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l. Introducao

O farmacéutico € um profissional de saude e especialista do medicamento sendo, desta
forma, responsavel pelo cumprimento de diversas tarefas inertes a promogao da salde e do

bem-estar publico, assim como fungdes relativas aos medicamentos e as analises clinicas.

Para que se torne num verdadeiro profissional do medicamento, é necessario que
adquira varios conceitos teodricos essenciais, sendo alguns destes proporcionados através da
sua formacao académica, realizada ao longo de cinco anos de curso. Durante este intervalo de
tempo € desafiado diariamente para a obtengdo de um conhecimento técnico-cientifico

notavel, essencial para o seu crescimento académico e profissional.

O estagio curricular em farmacia comunitaria é parte integrante do plano de estudos
do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas e representa o culminar de todo o
percurso académico. Este constitui uma etapa crucial na transicio de estudante para
farmacéutico, uma vez que somos confrontados com um ambiente de trabalho onde temos de
aplicar e aprofundar todos os conhecimentos previamente adquiridos da maneira mais
responsavel e racional possivel. E aqui que se obtém o primeiro contacto com a realidade da
profissio de um farmacéutico comunitario, bem como com a comunidade e todas as suas
fragilidades, consciencializando-nos acerca da responsabilidade e importancia que teremos.
Como futuros farmacéuticos, cabe-nos a nés saber como prestar o melhor aconselhamento
possivel, personalizado para cada doente, tendo plena consciéncia de que, enquanto
profissionais de exceléncia, temos de nos focar no bem-estar do doente e aplicar pensamento
critico em qualquer tarefa efetuada. Para isto, € necessario que sejamos capazes de
desenvolver uma capacidade de comunicagao adaptada a cada pessoa, independentemente de
diferengas sociais ou culturais existentes, atuando com compreensao, humanidade e com um

objetivo central: melhorar o estilo de vida de cada pessoa.

O meu estagio decorreu na Farmacia Central de Cantanhede, sob orientagao da Dr.*
Maria Joao Moura, diretora técnica da farmacia, realizando um total de 810 horas
compreendidas entre janeiro e abril. A escolha da farmacia foi baseada numa experiéncia
passada durante estigio extracurricular nesta, onde pude contactar com uma equipa

extremamente acolhedora e profissional e uma afluéncia de utentes notavel.

No presente relatorio apresento a minha andlise SWOT (Strenghts, Weaknesses,
Opportunities, Threats), que envolve a andlise dos diferentes pontos relativos a frequéncia do
estagio, integragao da aprendizagem teodrica na pratica profissional e a adequagao do curso as

perspetivas profissionais futuras".
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2. Analise SWOT

Tabela I | Analise SWOT

Strenghts (Pontos Fortes) Weaknesses (Pontos Fracos)

* Sequenciagao na realizagao das tarefas * Proximidade dos pontos de atendimento

= Atividades de “back-office”

= Atividades de “front-office”

= Cirurgias em animais

= Sacrificio de animais e posterior colheira de

cérebros

* Populagao heterogénea
* Grande diversidade de produtos

* Profissionais competentes, equipa dinamica e
aprendizagem rigorosa

¢ Contacto com o Sifarma 2000®
* Servicos farmacéuticos diversificados

* Preparagdo de manipulados e extemporaneos

Opportunities (Oportunidades) Threats (Ameagas)

* Variedade crescente de produtos no mercado e | ® Outros postos de venda restringem os
grande afluéncia didria de utentes atendimentos realizados

* Existéncia de medicamentos nio sujeitos a receita | ® Sifarma 2000®: uma perspetiva diferente do software
médica de dispensa exclusiva em farmacia * A internet como fonte de autodiagnéstico

¢ Desafios impostos por diferentes varaveis que

conduzem a aprendizagem
= Caréncias econémicas populacionais
= Medicamentos esgotados
*  Pedidos de medicamentos sujeitos a receita

médica sem a apresentacdo da mesma

2.1. Pontos Fortes (Strenghts)
2.1.1. Sequenciacao na realizacao de tarefas

Dentro de uma Farmacia, o farmacéutico é responsavel por inimeras tarefas, sendo
algumas mais complexas que outras, mas todas igualmente importantes e necessarias. De
modo a que seja um profissional de exceléncia € crucial que tenha a capacidade de executar
qualquer uma destas. O contacto obtido, ao longo do estagio, com a realidade de uma
Farmacia Comunitaria permitiu-me ver os farmacéuticos com outro rigor, ganhando a
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consciéncia de que este, para além de ser especialista do medicamento, deve ter boas

competéncias no que toca a gestao e organizagao.
2.1.1.1. Atividades de back-office

O meu estagio na Farmacia Central de Cantanhede comegou por me fornecer uma
aprendizagem e contacto com as areas de gestao e organizagao, antes de entrar em contacto
com o publico ao balcao. As atividades back-office sao, para mim, os pilares nos quais assenta
nao s6 o atendimento ao balcao, mas também toda a sobrevivéncia da farmacia. Entre estas
temos: a escolha adequada dos fornecedores, a realizagao, rece¢io e conferéncia das
encomendas, a marcagao de pregos, o armazenamento dos produtos e a realizagao e validagao
de devolugoes. Em cada uma delas é necessario ter varios fatores em conta, como é o caso
da realizagao das encomendas nas quais € importante ter uma visao ampla de todo o contexto
em que a farmacia se encontra de modo a se obter uma boa gestao se stock, que ajudara na

fidelizacao dos utentes e no sucesso financeiro da farmacia.

Tendo em conta a importancia demonstrada de todas estas tarefas, torna-se claro que
a sua execugao é essencial ao longo do estagio, e s6 assim somos capazes de nos tornar
farmacéuticos aptos a integrar o mercado de trabalho. O facto de ter iniciado o meu estagio
com o aprisionamento dos produtos permitiu-me ter contacto com parte significativa destes,
tendo-me familiarizado nao sé com nomes de marca, mas associando-os as respetivas
substancias ativas e indicagoes terapéuticas. Durante este processo, foi-me recomendado que
analisasse as recomendagoes que deveriam ser feitas para cada um dos produtos, bem como
que comegasse a ter percecao de quais sao os Medicamentos Sujeitos a Receita Médica
(MSRM) e quais sao os Medicamentos Nao sujeitos a Receita Médica (MNSRM) e, desta forma,

estivesse devidamente preparada para um correto atendimento ao balcao.
2.1.1.2. Atividades de front-office

O farmacéutico constitui um agente de salde publica que, para além de ser especialista
do medicamento, precisa de ter ferramentas no que toca a comunicagado com outros,
garantindo assim uma relagao farmacéutico-utente adequada a um correto atendimento. O
meu contacto com os utentes comecou pela medigcao de glicémia, pressao artéria e colesterol
total. Esta op¢ao foi tomada pela minha orientadora e mostrou-se fundamental no meu
percurso a nivel de estagio. Este pequeno passo permitiu que me adaptasse a populagao de
uma forma mais gradual, tornando-se de extrema importancia tanto para mim, no sentido em
que nao me dirigi imediatamente ao balcao com receio e sem saber o que esperar, como para

os utentes, uma vez que conseguiram assim um atendimento mais habilitado desde o inicio. A
12



nivel de atendimento, ¢é fundamental que se seja capaz de agir naturalmente,
independentemente do caso e da pessoa com que se esteja a lidar, tentando assim obter um
ambiente de confianca em que nao haja desconforto e/ou reticéncia por parte da pessoa em

referir todos os pontos que serao necessarios para uma boa qualidade no servico prestado.

O farmacéutico é responsavel pela transmissao de informagao de forma clara e concisa,
certificando-se que existe uma utilizagao correta dos medicamentos e outros produtos de
saude. Sendo um impulsionador de saide e bem-estar, o atendimento deve sempre ser
centralizado no utente. Durante esta fase do meu estagio fui confrontada com a
responsabilidade de aplicar todos os conhecimentos que adquiri durante os anos anteriores,
para ser capaz de aconselhar e esclarecer corretamente todos os pontos necessarios e
pedidos. O desafio auto-imposto de “saber mais” tornou-se mais importante uma vez que era
crucial saber com clareza pontos-chave: interagoes de medicamentos, contraindicagoes e
reagoes adversas. Para além disso, foi importante saber adaptar a postura, bem como a
linguagem, ao tipo de pessoa com a qual estava a lidar, tendo consciéncia de que teria de
garantir uma correta adesao ao esquema terapéutico, apesar do facto de algumas pessoas nao
saberem ler. A passagem para o atendimento ao balcao foi, sem duvida, a nivel pessoal, a
experiéncia mais gratificante que obtive, sendo-me dado, por parte das pessoas, um ambiente

familiar e de seguranca, apesar de saberem que me encontrava ainda em fase de estagio.
2.1.2. Populacao heterogénea

Como ja disse anteriormente, devera fazer parte das competéncias do farmacéutico
saber agir com diferentes tipos de pessoas, tendo sempre em conta de que cada uma delas
tem a sua individualidade e, por isso, diferentes necessidades e cuidados. Devido a sua
localizagao centralizada na cidade e préxima de edificios que oferecem outro tipo de servigos,
a Farmacia Central tem contacto direto com uma populagao heterogénea. Enquanto estagiaria,
esta diversidade de pessoas tornou-se extremamente pertinente, uma vez que me deu a
possibilidade de enfrentar situagdes distintas, tanto no que toca a faixa etaria, como ao modo
de vida de cada utente. Estas circunstancias poderao parecer irrelevantes, mas é importante
reforgar que sendo o farmacéutico responsavel por fornecer um atendimento personalizado,
quanto maior a variedade de casos apresentados e de caracteristicas dos utentes, mais
enriquecedora sera a sua experiéncia profissional e mais alargado sera o conjunto de produtos
com o qual tera hipotese de trabalhar. Tive assim possibilidade de estender o atendimento

para diferentes produtos, tentando assim proporcionar um servigo individual.
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2.1.3. Grande diversidade de produtos

Se por um lado a existéncia de uma populagiao heterogénea me permitiu trabalhar com
uma maior variedade de produtos, também a existéncia desta ultima ira assumir um papel
importante para a deslocagao de mais utentes a farmacia, o que levou a que fosse confrontada
com situagoes variadas e contribuiu para a minha aprendizagem. A Farmacia Central dispoe
de um vasto leque de artigos de salde, permitindo enriquecer o meu conhecimento em
diversas areas como a cosmética, homeopatia e veterinaria. Os medicamentos a base de
plantas e suplementos alimentares sao um exemplo de produtos em ascensao, sendo fulcral o
conhecimento neste dominio, uma vez que nos sao feitas muitas questoes relacionadas com
estes e nos € exigido um aconselhamento pormenorizado. Durante o meu estagio tive a
possibilidade de aplicar os conceitos que me tinham sido transmitidos por diversos

professores nos anos anteriores, adquirindo progressivamente confianga no atendimento.
2.1.4. Profissionais competentes, equipa dinamica e aprendizagem rigorosa

A qualidade de uma Farmacia depende, em grande parte, dos profissionais que nela
trabalham. E importante referir que este € um dos pontos que se destaca a nivel de estagio
em farmacia comunitaria, uma vez que é através de uma aprendizagem rigorosa que se obtém

futuros farmacéuticos verdadeiramente competentes.

A Farmacia Central é dotada de uma equipa extraordinariamente dindmica, sempre
recetiva a novos projetos e desafios, cativando cada uma das pessoas que passa pelo local e
mantendo a confianga de toda a populagao. A aprendizagem é constante, nao existindo
qualquer tipo de receio em assumir as suas falhas e trabalhar no sentido de que se tornem em
qualidades perfeitamente adquiridas. O rigor no atendimento merece o meu destaque, uma
vez que cada situagao é avaliada com cuidado, averiguando-se todos os pontos essenciais para
que exista um trabalho preciso, promovendo a adesiao a terapéutica bem como o
cumprimento de medidas nio farmacolégicas. E importante que o utente veja todas as suas
duvidas esclarecidas e que seja informado de potenciais efeitos secundarios, modos de
administragao, posologia, e todas as informagoes que sejam necessarias para um atendimento
completo, como ja referenciei antes. Desta forma, permito-me dizer que me foram
transmitidas praticas notavelmente importantes e minuciosas que me ajudarao a ser melhor

farmacéutica.
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2.1.5. Contacto com Sifarma 2000®

O Sifarma 2000® é o software utilizado na Farmacia Central. Este constitui uma
ferramenta de gestao, organizagao e atendimento das farmacias comunitdrias que foi
desenvolvido por e para farmacéuticos. O contacto com este é essencial durante a fase de
adaptagao para o ingresso no mundo do trabalho, uma vez que esta presente na maioria das
farmacias e é necessdrio algum tempo para se conseguir dominar esta ferramenta. As
funcionalidades deste software sao inimeras, fornecendo auxilio nos processos decorrentes
na farmacia, e permitindo uma maior efetividade das tarefas, bem como um aconselhamento
ao utente mais personalizado e completo. E importante referir que numa fase inicial do estagio,
o Sifarma 2000 facilitou a aquisicio de conhecimentos acerca de diversos medicamentos,

sendo um utensilio-chave para o estudo e pesquisa que eram necessarios.
2.1.6. Servicos farmacéuticos diversificados

A evolugao das farmacias comunitarias ao longo dos anos tem sido notavel, deixando
de ser apenas um local de dispensa de medicamentos, para se tornar em verdadeiros espagos
para promogao de salide e bem-estar dos utentes, dotados de varios servigos farmacéuticos.
A portaria n° 97/2018 de | de abril ® define os servicos que sio permitidos nas farmacias

comunitarias, bem como os requisitos exigidos para a execugao destes.

A Farmacia Central de Cantanhede dispoe de grande parte dos servigos farmacéuticos
existentes, o que conduz a um papel mais ativo na populagao, reforcando a confian¢a da
populacao. Saliento alguns dos servigos prestados: nutri¢ao clinica (realizada por nutricionista
certificada pela ordem dos nutricionistas; permite um acompanhamento personalizado, e
adaptacgao alimentar no caso das diferentes patologias), administracao de vacinas e injetaveis
(realizado por farmacéuticos com curso de injetaveis certificado), consulta de revisao de
medicagao (realizada por farmacéutico com curso certificado; responsavel por tragar um perfil
farmacoterapéutico, identificando e eliminando possiveis problemas existentes derivados da
medicagao), dispensa semanal de medicacao ( o Sistema Personalizado de Dispensa - SPD -
permite o acondicionamento dos medicamentos em compartimentos individualizados e
selados, facilitando o processo de toma de medicacao e aumentando a adesao a terapéutica)

e rastreios auditivos (mensais e gratuitos).

Por outro lado, a participagao em medigoes de parametros bioquimicos também foi
importante, permitindo-me um aperfeicoamento tanto nestas técnicas, como no
aconselhamento nao farmacolégico e acompanhamento das necessidades dos utentes, uma vez

que estes servigos sao responsaveis pela prevencao e controlo de algumas doengas.
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2.1.7. Preparacao de manipulados e extemporaneos

De acordo com o Decreto-Lei n® 95/2004 de 22 de Abril, um medicamento manipulado
€ “qualquer férmula magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado sob a
responsabilidade de um farmacéutico” ©. A Farmécia Central de Cantanhede contém as
estruturas, bem como os equipamentos necessirios e exigidos para a preparagao de
medicamentos manipulados, cumprindo as Boas Praticas Farmacéuticas para a farmacia
comunitaria (BPF) . Sdo também necessarios varios materiais de apoio como é o caso das
Farmacopeias e outros documentos oficiais. E importante ter-se em conta que o Formulario
Galénico Portugués (2007) nao contém as monografias para todas as féormulas e, nesse caso,
tera de se contactar o LEF (Laboratério de Estudos Farmacéuticos - departamento da ANF),
que envia a técnica e os materiais de apoio necessarios para a realizagao da monografia. Os
medicamentos manipulados constituem terapéuticas mais personalizadas, adaptando-se tanto
a forma farmacéutica como a dosagem ao utente em questao, e as necessidades especificas
que poderao nao ser satisfeitas com o recurso a medicamentos existentes no mercado. Estes
medicamentos sao prescritos através de uma receita médica, tendo na sua designagao “F.S.A”
(Fagca Segundo Arte) ou “Medicamento Manipulado”, indicando igualmente a dose, forma

farmacéutica, posologia e via de administragao.

Um exemplo de manipulado que tive a oportunidade preparar foi a Pomada de Enxofre
a 6%. Esta foi receitada (Anexo |) para o tratamento da Sarna, que constitui uma infegao
cutdnea provocada pelo parasita Sarcoptes scabiei var. hominis. Os principais sintomas sao a
existéncia de prurido intenso com padrao de distribuicao das erupgdes caracteristico. O
Enxofre é utilizado ha séculos como escabicida, tendo uma baixa toxicidade ®. Neste caso,
nao existe ficha de preparagao no Formulario Galénica nem na Farmacopeia, pelo que se
recorreu ao Laboratorio de Estudos Farmacéuticos para se conseguir proceder a realizagao
da mesma (Anexo 2). E também necessario consultar a ficha de seguranca da matéria-prima e,
paralelamente, confirmar a seguranga do medicamento (tendo em conta a dosagem e as
substancias ativas) e certificar-se que nao existam interagcoes que possam interferir com a

salde do utente ou com as a¢oes do proprio medicamento.

Apos a preparagao do manipulado, comecei por rotular devidamente a caixa (Anexo
3). Por fim, procedi ao preenchimento das Fichas de Preparagao do Medicamento Manipulado
e ao calculo do prego de venda ao publico (Anexo 4), que é realizado através do valor dos

honorérios de preparagio, das matérias-primas e do material de embalagem ©.
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Durante o estagio tive também oportunidade de realizar preparagoes extemporaneas
de antibioticos, que, sendo formas farmacéuticas instaveis, tém de ser reconstituidas no ato

da dispensa.

A realizagao de todos estes casos €, na minha opiniao, um ponto essencial durante o
estagio, tendo entrado em contacto com todos os passos necessarios. Desta forma, foi-me
fornecida a oportunidade de ganhar experiéncia para o futuro, adquirindo a consciéncia acerca
da importancia de se ter conhecimentos alargados e rigor ao longo de todos os

procedimentos.
2.2. Pontos Fracos (Weaknesses)
2.2.1. Proximidade dos pontos de atendimento

A farmacia é um espago em que o utente precisa de se sentir totalmente a vontade, de
modo a que transmita ao farmacéutico todas as informagoes necessarias para um atendimento
correto. A importancia de uma confianga completa podera parecer minima, no entanto, é dela
que ira depender a indicagao farmacéutica disponibilizada, e, desta forma, o bem-estar final da
populacao. Esta posicao de conforto, como ja o disse atras, depende em grande parte da
atitude presente no farmacéutico, no entanto, existem outras condicionantes que fazem a

diferenca.

Durante o meu estagio na Farmacia Central, percebi que um dos pontos que
fragilizavam o atendimento era a proximidade dos pontos de atendimento. Fui confrontada
muitas vezes com o desafio de conseguir toda a informagao que precisava, tendo os utentes
do balcao ao lado a interromper este processo ao espreitarem ou comentarem, o que

constituia um problema para manter a privacidade da pessoa que eu estava a atender.
2.3. Oportunidades (Opportunities)

2.3.1. Variedade crescente de produtos no mercado e grande afluéncia diaria de

utentes

A existéncia de uma grande variedade de produtos no mercado e na Farmacia em si ja
foi referido como ponto forte do estagio em farmacia comunitaria. O aumento quase
exponencial desta variedade, por sua vez, constitui uma oportunidade para o mesmo. E
importante que esta etapa seja vista como um processo de aprendizagem e, desta forma, todas
as situagoes que sejam um incentivo para a aquisicao de novos conhecimentos deverao ser

vistas como uma oportunidade a nivel de estagio.
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Com esta expansao do mercado farmacéutico, somos postos em contacto com
produtos variados que antes nao conheciamos, ou, mesmo conhecendo, niao teriamos
aprofundado, por exemplo, as suas indicagoes e possiveis efeitos secundarios. Assim, a entrada
de novos farmacos ou até novas gamas de cosmética na farmacia potenciou o meu processo
de aprendizagem e, consequentemente, o meu estagio em farmacia comunitaria. Em paralelo
com este ponto, encontramos o facto de existirem outras superficies comerciais a volta da
farmacia, o que permite uma grande afluéncia a mesma. Encontra-se uma relagao quase direta
entre o contacto com varios produtos e uma grande variedade de pessoas, uma vez que nos
sao muitas vezes solicitados produtos que nao conhecemos e que, a partir dai, passamos a

reconhecer.

2.3.2. Existéncia de medicamentos ndo sujeitos a receita médica de dispensa

exclusiva em farmacia

A existéncia de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica de dispensa Exclusiva em
Farmacia (MNSRM-EF) sao uma oportunidade para qualquer estagio na area de farmacia
comunitaria. Como o nome indica, tratam-se de medicamentos que, apesar se nao serem
sujeitos a receita médica, podem apenas ser dispensados em Farmacias. Apesar de ainda serem
relativamente poucos, os MNSRM-EF encontram-se devidamente regulamentados e listados

por Denominagao Comum Internacional (DCI) pelo INFARMED.

A existéncia desta definicao e desta restri¢ao a nivel de venda é uma oportunidade para
o estagio, na medida em que o numero de pessoas que se desloca a farmacia sera aumentado,
uma vez que nao terao outros locais como opg¢ao que nao as farmacias. Por outro lado,
permite-nos mostrar o nosso potencial a nivel de profissionais da area farmacéutica. Assim,
permitiu-me transmitir informagoes importantes durante o atendimento que nao seriam dadas
em mais nenhum local e, assim, obter a confianga da populagao, bem como diminuindo os

potenciais riscos associados a medicagao.
3.3. ios i i variaveis qu uz 3 iz
2.3.3. Desafios impostos por diferentes variaveis que conduzem a aprendizagem

Existem diversas situagoes que ocorrem no quotidiano das farmacias comunitarias que
poderao ser confundidas com ameagas, apesar de, quando analisadas com mais rigor, se
caracterizam como oportunidade a nivel de estagio curricular. Sendo este uma fase de
aprendizagem intensiva, € importante ter em conta que, todo e qualquer desafio, com maior
ou menor exigéncia psicolégica e/ou fisica, serve de primeiro contacto para que, no futuro,
enquanto farmacéuticos, estejamos preparados a enfrentar qualquer um destes de forma mais

consciente. Neste sentido, apresento alguns dos problemas que ocorreram durante o meu
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estagio e que estao inseridos nos desafios em questao, nomeadamente as caréncias
economicas populacionais, a existéncia diaria de medicamentos esgotados e o pedido de

medicamentos sujeitos a receita médica sem que esta fosse apresentada.
2.3.3.1. Caréncias econémicas populacionais

Um dos principais problemas populacionais trata-se de uma grande caréncia
economica. Apesar de se registarem, até 2017, percentagens decrescentes de desempregados
em Cantanhede, durante o estagio fui confrontada com um vasto grupo de pessoas
carenciadas, os quais, apesar das indicagcoes que lhe dava, rejeitavam a hipotese de adquirir
certos produtos. E frequente ver este cenario a nivel de farmacia, sendo agravado pela
alteragao constante nos pregos dos medicamentos, uma vez que causa desconforto ao utente
e reticéncia na aquisicao dos mesmos. Estas circunstancias permitiram-me perceber como agir
em algumas destas situagoes, tendo de adaptar as indicagoes ao poder econémico do utente

que estava a atender.
2.3.3.2. Medicamentos esgotados

Um dos principais problemas vividos em farmacia comunitaria é a existéncia de
produtos esgotados. Neste caso, torna-se fundamental termos a capacidade de nos colocar na
posicao do utente, tendo sempre em conta que a maioria nao tera conhecimento de como
tudo acontece dentro de uma farmacia. Assim, é frequente que surja uma incompreensao por
parte destes e, além de mostrarem descontentamento pelo facto de nao terem os seus
medicamentos quando necessitam, poderao culpar a farmacia ou os farmacéuticos presentes
pela situagao. Durante o estigio contactei varias vezes com este contratempo, percebendo
que deveria sempre ser compreensiva e tentar o maximo que pudesse acalmar as pessoas e
resolver a situacao da melhor maneira possivel. Uma vez que se tratam de situagoes das
farmacias em geral, como futura farmacéutica torna-se fulcral saber como encarar este desafio,

sem comprometer os atendimentos e o bem-estar dos utentes.

2.3.3.3. Pedidos de medicamentos sujeitos a receita médica sem a apresentacdo da

mesma

Um fator externo que por vezes representa um desafio e, consequentemente, uma
oportunidade de aprendizagem a nivel de estagio, sao os proprios utentes. Cada pessoa tem
as suas bases sociais bem como o seu grau de aceitagao em relagao a algumas das regras que
devem ser estabelecidas. Posto isto, foi frequente durante o meu estagio o pedido de MSRM

sem a existéncia de uma prescrigao para os mesmos. O descontentamento de algumas pessoas
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era notorio e exposto perante outros utentes. A relevancia destas situagoes é acentuada a
nivel de perda a nivel de fidelizagao de utentes que, por vezes, nao aceitam o facto de nao lhe
cedermos certos medicamentos. E importante aqui realcar o papel das fontes de informagio
pouco fidedignas, como é o caso da internet, que, muitas vezes, poe como hipoteses de
tratamento medicamentos que estao incluidos neste conjunto. Por fim, outro fator
responsavel é o “boca-a-boca”, uma vez que existiam inUmeros utentes que se justificavam
com expressoes idénticas a “um colega meu falou que com ele resultou!”. Como tentativa de
ultrapassar estas situagoes, tentei sempre responder a todas as dlvidas que me eram dirigidas,
bem como explicar os riscos que poderiam estar associados a utilizagao destes medicamentos

sem prévio diagnostico do médico.
2.4. Ameacas (Threats)
2.4.1. Outros postos de venda restringem os atendimentos realizados

Segundo o Decreto-Lei n°134 de Agosto de 2005, passou a ser possivel a
comercializagio de MNSRM fora das farmacias. A existéncia de outros postos de venda de
MNSRM, que nao as farmacias, tem-se tornado numa das alternativas dos utentes para a
aquisicio destes produtos. A ampla distribuicio dos estabelecimentos, adequada ao
deslocamento do utente, bem como os pregos extremamente competitivos tém sido das
razoes mais presentes para que a populagao deixe de frequentar as farmacias. A nivel de bem-
estar populacional, a principal ameaga é o facto de estes locais facilitarem a automedicagao e,
desta forma, as interagoes e possiveis efeitos indesejados que poderao comprometer a saude
do utente. Assim, é importante que, enquanto especialistas do medicamento, mostremos o
valor real do nosso atendimento, tendo como principal foco a manutengao de uma correta
utilizagao dos medicamentos. A nivel de estagio curricular, estes postos de venda constituiram
uma ameaga, uma vez que diminuem a afluéncia a farmacia e, desta forma, a oportunidade de

aprendizagem que teria origem nos diferentes atendimentos.
2.4.2. Sifarma 2000°: uma perspetiva diferente do software

A existéncia de um software que contém diversas funcionalidades de apoio constitui,
sem duvida, um ponto forte de qualquer farmacia onde este esteja presente. No entanto,
também este constitui uma ameaga em diversas situagoes. Como estagiaria que teve a
possibilidade de contactar com este software, fui confrontada com situagoes mais dificeis,
nomeadamente a nivel da existéncia de erros nas posologias indicadas. Por outro lado, a

complexidade, bem como algumas falhas durante o atendimento e na realizagdo de outras
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fungoes, foram um dos obstaculos que encontrei a nivel de execugao de algumas tarefas no

estagio.
2.4.3. A internet como fonte de autodiagnoéstico

Vivemos numa sociedade cada vez mais dependente das tecnologias, sendo a internet
uma ferramenta indispensavel para praticamente toda a populagao. Os inumeros beneficios
relacionados com esta sao impossiveis de listar, no entanto, também apresenta pontos
negativos. O excesso de inforacao constitui um problema de grande escala, uma vez que
qualquer pessoa podera publicar acerca de todos os temas que desejar, sendo ou nao
profissional na area em questao. Desta forma, a populagao acaba por ler falsas informagoes,
retendo-as como se fossem verdadeiras. Esta realidade tem-se mostrado bastante presente na

farmacia.

O recurso a internet para obter diagnésticos ou até “indicagoes farmacéuticas virtuais”
€ uma ameaga de grande escala. Durante o estagio somos confrontados com utentes que nos
pedem inumeros produtos que nunca utilizaram antes e que, na verdade, nao sabem quais os
riscos associados, por terem lido na internet que poderia resolver os seus problemas. Muitas
vezes torna-se quase impossivel tentar dar uma opiniao profissional e persuadir a fazerem um

tratamento diferente, pois confiam de olhos fechados na informagao que obtiveram antes.
3. Casos Praticos
3.1. Dermatite de contacto

Utente do sexo masculino, com aproximadamente 30 anos dirigiu-se a farmacia para
obter aconselhamento uma vez que tinha trabalhado com cimento dois dias antes, tendo este
entrado em contacto com a pele que este tinha exposta no momento (bragos e pernas). A
substancia em questao nao foi imediatamente retirada, tendo ficado em contacto com a pele
todo o dia. Apos retirar o cimento comegou a sentir bastante prurido (especialmente a noite),
tendo aparecido no dia a seguir bastantes “bolhinhas com liquido transparente”. Tendo em
conta a descrigao dada, perguntei ao utente se nao se importaria de me mostrar um brago
para que eu pudesse analisar mais profundamente a situagao. Verifiquei que ja nao tinha as
“bolhinhas” que descrevia, mas que a pele se apresentava bastante avermelhada e com feridas
notaveis, no entanto, nao apresentava inflamagao. Optei por fazer algumas perguntas para
tentar perceber o aspeto do liquido em questao, as quais obtive a descrigao “eram tipo agua
peganhenta”. Além disso, constateique ja nao estavam presentes uma vez que as teria

rebentado devido ao prurido. A indicagao que fiz foi constituida por trés produtos:

21



I) Gel de limpeza LIPIKAR Syndet® - trata-se de um gel de limpeza de corpo indicado para pele
sensivel, irritada e com prurido. Indiquei-lhe este produto para evitar a utilizagao de outro gel

de banho ou sabao que pudesse irritar a pele e piorar a reagao alérgica.

2) Cicabio® em logdo - gama da Bioderma utilizada para reparagao epidérmica, atuando em todas
as fases de cicatrizagao (resveratrol, centelha asidtica, acido hialurénico e zinco), sendo
indicada para ajudar na reparagao das feridas apresentadas. Também tem uma agao “anti-dor”
e anti-prurido (devido a quiotorfina), que iria ajudar no controlo da comichiao que o senhor
apresentava. Indiquei a logao uma vez que tem um elevado poder secante, sendo o indicado

para lesoes exsudativas.

3) Cetix® - anti-histaminico oral de segunda geracio niao sujeito a receita médica (os anti-
histaminicos de segunda geragao provocam menos sonoléncia do que os de primeira geragao).
Os anti-histaminicos orais sao contra-indicados em epilepsia, hipertrofia prostatica,
obstipagao, glaucoma e retengao urinaria, pelo que tive de me assegurar que o senhor nao
tinha nenhuma destas situagoes clinicas. Por outro lado, o senhor nao tomava qualquer tipo
de medicagao adicional, pelo que nao iria ter possiveis interagoes. Apesar dos anti-histaminicos
de segunda geragio provocarem menos sonoléncia do que os de primeira geragao,
recomenda-se sempre a sua toma preferencialmente a noite, precavendo possiveis casos de

sonoléncia.

Por fim, aconselhei a evitar o contacto com o agente que provocou a reagao (neste
caso, o cimento) e indiquei que, ao secar a regiao com a toalha, nao esfregasse, mas sim
efetuasse toques suaves. Mostrei também que era importante que evitasse cogar e que

mantivesse as unhas cortadas, de modo a nao provocar mais lesoes.
3.2. Picada de inseto

Senhora de aproximadamente 50 anos dirigiu-se a farmacia e queixou-se que tinha sido
picada por um inseto que nio sabia ao certo qual teria sido. Refere que pos Fenistil Gel®
(Dimetindeno) mas que nao resultou até ao momento. Acrescenta também que tem “uma
espécie de caroco” que se foi formando e que |he tem provocado alguma dor. Numa primeira
abordagem perguntei-lhe qual foi a localizagao da picada e se exista mais algum tipo de sintoma,
ao qual me responde que foi numa area exposta da perna e que nao sente nada a nao ser a
dor no local. De modo a fazer um aconselhamento acertado, tentei obter informagao acerca
da medicagao que poderia estar a tomar, ficando a saber que tomava Varfarina diariamente. A
primeira opgao de tratamento que pensei foi Ibuprofeno 400mg (de 8 em 8 horas), para o

alivio das dores e Pandermil® (hidrocortisona tépica) de modo a diminuir a inflamagio. No
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entanto, tendo em conta que a senhora em questao estava a tomar a Varfarina, e sabendo a
sua interagao com o ibuprofeno (Anexo 5), decidi nao dispensar este ultimo. Aconselhei entao
. @ . . . ~ e
que aplicasse Pandermil® (hidrocortisona) uma vez que, ao atuar na inflamagao, diminuira a
dor. Além disso, devido a presenga de uma inflamagao acentuada contendo alguma rigidez,
dispensei igualmente Fucidine® (acido fusidico), tendo em conta que se trata de uma situagio

indicativa de infegao secundaria a picada.

Ao dispensar a hidrocortisona informei a senhora de que a duragao maxima do
tratamento seria de 7 dias e, caso nao obtivesse melhorias, deveria consultar o médico.
Acrescentei ainda que nao deveria expor a zona afetada ao sol apos a aplicagao e que deveria

utilizar sempre protetor solar.

Em termos de aconselhamento nao farmacologico, recomendei que quando sentisse
maior inflamagao que aplicasse compressas de agua fria ou gelo na zona afetada uma vez que
iria ajudar a reduzir o edema. Também mostrei a importancia que teria, no caso de surgir

algum prurido, de evitar cogar uma vez que poderia provocar lesoes com as unhas (Anexo 6).
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4. Conclusado

Uma farmacia comunitaria é, como o nome indica, um local para a comunidade, em
que todos os pontos sao pensados com o mesmo objetivo: o bem-estar do utente. Trata-se
de uma area das ciéncias farmacéuticas desafiante de dia para dia, tendo de existir uma mente
completamente aberta a novas etapas e estratégias, uma vez que toda a sociedade vai mudando

e a Farmacia necessita de se adaptar a estas mudangas.

Durante o meu estagio, tive oportunidade de aprender com profissionais de exceléncia,
pessoas dinamicas e que, mesmo tendo uma capacidade autéonoma incrivel, sao capazes de se
unir enquanto equipa para que tudo seja concluido com o maior rigor possivel. Acredito
firmemente que a aprendizagem nao depende apenas dos nossos esforgos e convicgoes, mas
também das pessoas que nos transmitem todo o conhecimento. Fui recebida por todos os
profissionais da equipa com carinho, tendo-me ajudado a dar mais uns passos na diregao da

carreira farmacéutica.

Na Farmacia Central de Cantanhede, juntamente com a equipa, percebi que o
farmacéutico é multicompetente, adaptando-se as diferentes situagdes e ambientes. A
competéncia que esta profissio exige € de grande dimensao e fascinante, tendo de se
aperfeicoar nao s6 como especialista do medicamento, mas também noutras areas, como é o
caso da economia e gestao. Além disso, a capacidade de comunicagao € um ponto essencial

para a inser¢ao na comunidade e para um trabalho completo e rigoroso.

A nivel de aprendizagem, o estagio em farmacia comunitaria mostrou ser crucial para
o fim desta etapa e inicio de uma nova. Foram-me dadas, diariamente, oportunidades para
superar desafios e aplicar os conhecimentos assimilados durante os anos anteriores, bem
como para a aquisi¢ao de novos. O contacto com a realidade profissional é essencial para a
preparagao enquanto futuros farmacéuticos e deve ser aproveitado com o maximo de esforgo

e dedicagao.

Concluo este relatério satisfeita com o percurso que tive o prazer de percorrer e
ciente de que esta experiéncia me fez crescer enquanto futura farmacéutica, adquirindo
consciéncia que me esforgarei para cumprir o Codigo Deontologico da Ordem dos

Farmacéuticos com enorme orgulho e responsabilidade ©.
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6. Anexos

Anexo | | Receita Eletrénica do Manipulado “Pomada de Enxofre 6%”
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Anexo 2 | Ficha de Preparagiao semi-preenchida do Manipulado “Pomada de Enxofre 6%”

27



Anexo 3 | Caixa Rotulada do Manipulado “Pomada de Enxofre 6%”

28



Anexo 4 | Cilculo do Prego de Venda ao Publico do Manipulado “Pomada de

Enxofre 6%”
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Anexo 5 | Interagao entre o Ibuprofeno e a Varfarina

Interactions between your drugs

ibuprofen <> warfarin

Applies to: ibuprofen, warfarin

GEMERALLY AVOID: Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) may potentiate the
hypoprothrombinemic effect and bleeding risk associated with oral anticoagulants. In a one-year
observational study of a population of coumarin users, the relative risk of bleeding complications due to
concomitant NSAID use was 5.8 compared to coumarin use alone. Some investigators suggest that the
risk of hemorrhagic peptic ulcers in particular may be substantially increased, especially in elderly or
debilitated patients. A retrospective epidemiologic study of patients aged 65 years or older reported a
nearly 13-fold increase in the risk of developing hemarrhagic peptic ulcer disease in concurrent users of
oral anticoagulants and NSAIDs compared with nonusers of either drug. Fatalities have been reported.
The pharmacologic effects of NSAIDs that contribute to this interaction include gastrointestinal
irritation, prolongation of prothrombin time, and inhibition of platelet adhesion and aggregation. In
addition, various NSAIDs have also been shown to alter the pharmacokinetics of warfarin and other oral
anticoagulants, resulting in increased INR or prothrombin time. However, some studies failed to
demonstrate any evidence of an interaction.
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Anexo 6 | Fluxograma de Indicagao Farmacéutica de “Picada do Inseto” (ANF)

FLUXOGRAMA DE INDICACAO FARMACEUTICA
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PARTE Il

RELATORIO DE ESTAGIO EM
INVESTIGACAO CIENTIFICA



l. Introducao

A investigacao cientifica € uma area com importancia global, tendo impacto nas diversas
areas do saber, particularmente na pratica farmacéutica. Sendo o farmacéutico um especialista
do medicamento, é crucial o seu envolvimento e interesse em todas as etapas envolvidas desde
a descoberta até a dispensa deste. Para isso, € necessario que esteja presente nos varios grupos
de investigacao, aplicando os seus conhecimentos e as suas qualidades, essenciais para qualquer
uma das equipas em questao. Além disso, tendo em conta as capacidades adquiridas por estes
profissionais ao longo do percurso académico, sendo estes dotados de um raciocinio critico e
perspicacia nas tarefas realizadas, sao uma mais valia nas diversas areas de investigagao. Neste
sentido, é importante que os farmacéuticos tenham a percegao da complexidade existente,
ganhando consciéncia do quanto este ramo influencia o resto das suas atividades, bem como

o bem-estar da populagao, no geral.

Desta forma, apesar do estagio na area de investigagao cientifica nao ser de carater
obrigatorio, a realizagao deste consiste num desafio e numa oportunidade importante do
percurso académico, possibilitando o contacto com profissionais de exceléncia, bem como de
técnicas e procedimentos extremamente rigorosos, o que permite a aquisigao de uma visao

mais concreta.

O meu estagio em investigacao decorreu Centro de Neurociéncias e Biologia Celular
(CNCQ), sob orientagao do Professor Doutor Luis Pereira de Almeida e supervisio de Dina
Pereira, estudante de doutoramento no grupo em questao. O estagio teve uma duragao total
de trés meses, compreendidos entre maio e agosto. A escolha do grupo de investigacao
baseou-se no interesse adquirido pela doenga de Machado-Joseph durante o meu percurso
académico, uma vez que representa uma doenga neurodegenerativa com implicagoes
significativas na vida daqueles que vivem com ela e para a qual ainda nao existem opgoes

preventivas nem terapéutica para o seu tratamento ‘.

Com este relatorio apresento a minha andlise SWOT (Strenghts, Weaknesses,
Opportunities, Threats) acerca da frequéncia no estagio em investigagao cientifica, contendo
uma analise critica da experiéncia relativa a frequéncia de estagio, integracao da aprendizagem

tedrica na pratica profissional e a adequagao do curso as perspetivas profissionais futuras ?.
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2. Analise SWOT

Tabela I | Analise SWOT

Strenghts (Pontos Fortes)

Weaknesses (Pontos Fracos)

* Observagao de diversos procedimentos que

envolvem a utilizacdo de animais de laboratério:
= Testes de comportamento animal
=  Andlise dos resuftados obtidos nos testes de
comportamento animal
= Cirurgias em animais
= Sacrificio de animais e posterior colheira de

cérebros

* Observacio de cortes de cérebros

* Execugao de imuno-histoquimica no visivel

¢ Extracao de DNA plasmidico de bactérias

¢ Extracao de RNA e proteina pelo método de trizol
¢ Equipamento variado

* Realizagao de uma formacao de sala de culturas.

* Rotatividade das atividades

* Equipa dinamica e de exceléncia

* Impossibilidade de contacto com

equipamentos devido a sua auséncia

alguns

Opportunities (Oportunidades)

Threats (Ameagas)

* Facilidade na procura e troca de informagao
cientifica

¢ Horarios flexiveis dos profissionais

® Restricao da informacgao autorizada a transmitir

* Nao ter o curso de experimentagao animal

2.1. Pontos Fortes (Strenghts)

2.1.1. Observacdao de diversos procedimentos que envolvem a utilizacdo de

animais de laboratério

A utilizagao de animais para meios cientificos encontra-se regulamentada por diversos

decretos de lei, nomeadamente o Decreto de Lei n° 1/2019, de 10 de janeiro, que procede a

primeira alteragao do Decreto de Lei n° 113/2013, de 7 de agosto (relativo a protegao dos

animais utilizados para fins cientificos).?® Neste, é estabelecido o principio dos “3R”:

Replacement (Substituicao: sempre que possivel, utilizar meios sem sensibilidade, ao invés de

animais vivos), Reduction (Redugao: Sendo necessaria a utilizagao de animais, o numero destes
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devera ser o menos possivel, desde que fornega resultados estatisticamente significativos) e
Refinement (Aprimoramento: utilizagdo de técnicas menos invasivas realizadas apenas por

pessoas treinadas).”)

Apesar de bastante controversa, esta € uma vertente crucial para o estudo de diversas
doengas, nomeadamente a de Machado-Joseph, uma vez que permite adquirir conhecimentos
que mais nenhum modelo (que nao o animal), até aos dias de hoje, permitiu. A escolha dos
animais depende das propriedades dos mesmos, bem como das diferentes variaveis entre
estudos. Ao longo do meu estagio tive oportunidade de contactar com murganhos (mus
musculus) da linhagem C57BL/6, assistindo a sua manipulagao para testes comportamentais e
cirurgias, como irei referir mais detalhadamente nos proximos pontos. A utilizagao de
murganhos ao invés de outros animais tem vantagens significativas, como € o caso da facilidade
do seu manuseamento e das condigoes necessdrias para a sua manutengao. Por outro lado,
estes reproduzem-se rapidamente e tém um tempo de vida relativamente curto, permitindo a
observagao de diversas geragoes em periodos de tempo reduzidos. Por fim, os conhecimentos
existentes acerca da anatomia, fisiologia e ate genética dos murganhos siao ja bastante
significativos, o que proporciona um maior entendimento dos seus comportamentos e das
alteracdes que ocorrem durante os estudos. E também a partir de todos estes dados
existentes sobre os varios aspetos desta espécie que se consegue analisar o seu bem-estar
(fator determinante na capacidade de adaptagao a novos ambientes), crucial para a obtengao
de melhores resultados. Além disso, também pude observar a diferenca de comportamento
nos animais, de acordo com a atitude e conduta do individuo que os esta a manipular: um
estado emocional com mais stress interfere com a calma dos murganhos, influenciando o seu

foco no desenvolver das diferentes atividades a serem realizadas.
2.1.1.1. Testes de comportamento animal

Para o estudo de doencgas neurodegenerativas em modelos animais, como € o caso da
de Machado-Joseph, a utilizagao de testes comportamentais € imperativa, na medida que
possibilita a analise do fenotipo e, desta forma, a progressao da doenga ou eficacia do
tratamento administrado. Assim, dependendo da vertente fenotipica que se pretende
acompanhar, sio escolhidos diferentes testes ©. Para a realizacio destes, é importante que
cada um dos murganhos se encontre devidamente marcado para que se consigam identificar
individualmente e, desta forma, nao se corra o risco de os confundir e trocar resultados. Esta
marcagao pode ser temporaria (utilizando caneta ou o corte do pélo) ou permanente

(recorrendo a brincos numerados, furador, corte com tesoura, tatuagem ou marcagao
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eletronica com micro-chip), sendo que, durante o estagio, pude observar as que recorrem a

caneta e/ou brincos numerados.

Apos a marcagao em questao, a realizagao dos testes de comportamento fica facilitada,

diminuindo o risco de erros e gerindo o tempo existente com mais eficacia. O estagio

permitiu-me o contacto com quatro destes testes:

RotaRod: teste utilizado para analise da coordenagao motora e do equilibrio que
consiste numa barra posicionada horizontalmente, com a capacidade de rodar a
velocidade constante ou acelerada. O murganho é colocado em cima desta e é
analisada a sua tendéncia para cair. Dependendo do modo de velocidade utilizado,
este teste pode dividir-se em dois tipos: estacionario e acelerado. Em ambos os
casos, € medido o tempo que o murganho consegue permanecer em cima do
cilindro (maximo de cinco minutos) sendo que, no acelerado, deve igualmente ser
indicada a velocidade maxima atingida. Sao efetuados varios trials, exigindo-se um
intervalo minimo de quinze minutos entre cada um deles, crucial para assegurar o
descanso apropriado de cada animal. O modo acelerado é caracterizado por ser
mais rapido a realizar e mais eficiente, contudo, € mais provavel que neste se
confundam problemas de coordenagao motora com cansago. Apesar do rotarod ser
o teste de comportamento mais utilizado em murganhos para avaliar a
coordenagao motora, € de notar que também neste se encontram alguns
problemas, como é o caso da desisténcia dos animais apds perceberem que a queda
sofrida € completamente inofensiva. Este € um caso que, apesar de nao ser muito
recorrente, podera acontecer. ®

Beam walking: para a realizagao deste teste, € utilizada uma vara em altura, sendo
colocado, numa das extremidades, o murganho, e, na outra, uma plataforma segura.
O objetivo deste teste é a avaliagao do equilibrio, uma vez que é medido o tempo
dispensado para atravessar a vara de uma extremidade a outra. No estudo que
presenciei foram utilizadas varas de diferentes formas (prisma quadrangular ou
cilindro) e dimensoes/diametros (prisma quadrangular — 9mm; cilindro — 9 e 6mm
de diametro). Um dos fatores que se manifestou mais preocupante durante a
execugao do teste das varas em altura foi o stress verificado em alguns dos animais,
que culminava na sua imobilidade a meio do percurso, sendo precisas varias
tentativas para que conseguissem completar todo o trajeto.

Footprint: consiste no método mais utilizado para a andlise da marcha. Neste caso,

as patas dianteiras dos murganhos foram pintadas com tinta vermelha e as traseiras
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com tinta azul. Apds o seu deslocamento ao longo de um corredor, as pegadas
ficarao marcadas com as diferentes cores no papel colocado na superficie e,
posteriormente, analisadas. Assim como foi mencionado para o rotarod, também o
footprint € aplicado para observagao da coordenagao motora assim como
sincronizacao.

iv.  Swimming: utilizado para avaliar a coordenagao dos membros utilizados durante a
locomocgao voluntaria. O murganho é colocado numa extremidade do pogo que
contém agua, existindo na outra extremidade uma plataforma segura ao nivel da

agua, que devem alcangar e ser capazes de subir.

7

E importante ter em conta que, em cada um dos comportamentos analisados, €
necessaria a realizagao de um trial que nao € inserido nos resultados finais, para treinar os
animais, de modo a que conhegam o procedimento, e, principalmente, que saibam onde

poderao encontrar as plataformas estaveis nos diferentes testes.
2.1.1.2. Andlise dos resultados obtidos nos testes de comportamento animal

A andlise rigorosa e aprofundada de cada um dos testes de comportamento,
nomeadamente a interpretagao das diferengas existentes nos diferentes intervalos de tempo,
permite, como mencionado anteriormente, o acompanhamento do fenotipo dos animais,
fornecendo, assim, informacoes acerca da eficacia de diferentes tratamentos e/ou da evolucao
da doenga. Em cada um dos testes serao retirados diferentes dados que, por sua vez, darao
origem a diferentes resultados que, juntos, culminarao numa conclusao final. No rotarod
obteve-se, em minutos, o tempo que os murganhos conseguiram permanecer na barra
giratoria, bem como as velocidades alcangadas. Por outro lado, nas varas em altura/beam
walking, assim como no swimming, foi contabilizado o tempo que necessitaram para atingir a
plataforma segura situada no outro extremo do percurso. Por fim, através das pegadas obtidas
no footprint, sao obtidas diferentes medidas: comprimento da passada, largura da base e

sobreposicao das patas (Anexo |).

Durante a anilise que tive a oportunidade de realizar, constatei que, para além do rigor
exigido nos procedimentos em si, também a aplicagao deste na andlise final dos resultados é
crucial para a exceléncia de um estudo que envolve modelos animais, uma vez que apenas a
correta execugao deste passo, podera dar origem a conclusdes relevantes e so assim existira

aceitagao por parte da comunidade cientifica.
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2.1.1.3. Cirurgias em animais

Neste estdgio pude estar presente na realizagdo de cirurgias nos murganhos,
nomeadamente a nivel cerebral — Cirurgia extereotaxica. Estas podem ser realizadas com
diversos fins, como é o caso da inje¢ao de virus, que darao origem a proteinas mutadas
associadas a doenga em estudo, de forma a criar um modelo de doenga e, posteriormente,
serem estudados nao s6 os mecanismos associados, mas também possiveis estratégias
terapéuticas. Este € um procedimento extremamente rigoroso, sendo exigida uma precisao
de injecao bastante elevada. Os operadores baseiam-se em atlas do cérebro de murganho
(Anexo 2) para obter as coordenadas especificas da regiao onde pretendem efetuar a injegao
que se realiza através de um equipamento indicado para este fim (analisado mais

pormenorizadamente no ponto 2.1.6).
2.1.1.4. Sacrificio de animais e posterior colheira de cérebros

No caso dos ensaios realizados para o estudo de doengas neurodegenerativas, é
bastante frequente que se proceda ao sacrificio dos animais em estudo, uma vez que, para
além da observagao das mudancas fenotipicas, também a origem das doencas e das alteragoes
existentes tém de ser estudadas, sendo necessario o acesso e investigagao ao cérebro dos

animais em questao.

Apos o sacrificio realizado através da utilizagao de anestésicos, uma vez que o cérebro
€ o objeto de estudo necessario, procede-se a colheita deste. Sendo um procedimento
complexo, foi de extrema importancia para o meu estagio poder familiarizar-se com cada um
dos passos realizados pelos operadores, bem como com os materiais e reagente utilizados,

esclarecendo assim os conceitos tedricos relacionados.

O contacto com todos estes procedimentos que envolvem modelos animais permitiu-
me ter uma perce¢ao mais aprofundada dos desafios impostos diariamente a nivel da sua
utilizagao destes para o estudo da doenga de Machado-Joseph. Constatei assim que uma boa
manipulagao dos animais depende de diversos fatores, tanto a nivel dos proprios e da
existéncia de variaveis entre estes, como a nivel do individuo que esta a executar o
procedimento. Esta correta manipulagao permite a prevencao de lesdes nos animais e no
operador, conduzindo a um estado mais tranquilo nos murganhos e, consequentemente
melhor efetividade nas atividades e melhores resultados finais no estudo a ser realizado. O
contacto com todas estas tarefas realizadas pelos diversos operadores constitui um ponto
forte bastante relevante do meu estagio em investigagao, uma vez que cada uma delas exige

diferentes cuidados e conhecimentos, constituindo uma extensa fonte de aprendizagem.
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2.1.2. Observacio de cortes de cérebros

Apos serem retirados dos animais, os cérebros sao colocados em paraformaldeido 4%
durante dois dias e depois em sacarose 25% com o objetivo de desidratar. Por fim, procede-
se ao seu armazenamento que devera ser feito a - 80°C. Tive a possibilidade observar o corte
de alguns cérebros de murganho, que é realizado estando estes congelados. Para este fim, é
utilizado um equipamento especifico, que sera abordado com mais pormenor no ponto 2.1.6..
O corte dos cérebros em diversas secgoes possibilita a execugao de diferentes andlises em
cada uma delas, observando-se as varias regides cerebrais que se pretende com elevado rigor,

devido a possibilidade do corte de secgoes extremamente finas (25-30 pm)
2.1.3. Execucdao de imunohistoquimica

Uma vez que a doenga de Machado-Joseph implica a acumulagao de agregados proteicos
a nivel cerebral, causando neurotoxicidade, sao largamente utilizadas técnicas que permitem
avaliar a presenga de antigénios (por ex., proteinas), como € o caso da imunohistoquimica e
da imunofluorescéncia. Como os nomes indicam, sao utilizadas em ambas anticorpos para
detecao do antigénio que se pretende. Na imunohistoquimica recorre-se a amplificagao de
sinal, o que constitui uma vantagem em relagao a imunofluorescéncia, pois nao sao necessarios
microscopios tio complexos para a visualizagao final. Por outro lado, a imunofluorescéncia
permite a quantificagdo da intensidade da reatividade do sinal (uma vez que, neste caso,
existem ferramentas para tal), ao contrario do que acontece com a imunohistoquimica, que
nos da indicagao da presencga/auséncia de reatividade em dreas especificas, mas a intensidade
acaba apenas por ser avaliada semi-quantitativamente. Neste estagio participei na realizagao

de uma imunohistoquimica nas secgoes de cérebro obtidas no passo do “corte de cérebros”.
2.1.4. Extracdao de DNA plasmidico de bactérias

A insercao de um plasmideo em bactérias denomina-se transformagao e pode ser
realizada através de choque térmico. Apos este passo, as bactérias sao aplicadas em contacto
com diferentes antibiéticos em placas de Petri, selecionando-se aquelas que mostram
resisténcia, uma vez que serao aquelas que contém o plasmideo de interesse associado a um
gene que lhe confere a resisténcia. Procede-se ao crescimento destas bactérias em pré-
inoculos, e a realizagao de uma extragao de DNA utilizando o kit miniprep de modo a verificar
se o DNA se encontra bem inserido nas bactérias (através de uma digestao enzimatica por ex.
ou por sequenciagao) e, depois disso, efetua-se a extragao de DNA em grande escala através

do kit maxiprep. Durante o estagio realizei este ultimo procedimento (maxiprep) que engloba

39



diversos passos, envolvendo colunas de eluigao e variadas centrifugagoes. Apds a realizagao
deste, o DNA pode ser utilizado para diferentes fins, como é o caso da transfecao de células

e a produgao viral (neste caso, lentivirus ou virus adeno-associados (AAV).
2.1.5. Extracao de RNA e proteina pelo método de trizol

O método de trizol consiste num conjunto de passos que tem como objetivo a
extragao de RNA, DNA e proteina de diferentes tecidos. Para a execugao deste método
utilizamos tecido cerebral obtido a partir de murganhos que tinham sido sujeitos a
determinado tratamento. Sendo a pesquisa relacionada com a doenga de Machado-Joseph, é
importante avaliar de que forma os tratamentos reduzem a expressao de RNA e de proteinas,
tendo sido realizado o método o trizol com este intuito. Tendo em conta que a finalidade é a
extragao de RNA e que este € uma molécula instavel, principalmente quando em contacto
com as RNAses (responsaveis pela sua degradagao), um cuidado de extrema importancia
durante todo o procedimento é certificar-se de que nenhum material utilizado contenha estas
enzimas, usando material estéril e livre de RNAses, e o local onde se efectua a extragao ser
limpo nesse sentido (recorrendo-se a liquidos de limpeza (RNase AWAY™ Surface
Decontaminant por exemplo). Para que se garantam estas condigoes, € utilizado também
alcool puro e agua sem RNAses para formar o dlcool a 70% necessario. O estagio permitiu-
me observar e estudar pela primeira vez este método, tendo-me sido esclarecidas todas as

davidas acerca deste.
2.1.6. Equipamento variado

A tecnologia representa uma base essencial de qualquer area, incluindo a investigagao
cientifica. Neste sentido, é importante que exista a capacidade de se adaptar a sua evolugao,
reforgcando diariamente as nossas capacidades profissionais e cientificas com a aprendizagem
da utilizagao de novos equipamentos. O meu estagio em investigagao cientifica no Centro de
Neurociéncias de Coimbra deu-me a conhecer alguns equipamentos bastante relevantes na

area, destacando-se:

i. ~ Rotarod (Anexo 3): Alguns dos testes comportamentais executados com murganhos
exigem a utilizagdo de equipamentos eletrénicos, como é o caso do Rotarod, cujo
conceito se baseia numa barra giratéria dividida em diversos compartimentos,
possibilitando a realizagao do teste em varios animais em simultaneo. Sendo este teste
comportamental dividido em estacionario e acelerado, o primeiro passo sera a selegao
de um destes modos, e, de seguida, a velocidade (no caso do estacionario) ou

aceleragao (no caso do acelerado) pretendida. O resultado é apresentado em minutos,
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o qual é obtido aquando da queda do murganho numa superficie que se destranca e
para a contagem.

ii.  Criostato (Anexo 4): O corte de cérebros de murganhos referido no ponto 2.1.2. é
efetuado apods a sua congelagao, sendo, desta forma, necessario que estes mantenham
esta propriedade aquando do corte. O criostato consiste hum equipamento capaz de
manter temperaturas baixas, sendo, por isso, utilizado neste procedimento. A jungao
desta propriedade com o sistema de mecanica existente permite que sejam efetuados
cortes de secgoes extremamente finos e rigorosos, controlando-se tanto a
temperatura, como a posi¢ao do cérebro e a espessura pretendida.

ii. ~ Quadro estereotaxico (Anexo 5);: Os estudos em questao impunham a realizagao de

cirurgias cerebrais aos murganhos, com o objetivo de injetar virus, por exemplo. Desta
forma, é crucial que cada um dos passos seja devidamente controlado e
minuciosamente calculado. Para isso, sao utilizados equipamentos com elevada
precisao e rigor, como € o caso do quadro estereotaxico. Através deste, é possivel
definir as coordenadas requeridas para a inje¢ao, sendo o proéprio a realizar a
deslocagao, de acordo com o que é pretendido. Assim, o risco humano é diminuido,

uma vez que nao é necessario o deslocamento manual entre cada uma das injegoes.

As competéncias adquiridas através da utilizagao de cada um destes equipamentos
serao responsaveis pelo crescimento do farmacéutico, distinguindo-o de outros profissionais
e, desta forma, o contacto que me foi permitido com aqueles, foi uma mais valia tanto a nivel

académico, como para o meu futuro enquanto futura farmacéutica.
2.1.7. Realizacao de uma formacao de sala de culturas

A cultura de células trata-se do desenvolvimento destas sob condigdes controladas e
propicias e € uma das tarefas utilizadas durante o estudo de diferentes doencas. Estas sao
obtidas em salas de culturas, sendo, por isso, essencial conhecer todos os cuidados a ter na
utilizagao destas. Durante o estagio tive a oportunidade de realizar uma formagao onde me
foram transmitidos os componentes basicos destas salas, assim como as precaugoes a ter e os
erros mais frequentes a evitar. As camaras de fluxo laminar sao um dos equipamentos
presentes e requerem cuidados de utilizagao que assentam em conceitos basicos acerca desta,
como € o caso de nunca se dever passar com as maos ou qualquer outro material por cima
do trabalho que esta a ser realizado, uma vez que o fluxo de ar ¢ direcionado de cima para
baixo, correndo-se o risco de contaminagao. Assim, os conhecimentos adquiridos durante

esta formagao poderao ser ferramentas essenciais do meu futuro profissional.
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2.1.8. Rotatividade das atividades

Uma das caracteristicas mais exigidas no farmacéutico ¢ a versatilidade, devendo ser
capaz de se adaptar a diferentes ambientes e aplicar os seus conhecimentos em diversas areas,
sem que o desafio da aprendizagem continua o impega de alcangar novas metas. Neste sentido,
a diversidade de tarefas que me foi dada a oportunidade de realizar ao longo de todo o periodo
de estagio permitiu-me sentir esta dindmica, consciencializando-me de que toda e qualquer
aprendizagem sera sempre uma mais valia, sendo necessario destacar-se a varios niveis. Esta
pluralidade de atividades apresentada tornou-se possivel gragas a rotagao dentro do grupo
que me foi permitida, bem como devido ao facto de que area de investigagao cientifica nao ser
uma linha continua da realizagado da mesma tarefa diariamente. Assim, a rotatividade das

atividades dentro do grupo foi um dos pontos fortes mais relevantes do meu estagio.
2.1.9. Equipa dinamica e de exceléncia

Qualquer estudo realizado em investigagao cientifico é avaliado segundo os resultados
obtidos e estes dependem, para além do equipamento utilizado, do operador que conduz esse
mesmo estudo. Desta forma, existem qualidades que sao expectaveis de encontrar num
profissional de exceléncia desta area, tais como responsabilidade, rigor cientifico na execugao
de cada passo, dinamismo e autonomia. Cada um dos elementos do grupo que tive a
possibilidade de integrar contém estas caracteristicas, tendo-me sido transmitido todo o tipo

de conhecimento sem qualquer reticéncia.

E importante realcar que uma equipa unida resultara numa maior troca de informacées,
e, consequentemente, num crescimento pessoal e profissional significativo. A disponibilidade
que me foi cedida, em conjunto com o facto de cada um dos elementos ter uma sabedoria
ilimitada, conduziu significativamente a expansio dos meus conhecimentos, sem receios de

esclarecer todas as duvidas que surgiam.
2.2. Pontos Fracos (Weaknesses)
2.2.1. Impossibilidade de contacto com alguns equipamentos devido a sua auséncia

Apesar do avanco tecnologico ser uma mais valia a nivel mundial, este também podera
ser dificil de acompanhar tendo em conta que equipamentos mais modernos e complexos
implicam um investimento que, por vezes, se torna impossivel. Da mesma forma que acontece
nas restantes areas, também a investigagao cientifica se encontra enquadrada nesta realidade.
Assim, verifica-se a auséncia de alguns equipamentos com os quais poderia ter sido importante

ter tido contacto durante o estagio.
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Tendo em conta que a minha experiéncia foi maioritariamente focada em
comportamento animal, refor¢co o footprint automatizado que, apesar de existir, nao se
encontrava presente nas instalagoes. Este trata-se, como o nome indica, de uma versao
automatizada do teste para avaliagdo da marcha dos animais, tornando-se mais rigoroso e
menos trabalhoso do que a realizagado manual do mesmo. O facto de nao existirem certos
equipamentos como este impediu que me familiarizasse com o seu modo de funcionamento.
Desta forma, esta auséncia constitui o Unico ponto fraco existente durante todo o periodo

desta experiéncia.
2.3. Oportunidades (Opportunities)
2.3.1. Facilidade na procura e troca de informacao cientifica

O crescimento tecnolodgico e informatico exponencial observado ao longo dos ultimos
anos permitiu a ascensao de diversos setores, como é o caso da investigacao. Durante o
estagio constatei a importancia deste facto em varios niveis, nomeadamente na troca de
informagao cientifica. A existéncia de inimeras plataformas eletrénicas onde sao publicados
diariamente artigos relacionados com os mais diversos temas permite que as duvidas que
surjam durante a realizagao dos estudos sejam facilmente esclarecidas através do trabalho
realizado por outros. E também importante que, mesmo na auséncia de dividas, se tenha a
capacidade de manter atualizado o conhecimento adquirido acerca dos temas em que estamos
inseridos, ou de outros existentes na comunidade cientifica, o que, mais uma vez, nos

distinguira de outros profissionais.

Além da facilidade de encontrar referéncias para as duvidas que tinha, a grande
facilidade de troca de informagao a nivel global permitiu-me também adquirir uma maior
autonomia e espirito critico, de modo a selecionar aquela que seria relevante e distingui-la
daquela que poderia nao ter o rigor necessario. Estas sao caracteristicas essenciais em
qualquer atividade futura que desempenharei enquanto profissional em farmacia, tendo sido,

desta forma, um ponto forte extremamente relevante do meu estagio.
2.3.2. Horarios flexiveis dos profissionais

Ao longo deste relatorio demonstrei a dinamica existente na area da investigagao, em
que sao realizadas multiplas tarefas diferentes. Desta forma, os profissionais necessitam de ser
autonomos e ter um vasto leque de conhecimento em diversos temas. A realizagao de todos
estes procedimentos € suportada por um conjunto de horas de trabalho e empenho. Ao

contrario do que acontece em muitas outras areas, a investigacao cientifica oferece liberdade
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de horario, ou seja, os investigadores poderao trabalhar em laboratério no seu projeto sempre
que necessario, sem existir qualquer tipo de restricao. Enquanto estudante e estagiaria, a
flexibilidade de horarios permitiu-me o contacto com diversas experiéncias, em espagos de
tempo diferentes, o que poderia nao ser possivel caso todos estivessem limitados a

determinado horario.
2.4. Ameacas (Threats)
2.4.1. Restricao da informacao autorizada a transmitir

E importante que, durante o estagio, o esforco para a aprendizagem esteja sempre
presente, sendo esse o principal objetivo. Algumas das pessoas com as quais tive a
oportunidade de aprender encontravam-se a trabalhar para empresas, o que significa que
grande parte das informagoes sobre o estudo nao me podia ser transmitida. Esta foi uma das
ameagas existentes, uma vez que, por vezes, apesar de estar a analisar os procedimentos
efetuados, nao era capaz de os contextualizar, tornando-se mais dificil de esclarecer a

importancia de certos passos.
2.4.2. Nao ter o curso de experimentaciao animal

Como ja referi, grande parte do meu estagio foi focado no comportamento animal, no
entanto, a manipulagao destes requer um curso de experimentagao animal que ainda nao tive
a oportunidade de realizar. Sendo este ramo da investigagao cientifica centrado no contacto
com os animais e, tendo em conta todos os fatores que influenciam esta manipulagao, apenas
a experiéncia pratica sera responsavel pelo aperfeicoamento e trara a o conforto necessario
para o operador e, consequentemente, para os animais. Desta forma, apesar de ter observado
varias vezes todos as etapas e saber os fundamentos tedricos, nao pude efetuar a manipulagao
dos murganhos, o que seria de extrema importancia para me habituar a este conceito e para

uma possivel realizagdo como futura profissional na area das ciéncias farmacéuticas.
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3. Conclusdo

A investigacao cientifica € uma area com uma importancia global extremamente elevada
é caracterizada pela exigéncia de uma aprendizagem diaria, bem como pela superagao diaria
de varios desafios. O avango tecnologico observado ao longo dos anos tem conduzido a
técnicas aperfeicoadas de pesquisa, melhorando os resultados que se podem obter ao longo
dos estudos. Além disso, tem-se também verificado uma globalizagao da informagao,
providenciando fortes referéncias de leitura aos investigadores (definidos como “os
profissionais que trabalham na concegao ou na criagao de novos conhecimentos” no Decreto-
Lei n® 94/2019, de 16 de maio ) que, a qualquer momento, serao capazes de atualizar o seu
conhecimento acerca do tema desejado e acerca do trabalho que outros profissionais tém

desempenhado. Forma-se assim uma comunidade cientifica potente constituida por individuos

com competéncias e saberes incalculaveis.

O estagio no Centro de Neurociéncias e Biologia Celular possibilitou-me o contacto
com uma realidade diferente, a nivel de estagios, de todas as que tinha vivenciado antes,
revelando as inlmeras capacidades com que nos, enquanto estudantes do mestrado integrado
em ciéncias farmacéuticas, adquirimos ao longo do nosso percurso académico. A exigéncia de
cada uma das tarefas bem como a vontade de obter resultados significantes leva a um esfor¢o
voluntario de cada um dos profissionais. O grupo de investigagao no qual fui inserida suscitou
em mim um fascinio e admiragao impossiveis de demonstrar, uma vez que cada um deles era
dotado de um conjunto de qualidades imprescindiveis e, no entanto, raras, mostrando
empenho e paixao diariamente, apoiados pelas suas mentes brilhantes com conhecimentos
ilimitados. Além disto, foi demonstrada uniao, companheirismo e entreajuda que considero
fundamentais para sucesso de qualquer equipa e que, enquanto estagiaria, me proporcionou
uma aprendizagem completa, contanto com o apoio de cada um dos elementos para qualquer

tarefa ou esclarecimento.

O contacto com a realidade profissional mostrou-me, uma vez mais, as
responsabilidades implicadas e o quanto é importante a realizagao de cada atividade com o
maior esforgo possivel, procurando sempre apoiar-se com todos os conhecimentos adquiridos

ao longo do tempo.

Finalizo assim este relatério com uma nova perspetiva no que toca a investigacao
cientifica e motivada a manter a aprendizagem e o espirito critico ao longo de toda a vida

profissional.

45



4. Referéncias Bibliograficas

| - NOBREGA, C.; MENDONCA, |; MARCELO, A; LAMAZIERE, A; TOME, S.; DESPRES,
G.; MATOS, C.A.; MECHMET, F.; LANGUI, D.; DUNNEN, W.; ALMEIDA, L.P.; CARTIER, N.;
ALVES, S.; - Restoring brain cholesterol turnover improves autophagy and has
therapeutic potential in mouse models of spinocerebellar ataxia. Acta

Neuropathologica. (2019).

2 - FFUC, Normas Orientadoras da unidade curricular “Estagio” 2018/2019; acedido a 30 de
agosto de 2019
3 - DECRETO-LEI n°® 1/2019 de 10 de janeiro. Didrio da Republica n° 7/2019 - [|° Série.

Presidéncia do Conselho de Ministros.

4 - DECRETO-LEI n° 113/2013 de 7 de agosto. Didrio da Republica n° 151/2013 - |° Série.

Ministério da Agricultura, do Mar, do Ambiente e do Ordenamento de Territorio.

5-BROOKS, S.P.; DUNNETT, S.B. - Tests to assess motor phenotype in mice: A user’s
guide. Nature Reviews Neuroscience. 10,7 (2009) 519-529.

6 - PORTARIA n° 97/2018 de 9 de abril. Diario da Republica n° 69/2018 - [° Série.

Saude.

46



Anexos

Anexo || Anilise das passadas obtidas no teste de comportamento animal footprint

Anexo 2| Atlas do cérebro de murganho
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Anexo 3| Rotarod

Anexo 4| Criostato
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Anexo 5| Quadro estereotaxico

49



PARTE Il

“Novos Mecanismos de Nitracao in vivo: o
efeito do nitrato da dieta na formacao de acidos
gordos nitrados com agao anti-inflamatoria”



Lista de Abreviaturas

CDDO-Me - Metil Bardoxolona

cGMP - Monofosfato ciclico de guanosina
cLA - Acido Linoleico conjugado

Cys - Cisteina

DMF - Dimetil fumarato

DNA - Do Inglés, Deoxyribonucleic Acid
FDA - Do inglés, Food and Drug Administration
GSH - Glutationa

HER2 - recetores de tirosina cinase ERB2
HNO, - Acido Nitroso

HO-1 - Heme oxigenase |

HSE - Elementos de Choque Térmico
HSF-1 - Do inglés, Heat shock factor |
HSP - Proteinas de Choque Térmico
HSR - Resposta de Choque Térmico
IkBa - Inibidor da 1kB

IKK - Cinase da IkB

iNOS - Oxido Nitrico - sintase induzida
Keapl - Do inglés, Kelch-like ECH-associated protein |
MG/DG/TG - Mono / Di/ Triglicerideo
NAFLD - Figado gordo nao alcodlico
NASH - Esteato-Hepatite nao alcodlica
Neh - Do inglés, NRF2-ECH homology

Nf-kB - Fator Nuclear Kappa B
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"NO - Oxido nitrico

‘NO, - Dioxido de Azoto

NO,-FA - Acidos gordos nitrados

NO,-LA - Acido linoleico nitrado

NO,-OA - Acido oléico Nitrado

Nrf2 - Do inglés, nuclear factor E2-related factor 2

NRs - Recetores Nucleares

PPAR - Do inglés, Peroxisome proliferator-activated receptor
PTM - Modificagoes pds traducionais

RE - Recetor de estrogénio

RGZ - Rosiglitazona

RP - Recetor de progesterona

SUMO - Pequenos Modificadores Similares a ubiquitina
symN,O; - N,O, simétrico

TLR4 - Do inglés, Toll-like receptor 4

TNFa - Fatores de Necrose Tumoral Alfa

TRAF6 - Do inglés, TNF receptor-associated factor 6

TZD - Glitazonas
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|I. Abstract

Fatty acids are essential components of biological membranes and lipoproteins, and
may give rise to nitro-fatty acids through a nitration reaction. The formation of nitrating
species is likely in acidic conditions as well as under an inflammatory insult where oxygen
and nitrogen reactive species are increased. Despite initial data suggesting that
polyunsaturated bis-allylic fatty acids were the preferential substrate, it is now known that
both in vitro and in vivo nitration are more likely to occur in conjugated unsaturated fatty
acids. Nitrated fatty acids are detected in human blood and urine at nanomolar range and
are increased upon the ingestion of a diet containing nitrate, nitrite and unsaturated fatty
acids. The chemical properties of nitrated fatty acids, such as electrophilicity promote the
pleiotropic modulation of many signaling pathways through nitroalkylation reactions.
Therefore, NO,-FA are capable of exerting anti-inflammatory effects and modulating
activities of both lipid and glucose metabolism, thus being potential candidates for the

treatment of several inflammatory and metabolic diseases.

Keywords: Nitro-fatty acids; Nitration; Inflammation; Metabolism; Mediterranean diet;

Review.
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Resumo

Os dcidos gordos sao componentes essenciais das membranas biologicas e das
lipoproteinas, podendo sofrer reagdes de nitragao que dao origem a acidos gordos nitrados
(NO,-FA). Esta reacao é favorecida em meio acidico e em situagoes de stress inflamatorio,
onde as espécies reativas de oxigénio e de azoto se encontram aumentadas. Apesar de
inicialmente se pensar que o substrato de eleicao seriam os acidos gordos poli-insaturados
bis-alilicos, sabe-se agora que a nitragao in vivo e in vitro ocorre preferencialmente em acidos
gordos poli-insaturados conjugados. Em condigoes fisiologicas, é possivel detetar NO,-FA na
urina e no plasma humano na ordem do nanomolar, sendo estes valores influenciados pela
dieta, nomeadamente pela ingestao de alimentos contendo nitrato, nitrito e acidos gordos
insaturados. As propriedades quimicas destas moléculas, como é o caso da sua natureza
eletrofilica, permitem que, através de reagdes de nitroalquilagio, tenham um efeito
pleiotropico, interagindo com diferentes vias de sinalizagao celulares. Assim, os NO,-FA sao
capazes de exercer atividades anti-inflamatérias e de modulagao do metabolismo de lipidos e
da glicose sendo, desta forma, potenciais candidatos para o tratamento de diversas doengas

inflamatorias e/ou metabdlicas.

Palavras-Chave: Acidos gordos nitrados; Nitracao; Inflamagao; Metabolismo; Dieta

mediterranea; Revisao.
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2. Introducao

Os acidos gordos livres e esterificados, nutrientes essenciais de diferentes tipos de
dieta, sao constituintes importantes de membranas bioldgicas e de lipoproteinas, podendo ser
modificados por reagoes de oxidagao e de nitragao (Trostchansky e Rubbo, 2008) (Spector e
Kim, 2015). Apesar da actividade anti-inflamatoria de alguns acidos gordos ser reconhecida,
nomeadamente através da modulagao de vias de sinalizagao celular tais como a via do Fator
Nuclear Kappa B (NF-kB), apenas nas ultimas décadas se comegaram a estudar os efeitos dos

seus derivados nitrados (Bonacci et al., 2012).

A nitragao de acidos gordos resulta da reacgao do radical didoxido de azoto (‘(NO,) com
acidos gordos insaturados. Os acidos gordos nitrados (NO,-FA) obtidos nesta reacgao sao
espécies altamente eletrodfilas, propriedade quimica que lhes confere uma bioatividade
significativa devido a capacidade de reagir com nucleofilos. Apesar desta propriedade ser
descrita com mais detalhe no capitulo 4 (“Propriedades quimicas, metabolismo e distribuigao
dos acidos gordos nitrados”), pode-se desde ja realgar que a reacgao de NO,-FA com
aminoacidos (espécies nucleofilicas) leva a formagao de adutos covalentes através da reagao
de adigao de Michael (Trostchansky e Rubbo, 2008) (Woodcock et al., 2013). Como adiante
se vera, este € um dos principais mecanismos pelos quais os NO,-FA exercem as suas acgoes

biologicas.

A formagao, quantificagao, caracterizagao, metabolismo e fung¢oes biologicas dos NO,-
FA tém sido bastante estudados nos ultimos anos, com o objetivo de esclarecer a sua
importancia em condigoes fisiologicas e patoldgicas. Do ponto de vista metodologico, a
detecao e quantificagao de NO,-FA no plasma, urina e tecidos do homem tem sido um desafio
importante. Os  primeiros estudos mostravam concentragoes plasmaticas de
aproximadamente 600nM de NO,-OA livre (Schopfer et al, 2005), no entanto, dados mais
recentes indicam que, em individuos saudaveis, as concentragoes deverao estar duas ordens
de magnitude abaixo, atingindo, aproximadamente InM (Tsikas et al., 2009) (Buchan et al.,
2018). Também se tem demonstrado que, além de estarem presentes, os seus niveis
aumentam bastante em condigoes inflamatorias e/ou de stress oxidativo (Ferreira et al., 2008)
(Melo et al., 2018). O acido linoleico conjugado nitrado (NO,-cLA) é o NO,-FA com maior
taxa de formagao enddgena, sendo detetado em maior quantidade in vivo, no entanto, a sua
estabilidade em meio aquoso é baixa, ao contrario do que acontece com o acido oleico
conjugado nitrado (NO,-OA), que é relativamente estavel em todos os meios (Bonacci et al.,

2012) (Ferreira et al., 2012).
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As premissas presentes nesta monografia tém como objetivo resumir e analisar de
forma critica os conhecimentos existentes acerca da formacao, caracterizagao, metabolismo
e fungoes biologicas dos NO,-FA, nomeadamente a sua influéncia nas diferentes vias de
sinalizagao celular e, consequentemente, a sua importancia como arma terapéutica no

tratamento de doengas com incidéncia significativa na populagao mundial.
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3. Sintese de acidos gordos nitrados
3.1. Mecanismos de nitracao de acidos gordos insaturados

Os acidos gordos podem sofrer reagoes de nitragao ou de oxidagao, dependendo da
tensao de oxigénio presente no meio. Ao contrario do que acontece com a oxidagao, cujos
mecanismos estao relativamente bem estudados, os mecanismos de nitragao in vivo sao menos
compreendidos (Buchan et al., 2018) (Trostchansky e Rubbo, 2008). Neste contexto, e através
da utilizagao de diferentes abordagens experimentais, tém sido propostos varios mecanismos
de nitragao, sendo que todos sugerem que os produtos da reac¢ao dependem largamente das
caracteristicas estruturais dos diferentes acidos gordos insaturados. (Woodcock et al., 2013).
A titulo de exemplo, no caso dos NO,-FA que tém como precursores acidos gordos poli-
insaturados bis-alilicos, os mecanismos propostos para a sua formagao sao os que se

representam na figura abaixo (Woodcock et al., 2013) (Buchan et al., 2018):

A CARBONO B

BIS-ALILICO

o |

idrogénio
NO,
) ’ i N\
Rearranjo das duplas .NOZ

ligagdes

ON NO, NO,

*
A q — 2 . e S— B
Composto dinitro instavel DeifvadoNitrezal
HNOZ erivado Nitro-alceno
NO, l/ H,0

NO, HO NO,

Nitroalceno ndoeletrofilo Derivado Nitro-hidroxi

Fig.l. Mecanismos de nitragao propostos para a formagao de NO,-FA a partir de acidos
gordos poli-insaturados bis-alilicos. Imagem adaptada de: RUBBO, H. - Nitro-fatty acids:
Novel anti-inflammatory lipid mediators. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research. 46:9 (2013) 728-734 ; BUCHAN, GJJ. et al. - Nitro-fatty acid formation and
metabolism. Nitric Oxide - Biology and Chemistry. 79 (2018) 38—44.

|. Para o primeiro mecanismo proposto é necessaria a presen¢a de um radical capaz

de realizar a abstragdo do hidrogénio do carbono bis-alilico. Este primeiro passo pode ser

realizado por diferentes radicais, como é o caso do ‘NO, e do hidroxilo (OH). Resulta assim
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um radical alquilo que, ao sofrer um rearranjo das duplas ligagoes e a inser¢ao de um ‘NO,,

leva a formagao de um nitroalceno nao eletrofilo (Fig.|A) (Buchan et al,, 2018).

. O segundo mecanismo proposto mostra uma adigao direta de outro ‘NO,, formando
um intermedidrio que, por perda de HNO,, origina o derivado nitroalceno. Por outro lado,
caso o intermediario sofra hidrélise, pode formar-se um derivado nitro-hidroxi, ao invés do
passo descrito anteriormente (Fig.1B) (D’Ischia et al., 201 |) (Buchan et al., 2018) (Rubbo, 2013)
(Trostchansky e Rubbo, 2008).

Estes mecanismos sugerem que os produtos formados dependem da estratégia de
sintese utilizada, sendo este ponto particularmente relevante para se obterem relagoes diretas
entre os mecanismos e os produtos. Desta forma, aquando da sintese de NO,-FA, a detegao

de outros produtos sera esperada e devidamente justificada (Woodcock et al., 201 3).

Os estudos realizados ao longo dos Ultimos anos, permitiram constatar que a nitragao
de acidos gordos poli-insaturados bis-alilicos nao é favorecida em condigoes fisiologicas.
Trabalhos inicias sugeriam que estes acidos gordos seriam o substrato de eleicao, tendo em
conta a abundancia e acidez do hidrogénio bis-alilico. No entanto, segundo Bonacci et al.
(2012), os acidos gordos poli-insaturados conjugados — nomeadamente o Acido Linoleico
conjugado (cLA) — revelaram ser o substrato preferencial para a nitragao in vivo e in vitro
(Bonacci et al, 2012). A nitragao do cLA comega, como no caso dos acidos gordos com
carbono bis-alilico, pela adigao direta de ‘NO,, da qual resulta um radical alilico que pode

sofrer varias reacoes:

'NOZI

O,N
/}‘_T 7 N\ /‘ \/ \}

Radical alilicointermediario

oxidagdo \

ON

)—\)_\ OZST)O;\
Produto dinitro instavel
HNO redugdo
‘Zy oxidagdo

ON
~ 2 & ¥ ' O,N O 02N
Produto Nitro vinil Nitro-ox0-OA Nitro-hidroxi-OA

Fig.2. Mecanismos de nitragio do Acido Linoleico conjugado. Imagem adaptada de
BUCHAN, G|J. et al. - Nitro-fatty acid formation and metabolism. Nitric Oxide - Biology
and Chemistry. 79 (2018) 38—44.
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I. Pode sofrer uma reacao de oxidacao, formando novamente um sistema dieno

conjugado, desta vez com um grupo nitro-vinilico (Fig.2A) (Buchan et al.,, 2018).

[l. O segundo mecanismo consiste na adi¢ao de outro radical ‘NO, ao intermediario,
originando um produto dinitro. Devido a instabilidade deste composto, havera uma
decomposigao rapida, perdendo acido nitroso (HNO,) e formando-se um produto nitro-

vinilico, idéntico ao que resultou do mecanismo anterior (Fig.2B) (Buchan et al., 2018).

lll. Por ultimo, o radical intermediario pode ser oxidado, gerando-se um composto
nitroperoxi. Este, por sua vez, é reduzido a radical alcoxi através da oxidagao do 6xido nitrico
(‘NO) a 'NO,. Caso exista uma elevada pressao do oxigénio, forma-se um nitro-oxo-acido-
oleico. Por outro lado, se a pressao do oxigénio do meio for reduzida, a reagao que ocorre é
uma redugao, originando como produto um nitro-hidroxi-acido-oleico (Fig.2C) (Buchan et al.,

2018).

Tal como mencionado anteriormente, a nitragao de acidos gordos foi testada em varias
condigoes experimentais in vitro e in vivo, sendo necessaria, em ambas, a presenca de ‘NO,
(Buchan et al., 2018). Este radical pode ser formado através de diferentes processos: (a) reagao
do ‘NO com o radical superoxido (O,”), formando-se peroxinitrito (ONOO), que, ao sofrer
uma clivagem homolitica da origem a ‘'NO, e ‘OH (Rubbo, 2013) (Buchan et al., 2018) ; (b)
oxidagao do NO; pelas hemeperoxidases (Buchan et al., 2018) ; (c) protonagao do NO, que
devera ser exposto a um ambiente acidico como é o caso, em condigoes fisiologicas, do lUmen
gastrico, originando HNO, (pKa 3.4) que, por sua vez, é convertido em ‘NO, ‘NO, e outros
oxidos de azoto. Este mecanismo explica o facto da nitragao de cLA ser favorecida em
compartimentos de pH acido, onde a protonagao do NO, é possivel (Rubbo, 2013) (Buchan
et al., 2018) (Bonacci et al,, 2012) ; (d) nitragao direta pelo ‘"NO (Buchan et al., 2018); (e) auto-
oxidagao do ‘NO (Vitturi et al., 2015) (Buchan et al., 2018) (Fig.3).

1) *NO+0, =— ONOO+°NO = N,0,

2] Nzﬂ_q_ ‘._. Z.Noz
3) *NO, + *NO == N,0,
4) N,O, +H,0 == NO, +2H"

Fig.3. Auto-oxidagdo do radical ‘NO. Imagem adaptada de:
VITTURI, D.A. et al. - Convergence of biological nitration
and nitrosation via symmetrical nitrous anhydride. Nature
Chemical Biology. 11:7 (2015) 504-510.

59



3.2 O papel do 6xido nitrico na nitracdo de acidos gordos

Num estudo onde foram utilizados isétopos estaveis de azoto para o esclarecimento
da complexidade das reagoes envolvidas na nitragao de acidos gordos, Vitturi et al. (Vitturi et
al, 2015) mostraram, utilizando uma cultura de células de murganhos semelhante a
macrofagos, que o NO, é uma fonte importante de ‘NO,. Recorrendo a inibidores da 6xido
nitrico-sintase indutivel (iNOS), puderam também concluir que o ‘NO é essencial para a
nitracao de cLA dependente de NO, induzida pela ativacao de macréfagos e mediada por
‘NO, (Vitturi et al, 2015) No entanto, é importante ter em contra que o 'NO nao ¢
diretamente responsavel pela reagao em causa, uma vez que atua apenas como precursor das
espécies que irao induzir a nitragao. Assim, & necessario ter em consideragao que a auto-
oxidagao do 'NO origina o intermediario principal das reagoes em questao (‘(NO,) (Buchan et
al, 2018). Foi utilizado, no mesmo estudo, um modelo de murganhos em que se induziu
inflamagao, constatando-se a possibilidade da formagao de N,O; simétrico (symN,O;). Apos
homolise, o symN,O; é responsavel pela formagao de espécies nitrantes, sendo este processo
independente do pH do meio. A importancia da ocorréncia desta reagao & notavel em
ambientes que contém pH fisiologico, onde a formagao de espécies nitrantes é comprometida

pelo facto do NO, nao sofrer protonagao e, desta forma, nao dar origem, por exemplo, ao

‘NO. (Vitturi et al., 2015).
3.3 O efeito da dieta na nitracio de acidos gordos: novos mecanismos de nitracio

O papel absolutamente fundamental do ‘NO, na nitragao de biomoléculas, incluindo
acidos gordos insaturados, esta hoje bem estabelecido na literatura. Contudo, recentemente
foi descrita uma nova reagao conducente a formagao deste radical in vivo (Rocha et al., 2012)
(Bonacci et al., 2012). Assim, o 'NO, pode-se formar no ambiente acidico do estomago, a
partir do nitrato da dieta (Rocha et al., 2013). Este Ultimo encontra-se presente sobretudo em
vegetais de folha verde e na agua potavel (Jansson et al., 2008) (Weitzberg e Lundberg, 2013).
Ao ser ingerido, o nitrato é absorvido no intestino delgado e cerca de 25% é captado pelas
glandulas salivares e secretado na cavidade oral. Aqui, bactérias residentes nas criptas
posteriores da lingua, reduzem o nitrato a nitrito. O nitrito, uma vez misturado com a saliva,
é imediatamente protonado no estomago a HNO, que, por sua vez é convertido a ‘NO, ‘NO,
e outros oxidos de azoto (Lundberg, Weitzberg e Gladwin, 2008). Desta forma, o liUmen
gastrico relne as condigoes quimicas ideais para induzir a nitragao de acidos gordos endégenos

e exogenos.
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Ao fazer referéncia ao consumo de nitrato na dieta, sob a forma de vegetais de folha
verde, nao é possivel contornar o papel da dieta mediterranea na formagao de ‘NO, ‘NO, e
NO,-FA. A dieta mediterranea é considerada extremamente saudavel, contando com a
presenca de diferentes grupos de alimentos, como é o caso de cereais, legumes, vegetais,
frutas e também azeite (D’Alessandro e Pergola, De, 2018). Esta tem inimeros beneficios,
levando a uma menor mortalidade associada a eventos cardiovasculares. O consumo de
vegetais faz da dieta mediterranea uma fonte importante de nitrato, que apds ingerido ira
sofrer as reagoes ja mencionadas anteriormente. Contudo, também o azeite virgem é parte
integrante desta dieta, constituindo a principal fonte de acidos gordos insaturados. Neste
sentido, Fazzari et al. (2014) conduziram um estudo com o objetivo de avaliar nao so6 a
presenca de NO,-FA em azeitonas e no azeite extra virgem, mas também a formacao destes
compostos a partir do azeite virgem extra e nitrito em condigoes acidas. Estes autores,
confirmaram a presenga de NO,-cLA em todos os casos e, através de um modelo ex vivo que
simula as condigoes digestivas, demonstraram que a presenca de nitrito noutros alimentos
promove a formagao de NO,-FA (Fazzari et al, 2014). Desta forma, tanto o azeite como as
azeitonas e o nitrato presente em vegetais, alimentos tipicos da dieta mediterranea, poderao

ser uma fonte de NO,-FA no estomago humano.

Curiosamente, a maior parte do cLA também é obtido a partir da dieta, nomeadamente
da carne proveniente de ruminantes. Além disso, existem também varios suplementos
fabricados a partir do 6leo de girassol e de cartamo, que contém uma mistura dos isomeros
cis-9, trans-1 | e trans-10, cis-12. (Shen e McIntosh, 2016). Como ja foi referido anteriormente
para os acidos gordos poli-insaturados no geral, o cLA é o substrato preferencial para a
nitragao, quando comparado com o acido linoleico bis-alilico, devido a sua maior reatividade
(Bonacci et al., 2012). O NO,-cLA esta presente no plasma e na urina de individuos saudaveis,
verificando-se concentragoes superiores nos tecidos quando existe um insulto inflamatorio
(Delmastro-Greenwood et al,, 2015). O estudo realizado por Delmastro et al. (2015) com o
objetivo de saber qual o contributo da dieta para a formagao de NO,-cLA mostrou, através
da administracao oral concomitante em individuos saudaveis de espécies de azoto marcadas e
suplementos de cLA, que a presenca deste ultimo a nivel gastrico é um fator limitante para a
formacao do acido gordo nitrado correspondente. Desta forma, os niveis de NO,-cLA foram
aumentados pela administragao do suplemento aquando do nitrato (Delmastro-Greenwood

et al, 2015).

Por outro lado, sabendo que a administragao quer de nitrito, quer de nitrato induz a

formagao de ‘NO e este, por sua vez, é responsavel por diversos efeitos bioldgicos, incluindo
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a inibicao da fungao plaquetar, foi avaliado de que forma a presenca de cLA influencia este
processo. Constatou-se que a administracdo simultinea destes compostos promove a
diminuicao dos niveis de desoxi-hemoglobina, favorecendo a ativagao das plaquetas. Com isto,
conclui-se que a co-administragao em causa ira permitir que o ‘NO seja desviado para outras
vias, nomeadamente a formagao de NO,-cLA. Desta forma, as respostas bioldgicas derivadas
da ingestao de nitrato e, consequentemente, do aumento das concentra¢oes de ‘NO, sao

bastante influenciadas pelo cLA proveniente da dieta (Hughan et al., 2017).

4. Propriedades quimicas, metabolismo e distribuicao dos acidos gordos nitrados

As propriedades quimicas dos NO,-FA sao responsaveis pelo seu comportamento nas
diferentes situagoes fisiologicas, bem como pelos seus efeitos biologicos e, desta forma, torna-
se essencial conhecé-las. A estabilidade destas moléculas em meio aquoso é distinta da que é
apresentada em meio lipofilico, sendo bastante estaveis neste ultimo, mas decompondo-se em
solugao aquosa e levando a formagao de ‘'NO (Trostchansky e Rubbo, 2008) (Ferreira et al.,
2012). Os dados obtidos a partir do NO,-LA confirmam estes resultados, uma vez que se
verificou uma semi-vida de 30 a 60 minutos em solucao aquosa, decaimento este que foi inibido
quando aplicado em lipossomas. Isto demonstra a estabilidade deste acido gordo nitrado em
meio lipofilico, bem como a possibilidade de se poder concentrar endogenamente em
lipoproteinas ou membranas celulares. Neste caso, a agao das esterases ou das fosfolipases
levarao a sua libertagao em condig¢oes inflamatorias, activando as vias de sinalizagao que serao
detalhadas no préximo capitulo (Schopfer et al., 2005) (Ferreira et al., 2012). Existem varias
teorias para justificar o decaimento destas espécies em meio aquoso e posterior formagao de
‘NO, sendo uma delas a ocorréncia da reagao de Nef modificada, proposta por Schopfer et al.
(Schopfer et al., 2005). A capacidade que os nitroalcenos tém para libertar ‘NO, apesar de em

baixas concentra¢oes, permite-lhe mediar processos de sinalizagao celular dependentes do

cGMP (Batthyany et al.,, 2006) (Rom et al., 2018).

A caracteristica quimica mais importante dos NO,-FA consiste na sua natureza
eletrofilica, conferida pelo grupo nitroalceno, e que é responsavel por efeitos de sinalizagao
celular independentes de cGMP. O -NO, é um substituinte com uma capacidade elevada de
retirar eletroes, o que ira promover a reagao reversivel de nitroalquilagao (via adicao de
Michael) com aminoacidos nucleofilicos, como é o caso da cisteina (cys), lisina e histidina. A
adicao a cisteina sera posteriormente responsavel por modificagoes pos-tradugao (PTM), o
que podera levar a alteragoes na estrutura ou fungao das proteinas (Ferreira et al, 2012)

(Freeman, O’Donnell e Schopfer, 2018).
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Por outro lado, no caso especifico do NO,-AO, este podera originar metabolitos nao
eletrofilos que serao incorporados em triglicerideos (TG), sendo assim, metabolitos inativos.
Também podera ocorrer a esterificagao deste composto em monoglicerideos (MG) e
diglicerideos (DG), originando um depésito de lipidos potencialmente bioativos que, por sua
vez, poderao armazenar e libertar mediadores de sinalizagao aquando de uma resposta

inflamatoria (Buchan et al., 2018).
5. Sinalizacdo celular mediada pelos acidos gordos nitrados

Devido as caracteristicas descritas no capitulo anterior, os NO,-FA tém a capacidade
de interferir com diversas vias de sinalizagao intracelulares importantes, o que sera
determinante para as suas propriedades protetoras em diferentes patologias. As vias de
sinalizagao do NF-kB, do Peroxime proliferator-activated receptor (PPAR), do Nuclear Factor E2-
related factor 2 (Nrf2) e do Heat shock factor | (HSF-1) sao moduladas pelos acidos gordos
nitrados. Assim, estas espécies sao capazes de influenciar a resposta anti-inflamatoria, bem

como permitir a homeostasia da glicose e dos lipidos.
5.1 Regulacdo da via de sinalizacdo do NF-kB

A interagao dos NO,-FA com residuos de cys é determinante para a agao anti-
inflamatoria exercida através da inibicao do NF-kB, que consiste num complexo proteico que
atua como fator de transcri¢ao e que pode ser ativado através de varios estimulos. Esta via de
sinalizagdo comega pela ligagio de uma molécula ao recetor que, ao ser ativado, levara a
fosforilagao da cinase do IkB (IKK) e consequente ativagao. Por sua vez, esta ira fosforilar o
Inibidor da kB (IkBa) — presente no plasma e responsavel pela inibicao do NF-kB — provocando
a sua posterior ubiquitinagao. Desta forma, o NF-kB desloca-se para o nicleo, ocorrendo a
transcricao dos genes e a expressao de proteinas que desempenham diferentes fungcoes em
varios processos, nomeadamente enzimas pro-inflamatorias, moléculas de adesao celular,

citocinas e proteinas de fase aguda (Lawrence, 2009) (Freeman et al., 2017).

Ao longo dos ultimos anos, varios estudos demonstraram que os NO,-FA atuam nesta
via de sinalizagao de diversas formas, tendo como resultado final a inibicao da transcricao dos
genes-alvo do NF-kB. De facto, a alquilagao covalente realizada por estas moléculas mostrou
ser um dos fatores responsaveis pela regulagio negativa do fator de transcricao em causa,
ocorrendo nos residuos de cys altamente conservados do dominio p65 do NF-kB,
impossibilitando a ligagao com o DNA (Freeman et al, 2017) (Rubbo, 2013). Neste sentido,

num estudo in vivo e in vitro realizado por Luis Villacorta et al. (Villacorta et al, 2013) em
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murganhos e em macroéfagos isolados utilizando o LPS como estimulo, foi revelada a
importancia dos produtos da nitragao de acidos gordos para a redugao da inflamagao e,
posteriormente, como protetores cardiovasculares. Verificou-se assim que os NO,-FA inibem
a ativacao do NF-kB, e a adesao de leucocitos in vivo. Além disso, o NO,-FA em questao
comprometeu a fosforilagao de IKK e de IkB (prevenindo a degradagao do 1kB), bem como a

ubiquitinagao deste inibidor em macrofagos isolados.

Finalmente, foram comparadas as propriedades anti-inflamatorias dos NO,-FA obtidas
através da inibicio desta via com as de outros inibidores conhecidos, como é o caso da metil
bardoxolona (CDDO-Me). Este composto tem a capacidade de inibir a via de sinalizagao em
questao através da interagao com o residuo de cys durante a ativagao do IKK(B (Rom et al.,
2018). Como inibidor, mostrou ter bastantes beneficios, no entanto nao tinha um nivel de
seguranga adequado (Zeeuw, de et al, 2013). Por outro lado, tendo em conta a formagao
enddgena dos NO,-FA, estes terao vantagens no que toca a seguranga e, além disso,

mostraram ser mais eficazes na inibicao (Rom et al., 2018).
5.2 Ativacdo diferencial dos PPARs

Os PPARs sao recetores nucleares (NRs) que fazem parte de uma superfamilia de
fatores de transcrigao capazes de regular a expressao de genes envolvidos no metabolismo de
lipidos e da glicose, bem como no processo de inflamagao. Nos mamiferos estao presentes
trés subtipos: PPARa, PPARB e PPARy, com as sequéncias de aminoacidos extremamente
conservadas. Este Ultimo tem duas isoformas funcionais, PPARyl e PPARy2, sendo estas
expressas em varios tecidos - no caso do PPARy |- ou quase restritas ao tecido adiposo - no
caso do PPARy2 (Ferreira et al,, 2012) (Wang, Dougherty e Danner, 2016). A activagao do

PPARYy pelos respetivos ligandos pode conduzir a duas alternativas de sinalizagao:

|. Trans-ativacdo: Esta via de sinalizagao implica a ligagao do ligando ao PPARy que se
encontra na forma inativa no heterodimero PPARy-RXR, promovendo o recrutamento de co-
ativadores e a dissociagao dos co-repressores, permitindo assim a ativagao do heterodimero.
Desta forma, sera estimulada a transcrigao dos genes-alvo através da ligagao ao gene promotor
PPRE. Os genes cuja transcrigao € induzida pelo PPARy codificam proteinas envolvidas na

regulacao da glicose e na diferenciagao de adipocitos (Ferreira et al.,, 2012) (Ahmadian et al.,

2013) (Wang, Dougherty e Danner, 2016).

Il. Trans-repressdo: Alternativamente, o ligando podera ser responsavel pela inibicao de

outros genes, ao promover o acoplamento aos Pequenos Modificadores Similares a ubiquitina
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(SUMO) e posterior recrutamento para o complexo NF-kB, inibindo-o. Esta interagao €, desta
forma, responsavel pela regulacio da transcricio de genes pro-inflamatérios (VWang,

Dougherty e Danner, 2016).

A interagao entre os PPARs e os NO,-FA mostrou que o NO,-FA regula a expressao
dos genes-alvo do PPAR (Schopfer et al., 2005). Dadas as suas propriedades eletrofilicas, acidos
gordos nitrados atuam como ligandos endogenos dos PPARs, sendo verificada uma atividade
potente a concentragoes fisiologicas. Neste contexto, foi testada a afinidade dos NO,-FA para
os diferentes subtipos de PPARs, onde se constatou que a atividade foi mais significativa no
caso do PPARYy, sendo necessario o triplo da concentragao nos outros subtipos para obter a
mesma extensao de ativacao (Baker et al, 2005) (Rubbo, 2013) (Ferreira et al, 2012). A
ativagao por parte do NO,-OA mostrou ser importante, uma vez que este é mais estavel em
meio aquoso, verificando-se menor decaimento do que no caso do LA-NO,. No entanto,
ambos sao capazes de induzir a diferenciagao de adipocitos de forma eficiente, ao contrario
dos respetivos acidos gordos nativos. O comportamento apresentado em ensaios de
transfecdo com luciferase foi similar ao dos agonistas totais do PPARy, como é o caso da
rosiglitazona (RZD) e mais potente do que os agonistas parciais, sendo esta poténcia
dependente dos regioisomeros utilizados (Ferreira et al., 2012) (Wang, Dougherty e Danner,

2016) (Schopfer et al., 2005).

O dominio de ligagao do PPARy é bastante largo, permitindo assim uma interagao
promissora com os lipidos. O residuo Cys285 do dominio de ligagdo, com caracteristicas
nucleofilicas, é o alvo de ligagao do NO,-FA através da adicao de Michael, nao havendo o

recrutamento de co-ativadores durante o processo de ativagao do PPARy (Rom et al., 2018).

O recetor Scavanger CD36 tem como promotor o PPRE, propriedade que foi utilizada
para analisar a extensao de ativacdo do PPARYy. A sintese de mRNA deste recetor, bem como
da sua sintese proteica, foram aumentadas em murganhos aos quais se administraram
concentragoes de NO,-LA na ordem dos micramolar (Schopfer et al, 2005). No entanto,
sendo este recetor aumentado pela via de sinalizagao Keap I/Nrf2, foi crucial a analise do papel
desta via. Assim, os autores constataram que, no caso dos adipocitos, a sua diferenciagao é
inibida pela Keap|/Nrf2, pelo que é evidenciada uma interferéncia entre as duas vias. Desta
forma, apesar dos acidos gordos nitrados terem, no caso dos ensaios de transfegao, o
comportamento de agonistas totais, a nivel de diferenciagao de adipocitos e acumulagao de

lipidos, os efeitos foram menos evidentes (Ferreira et al.,, 2012).
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A RZD ¢ o farmaco de eleigao para a comparagao de efeitos, uma vez que se trata de
um agonista total do PPARy. Apesar dos seus beneficios a nivel de regulagao dos niveis de
glicose, proporcionados pela sua elevada poténcia e seletividade, este foi relacionado com o
aumento de problemas cardiacos na populagao que a utilizava como antidiabético. Por outro
lado, as glitazonas estao associadas a um aumento de massa corporal. Estas propriedades fazem
com que os NO,-FA sejam uma terapia promissora, uma vez que sao capazes de aumentar a
sensibilidade a insulina sem que ocorra aumento significativo de peso. Curiosamente, este
aumento de peso parece estar associado a ativagao de PPARy a nivel cerebral e nao a nivel
adiposo. Ao contrario do que acontece com os NO,-FA, estes agonistas ligam-se ao recetor
GPR40 que, além de ser essencial na propagacao da sinalizagdo genémica de PPARy, pode
ativar a ERK1/2. Esta cinase ¢ pro-inflamatoria e fosforila diretamente o PPARYy, inativando-o.
Assim, o objetivo devera ser a utilizagao de ligandos que sejam potentes na ativagao, sem haver

a ligagao ao GPR40 e, desta forma, evitando efeitos adversos associados (Wang, Dougherty e

Danner, 2016) (Rom et al,, 2018).
5.3. Impacto na transcricdo de genes dependentes do Nrf2

O Nrf2 é uma proteina longa constituida por sete regioes altamente conservadas,
designados como dominios Neh (NRF2-ECH homology), tendo cada um deles um papel nas
diferentes fungoes desempenhadas pelo Nrf2. De um modo geral, esta proteina é um fator de
transcricao codificado pelo gene NFE2L2, sendo um dos responsaveis pelo controlo do
processo anti-inflamatoério, uma vez que regula a expressao de genes envolvidos na defesa
perante stress oxidativo (Deen et al, 2018) (Khoo et al, 2018) (Ahmed et al, 2017). Em
condigOes basais, este fator encontra-se ligado a Kelch-like ECH-associated protein | (Keapl),
que funciona como regulador negativo, sendo que esta associagao € responsavel pelo estado
inativo do Nrf2. A Keapl é uma proteina que leva a degradagao deste fator nuclear,
promovendo a sua ubiquitinagdo e consequente degradagao pelo proteossoma. Verifica-se
assim que, nestas condigoes, a transcrigao dos genes promovida pelo Nrf2 esta inibida (Rubbo,

2013)(Deen et al., 2018) (Khoo et al., 2018) (Ahmed et al., 2017).

A ativacao do Nrf2 pode ser estimulada em condigSes de stress oxidativo. As condigoes
de stress em questao permitem que a forma inativa presente no citoplasma se separe do Keap|
(devido a modificagao de residuos especificos de cys), prevenindo a sua ubiquitinagao e
permitindo que migre para o nucleo e se ligue ao ARE do DNA, levando a expressao de
enzimas de fase Il (Rubbo, 2013) (Ahmed et al,, 2017). Os lipidos eletréfilos sao ativadores

importantes do Nrf2. Uma das caracteristicas importantes na Keap| é a elevada quantidade
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de residuos de cisteina, destacando-se trés deles devido a sua ligagao com a regulagao dos
genes por eletrofilos: Cys|151, Cys273 e Cys288. Destes, o primeiro tem sido utilizado como
alvo dos farmacos ativadores, nomeadamente a metil-bardoxolona que se liga
preferencialmente a este residuo. Desta forma, a estabilizacio do complexo Keap|/Nrf2,
acumulagao do Nrf2 no nucleo e posterior transcri¢ao dos genes-alvo sao potenciadas (Suzuki,

Motohashi e Yamamoto, 2013) (Rubbo, 2013) (Deen et al.,, 2018).

Os NO,-FA estimulam significativamente a expressao dos genes dependentes do Nrf2
(Rubbo, 2013). As primeiras referéncias da interacao dos nitroalcenos com esta via de
sinalizagao mostraram que o NO,-AL estabiliza o Nrf2, com consequente ativagao do ARE
(Villacorta et al., 2007). Como potentes espécies eletrofilas, mais uma vez os NO,-FA ligam a
residuos de cisteina, formando aductos covalentes (Khoo et al, 2018). Em contraste com os
farmacos mencionados anteriormente, os NO,-FA sao ativadores de Nrf2 independentes do
Cysl51, tendo como alvos os residuos Cys273 e Cys288 (Kansanen et al., 201 |)(Deen et al.,
2018). Por outro lado, o aumento da expressao dos genes dependentes de Nrf2 por
nitroalcenos induz a producao da Heme Oxigenase-I1(HO-I) que tem, igualmente, fungoes

anti-inflamatorias (Deen et al., 2018).

Em suma, tendo em conta os efeitos da via de sinalizagao Keap |/Nrf2/ARE e a indugao
desta por parte dos diferentes NO,-FA, esta via é vista como sendo, em parte, responsavel
pelos efeitos anti-inflamatorios destes compostos e, por isso, pelo seu efeito protetor e

potencial poder terapéutico em diferentes patologias.
5.4 Inducdo da transcricdo pelo HSF-1

O HSF-| é um fator de transcricao envolvido na homeostasia celular, destacando-se as
suas fungoes em situagoes de stress, como é o caso do choque térmico (situagdes na qual
existem danos nas proteinas celulares), uma vez que este leva a formagao de proteinas que
degradam ou reparam as proteinas danificadas (Dayalan Naidu e Dinkova-Kostova, 2017). Em
condigoes basais este fator encontra-se no citoplasma, ligado a um complexo de inibicao onde
estao inseridas as chaperonas HSP40, HSP70 e HSP90. Quando célula é sujeita a condi¢oes de
stress, o HSF-1 ¢ ativado, resultando na sua deslocagao para o nicleo. A ligagao deste fator
aos Elementos de Choque Térmico (HSE), encontrados nas regides de regulagao dos genes
HSP, leva a transcricao de diferentes genes, que codificam proteinas responsaveis pela
Resposta ao Choque Térmico (HSR). As proteinas sintetizadas sao denominadas de Proteinas
de Choque Térmico (HSPs) e tém fungdes cruciais na homeostasia proteica, como é o caso
das Chaperonas que ajudam no enrolamento das proteinas. Este mecanismo esta presente em
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todas as células em condigoes basais, no entanto, quando sujeito a qualquer tipo de stress, é
verificada uma sobreexpressao destas HSPs (Vihervaara e Sistonen, 2014) (Dayalan Naidu e

Dinkova-Kostova, 2017) (Deen et al., 2018).

A presenca de residuos de cisteina na HSP70 e HSP90 representa um alvo importante
para os NO,-FA e outras espécies eletroéfilas. Como foi referido anteriormente, estas duas
HSPs (chaperonas) estao integradas no complexo de inibicio do HSF-I e, devido as suas
caracteristicas nucleofilicas, ocorrera a adugao com os NO,-FA e posterior separagao do
complexo ao fator, permitindo, assim, a expressao dos genes por ele regulados. Desta forma,
conclui-se que os NO,-FA tém a capacidade de induzir a transcri¢ao pelo HSF-1, ajudando na
homeostasia proteica. Por outro lado, verifica-se que as HSPs limitam a ativacao do NF-kB,
mostrando assim um carater anti-inflamatorio relevante (Deen et al.,, 2018) (Kansanen et al.,
2009). A ativagao da HSR revelou ser a via que € maioritariamente ativada pelos NO,-FA nas

células endoteliais humanas (Kansanen et al., 2009).
6. Potencial farmacologico dos acidos gordos nitrados

A modulagao das vias de sinalizagao referidas anteriormente demonstra que os NO,-
FA sdao responsaveis por diversos mecanismos protetores e, desta forma, revelam ter
potencial terapéutico. Em suma, pode-se afirmar que, além das suas propriedades Unicas, os

NO,-FA tém caracteristicas de trés classes de candidatos nao convencionais a farmacos:

l. Acidos gordos: Os acidos gordos podem ser aplicados em trés abordagens
farmacologicas. Uma delas, centra-se nos oémega-3, que possuem efeitos protetores em
doencas cardiovasculares, contudo, apresentam importantes limitagdes tais como a
necessidade de utilizar quantidades muito elevadas. Outro exemplo siao os acidos gordos
protegidos da beta-oxidacao. Estes, tal como o nome indica, estao protegidos contra as
reagoes de beta-oxidagao, o que implica um maior tempo de semivida e, assim, a necessidade
de doses mais baixas. Por fim, os acidos gordos oxidados, sintetizados endogenamente, que
também s3o caracterizados por serem menos metabolizados ou seja, as doses a utilizar sao

significativamente inferiores as dos 6mega-3 (Caterina, De, 2010) (Schopfer et al., 2018).

Il. Intermedidrios metabdlicos: Alguns intermediarios metabolicos mostraram ter agoes
farmacologicas relevantes. O Fumarato Dimetil (DMF) é um dos exemplos que teve sucesso
no tratamento da psoriase, tendo um bom perfil de seguranga. Sendo uma molécula eletrofila,
o DMF exerce as suas agoes através da ativagao da expressao de genes dependentes do Nrf2,

por adicao de Michael (Schopfer et al., 2018).
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lll. Moléculas eletrofilas: A caracteristica destas moléculas, comum aos NO,-FA, é a
natureza eletrofilica. Estas sao um grupo de compostos que ora ocorrem naturalmente ora
sao sintetizadas quimicamente. Um dos exemplos é a CDDO-Me, que é capaz de ativar os
genes dependentes do Nrf2 em concentragcoes na ordem dos nanomolar. Apesar de os
doentes apresentarem uma melhoria na fungao renal em ensaios clinicos de Fase Il, a sua
aplicacdo em ensaios de Fase Ill demonstrou um elevado risco de eventos cardiovasculares

(Zeeuw, de et al., 2013) (Schopfer et al., 2018).

Como ja foi mencionado antes, muitas das propriedades sao caracteristicas comuns
aos NO,-FA, no entanto, estes apresentam algumas vantagens importantes. Por exemplo, a
beta-oxidagdo que, nos compostos atras referidos conduz a inibicdo da atividade das
respectivas moléculas-mae, nos NO,-FA da origem a metabolitos que tém maior facilidade de

atingir os alvos, bem como uma eletrofilicidade superior (Schopfer et al., 2018).

Durante as ultimas décadas, os NO,-FA mostraram ter beneficios importantes a nivel
metabdlico (hnomeadamente na homeostasia da glicose e dos lipidos) e também lhes foram
atribuidas ag¢oes anti-inflamatorias através da regulagao de diversas vias de sinalizagao, como
foi demonstrado anteriormente (Rom et al., 2018). Assim, as propriedades pleiotrépicas destes
compostos atrairam a atencgao de diversos grupos de investigagao. Varios estudos mostram
que, devido aos seus mecanismos de agao, os NO,-FA poderao ser utilizados no tratamento
de diversas doengas, como € o caso da esteatose hepatica (Khoo et al,, 2019), doenga renal
cronica e aguda (Jobbagy e Tan, 2018), cancro da mama triplo positivo (Chen Woodcock et

al, 2018), e doengas cardiovasculares (Mollenhauer, Mehrkens e Rudolph, 2018).
6.1 Acidos gordos nitrados na esteatose hepdtica

A doencga do figado gordo nao alcoodlico (NAFLD) é a doenga hepatica crénica com
maior prevaléncia, estando diretamente associada a obesidade e a resisténcia a insulina
(Bedossa, 2017). O facto de ser silenciosa do ponto de vista da sintomatologia, bem como de
a obesidade ser um dos problemas de saude publica mais prevalentes, faz com que esta doenga
seja subdiagnosticada. Apesar da auséncia inicial de sintomas, a esteatose hepatica pode evoluir
para um estado inflamatério croénico, conduzindo a uma esteato-hepatite nao alcodlica
(NASH), que representa um grau mais avangado da doenga. Com a progressao da doenga,
surge fibrose, com posterior cirrose, que podera resultar num carcinoma hepatocelular,

faléncia hepatica e, inclusivamente, morte (Khoo et al,, 2019).

O tratamento baseia-se em medidas nao farmacolégicas, nomeadamente o aumento de

atividade fisica com consequente diminuigdo de sedentarismo e alteragoes na dieta. Esta
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abordagem tem resultados limitados, sendo necessaria terapéutica medicamentosa que,
atualmente, ainda nao estd aprovada pela Food and Drug Administration (FDA). As glitazonas
constituem os farmacos testados mais promissores, uma vez que sao responsaveis pela
diminuicao da resisténcia a insulina e reduzem a esteatose. Apesar dos seus efeitos benéficos,
como ja foi dito anteriormente, estas estao associadas a diversos efeitos adversos, tais como
aumento de peso e, no caso concreto da RGZ, aumento do risco de eventos cardiovasculares,
pelo que a necessidade de uma abordagem diferente é cada vez premente (Ratziu, 2013) (Khoo
et al, 2019). Os NO,-FA sao fortes candidatos como possiveis farmacos, uma vez que atuam
em varias vias de sinalizagao, tendo beneficios importantes na inflamagao e no stress oxidativo
(fatores de risco de NASH). Num estudo de Khoo et al. (2019) com o objetivo de saber se o
NO,-OA atenua a esteatose hepatica induzida por obesidade (causada por uma dieta rica em
gordura), foram comparados os efeitos deste NO,-FA com o farmaco de eleicao, RGZ (Khoo
et al,, 2019). Os resultados dividiram-se em varias vertentes: efeitos no aumento de peso e
massa gorda, efeitos na tolerancia a glicose, efeitos na dislipidemia e acumulagio de
triglicéridos no figado, bem como efeito na fungao mitocondrial. Sendo o aumento de peso
um dos efeitos secundarios mais prevalentes da RGZ, o facto do NO,-OA nao induzir
aumento ponderal é uma vantagem significativa a nivel terapéutico. Este NO,-FA é também
responsavel por melhorias na intolerancia a glicose, sendo os valores da glicémia reduzidos de
forma significativa. A nivel lipidico, verificou-se uma diminui¢cao dos TG na circulagao sanguinea
aquando do tratamento com NO,-OA, bem como uma diminui¢ao da sua acumulagao no
figado, ao contrario do que aconteceu com a RGZ, em que os TG hepaticos se encontravam
significativamente aumentados. Por fim, estando a obesidade e a resisténcia a insulina
relacionadas com a disfungao mitocondrial, também a fungao destes organitos foi avaliada a
nivel hepatico, sendo que o NO,-OA foi responsavel por uma melhoria significativa no
processo de respiragao mitocondrial (Khoo et al, 2019). Assim, conclui-se que, apesar da
RGZ melhorar a resisténcia a insulina, esta nao protege contra a esteatose hepatica e que,
avaliando os efeitos do NO,-OA na acumulagao de TG no figado, os NO,-FA poderao ser
agentes terapéuticos importantes nesta doenga, com a vantagem de nao apresentar os efeitos

secundarios das TZD (Khoo et al., 2019).
6.2. Acidos gordos nitrados na doenca renal

Os rins sao orgaos vitais cuja principal funcao é a manutencao da homeostasia dos
fluidos corporais, assegurando que a osmolaridade, composigao iénica e pH se mantém em
valores fisiolégicos. Por outro lado, sendo 6rgiaos excretores, sio cruciais na excre¢ao de

toxinas e outras substancias nefastas para o organismo. Estes processos sao possiveis devido
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a sua estrutura anatomo-patologica, sendo formados por inumeros nefronios que permitem a
filtracdo do sangue e a excregao. As doengas renais sao um problema clinico com grande
prevaléncia, com morbilidade e mortalidade significativas e, do ponto de vista clinico, podem
ser divididas em doencgas renais agudas e doengas renais cronicas. O desequilibrio redox
(excesso de espécies de oxidagao por produgao excessiva ou escassez de eliminagao) e a
inflamagao sao os mecanismos centrais na fisiopatologia da doenga renal. As espécies reativas
de oxigénio sao responsaveis por danos celulares e tecidulares significativos e ativam vias de
sinalizagao pro-inflamatorias (incluindo NF-kB). Por sua vez, a inflamagao encontra-se
diretamente relacionada com a perda da fungao renal uma vez que as células inflamatorias

contribuem para a fibrose tecidular (Borthwick, Wynn e Fisher, 2013) (Jobbagy e Tan, 2018).

Neste contexto, os NO,-FA tém sido estudados para o tratamento destas doengas
devido a sua capacidade de modular diversas vias de sinalizagao, tais como a do NF-kB e Nrf2,
conferindo-lhes propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes. Além disso, a diminui¢ao do
stress oxidativo responsavel pelo aumento da expressao de proteinas de choque térmico
induzido pelos NO,-FA, apoia as expectativas de uma melhoria no prognostico da doenga

renal (Kansanen et al., 2009) (Jobbagy e Tan, 2018) (Arbeeny et al., 2019).
|. Doenca renal aguda

As doencas renais agudas sao iniciadas por mdltiplos fatores, sendo a isquémia e a
sépsis as principais causas. Estas sao definidas por uma interrupgao repentina da fungao renal
e podem ou nao evoluir para doenca renal crénica, dependendo da severidade e/ou rapidez

do tratamento (Wang, Li e Yang, 2015) (Jobbagy e Tan, 2018).

O tratamento com NO,-OA em modelos experimentais de isquémia foi responsavel
por melhorias em marcadores da fungao renal bem como pela diminuicao da expressao da
NADPH oxidase (NOX) e de citocinas pro-inflamatorias. Além disso, em modelos de sépsis
induzidos pelo Lipopolissacarideo S (LPS), a libertagao de citocinas e isquémia sao inibidas pela
administracao de NO,-FA. Em concreto, o NO,-OA melhora a hipotensiao causada pela
disfuncao cardiovascular (induzido pelo LPS) reduzindo, assim, a isquémia renal. Todos os
efeitos benéficos observados sao baseados nos mecanismos atras apresentados,

nomeadamente a ativagao do Nrf2 e regulagao positiva das HSPs (Jobbagy e Tan, 2018).
Il. Doenga renal crénica

A doenca renal cronica resulta de condigoes existentes durante um longo periodo de

tempo, como ¢ o caso da diabetes ou hipertensao, e constitui a principal causa de doenga
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renal terminal. Existem diversos mecanismos que caracterizam esta doenga, nomeadamente a
inflamagao croénica, o stress oxidativo e a desregulagao de diversas vias de sinalizagdo como a

do NF-kB e a do Nrf2 (Jobbagy e Tan, 2018) (Arbeeny et al., 2019).

O CXA-10 é um regioisomero especifico do NO,-OA que se encontra em
desenvolvimento clinico como potencial farmaco para o tratamento da doenga renal croénica.
E apresentado em duas formulagées, sendo uma para administragio intravenosa e outra para
administragao oral. Assim, como acontece com outros NO,-FA, as suas agoes farmacoldgicas
sao baseadas em diversos mecanismos e interagoes moleculares, nomeadamente a adigao a
cys273 e cys288 do Keapl, a adigao a cisteina na subunidade p65 do NF-kB, a ligagao as HSP
inibitorias do HSF-1 e a inibicao da xantina oxidoredutase. O tratamento com doses baixas e
com doses altas levou a diferentes resultados, tendo efeitos protetores na primeira mas nao
na segunda. Destaca-se a diminuigao da razao peso renal/peso corporal, a diminuigao de
albumina e de nefrina na urina e uma diminuicao do dano glomerular. Em relagao aos
biomarcadores de inflamagao (MPC-1) e de fibrose (fibronectina e colagénio Ill), também estes

se encontraram com hiveis mais baixos no caso de tratamento com doses baixas de CXA-10

(Schopfer et al., 2018) (Arbeeny et al., 2019).

Desta forma, foi demonstrado que o CXA-10 é renoprotetor nos modelos de doenga
renal cronica, exercendo outros efeitos sistémicos benéficos e, por isso, pode ser utilizado no
tratamento deste tipo de patologias onde estao presentes niveis elevados de stress oxidativo,

inflamacgao e/ou fibrose.
6.3. Acidos gordos nitrados no cancro da mama triplo negativo

O cancro da mama triplo negativo € um subtipo de cancro da mama, representando
10% dos casos, cujo fendtipo é bastante mais agressivo. E caracterizado pela auséncia de
recetores de estrogénio (RE) e de progesterona (RP), bem como pela diminuicio dos
recetores de tirosina cinase ERB2 (HER?2) inviabilizando assim, terapéutica direccionada a estes
alvos. Os tratamentos convencionais, como € o caso da quimioterapia e radioterapia, tém
mostrado ser pouco eficazes neste caso e, apds a realizagao destes, a recorréncia é mais
frequente e bastante mais agressiva. Assim, a descoberta de novas terapias para o tratamento
este tipo de carcinoma tem sido um desafio para a comunidade cientifica (Dent et al., 2007)

(Marques, 2003) (Chen Woodcock et al., 2018).

A ativacao do NF-kB e a presenca da citocina pro-inflamatéria TNFa estao associadas

ao desenvolvimento e a progressao do cancro da mama triplo negativo. Verificou-se que a
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invasao local e a metastizagao sao facilitadas pelo TNFa, pela expressao de moléculas de
adesao e pela actuagao de enzimas de degradagao da matriz extracelular, sendo a activagao da
via de sinalizacio do NF-kB um evento central. Os efeitos do NO,-OA no cancro da mama
triplo negativo foram analisados devido ao seu impacto na via de sinalizagao do NF-kB,
nomeadamente a inibicdo dos inibidores do fator, que sao responsaveis por levar a sua
posterior degradagao, inibicao da ligagdo ao DNA e promocao da degradagao proteossémica
(Qiao et al., 2016) (Chen Woodcock et al., 2018). Os resultados obtidos por Woodcock et al.
(2018) foram concordantes com os mecanismos que o NO,-OA tem na via de sinalizagao do
NF-kB. Desta forma, observaram que este NO,-FA inibe o crescimento e a viabilidade das
células de cancro da mama triplo negativo, tanto in vitro como in vivo, através da inibicao da via
de sinalizagao do NF-kB, mas também impedindo a metastizagao por redugao da expressao
de proteinas de adesao tais como a ICAM-1 e uPA. Curiosamente, o NO,-OA afecta
especificamente as células tumorais, nao exercendo os mesmos efeitos em células saudaveis.
Uma justificagao para este efeito, pode-se dever ao facto das células tumorais possuirem uma
menor concentragao de glutatiao (GSH), o qual, quando presente, € o alvo primario para
alquilagao, formando-se NO,-AO-SG. Este é rapidamente transportado para fora da célula e

assim, nao ocorrera reagao intracelular com as proteinas-alvo (Chen Woodcock et al., 2018).

Desta forma, foram demonstradas as propriedades anticancerigenas do NO,-OA,
sendo um potencial farmaco como terapia seletiva no tratamento do cancro da mama triplo

negativo.
6.4. Acidos gordos nitrados na aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca cronica inflamatoria das artérias que esta na base de
outras doengas arteriais, nomeadamente a hipertensao arterial. Existem diversos fatores de
risco (e.g., sedentarismo, habitos tabagicos, diabetes) que levam a baixa biodisponibilidade de
‘NO e consequente migragao de monocitos para o espago subendotelial que se diferenciam
em macrofagos. A posterior acumulagao de lipidos é responsavel pela formagao de células
espumosas a partir dos macroéfagos e, assim, surgem as estrias gordurosas e, mais tarde, placas

fibrosas (Singh et al., 2002) (Mollenhauer, Mehrkens e Rudolph, 2018).

Um correto funcionamento fisioldgico endotelial depende da biodisponibilidade de

‘NO, o que pode ser providenciado pelo NO,-OA, uma vez que é responsavel pelo aumento
da expressao da eNOS e da HO-I, levando, assim, a manutengao da fun¢ao e produgao de
‘NO (Khoo et al,, 2010). Ainda a nivel da disfungao endotelial caracteristica desta doenga, o
NO,-OA ¢ capaz, in vitro, de inibir a ativacao do NF-kB mediada pelo TLR4, reduzindo assim
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a libertagao de citocinas pro-inflamatorias (Sprague e Khalil, 2009)(Villacorta et al.,, 2013)
(Mollenhauer, Mehrkens e Rudolph, 2018). Os NO,-OA sao também responsaveis, através da
ativacao de PPAR vy, pela presenca do fenotipo anti-inflamatério de monocitos (M2-like),
inibindo assim a formagao do fendtipo pro-inflamatorio encontrado na fisiopatologia da
aterosclerose. Além disso, nas lesoes ateroscleroticas, esta descrita uma deficiéncia na ativagao
de Nrf2, conduzindo ao aumento de células espumosas. Também neste evento os NO,-OA
poderao ter um efeito relevante pois, ao activar o Nrf2, exercem um efeito anti-inflamatério
e, portanto, desempenham propriedades anti-aterogénicas (Bouhlel et al., 2007) (Mollenhauer,

Mehrkens e Rudolph, 2018).

No que diz respeito ao tratamento, a angioplastia & uma terapia cirurgica
frequentemente utilizada. Contudo, em muitos casos, verifica-se uma reestenose pouco tempo
apos a intervengao. A reestenose consiste no reaparecimento da obstrugao devido a uma
hipertrofia das células musculares lisas que proliferam exageradamente. Esta hipertrofia na
camada mais interna das artérias € significativamente reduzida pela administragao de NO,-OA
em murganhos, devido ao aumento da expressao de HO-I que tem atividade antioxidante e
anti-proliferativa. Estes efeitos sao contrariados in vivo pela redugao da apoptose verificada
devido a presenga de Nrf2, no entanto, sabe-se que a atividade do HO-| é mais predominante

e excede os efeitos contrarios (Cole et al., 2009) (Mollenhauer, Mehrkens e Rudolph, 2018).

Em suma, os NO,-FA, nomeadamente o NO,-OA, tém influéncia nas vias de sinalizacao
que estao presentes na fisiopatologia da aterosclerose e, por isso, podera ser um potencial

candidato para tratamento.
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7. Conclusao

Os NO,-FA constituem um tema que tem sido amplamente investigado e tem
mostrado uma enorme evolugao nas Ultimas décadas, tendo sido demostradas propriedades
Unicas e relevantes em varios niveis, nomeadamente as suas propriedades eletrofilicas, que

permitem a reacgao com nucledfilos e, desta forma, a modulagao de vias de sinalizagao celular.

A modificagdo através da reacdo de nitragdo de acidos gordos presentes
endogenamente, ingeridos através da dieta ou até administrados oralmente é responsavel pela
formagao de NO,-FA. Ainda que sejam propostos diversos mecanismos para estas reagoes,
ainda nao existem estudos conclusivos, isto &, apesar de serem cientificamente corretos,
nenhum dos mecanismos foi amplamente aceite, sendo necessario o estudo mais aprofundado
neste ponto de modo a se obter uma compreensao total das moléculas formadas e da sua

origem.

A dieta mediterranea é responsavel pelo fornecimento de nitrato e acidos gordos
insaturados, os quais sao os compostos essenciais para a formagao de NO,-FA. Além disso,
esta dieta é também fonte directa de NO,-FA através do consumo de alimentos tais como
azeite e azeitonas. Sendo dotados de propriedade anti-inflamatérias e reguladoras do
metabolismo, NO,-FA encontram-se em fase de estudo para posterior utilizagio no
tratamento de varias doencas inflamatorias e metabolicas. Assim, o aumento da quantidade
destas espécies nitradas induzido pela dieta mediterranea podera estar relacionada com a
diminuicado da incidéncia e/ou gravidade destas patologias, devendo ser realizados

posteriormente estudos mais focados nesta associagao.

Sabe-se também que apos a sua formagao endogena, os NO,-FA poderiao ser
metabolizados, dando origem a diversos metabolitos que ainda nao se encontram totalmente
caracterizados e quantificados. A existéncia destes metabolitos podera ser responsavel por
efeitos indesejados ou, pelo contrario, pela potenciagiao dos efeitos existentes nos NO,-FA e,
desta forma, é importante entender a sua formagao bem como as suas fungoes a nivel

fisiologico e patologico.

Uma questao curiosa diz respeito a maioria dos estudos serem realizados com o NO,-
OA (devido a sua elevada estabilidade em meio aquoso e lipidico) mas, curiosamente, o acido
oleico nao ser o substrato preferencial para a nitragao in vivo, uma vez que nao se trata de um
acido gordo insaturado conjugado. Desta forma, sera relevante a realizagao de mais estudos
focados nos substratos preferenciais de nitragao, uma vez que, no final, estes darao origem a

maior parte dos derivados existentes.
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Em sintese, os NO,-FA sao compostos cujas propriedades lhes permitem o
envolvimento em varias vias de sinalizagao, assumindo um carater pleiotropico. Desta forma,
sao considerados potenciais candidatos para formula¢oes utilizadas em doengas inflamatorias
e metabolicas que ainda nao tém terapéutica personalizada para alvos especificos. No entanto,
sao necessarios mais estudos para o total conhecimento destas moléculas, assegurando uma

eficiéncia e seguranca adequadas.
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