.

No entanto, o estilo de vida atual impoe restrigoes de tempo que entram em colisao com
a nossa fisiologia interna circadiana, aumentando o risco de doengas cardiovasculares. Ainda
assim, os mecanismos de desregulagao nao sao totalmente explicados uma vez que € uma area
de crescente pesquisa.

Os principais objetivos desta revisao sao descrever brevemente o sistema circadiano e os
mecanismos envolvidos e, em seguida, explorar como a fisiologia e a patologia cardiaca estao
ligadas ao ritmo circadiano. Esta revisao oferece uma visao geral da literatura existente sobre
modelos experimentais de roedores que forneceram informagoes sobre as evidéncias dos
papéis dos relogios moleculares e os seus efeitos nas fungoes fisiologicas. Finalmente, o
objetivo é discutir o papel da cronoterapia no contexto de doengas cardiovasculares e como

essa abordagem pode melhorar as terapias existentes e auxiliar no desenvolvimento de novas.

Palavras-Chave: Ritmo Circadiano; Disrup¢ao; Doenga Cardiovascular; Modelos Animais;

Cronoterapia.
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l. Introduction

The Earth’s rotation and orbit around the sun determine daily and seasonal changes that
influence directly the functioning of an organism (CRNKO et al., 2018, FUHR et al., 2015).

With the evolution, organisms have developed an internal timing system, the circadian
rhythm, derived from the Latin words Circa and dies that means “about a day” (CRNKO et al.,
2018, FUHR et al., 2015). That imparts a survival advantage by enabling an organism to adapt
and anticipate that environmental changes and thus tailor its behaviour and physiology to the
appropriate time of the day in a best-fit manner (FUHR et al,, 2015, KUMAR et al., 2019).

These rhythms are driven by a system of self-sustained clocks that are organized as a
biochemical network of molecular clocks for keeping track of time (BORGS et al., 2009).
Therefore, biological processes must occur in a specific order to prevent concurrent activation
of potentially incompatible mechanisms, so consideration of the temporal relationship
between processes is critical for our understanding of the molecular basis of physiology and
the pathogenesis of the disease (GAMBLE et al., 2014).

Revitalized enthusiasm in chronobiology has been partly fuelled by the recognition of three
chronobiologists with the Nobel Award Prize in Physiology or Medicine in 2017, Jeffrey C.
Hall, Michael Rosbash and Michael W. Young (CRNKO et al., 2018). Their discovery was the
start of a period in which the vital role of circadian rhythms in physiology and disease was
elucidated.

Several lines of evidence suggest the existence of a crosstalk between the disruption of the
circadian timing system and development and progression of various diseases, including
cardiovascular diseases (FUHR et al., 2015, KUMAR et al., 2019).

The knowledge of circadian modulation of cardiovascular function is of clinical relevance
given the morning peak in adverse cardiovascular incidents observed in epidemiological
studies. Although a circadian rhythm disruption-based model of cardiovascular disease
aetiology can be proposed, more investigations are required to fully understand the complex

network of diseases due to disruption of the circadian rhythms.
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Il. Cardiovascular Diseases: A Global Cause of Death

According to the World Health Organization, Cardiovascular Diseases (CVDs) are the
number one cause of death worldwide, as more people die annually from it than from any
other cause (WHO, 2017). Despite advancements in prevention and treatment, the mortality
is represented for over 17.9 million deaths per year (WHO, 2018). Ischaemic heart disease
and stroke are responsible for 15.2 million deaths in 2016 and have remained the leading
causes of death globally in the last 15 years (WHO, 2018, WONG et al.,, 2019).

Cardiovascular diseases are disorders of the heart and blood vessels and include coronary

heart disease, cerebrovascular disease and arterial hypertension, among other conditions.

e Acute Myocardial Infarction

Acute myocardial infarction (MI) is the most severe manifestation of coronary artery
disease. In most cases, Ml is due to atherosclerotic plaque or erosion of the coronary artery
endothelium. The result of the ischemic event is myocyte necrosis which is detectable by
elevation of cardiac biomarkers in the peripheral blood (ANDERSON and MORROW, 2017,
REED et al., 2017).

e Cardiomyopathy

The term cardiomyopathy is used only when a disorder directly affects the heart muscle.
In particular, dilated cardiomyopathy is characterized by a ventricular dilation which leads to
decreased myocardial contractility. Hypertrophic cardiomyopathy is a congenital or acquired
disorder characterized by marked ventricular hypertrophy and increased stiffness of
ventricular walls (STAMOS, 2018). Both types lead to a significant decrease in systolic function

(LEFTA et al,, 2012).

e Arterial Hypertension

Blood pressure is created by the force of circulating blood exerted against the walls of the
arteries as the heart pumps it. When the pressure is persistently raised, that calls hypertension.
An estimated |.13 billion people worldwide have arterial hypertension (WHO, 2019), which
is typically diagnosed when the systolic blood pressure and the diastolic blood pressure are

persistently above 140 mmHg and 90 mmHg, respectively (DZAU and BALATBAT, 2019).

There are several risk factors for CVD, including obesity, dyslipidaemia, and diabetes
(REUTRAKUL and KNUTSON, 2015). Moreover, tobacco use, physical inactivity, and harmful
use of alcohol have also been identified as contributors (KERVEZEE et al., 2018). Furthermore,

arterial hypertension may also be considered as a risk factor for the development and
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worsening of CVD (WHO, 2019) However, disruption of the circadian rhythm has also been

suggested to lead to CVD, or at least predispose to their development.

l1l. The Clock Disruption as a Potentially Novel Risk Factor

In humans, all aspects of physiology are rhythmic since the cerebral activity, heart rate, and
blood pressure, renal activity, the endocrine system, the immune system, and body
temperature (BOLLINGER and SCHIBLER, 2014).

There is considerable and compelling evidence that exists a rhythm in the cardiac system,
and that profoundly influences the physiology and pathophysiology of the cardiovascular
system (RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019).

In cardiovascular physiology, one of the most visible effects of the circadian rhythm is its
influence on Blood Pressure (BP) and Heart Rate (HR), which exhibit fluctuations during the
day, for example both BP and HR exhibit higher values in the morning and lower values in the
evening (CRNKO et al, 2018, RABINOVICH-NIKITIN et al, 2019). Moreover, other
parameters also exhibit rhythmicity, namely vascular tone and platelet aggregation, which are
increased in the morning hours (CRNKO et al., 2018, MAEMURA et al., 2007).

Also, cardiovascular pathophysiology shows a similar rhythmicity, as cardiovascular events
do not occur at random times throughout the day (ALIBHAI et al., 2015). A series of studies
has demonstrated that almost all acute cardiovascular events, follow a pattern with a peak of
frequency in the early morning (CRNKO et al., 2018, FABBIAN et al., 2017). For example, Ml
and sudden cardiac arrest are more likely to occur during the early hours of the day (RUGER
and SCHEER, 2009).

As daily rhythmicity is vital for a healthy cardiovascular system, it also creates a circadian-
regulated gap of vulnerability that underlies heart disease (KHAPER et al., 2018). Therefore, a
growing body of experimental and clinical evidence points toward linking circadian
desynchronization as a causal factor in the pathogenesis of heart disease (ALIBHAI et al., 2015,
RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019).

Circadian rhythm disturbance is especially relevant in actual society, where we often

experience desynchrony due to new habits (KHAPER et al., 2018).

47



IV. Circadian Clock System

As previously mentioned, circadian rhythms correspond to the set of endogenous
biochemical, physiological and behavioural processes that oscillate in 24h cycles and which are
capable of synchronization with external signals. These rhythms regulate many of the functions
of the human organism, among which metabolism, physiological processes, sleep pattern and

hormone production are included (FUHR et al., 2015).

A. Master Clock in the Suprachiasmatic Nucleus

The circadian timing system has three significant components: an input pathway to the
central circadian pacemaker, the central clock itself, and output pathways by which
physiological processes are regulated (LOGAN and MCCLUNG, 2018).

The master circadian clock is located in the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the
hypothalamus, located anteriorly and above the optic chiasm (CRNKO et al., 2018).

The SCN consists of a pair of oval nuclei of approximately 100,000 neurons in humans
(BOLLINGER and SCHIBLER, 2014). As shown in Figure |, it is cytochemical and functionally
classified into two regions, the Core (ventrolateral region) and the Shell (dorsomedial region).
The core predominantly consists of the vasoactive intestinal polypeptide (VIP) and gastrin-
releasing peptide (GRP) and receive major afferents from the environment through the retina.
In contrast, the Shell consists primarily of arginine vasopressin (AVP) and is considered to play

an essential role in rhythm output (HONMA, 2018).

VENTRAL VENTRAL
CORE CORE
Left Right
Figure | — Schematic representation of SCN | The SCN is divided into two hemispheres (the right and left), each

of them is neurochemically divided in the region ventrolateral and dorsomedial region (right), which are distinguished by
the releasing neurotransmitters. Adapted from ALBERS et al. (2017).
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B. Synchronization of Circadian Clock

To maintain rhythmic physiology, the SCN stays synchronized with the outside world and
provides that the clocks are readjusted every day. This synchronization is accomplished by the
zeitgebers, from the German word that means “time giver”, that are external variables capable
of synchronizing the organism (RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019), namely light, behaviour,
food, and exercise (CRNKO et al., 2018).

The mammalian circadian clock is hierarchically organized into three main components:
input signalling pathways, which receive, process and transmit the input signals; the central
pacemaker, which is responsible for integration into useful information; and output signalling
pathways through which circadian rhythms expression can be synchronized to maintain a
uniform internal time (FUHR et al,, 2015).

The master clock is periodically calibrated through light perception in the morning
(KUMAR et al., 2019). Light is the most potent entraining signal (FUHR et al.,, 2015, HIDA et
al, 2012), reaching the SCN through the retina. In there, photic information received
intrinsically by specialized melanopsin-producing photosensitive ganglion cells (ipRGCs)
(JAGANNATH et al, 2017, LOGAN and MCCLUNG, 2018, OKAMURA et al., 2010) is
projected to the hypothalamus via the retinohypothalamic tract until the SCN (Figure 2),
where the electrical input is converted into chemical signals that trigger clock gene

transcription and its translation into proteins (BOLLINGER and SCHIBLER, 2014).

Light ipRGCs
SCN

N

RetinoHypothalamic Pathway

Figure 2 — Reception of light signals in mammals | Light is the predominant environmental cue that is received by
the SCN and provides information time to the central clock; photic input reaches the melanopsin-producing photoreceptive
retinal ganglion cells (ipRGCs), in the eye and is transmitted via the retinohypothalamic tract until de SCN. Adapted from
MAURY et al, (2010) and OKAMURA et al. (2010).

In addition to the regulation of the circadian rhythm, light also leads to the inhibition of

melatonin production and release by the pineal gland (MAURY et al., 2010).
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C. The Circadian Clock in Tissues: Peripheral Clocks

Peripheral clocks may be found in most tissues in the body (CRNKO et al., 2018). They
are not light sensitive, thus their expression depends on a hierarchical system where SCN
clock communicates with the peripheral organs through neuronal and humoral outputs
(STOW and GUMZ, 201 1). However, the mechanisms by which the central clock adjusts the
phases of peripheral clocks have not yet been elucidated (TAKEDA and MAEMURA, 201 1).

The circadian clock has systemic effects at the organismal level which are due to the
complex dynamics generating a highly precise signal and leading to the propagation of a cascade
of events which influence numerous cellular processes (CRNKO et al., 2018, FUHR et dl,
2015). Within this evidence, new clock-controlled genes (CCGs) have been identified, that
can work as output target genes and their expression is tissue-specific (FUHR et al., 2015).

As shown in Figure 3, the master clock produces rhythmic input signals that orchestrate
peripheral clocks, which in turn underlie rhythms in physiology, metabolism and behaviour

through CCGs (BORGS et al., 2009, FUHR et al., 2015).

Peripheral Clocks

(" )

Input to OUtPUt
periphery
— * Physiology

¢ Metabolism
e Behavior

Figure 3 — Schematic representation of the circadian clock system and outputs | The SCN regulate the
molecular clocks of all peripheral organs. These peripheral clocks control diurnal fluctuations of many physiological
phenomena, including the sleep-wake, temperature, and metabolic pathways, that contributed to tissue homeostasis.
Adapted from LIU et al. (2007) and TAHARA and SHIBATA (2016).

I. The Cardiovascular Clock

Peripheral clocks have been identified and characterized within all mammalian cells types,
including cardiac cells like cardiomyocytes, vascular smooth muscle cells, endothelial cells, and
fibroblasts (CRNKO et al., 2018, DURGAN and YOUNG, 2010).

Circadian gene expression in each tissue has specific roles and optimized to best
accommodate that tissue’s respective function throughout a circadian cycle (CRNKO et al.,

2019). In the cardiovascular system, several CCGs in the heart have been identified (TAKEDA
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and MAEMURA, 2016) and they regulate the oscillation of cardiovascular function as the
rhythmic output of cardiac genes and proteins, cardiac contractility, and metabolism (KHAPER

et al., 2018, MAEMURA et al., 2007).

D. Molecular Components of the Molecular Clock

The molecular mechanisms of the generation and maintenance of rhythms are similar in
the central and peripheral clocks (CRNKO et al., 2019). This hierarchical system is made of
an interconnected network of transcriptional-translational feedback loops (CRNKO et al.,
2019).

Briefly, the positive feedback comprises two genes — Circadian Locomotor Output Cycles
Kaput (Clock) and Brain and Muscle Arnt Like-1 (Bmal-1) — that are transcriptionally activated
during the early time of the circadian day (FUHR et al., 2015, RABINOVICH-NIKITIN et al.,
2019).

The BMAL-I and CLOCK form a heterodimer that binds to the Enhancer box (E-box),
that are short DNA sequences located on the promoters of genes, such as Period (Per) and
Cryptochrome (Cry), activating its transcription, followed by the translation of the respective
proteins, PER and CRY (FUHR et al., 2015).

PER and CRY gradually accumulate in the cytoplasm and form a complex that is
translocated to the nucleus and interact with CLOCK/BMAL-1 heterodimer (SAITO, 2015).
Thus, a negative feedback loop formed in which PER/CRY inhibits their transcription by
blocking CLOCK/BMAL-| activity (FUHR et al., 2015, HIDA et al., 2012).

As a result, the amount of PER and CRY decreases, reaching such a low concentration that
it is insufficient to inhibit CLOCK/BMAL-1, which is once again available for E-box connection
which culminates with the new production of PER and CRY (CRNKO et al., 2019).

Besides, CLOCK/BMAL-| is still inserted in an auxiliary feedback mechanism that provides
robustness and phase-shifting properties of the clockwork circuitry to this cycle (BORGS et
al., 2009). Similarly, CLOCK/BMAL-1 heterodimer binds to E-box of retinoic acid receptor-
related orphan receptors (Ror) and nrldl, initiating the transcription and subsequently the
translation of ROR and reverse strand of ERBA (REV-ERB) (LOGAN and MCCLUNG, 2018).
The resulting proteins compete for retinoic acid-related orphan receptor response elements
(RORE) within the Bmal-1 promoter region (FUHR et al., 2015). Depending on which
competing molecule binds to Bmal-1 — ROR or REV-ERB — an activation or inhibition of the
transcription of Bmal-1 will be obtained, respectively (CRNKO et al., 2018).

The hypothetical molecular circadian clock is represented in Figure 4 in a simplified way.
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Figure 4 — Schematic representation of the transcriptional-translational loops regulating circadian
rhythms in mammals | The heterodimer CLOCK/BMAL-1 bind to the E-boxes of Cry and Per, thereby initiating their
transcription. CRY, and PER then form a heterodimer that translocated to the nucleus and inhibits the CLOCK/BMALI
complex (A). Similarly, CLOCK/BMALI activates Ror and Nrld| that form ROR and REV-ERB, which in turn activate or
inhibit BMALI transcription, respectively (B). Besides, CLOCK/BMAL-1 also activates the transcription and translational of
CCGs (C). Adapted from STOW and GUMZ (201 1).

Although the first thought was that 10% of the genome is under circadian control (STOW
and GUMZ, 201 1), recent studies indicate that roughly 50% of all genes oscillate in a circadian
manner (FUHR et al., 2015).

Importantly, different sets of CCGs have been found to exhibit phase variability in different
tissues correlating to their tissue-specific functions (KUMAR et al.,, 2019).

Also, CLOCK/BMAL-| heterodimers activate the transcription of an array of CCGs, for
example arginine vasopressin which mediates the circadian variation of physiological and
pathophysiological functions (TAKEDA and MAEMURA, 2015). CCGs also include three
proline and acid-rich (PAR) basic leucine zipper (bZip) transcription factors: D-site albumin
promoter binding proteins (Dbp), hepatic leukaemia factor (HIf) and thyrotrophic embryonic
factor (Tef) (TAKEDA and MAEMURA, 201 1).

These transcription factors are antagonized by another transcription factor, the E4
promoter-binding Protein 4 (E4BP4), which is induced by REV-ERB (TAKEDA and MAEMURA,
2016, YOUNG, 2006).

Regarding the cardiovascular system, rhythmic activation of CCGs leads to fluctuations in

various functions of endothelial cells, vascular smooth muscle cells, fibroblasts and
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cardiomyocytes, eventually leading to oscillations in proteome and cell function (CRNKO et
al, 2019). In respect to the blood vessels, circadian rhythms were first described in mouse
aortas when isolated at different periods of the day (PASCHOS and FITZGERALD, 2010). A
previous study confirmed these findings by showing rhythmic PER | luciferase activity in
transgenic rat veins and arteries ex vivo (CRNKO et al., 2018). Further studies have confirmed
that the several cellular constituents of the vascular wall exhibit a functional circadian clock,
namely endothelial cells, vascular smooth muscle cells and fibroblasts (CRNKO et al., 2019).

In vascular endothelial cells, the existence of intrinsic circadian rhythms has been confirmed
in vitro by synchronizing hemangioendothelioma and human umbilical vein endothelial cells with
serum shock (CRNKO et al.,, 2018) as in the vascular smooth muscle cells that the express
circadian oscillations are shown in vitro following serum shock of cells derived from healthy
arteries (CRNKO et al,, 2018).

The existence of self-sustained circadian clock in fibroblasts is suggested by a circadian
pattern of expression for all circadian clock components in fibroblasts in culture after
synchronization with a serum that persists for more than 20 days in culture (PASCHOS and

FITZGERALD, 2010).

V. From Disturbed Rhythm to Disease

As circadian rhythms modulate vital processes and physiology, it is not surprising that
several health problems can be associated with its disruption. Circadian rhythms have been
linked to almost all diseases, including cancer (CRNKO et al., 2019), arthritis (HAND et al.,
2016) and depression (LOGAN and MCCLUNG, 2018). In cardiovascular disease, knowledge
gathered from animal and human studies led to the association between circadian rhythms and
the development and outcome of disease (CRNKO et al., 2019).

Circadian disruption occurs when the circadian timing system as a whole is desynchronized
from the environmental cycles and between the internal clocks, and this can be caused by
environmental factors and intrinsic factors and cause detrimental cardiovascular health

(MORRIS et al., 2012).

A. Environmental Factors

Modern life exposes individuals more and more to disruption, due to the current living
conditions and behaviours such as sleep disorders, shift work, flights across different time

zones and prolonged nocturnal activities with exposure to artificial light (CRNKO et al., 2018).
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Epidemiological studies and experimental data demonstrate a link between the environment
and disease, although causality has been difficult to establish.

There is vast evidence from epidemiological studies linking shift work to an increased risk
for cardiovascular disease, diabetes and obesity (RUGER and SCHEER, 2009). Working at
night requires not only the presence of light, which causes sleep disturbances and suppresses
natural melatonin production, but also changes the activity-rest rhythm and fasting/feeding
cycle. Subsequently, this results in a loss of coordination between oscillators as they are
adjusted by the different zeitgeber signals (RUGER and SCHEER, 2009).

However, indirect effects due to lifestyle because of shift work itself, namely diet, workload
and sleep deprivation, may also influence the conclusions of these studies (FUHR et al,, 2015,
RUGER and SCHEER, 2009). Nevertheless, studies which included healthy shift workers
demonstrated that circadian misalignment increases BP and markers of inflammation (ALIBHAI
et al., 2015, CRNKO et al., 2018, MORRIS et al., 2016, REUTRAKUL and KNUTSON, 2015).
Furthermore, various meta-analysis on shift work and cardiovascular disease have shown an
increased risk for cardiovascular events, namely for MI (MANFREDINI et al., 2018,
RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019, VYAS et al., 2012).

Other cause of disruption can be jet lag. In fact, the desynchronization of external and
internal time also causes poor sleep, fatigue, poor appetite, and gastrointestinal disturbances
for several cycles following changes in time zones (BECKETT and RODEN, 2009).

In addition to the above mentioned, sleep disorders can be responsible for the disruption
of circadian rhythms (CRNKO et al.,, 2018), as a considerable portion of the world’s population
does not achieve the recommended 7-8 hours of sleep (CRNKO et al., 2018).

Evidence suggests that poor or short sleep habits (i.e. less than 6,5 hours of sleep per
night) led to increased blood pressure and heart rate in healthy individuals (CRNKO et al.,
2019, GAMALDO et al., 2014) and is associated with increased morbidity and mortality, mainly
from cardiovascular disorders (TOBALDINI et al, 2018). At the molecular level, sleep
deprivation was demonstrated to impact diurnal gene expression in mice, resulting in altered
expression of genes in the heart (ANAFI et al, 2013). Also, artificial light and technology
appears to provoke desynchronization and to be associated with sleepiness (CRNKO et al.,

2019).
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B. Intrinsic Factors

One of the critical questions is how the peripheral clock is altered under disease
conditions. Comprehensive studies have been carried out to investigate the significance of
clock gene perturbations, at the cellular and organismal levels (FUHR et al., 2015).

Current evidence shows that the cardiovascular circadian clock is disturbed during disease
states and that this molecular mechanism may influence the aetiology of several cardiovascular
disease states (DURGAN and YOUNG, 2010).

However, more studies are needed to fully understand the complex interactions of the
different components in the disease’s network due to disruption of the clock rhythms.

Delineating the causal role of the circadian mechanism has been approached using
sophisticated genetic manipulations in a tissue-specific manner through animal models with
mutations in core clock genes (ALIBHAI et al., 2015, XU et al., 2019).

Several clock genes were reported to play a crucial role in the daily regulation of BP
(RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019). Bmal-1 seems to be one of them since in Bmal-I-
knockout mice exhibited a loss of diurnal variation in BP, that resulted in hypotensive mice
and lack of night-time spike in BP (ALIBHAI et al., 2015, ANEA et al.,, 2009, CURTIS et al.,
2007, LEFTA et al., 2012). A loss of diurnal variation in HR that provoked arrhythmic behaviour
has also been shown (TAKEDA and MAEMURA, 2015).

Besides, Cry is also involved in BP regulation. In contrast to the genetic deletion of Bmal-
I, deletion of the Cry gene resulted in increased BP and hypertensive mice (MASUKI et al.,
2005). Experiments with Cry-knockout mice showed the development of salt-sensitive
hypertension as a result of an increase in aldosterone synthesis through one of the enzymes
in the aldosterone synthesis pathway, the 3-B-hydroxysteroid dehydrogenase (Hsd3b6)
(STOW and GUMZ, 2011, TAKEDA and MAEMURA, 201 1), which is repressed by the Cry
gene (TAKEDA and MAEMURA, 2016). In turn, aldosterone promotes the reabsorption of
sodium ions and water in the kidney (DOUMA and GUMZ, 2018).

Further experiments using cardiomyocyte-specific Bmal-1-knockout (CBK) mouse model
(YOUNG et al., 2014) showed that Bmal-1 plays an important role in maintaining the structural
and functional integrity of cardiac muscle (LEFTA et al., 2012). A functional consequence of
chronic genetic ablation of Bmal-1 in the cardiomyocyte is the development of dilated
cardiomyopathy with reduced cardiac contractility, and sarcomeric disorganization at the
cellular level (LEFTA et al.,, 2012, TAKEDA and MAEMURA, 2015, YOUNG et al., 2014). This
result is explained by the role of Bmal-1 in the regulation of the protein Titin-cap or TCAP,

which is a crucial component for the integrity and function of the myocardial sarcomere and
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for the mechanical and signalling functions of the heart (PODOBED et al., 2014). The ablation
in this gene is associated with shifts in TCAP isoform composition, that resulted in disruption
of sarcomeric structure (LEFTA et al,, 2012).

Furthermore, the Clock gene is also a key regulator of TCAP (ALIBHAI et al, 2015,
PODOBED et al., 2014).

Despite this, a previous study revealed novel functions for Bmal-1 and Clock in the heart,
including regulation of metabolism (TAKEDA and MAEMURA, 2015). Since Clock mutant and
Bmal-| deficient mice have exhibit increased fatty acid oxidation and decreased glucose
oxidation and glycolysis, those may contribute as risk factors for heart disease (LEFTA et al.,
2012, MARTINO and YOUNG, 2015, TAKEDA and MAEMURA, 2015). Specifically, Clock
mutant mice have altered the diurnal abundance of protein, including enzymes crucial for vital
metabolic pathways in the heart (ALIBHAI et al., 2015, TAKEDA and MAEMURA, 201 1).

Another evidence of the essential role of the circadian rhythm comes from mice with
simultaneous knockout of the circadian output genes Dbp, HIf, and Tef. Animal model studies
have shown the development of hypertrophic cardiomyopathy in these mice, that is cardiac
hypertrophy and ventricular dysfunction (ALIBHAI et al., 2015, MARTINO and YOUNG, 2015,
TAKEDA and MAEMURA, 201 1).

Furthermore, other studies have shown that the expression of core clock genes is also
strikingly affected in myocardial ischemia. The clock gene E4BP4 significantly accumulates
during myocardial ischemia and subsequently antagonizes the circadian function of the
transcription factors Dbp, HIf and Tef (TAKEDA and MAEMURA, 2016, TAKEDA and
MAEMURA, 2015).

Another aspect that has been studied concerning the daily cycle is the vascular function.
The roles of clock genes in vascular physiology have also been studied using mice with
genetically engineered clock genes. A mutation in the Per gene was associated with endothelial
dysfunction, decreased production of nitric oxide and vasodilator prostaglandins and increased
vasoconstrictor production (RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019, TAKEDA and MAEMURA,
2015, WANG et al, 2008). The results suggest an essential role of the Per gene in the
maintenance of healthy cardiovascular functions (VISWAMBHARAN et al., 2007). Besides, Per
mutant mice and also Bmal-1-knockout mice and Clock-mutant mice exhibit endothelial
dysfunction (XU et al., 2019).

The coagulation cascade is also another factor that contributes to affect the circadian onset
of cardiovascular disorders. Systemic coagulation activity is determined by the balance
between coagulation and fibrinolytic activities and shows diurnal variation (TAKEDA and

MAEMURA, 2016). The abundance of the Plasmin Activator Inhibitor-1 complex (PAI-I),
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decreases in the morning and results in reduced fibrinolytic activity (MAEMURA et al., 2007),
which is consistent with the increased risk and morning peaks in clinical cardiovascular events
(ANEA et al., 2009, OISHI et al., 2009, PASCHOS and FITZGERALD, 2010).

The heterodimer of CLOCK/BMAL-I binds to the E-box of the PAI-I gene, thereby
activating its transcription (TAKEDA and MAEMURA, 2015). Therefore, the circadian
variation in thrombosis was lost in Clock mutant or Bmal- | -deficient mice, suggesting that the
peripheral clock regulates diurnal thrombogenicity (WESTGATE et al., 2008). Thus, in Bmal-
|-knockout mice, PAI-1 gene expression is increased as well as plasma fibrinogen and platelets

(TAKEDA and MAEMURA, 2015).

Table |- Clock Disturbance: Resume of the Effects from Animal Studies

Clock Disturbance Effects
Regulation of Blood Pressure

Loss of diurnal variation in BP and HR: Hypotensive mice

Bmal-1 KO
Arrhythmias
Cry KO Salt-sensitive hypertension
Integrity of Cardiac Muscle
Dilated Cardiomyopathy: { cardiac contractibility and { sarcomeric
Bmal-1 KO organization

Disruption in sarcomeric structure: Shifts TCAP isoform composition
Dbp, Hif and Tef KO  Hypertrophic Cardiomyopathy: cardiac hypertrophy and ventricular dysfunction
Metabolism
Clock Mutation
T fatty acid oxidation { glucose oxidation { glycolysis
Bmal-1 KO
Vascular Function
Endothelial dysfunction: { Production of nitric oxide | Vasodilation
Per Mutation
Prostaglandins T Vasoconstrictor production
Coagulation Cascade
Clock Mutation
Bmal-1 KO

Bmal-1 KO T PAI-1 gene 1T Plasma fibrinogen 1 Platelet

Loss of variation in thrombosis

Collectively, these studies are essential for demonstrating relevant relationships between

the circadian mechanism and cardiovascular disease aetiology and pathology.
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VI. Time Treatment: Chronotherapy

Whereas other patient features, such as age, sex, comorbidities, are increasingly
considered, time is usually forgotten. Therefore, it is essential to increase the awareness that
timing can be an essential factor in the success or failure of therapy (CRNKO et al.,, 2018).

Wide interpatient variability in pathophysiology and therapeutic response has become
increasingly relevant, thus personalized medicine represents a useful tool to ensure maximum
treatment efficacy with minimal adverse events and toxicity (BALLESTA et al., 2017, CRNKO
et al., 2018).

The chronotherapeutic approach is based on targeting treatments toward the rhythm
generating biologic timing systems (CRNKO et al., 2018, OHDO et al., 2019) using the same
medication but looking for pharmacokinetics process as absorption, distribution, metabolism
and excretion and physiological system of the drug targets in other words pharmacodynamics
profiles at different times of the day (HERMIDA et al, 2013, MISTRY et al, 2017,
RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019, SELFRIDGE et al., 2016).

In this context, Phase Ill clinical trials have emerged that test chronotherapy versus

conventional therapies, showing significant increases in tolerability and efficacy (BALLESTA et

al, 2017).

A. Clinical Applications in Cardiovascular Disease

Several new lines of evidence reveal the translational application of circadian rhythmicity
to the clinical field. Personalized medicine and optimization of cardiac drug administrations
may lead to an improvement of the outcomes (RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019).

For example, the higher incidence of early morning cardiovascular events has been
attributed, in part, to the increase in sympathetic activity before wakening. It has been
hypothesized that administering medications that antagonize sympathetic activity in the
cardiovascular system at bedtime would provide peak concentrations during these early

morning hours (CRNKO et al., 2018).

I. Anti-hypertensive medication

BP increases in the early morning, followed by a plateau during the day and then dip during
the sleep. Healthy individuals experience a 10-20% decrease in BP at night. People who do not

exhibit this “dip” of at least a 10% in resting BP are termed “non-dippers” and have increased
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risk of cardiac death (MAEMURA et al., 2007, RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019, STOW and
GUMZ, 2011).

Despite growing evidence, chronotherapy is not uniformly recommended in the treatment
of hypertension. Careful selection of patients and anti-hypertensive agents for chronotherapy
is required, and further investigation is needed to evaluate the definitive impact of
chronotherapy on cardiovascular outcomes (STRANGES et al., 2015).

All studies have highlighted the evaluation of the 24-hour BP profile as an indicator of
cardiovascular health rather than single daytime office measurements and conclude that, in
“non-dipper” patients, anti-hypertensive therapy delivered at night is highly effective at

correcting that pattern.

The first examples are the Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitors and Angiotensin-II
Receptor Blockers. Briefly, the literature on the Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitor
Ramipril shows that (a) the BP during sleep was significantly reduced in bedtime-dosed patients
compared with morning-dosed patients and that (b) night-time dosing increases its
effectiveness, leading to a BP reduction that lasted 24 hours after bedtime dosing compared
with 16 hours after morning dosing (HERMIDA and AYALA, 2009, HERMIDA et al., 20103,
HERMIDA et al,, 2015).

Similarly, the administration of the Angiotensin Il Receptor Blocker Telmisartan to
hypertensive individuals at bedtime caused a significant decrease in the prevalence of non-
dipping towards a more normal dipper profile (HERMIDA et al., 2007, RABINOVICH-NIKITIN
et al,, 2019).

In contrast, a study involving the B-blocker Nebivolol showed that the efficacy was
significantly higher on the diurnal than on the nocturnal BP mean in bedtime-dosed, which
correlates with the circadian fluctuations of the sympathetic tone, namely of plasma
noradrenaline (HERMIDA et al., 2005).

Furthermore, the Calcium Channel Blockers have weak and conflicting evidence for use in
chronotherapy. In general, bedtime chronotherapy with this class of medicines does not
appear to provide a BP advantage over morning administration (STRANGES et al., 2015).

However, a large proportion of the hypertensive population cannot be controlled
adequately with a single medication (HERMIDA et al., 2017). In fact, the results of a study with
the combination of Valsartan/Amlodipine showed a normalization of the circadian BP profile
towards a more normal dipper pattern when the combination is administered at bedtime

(HERMIDA and AYALA, 2009, HERMIDA et al., 2017, HERMIDA et al., 2010b).
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The prospective Ambulatory Blood Pressure Monitoring for Prediction of Cardiovascular
Events (MAPEC) study was specifically designed and conducted to test the hypothesis that
bedtime chronotherapy with hypertension medications exerts better BP control and CVD risk
reduction than conventional therapy taken on upon-waking (HERMIDA et al, 20103,
HERMIDA et al., 2015, TAKEDA and MAEMURA, 201 [). The study provides evidence that
bedtime drug administration was more effective in controlling BP and decreasing non-dipping,
compared to conventional upon-awakening therapy, thus resulting in a significant reduction of
cardiovascular morbidity and mortality (STOW and GUMZ, 2011, TAKEDA and MAEMURA,
2011).

However, the MAPEC study was limited because part of the process of randomisation was
not reported, and the end points included some uncommon cardiovascular events, and were
not independently refereed (RORIE et al., 2016).

Following up on the MAPEC study, the Treatment In Morning versus Evening (TIME) study
(NCT02922023) aims to substantiate the findings of the MAPEC study and test the hypothesis
that nocturnal dosing of anti-hypertensive medication reduces cardiovascular events compared
with conventional morning dosing. If the results from the TIME study show definitive benefits
of nocturnal dosing of anti-hypertensive medication, this will represent the most cost-effective
development in the treatment of arterial hypertension and CVD prevention in recent years
(RORIE et al., 2016).

In conclusion, non-dippers with essential hypertension can be changed to normal
dippers by shifting the time of administration of anti-hypertensive drugs from morning to
bedtime. However, the measurement of 24h BP is essential to determine the individual BP
pattern and therefore decide on the best administration time (TAKEDA et al., 2009). At
present, only the American Diabetes Association has adopted a definitive recommendation to
use routine bedtime dosing in patients with diabetes and hypertension (STRANGES et al.,
2015).

2. Aspirin

An additional case that highlights the benefit of chronotherapy on CVD outcome is aspirin.
In current medicine, the use of antiplatelet medication is the basis for the prevention of
cardiovascular events such as M, since platelet aggregation is one of the mechanisms
responsible for their development (BUURMA et al., 2019, RABINOVICH-NIKITIN et al,
2019). Aspirin has different properties, but in low doses, it mainly works as an antiplatelet
agent. In terms of dosing, maintenance doses of 75-325 mg once a day in the morning after

awakening are established for the majority of patients (BUURMA et al., 2019).
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Studies demonstrated that aspirin taken at night time, as compared with on awakening,
may reduce the morning peak in platelet reactivity and thus may reduce cardiovascular risk
(ALIBHAI et al., 2015, MISTRY et al., 2017, ZHANGA et al., 2014).

A recent study showed that another reason for taking aspirin at night is supported by
microarray analysis that showed that cyclooxygenase | (COX-I), the target of aspirin,
oscillates throughout the day (BUURMA et al., 2019). Besides the aspirin is has a short half-
life, so it is crucial to consider administering aspirin at the optimal time of day for improved

efficacy (RABINOVICH-NIKITIN et al., 2019, ZHANGA et al., 2014).

VIl. Future Directions

The circadian clock in the heart has emerged as a molecular mechanism influencing multiple
heart diseases. Even though the connection between cardiovascular diseases and the circadian
rhythm has been recognised, the underlying mechanisms and its clinical relevance remain to
be fully elucidated. Additional tissue-specific studies of the molecular clock are needed. The
discovery of novel genes involved in circadian rhythm-related disease will open up new
opportunities for therapy or can serve as markers for improved diagnosis as biomarkers
(FUHR et al,, 2015).

Another therapeutic option might be to change the phase of the circadian clock to a time-
of-day setting or specific phase in physiological rhythms that is the most beneficial in each
situation. One example is small-molecule modifiers, such as Rev-erb inhibitors, can change the
molecular circadian clock to a beneficial state preventing cardiac damage in animal models.
Compounds that influence phase, amplitude and period of the circadian rhythm, hopefully, will
allow clock-targeting therapies soon (CRNKO et al., 2019, KOJETIN and BURRIS, 2014).

Besides the molecular level, the control of disruption is also important. The strict control
of exposure to zeitgebers would be recommended in patients as pharmacological strategies to
restore their circadian rhythms (BALLESTA et al., 2017).

In the case of arterial hypertension, the rationale that low BP and HR during the night-
time coincide with high endogenous melatonin levels and the decreased melatonin production
was found in patients with hypertension, and coronary artery disease opened the discussion
for the use of exogenous melatonin as a chronotherapeutic (GROSSMAN et al., 201 |, SUN et
al,, 2016).

In a meta-analysis performed on the effect of melatonin on nocturnal BP, the combination
of melatonin and antihypertensive treatment was found useful and safe in ameliorating

nocturnal hypertension (PANDI-PERUMAL et al, 2016, RUGER and SCHEER, 2009).
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However, the use of melatonin in the treatment of hypertension is still not recommended and,
to date, no melatonin formulation has been authorized by the Food and Drug Administration
in the US. Therefore, more extensive, large-size clinical trials are needed to evaluate
melatonin’s efficacy as a novel therapeutic intervention in CVDs (PANDI-PERUMAL et al.,

2016).
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VIIl. Final Considerations

Since the first mammalian core clock gene has been identified, impressive progress has
been made in understanding how the endogenous clock-work system operates and how it
drives evident cycles in behaviour and physiology in humans.

In conclusion, clinical and experimental studies demonstrate that disturbing rhythms has
direct adverse consequences on cardiac physiology and pathophysiology. Future studies will
undoubtedly provide new insights into the mechanisms and molecular pathways that drive
these pathologies (ALIBHAI et al., 2015) although the lifestyle’s changes may have a role in the
incidence of some diseases, like cardiovascular events.

Also, the knowledge on the clock machinery holds promises for the development of new
treatment or improvement of existent medical treatments increasing drug efficacy and
tolerability and reducing adverse effects that will hopefully improve the treatment and survival
of patients with cardiovascular disease (CRNKO et al., 2019, PILORZ et al., 2018).

Circadian biology has waited decades to emerge as a complementary and inclusive scientific
discipline capable of bridging molecular genetics, biochemistry, physiology, pharmacology,

pathology, and clinical research to improve patients’ lives (SELFRIDGE et al., 2016).
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