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Resumo

A presente dissertacao descreve a minha experiéncia profissionalizante para a obtencao do
grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas em duas vertentes, sendo elas, Farmacia

Comunitéaria e Investigacao.

O Capitulo I descreve todo o trabalho de investigacdo desenvolvido. A Atresia Biliar é a
causa mais frequente de colestase neonatal e o motivo principal para a realizacao de
transplante hepatico em criancas. A etiologia da Atresia Biliar permanece pouco esclarecida,
podendo em alguns casos resultar de um conjunto de fatores em associacio com a
constituicdo genética e epigenética dos doentes. Tendo em conta o grande ntimero de
referéncias na literatura relativamente a fatores ambientais e epigenéticos associados a
patofisiologia, podera realmente existir uma relacdo causa-efeito? Estre trabalho teve por
objetivo, através da revisdo sistematica da literatura, integrar a informacao disponivel nos
estudos cientificos sobre o papel dos fatores epigenéticos e ambientais na patofisiologia da
Atresia Biliar e eventualmente, fatores epigenéticos ambientais mais preponderantes e
descritos para a patofisiologia e aparecimento da patologia em recém-nascidos. Apesar de
ja existir alguma investigacao em epigenética, a maioria ¢ realizada em modelos animais,
sendo necessarios realizar mais estudos para identificar os fatores e as suas vias de atuacgao
na patologia. No entanto, apesar da patofisiologia da Atresia Biliar ser complexa e repleta
de nuances, os fatores epigenéticos (microRNAs e metilacio do DNA) e ambientais (toxinas
e hipoxia) assumem um papel importante, ndo apenas da patogénese, mas também no

diagnostico precoce da doenca.

O Capitulo II é preenchido pelo Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria, onde é
descrita a experiéncia de estagio na Farmacia Sao Joao, na Covilha, e todos os
conhecimentos obtidos através desta experiéncia. Sao entao referidas todas as carateristicas

e particularidades inerentes ao trabalho diario de um Farmacéutico Comunitario.

Palavras-chave

Colestase neonatal; Atresia Biliar; genética; epigenética; fatores epigenéticos; Farmacia

Comunitaria.
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Abstract

This dissertation describes my professional experience to obtain a Master's degree in

Pharmaceutical Sciences through two fields: Community Pharmacy and Research.

Chapter I describes all the developed research. Biliary Atresia is the most frequent cause of
neonatal cholestasis and the main reason for liver transplantation in children. The etiology
of Biliary Atresia remains unknown and may represent a set of factors in association with
the genetic and epigenetic constitution of patients. Considering a large number of references
in the literature to environmental and epigenetic factors associated with pathophysiology,
could there be a cause-effect relationship? This work aimed, through a systematic literature
review, to integrate the information available in scientific studies on the role of epigenetic
and environmental factors in the pathophysiology of Biliary Atresia and, eventually, more
prevalent and described environmental epigenetic factors for the pathophysiology and
appearance of the pathology in newborns. Although some investigation concerning
epigenetics in Biliary Atresia have been reported, most were carried out in animal models,
and further studies are needed to understand the factors and pathways acting in the
pathology. Despite its pathophysiology of Biliary Atresia is complex and full of nuances,
epigenetic (microRNAs and DNA methylation) and environmental (toxins and hypoxia)
factors play an important role in Biliary Atresia, not only in its pathogenesis but also in the

early diagnosis of the disease.

Chapter II contains the Community Pharmacy Internship Report, which describes the
internship experience at the Sao Jodo Pharmacy, in Covilh3, and all the knowledge obtained
through this experience. It reported the characteristics and particularities of the pharmacy

and the daily work of a Community Pharmacist.

Keywords

Neonatal cholestasis; Biliary atresia; genetics; epigenetics; epigenetic factors; Community

Pharmacy.
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Capitulo 1

1. Introducao

O meu trabalho de investigacao, ponto marcante para a conclusao do Mestrado Integrado
em Ciéncias Farmacéuticas pautou-se de mudancas e nuances que contribuiram para a
presente dissertacdo, assim como a epigenética contribui para o que somos e no que nos

tornamos.

Efetivamente, no inicio o tema de foco era o contributo da genética na colestase neonatal e
tentar perceber de que forma diferentes variantes genéticas contribuem para a patologia.
Assim, tive a oportunidade de acompanhar o trabalho laboratorial desenvolvido pelo grupo
de investigacao no CICS — Centro de Investigacao em Ciéncias da satide. Acompanhada pela
Doutora Patricia Quelhas e pela Doutora Michele Breton pude presenciar a extragao de
acidos nucleicos (DNA e RNA) e proteina de amostras de figado preservadas, provenientes
do Brasil. O objetivo inicial seria a utilizacdo do DNA extraido para a realizagao de estudos
genéticos, tendo como base a sequencia¢ao do exoma recorrendo a técnica Next-Generation
Sequencing (NGS) no Centro de Genética Preditiva e Preventiva (CGPP) do Instituto de
Biologia Molecular e Celular (IBMC), i3S — Instituto de Investigacao e Inovacao em Satde.
Considerando que 0 i3S possuia dados de NGS de estudos genéticos realizados para o Centro
Hospitalar Universitario de Coimbra (CHUC), estes poderiam ser utilizados e reanalisados
mediante autorizacdo dos utentes, clinicos e aprovacio a Comissao Etica do CHUC. Com a
colaboracao da Doutora Isabel Gongalves, coordenadora da Unidade de Hepatologia e
Transplantacdo Hepatica Pedidtrica do CHUC, do Doutor Jorge Oliveira, Diretor do
Laboratoério e Geneticista molecular sénior do CGPP-IBMC-i3S, e da Doutora Catarina
Rosas, médica residente na Unidade de Medicina Genética do CHUC, submetemos o projeto
intitulado “Analise da prevaléncia dos genes SERPINA1 e CFTR numa amostra de pacientes
portugueses com colestase neonatal de causa intra ou extra-hepatica” 8 Comissdo Etica do
CHUC tendo sido obtida aprovacdo do mesmo projeto no dia 26 de maio de 2021. O
principal objetivo do estudo submetido visa avaliar a prevaléncia das variantes
(patogénicas, provavelmente patogénicas e variantes de significado clinico desconhecido
(VUS)) associadas ao défice de alfa-1-antitripsina e fibrose quistica em pacientes pediatricos
diagnosticados com Atresia Biliar. Para além disso, pretendemos avaliar variantes
patogénicas associadas aos genes SERPINA1, e CFTR causadores de doencas colestaticas
neonatais que costumam apresentar quadro clinico-laboratorial e histopatologico

indistinguiveis de Atresia Biliar.



Assim, todo o trabalho e pesquisa desenvolvida antes foi crucial para considerar pertinente
a investigacao do papel de epigenética na patofisiologia da Atresia Biliar, uma vez que nao
existem revisoes sistematicas da literatura no tema, mas existem estudos primarios acerca
do mesmo. Sabemos hoje que a genética nao é a tnica envolvida no que somos, e que
também o ambiente em que vivemos contribui, isto inclui todas as pequenas escolhas
realizadas ao longo da vida. O genoétipo possui as “instrucoes” para desenvolver um novo
ser, mas é acompanhado do epigenoma que incorpora as condi¢coes de desenvolvimento das
“instrucoes” referidas. Sem a epigenética os gémeos idénticos seriam sempre iguais, sem as

pequenas diferengas que os caraterizam e que sao adquiridas ao longo da vida.

O mote para a presente dissertacao é perceber quais os fatores epigenéticos que tém um
papel crucial no desenvolvimento da atresia biliar e dar a conhecer os mesmos de uma forma
sintetizada e concreta. Tendo o conhecimento destes fatores o que poderiamos fazer? Como
seria se estes fatores pudessem ser controlados, ndo apenas na Atresia Biliar, mas também
em patologias diferentes? A estas duas ultimas questoes nao me proponho responder aqui,
mas a nobre funcao do texto que exponho seguidamente, sera fornecer as bases para que
um dia seja possivel integrar conhecimentos e perspetivar que seja possivel responder a

estas importantes questdes cientificas.

1.1. Anatomia e fisiologia do figado e vias biliares

O figado é a maior glandula e o segundo maior 6rgao do corpo humano, representando cerca
de 2% do peso de um adulto e 5% do peso de uma crianca. Esta localizado no quadrante
superior direito da cavidade abdominal, sendo que o seu lobo esquerdo atinge a regiao do
quadrante superior esquerdo, apresenta-se inferiormente ao diafragma e a caixa toracica e

superiormente ao estdbmago, intestinos e colon [1], [2].

As duas maiores superficies do figado sao a diafragmatica (Figura 1) e a visceral (Figura
2). A superficie diafragmatica do figado é convexa e a superficie visceral ligeiramente
concava. Toda a superficie do figado é coberta por uma capsula de tecido conjuntivo, a
capsula de Glisson e as extensoes do tecido fibroso capsular sao continuas com o tecido
conjuntivo dentro do figado. A maioria da superficie do figado é coberta pelo peritoneu,
exceto o local de fixacao da vesicula biliar, a fossa vesicae felleae, e uma pequena area na
superficie posterior, area nua, onde adere firmemente ao diafragma [1]. O hilo hepéatico ou
porta hepatis, localiza-se na parte inferior da superficie visceral do figado e é onde confluem

o canal hepatico, a veia porta e a artéria hepética.



A divisdao anatémica superficial do figado é feita em quatro lobos: direito, esquerdo, caudado
e quadrado, sendo que o lobo direito é o maior dos quatro e o lobo esquerdo o mais pequeno,
separados entre si pelo ligamento falciforme. Entre a fissura do ligamento venoso e a veia cava
inferior figura o lobo caudado, e entre o ligamento redondo do figado e a vesicula biliar, figura

o lobo quadrado [2].
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Figura 1. Anatomia da superficie diafragmaética do figado. Adaptado de
https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/abdomen-e-pelve, consultado em 20 de abril de 2020.
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Figura 2, Anatomia da superficie visceral do figado. Adaptado de
https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/abdomen-e-pelve, consultado em 20 de abril de 2020.


https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/abdomen-e-pelve
https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/abdomen-e-pelve

A divisao funcional do figado baseia-se na organizagao das estruturas vasculares e biliares.
(Dooley et al., 2011) No hilo ha a entrada e saida da vasculatura, sistema linfatico, ductos
hepéticos e infraestrutura nervosa do figado [2]. Como ja referido anteriormente a veia
porta, a artéria hepatica e o ducto hepatico comum penetram no figado na regiao do hilo. A
veia porta traz sangue venoso do intestino e do baco e a artéria hepatica, proveniente do
eixo celiaco traz sangue arterial. Entao, o sangue entra no figado a partir da veia porta e da
artéria hepatica e sai pela veia hepatica para a veia cava [3]. O plexo nervoso hepatico
acompanha a artéria hepatica e ductos biliares em toda a sua extensao, acompanhando
mesmo as suas ramificacoes. Relativamente ao sistema linfatico, divide-se em trés
categorias, dependendo da localizacao podemos ter vasos linfaticos portais, sublobulares e
capsulares, sendo que cerca de 80% da linfa hepética, proveniente dos sinusoides hepaticos,
drena para os vasos linfaticos portais [4]. O sistema biliar extra-hepético, constitui-se dos
ductos hepaticos esquerdo e direito, que se juntam e formam o ducto hepatico comum [2].
Quanto ao sistema biliar intra-hepatico, inicia-se nos canaliculos biliares localizados entre
os hepatocitos, e de seguida pelos canais de Hering (na interface entre 16bulo e espaco porta,
o qual constitui o nicho das células estaminais intra-hepaticas, tanto para a formacao de
hepatocitos como de colangiocitos). A seguir, dentro do espaco porta temos os ductos
interlobulares que seguem juntamente com artéria hepatica e veia porta. Estes ductos
interlobulares desembocam em ductos septais e em estruturas biliares maiores até
formarem os ductos biliares direito e esquerdo e posteriormente, o ducto hepatico comum,
o qual encontra o ducto cistico e juntos originam o ducto biliar, ou colédoco. Todo o sistema
biliar é nutrido quase exclusivamente pelo plexo vascular peribiliar, formado pelas
ramificacoes da artéria hepatica, estando suscetiveis perante lesdo devido a distirbios

arteriais.

Assim, a divisao funcional hepética é baseada na organizacao anatémica vascular e biliar do
figado. A classificacao de Couinaud define oito segmentos de acordo com as ramificac¢oes da
veia porta e da artéria hepéatica, como representado na Figura 3 [3]. Um plano imaginario
divide o figado em parte direita e esquerda, ndo idénticas ao lobo direito e lobo esquerdo
descritos anteriormente, este plano imaginario divide o figado mediante a divisao da artéria
hepatica nas suas ramificacoes direita e esquerda. Sendo que ambas as partes (direita e
esquerda) sao unidades completamente independentes, uma vez que recebem sangue
arterial e venoso de forma separada e a sua drenagem biliar é também independente. As
veias hepaticas direita e esquerda subdividem cada uma das partes em setor anterior e
posterior. A ramificacdo principal direita e esquerda da veia porta fornece a parte direita e
esquerda do figado, respetivamente. E cada uma das ramificac6es divide-se para suprir os

setores anterior e posterior de ambas as partes do figado. Em cada setor ha uma divisao



vascular adicional para fornecer dois segmentos, assim cada segmento possui o seu proprio
sistema vascular e drenagem biliar. A parte direita do figado é constituida pelo setor
posterior direito que inclui os segmentos VI (inferior) e VII (superior), e pelo setor anterior
direito onde figuram os segmentos V (inferior) e VIII (superior). A parte esquerda do figado
é constituida pelo setor anterior esquerdo que inclui os segmentos IV (medial) e ITI (lateral),
e o setor posterior esquerdo é o tinico setor com um tnico segmento, sendo ele o segmento
I1. O segmento I corresponde ao lobo caudado e tem uma posi¢ao tnica que lhe permite
receber sangue exclusivamente das ramificac6es da veia porta direita e esquerda, para além
disso esta posicao anatdmica tem significado clinico nos distirbios do sistema venoso

hepatico. [1]

Figura 3. Representacio esquematica da anatomia funcional do figado. Adaptado de [3]

Existem atualmente trés modelos conceituais para definir a estrutura microanatémica do
figado, representados na Figura 4, os quais consideram aspetos diferentes, que podem ser
estruturais ou funcionais. Assim, os modelos sdo: 1) o conceito de 16bulo hepético cléssico,
o qual se baseia exclusivamente no conceito de unidade estrutural; 2) o conceito do 16bulo
portal, baseado na direcao do fluxo biliar no figado; e 3) o conceito de acino hepatico que
considera o gradiente de distribuicao de oxigénio/nutrientes ao longo dos sinusoides

hepéticos [5].



Figura 4. Esquema ilustrativo dos modelos de organizacio estrutural e funcional do figado. No lébulo hepatico
classico a regido periférica do 16bulo faz limites com lébulos adjacentes e com o espago porta, no qual se notam
ramos da veia hepatica (VP), ramos do ducto biliar (DB) e ramos da artéria hepéatica (A); enquanto o centro do
16bulo classico é marcado pela veia central (VC). O modelo de l6bulo portal considera o fluxo da bilis
(representado a verde); o centro do lébulo é representado pelo ducto biliar e as suas extremidades sao
delimitadas pelas veias centrais de trés l6bulos classicos vizinhos. O modelo de acino hepatico baseia-se no
fornecimento sanguineo dos hepatdcitos, ou seja, na qualidade do sangue, quanto a quantidade de nutrientes e
oxigénio, que chega as células: a zona I, que fica proxima ao espaco porta, é rica em oxigénio e nutrientes; a zona
III, proxima a veia central, é pobre em oxigénio; e a zona II é intermediaria em relacio a quantidade de oxigénio
e nutrientes. Adaptado de Collares et al. [5].

No entanto, surgiram outros modelos para a estrutura funcional do figado e encontram-se

referidos na Tabela 1.

Tabela 1. Modelos propostos para a estrutura funcional do figado.

Ano Unidade Proposta por
1665 Arquitetura lobular Weppler
1833 Lobulo classico hexagonal Kierman
1906 Loébulo portal Mall
1954 Acinos hepaticos Rappaport
1979 Lobulo primario Matsumoto
1988 Sinuso6ide tnico Bloch e McCuskey
1989 Metabdlico Lamers et al.
1989 Circuitos zonais Quistorff and Romert
1993 Cholehepaton Hofman
1997 Unidades Ekataksin e Wake
microcirculatorias



Apesar do conceito de unidades microcirculatérias ser o mais recente e utilizado
atualmente, por questdoes de simplicidade e tendo em conta o objetivo da presente
dissertacao, utilizamos o antigo conceito do l6bulo hepatico classico, porém quando for
necessario esclarecer aspetos fisiopatologicos das hepatopatias sera utilizado o modelo mais

recente que relaciona os conceitos da fisiologia do figado.

Relativamente ao modelo do 16bulo hepatico classico, a capsula de tecido conjuntivo que
reveste o figado e as extensdes do tecido fibroso capsular sdo continuas com o tecido
conjuntivo dentro do figado e dividem-no em l6bulos hexagonais que se organizam em volta
dos ramos terminais das veias hepaticas que drenam para a veia cava. Em cada vértice dos
l6bulos ha um sistema porta ou triade portal constituido por ramos da veia porta hepatica,

da artéria hepatica e do ducto hepatico.

Ramo terminal de
vaia hepatica

Arlérnia Ducio Veia
hepatica bilizr porta

Figura 5. Lobulos hepaticos. Adaptado de https://www.msdmanuals.com/pt-pt/profissional/. Consultado a
30 de abril de 2020

Dispostos radialmente desde a veia central de cada lobulo existem corddes hepaticos,
compostos por hepatocitos, as células funcionais do figado. Entre os corddes hepaticos
encontramos os sinusoides hepaticos constituidos por ramificacoes da veia porta e da
artéria hepatica fundidas onde sangue arterial e venoso se misturam. O padrao
tridimensional da malha de sinusbides e hepatdcitos pode ser comparado a uma esponja
(Dancygier, 2010). No sentido inverso, do interior do 16bulo hepatico, os canaliculos biliares
confluem em canais biliares que conduzem a bilis formada no interior do 16bulo para o ducto

biliar do sistema porta [5].

O tecido hepatico possui uma variedade de tipos de células, para além dos hepatdcitos

(células parenquimatosas) contém também células endoteliais que revestem os sinusoéides



(sistema vascular), colangiocitos (células epiteliais que revestem os ductos e canaliculos
biliares), células de Kupffer (células fagociticas), células pit (células natural killer) e células
estreladas hepéticas ou células de Ito (células que armazenam de gordura e retindides e que,
em situagdes de doenca, se ligam a um perfil fibrogénico, tornando-se os miofibroblastos

responsaveis pela resposta fibrogénica estereotipada do figado) [2].

células de

Kupffer == =

ramo da artéria
hepatica

ducto biliar__ > 3

veia portal |
hepatica ™

Figura 6. Estrutura celular do figado. Autor: Hepcentro

1.2. Anatomia do sistema biliar

A anatomia do sistema biliar intra-hepético foi abordada na secc¢ao anterior, e como ja foi
referido os ductos hepaticos (direito e esquerdo) emergem do figado e unem-se para formar
o ducto hepatico comum, o que nos leva a necessidade de explorar a anatomia do sistema

biliar extra-hepatico.

Efetivamente, o colo da vesicula biliar vai estreitando dando origem ao ducto cistico que,
por sua vez, se une ao ducto hepatico comum originando o ducto biliar comum. O ducto
biliar comum percorre as camadas do omento menor, anteriormente a veia porta e a direita
da artéria hepatica, passando atras da primeira parte do duodeno e entrando na segunda
parte do mesmo onde percorre obliquamente a parede e se une ao ducto pancreatico. A
ampola de Vater que resulta da uniao do ducto biliar comum com o ducto pancreatico forma
uma saliéncia na membrana mucosa, a papila duodenal. Um espessamento de fibras
musculares longitudinais e circular e, que derivam do intestino, envolvem a porcao
duodenal do ducto biliar comum e formam o esfincter de Oddi, que permite o controlo do

fluxo de bilis e suco pancreéatico [3].
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Figura 7. Vesicula biliar e trato biliar. Adaptado de Dooley et al., 2011.

Avesicula biliar é um 6rgao acessorio em forma de pera, com cerca de 9 cm de comprimento
e uma capacidade de 50mL, cuja funcdo é armazenar e concentrar a bilis. A vesicula
constitui-se de trés partes (infundibulo, corpo e fundo) e situa-se na face inferior do lobo
direito do figado, ficando assim acima do célon transverso. O fundo da vesicula é mais
amplo e direcionado anteriormente e o corpo estende-se até ao infundibulo e este até ao
colo que dar4 origem ao ducto cistico. As valvulas de Heister sao dobras, em forma espiral,
da membrana da membrana mucosa na parede do ducto cistico. A bolsa de Hartmann é
uma saculacao apos o colo da vesicula e é um sitio comum para os céalculos biliares se
acumularem. Uma vesicula biliar com uma distensao normal enche-se de bilis e 4cidos
biliares secretados pelo figado, concentra a bilis através da absorcao de eletroélitos e d4gua e

vai libertar a mesma no duodeno mediante influéncia da colecistocinina [3].

1.3. Funcoes do figado

O figado ¢ o principal 6rgao metabolico na remocao de farmacos e toxinas da circulacao
sanguinea, sendo a sua fun¢ao priméaria garantir a homeostase organica, por isso a vida nao
é possivel sem o figado, pois atualmente nao é exequivel substituir artificialmente todas as
funcoes por ele desempenhadas e, portanto, danos ou doencgas graves no figado s6 podem

ser tratados por transplante. [2]



Efetivamente, o figado possui um metabolismo elevado, compartilhando substratos e
energia com outros sistemas metabolicos, processa e sintetiza inimeras substancias que sao
transportadas para outras partes do corpo e realizada um conjunto de outras funcoes
metabolicas. As principais fungdes metabdlicas que serao destacadas nos paragrafos

seguintes, comportam o metabolismo de hidratos de carbono, lipidos e proteinas [6].

O metabolismo de hidratos de carbono no figado compreende, principalmente, o
armazenamento de glicogénio; a conversao de galactose e de frutose em glicose e a
realizacao da gliconeogénese (sintese de glicose a partir de aminoacidos, glicerol, piruvato
e lactato). A glicose é o principal substrato energético, em tecidos como o cérebro e as
hemacias, por isso o sangue deve ter niveis de glicose adequados entre as refeicoes. Assim
sendo, o figado desempenha um papel fundamental na manutenc¢ao dos niveis de glicose no
sangue durante o jejum prolongado, convertendo o glicogénio armazenado em glicose
(glicogenolise) e ao sintetizar glicose, principalmente a partir de lactato e de aminoacidos
(gliconeogénese). Para além disso, este armazenamento de glicogénio permite ao figado
remover o excesso de glicose no sangue, armazena-la e devolvé-la ao sangue quando a
concentracdo de glicose no sangue estiver demasiado baixa. Este mecanismo é conhecido
como funcao de tampao da glicose do figado [6]. O transportador de glicose localizado na
membrana (GLUT2) ndo é regulado pela insulina, ou seja, a captacao de glicose para os
hepatdcitos apenas depende do gradiente de concentracao de glicose. Apenas 5% da glicose
ingerida é usada metabolicamente pelo figado para a sintese de glicogénio, dos 95%

restantes, 30 a 40 % sao convertidos em gordura e o restante permanece no figado [1].

Os lipidos constituem alimentos e o proprio organismo, sendo que entre eles encontrados
gordura neutra (triglicéridos), fosfolipidos, colesterol, ente outros. O metabolismo dos
lipidos permite ao figado, de forma geral, metabolizar a gordura, sendo que certos aspetos
do metabolismo lipidico ocorrem maioritariamente nas células do figado. Durante o
processo ocorre oxidacao de acidos gordos para fornecer energia a outras fungoes corporais;
sintese de colesterol, fosfolipidos e lipoproteinas; e ainda sintese de gordura a partir dos
hidratos de carbono e proteinas. A composicao lipidica dos fosfolipidos e triglicéridos
compoe-se de acidos gordos, enquanto o colesterol, apesar de sintetizado a partir de
moléculas de acidos gordos, possui um ntcleo esterol. A principal funcao dos triglicéridos
no organismo € fornecer energia para diferentes processos metabdlicos, funcao esta
compartilhada com os hidratos de carbono. O colesterol e os fosfolipidos adquirem principal
importancia na formacdo das membranas celulares e na realizacdo de funcées celulares.
Entao para obter energia, a gordura neutra é primeiro dividida em glicerol e acidos gordos

e posteriormente a partir dos acidos gordos é obtida a acetil coenzima A, através do
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processo de [-oxidacao no figado. Depois de sintetizada, a acetil coenzima A entra no ciclo
do 4cido citrico e é libertada energia. Em média, 80% do colesterol sintetizado no figado é
convertido em sais biliares, que sao libertados na bilis, e o restante é distribuido em todo o
corpo na corrente sanguinea mediante transporte por lipoproteinas. Para além do
transporte de colesterol, as lipoproteinas também transportam fosfolipidos sintetizados no
figado [6].

O corpo humano é constituido por, aproximadamente, trés quartos de proteinas, onde se
incluem proteinas estruturais, enzimas, nucleoproteinas, proteinas transportadoras,
proteinas dos musculos que permitem a contragao muscular, proteinas transportadoras de
oxigénio, entre outras. Quanto a sintese proteica, € importante realcar que a maioria das
proteinas plasmaticas sao sintetizadas pelo figado, por este motivo, o corpo nao é capaz de
dispensar a contribuicio do figado para o normal funcionamento. Durante o metabolismo
proteico no figado ocorre desaminacao de aminoacidos; formacao de ureia para remover
amonia; formacdo das proteinas plasmaticas (exceto as gamaglobulinas) e ainda
interconversoes entre os diversos aminoacidos e sintese de outros compostos a partir deles.
A desaminacao dos aminoacidos ocorre, maioritariamente, no figado e é importante para a
sua conversdo em hidratos de carbono ou lipidos, mas sdo particularmente importantes
para a formacgdo de energia. Este processo de desaminacao leva a formacao de elevadas
quantidades de amoénia que se acumula nos liquidos corporais, entdo o figado sintetiza ureia
a partir da amonia para que esta possa ser excretada posteriormente. Relativamente a
sintese de proteinas, cerca de 90% é realizada no figado. Quando ha deplecio das proteinas
do plasma também coexiste rapida mitose dos hepatocitos e, consequentemente,
crescimento do figado, isto deve-se a rapida producao de proteinas plasmaticas para repor
os valores normais. Para além disso, o figado também é capaz de produzir outros compostos

importantes e aminoacidos nao essenciais a partir dos aminoacidos [6].

Para além das funcoes metabdlicas jA mencionadas, o figado também é capaz de armazenar
vitaminas (A, B12, D e K) e ferritina; formar substancias usadas na coagulacao (fibrinogénio,
protrombina, globulina aceleradora, fator VII, IX e X) na presenca de vitamina K é capaz de
metabolizar farmacos e excretar hormonas (estrogénios, cortisol e aldosterona) e calcio a
partir da bilis; e ainda metaboliza bilirrubina a bilis. Assim, para a presente dissertacao é
importante compreender todo o processo de sintese e secrecao da bilis, tematica esta

abordada no capitulo que se segue [3].
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1.3.1. Producao, armazenamento e secrecao de bilis

A bilis é um fluido amarelo-esverdeado produzido pelo figado e armazenado
temporariamente na vesicula biliar, sendo posteriormente libertado no duodeno, sendo por
isso de extrema importancia para a funcao gastrointestinal. [3] Na constituicao da bilis
encontramos agua, sais biliares, pigmentos biliares (bilirrubina e biliverdina), lecitina,
colesterol e fosfolipidos dissolvidos numa solucio eletrolitica alcalina. Os acidos biliares sao
particularmente importantes na digestao e absorcao das gorduras através de emulsificacao.
A bilis excreta diversos produtos do sangue, especialmente a bilirrubina (produto final da
destruicao da hemoglobina) e, para além disso, é a inica via pela qual o corpo pode eliminar
o colesterol em excesso. Durante a circulacao entero-hepatica alguns dos componentes da

bilis sdo reabsorvidos no intestino e depois excretados novamente pelo figado [7].

A secrecao de bilis pelo figado é realizada em duas etapas. Primeiro uma solugao inicial de
bilis, composta por grandes quantidades de acidos biliares e colesterol, é secretada pelos
hepatocitos para os canaliculos biliares. Depois a bilis flui pelos canaliculos até aos septos
interlobulares e desemboca nos ductos biliares terminares, fluindo para ductos maiores até
alcancar o ducto hepatico e o ducto biliar comum. Neste momento, a bilis é capaz de fluir
diretamente para o duodeno ou ser armazenada na vesicula biliar, durante minutos ou
horas, onde alcanca o ducto cistico, como observamos na Figura 7. E durante o percurso
pelos ductos biliares que a restante secre¢ao hepatica é adicionada a bilis inicial, permitindo
a dissolugdao da mesma numa solucao aquosa de ides de sédio e bicarbonato, o que leva a

constituicdo da segunda secrecdo que aumenta a quantidade total de bilis [6].

As células hepéticas secretam continuamente bilis, contudo em condi¢des normais a bilis é
armazenada na vesicula biliar e posteriormente € secretada para o duodeno. A vesicula biliar
é capaz de armazenar entre 30 a 60 mL de bilis, no entanto até 12h de secre¢ao podem ser
armazenados cerca de 450 mL, uma vez que a mucosa da vesicula absorve continuamente

agua, sodio, cloreto e outros eletrolitos, concentrando os constituintes da bilis [6].

Durante o processo da digestao inicia no trato gastrointestinal superior, a vesicula comeca
a esvaziar devido a contracoes ritmicas da parede da vesicula e o relaxamento simultaneo
do esfincter de Oddi (controla a entrada do ducto biliar comum no duodeno). As paredes da
vesicula contraem e o esfincter relaxa pela estimulacao da hormona colecisticinina, que por
sua vez é estimulada pela presenca de alimentos gordurosos no duodeno. Para além disso,
h4 uma estimulagdo por fibras nervosas secretoras de acetilcolina no nervo vago e no

sistema nervoso entérico. Assim, a vesicula esvazia a bilis no duodeno quando estimulada

12



pela colecisticinina, que é libertada em resposta a presenca de alimentos gordurosos.
Alimentos com menos gordura provocam um esvaziamento mais lento da vesicula biliar,
em contrapartida alimentos ricos em gordura levam a um esvaziamento mais rapido. A

Figura 8 permite resumir a secrecao de bilis, armazenamento e excrecao para o duodeno

[6].

A estimulagéo
A secretina Acidos blliares, via vagal causa
via corrente sangue, estimulam a contragéo fraca
sanguinea secregfio parenquimatosa da vesicula biliar
estimula a Estdmago
secregao )\ - /
pelos ductos | -~
hepaticos

Bile armazenada
e concentrada

até 15 vezes na " .
vesicula biliar > Pancreas

Esfincter
de Oddi Duodeno

A colecistocinina, via corrente sanguinea, causa:
1. Contragéo da vesicula biliar
2. Relaxamento do esfincter de Oddi

Figura 8. Secrecdo hepatica e esvaziamento biliar. Imagem retirada de [6]

Em suma, quando alguma das etapas de secrecao, armazenamento ou excrecao de bilis se
encontra alterada surgem patologias intra ou extra-hepaticas, dependendo do tipo de
alteracao. No presente trabalho, a patologia em questao é a Colestase neonatal, a qual pode
ser resultado de disfuncoes intra ou extra-hepaticas, as quais irao ser abordadas no seguinte

capitulo.

1.4. Colestase Neonatal

O termo colestase define os estados patologicos resultantes da reducao do fluxo biliar,
devido a alteracoes anatémicas ou funcionais do sistema biliar. Quando a colestase tem

inicio nos primeiros trés meses de vida é considerada colestase neonatal podendo, contudo,
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manter-se apos este periodo. A colestase neonatal carece sempre de uma exploracao clinica
urgente, uma vez que podera ser indicativa de uma doenca hepatocelular ou biliar e o seu

diagnostico diferencial é amplo e heterogéneo [8].

Efetivamente, a colestase define-se como a reducao do fluxo biliar que resulta da retencao
de substancias biliares dentro do figado, normalmente excretadas na bilis eliminadas no
limen intestinal. O reconhecimento da colestase é efetuado devido a elevacao da bilirrubina
direta ou conjugada. Podemos definir colestase neonatal quando a Bilirrubina Direta (BD)
¢ > 1 mg/dL. A colestase neonatal atinge cerca de 1 em cada 2500 recém-nascidos, entao é
importante a identificacao das condicoes clinicas, uma vez que o diagnostico e tratamento

precoce estao diretamente relacionados com um melhor prognéstico [9].

Os doentes colestaticos apresentam concentragoes séricas elevadas de bilirrubina
conjugada, sais biliares e colesterol, habitualmente excretados na bilis. Os principais sinais
clinicos presentes na colestase sao ictericia, hipocolia ou acolia, coluria, prurido e xantomas
(no6dulos ou placas com depositos de colesterol). A ictericia fisiologica nos recém-nascidos
deve-se a lise de eritrocitos associada a imaturidade hepéatica aquando da metabolizacao da
bilirrubina, assim a elevacao da bilirrubina direta é frequente nos recém-nascidos durante
a primeira semana de vida, contudo a sua persisténcia ap6s os quatorze dias de vida de
qualquer bebé com BD > 1 mg/dL torna imprescindivel a investigacao clinica para colestase

neonatal [10].

Uma vez que a ictericia fisiologica é comum na maioria dos casos nao é realizada qualquer
investigacao clinica o que em alguns casos contribui para o diagndstico tardio de desordens
organicas relacionadas com colestase. Neste sentido, é importante identificar os recém-
nascidos que continuem ictéricos apds 14 dias de vida e fazer a sua avaliacao clinica (global,
coloracao das fezes e urina) e laboratorial (bilirrubinas). A escala colorimétrica fecal,
representada na Figura 9, estabelece as cores de fezes normais e as suspeitas em relagio a
presenca de colestase neonatal. Esta escala é um método simples para avaliar a presenca de
hipocolia ou acolia fecal nao s6 para os profissionais de satide, mas também para os pais. Se
existir hipocolia/acolia ou a crianca apresentar elevacao da bilirrubina direta deve ser

realizada uma investigacao pelos servicos especializados com a maior celeridade [11].
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Fezes normais

Fezes suspeitas

Figura 9. Escala cromética das fezes, com demonstraciao de fezes normais e fezes suspeitas, em relagdo a
possibilidade de Colestase Neonatal. Adaptado da Sociedade Brasileira de Hepatologia.

Em sintese, a presenca de colestase neonatal sugere-se pela ictericia, caraterizada por
elevacdo da bilirrubina direta, diversos graus de hipocolia até acolia e coltria com a
possibilidade de ocorrer prurido e xantomas, como referido anteriormente. Para além disso,
pode ocorrer aumento da gamaglutamiltransferase (GGT), da fosfatase alcalina, das
concentracoes séricas dos acidos biliares e do colesterol. A fosfatase alcalina é um marcador
indicativo de colestase no adulto, contudo nas criancas os valores de fosfatase alcalina sao
inespecificos, uma vez que os mesmos aumentam devido ao metabolismo 6sseo intenso,
pelo que, a GGT é o marcador especifico para as altera¢oes na sintese dos sais biliares e na
secre¢do dos mesmos para a bilis pelos canaliculos. A acumulaciao de bilirrubina nos
hepatdcitos e canaliculos biliares é um achado histopatologico, associado também a outros

achados inespecificos que decorrem da acumulacao hepatocelular de sais biliares.

1.5. Fisiopatologia das variantes patoldgicas de colestase
neonatal

A colestase, de um ponto de vista fisiopatologico, desenvolve-se quando o fluxo de bilis é
interrompido, o que leva a retencao dos seus constituintes no sangue e tecidos e a reducao
de sais biliares presentes no intestino, o que pode desencadear uma série de situacoes
responsaveis pelas alteracoes clinicas, histologicas e laboratoriais presentes na colestase

neonatal que sao suscetiveis de evoluir de forma negativa ao longo do tempo [11].

A colestase neonatal, atualmente, pode ser a expressao de entidades nosologicas distintas,
das quais se destacam a atresia biliar (25%), défice de alfai-antitripsina (10%), infecGes
virais (5%), doencas metabolicas (20 %), causas genéticas de colestase intra-hepética, entre

estas a Sindrome de Alagille, a colestase familiar intra-hepéatica (PFIC), a colestase intra-
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hepética recorrente benigna (BRIC) e o erro inato do metabolismo dos acidos biliares (25%),

para além disso apenas 15% dos pacientes sdao catalogados como portadores de hepatite

neonatal idiopatica [8]. Na Tabela 2 encontram-se representadas as causas intra-

hepéticas e extra-hepaticas da Colestase Neonatal.

Tabela 2. Causas de Colestase Neonatal. Adaptado de Santos etal., 2011

Desordens da
embriogénese

Desordens da
biossintese e

conjugacao de sais
biliares
do

transporte e secrecao

Desordens

por membrana

Desordens hepaticas

metabolicas

Infecoes Congénitas

Causas Intra-hepaticas
Sindrome de Allagile
Malformacao da placa (Doenca de Caroli)
Défice de 3-oxo0-4-esteroide 5p3-redutase
Défice 3B-hidroxi-5-C27-esteroide desidrogenase
Défice de Oxisterol 7a-hydroxilase
Défice BACAT

Desordens de Transporte de Persistente progressiva
secrecao sais biliares — (PFIC tipo 2)
canalicular Deficiéncia de
— Recorrente  benigna
(BRIC tipo 2)
Transporte de Défice de MDR3 (PFIC
fosfolipidos tipo 3)
Transporte Fibrose quistica
ibnico (CFTR)
Desordens Deficiéncia de Persistente progressiva
complexas ou FIC (PFIC tipo 1) e Doenca
multiorganicas de Byler
Recorrente benigna
(BRIC tipo 1)

Colangite esclerosante neonatal
Disfuncgao artrogripose-renal-colestase
Desordens glandulares
Com envolvimento do trato biliar
Sem envolvimento do trato biliar

Parasitaria Toxoplasmose
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Viral Rubéola; citomegalovirus (CMV); herpes
simples; virus hepatotrépicos (A, B e C)
Bacteriana Sifilis;  sepsis  bacteriana; infecoes
urinarias; listeriose; tuberculose
Desordem imune Lupus eritematoso neonatal, Hepatite neonatal com anemia
hemolitica e autoimune
Associada a nutricao parentérica total
Miscelanea Histiocitose X; choque e hipoperfusao; asfixia neonatal;
associada com obstrucdo intestinal; hepatite fibrosante com
leucemia transitoria (trissomia 21)
Causas extra-hepaticas
Atresia Biliar
Cisto de colédoco
Perfuracao espontanea do ducto biliar comum

Barro biliar e coletiase

1.6. Atresia Biliar

A Atresia Biliar carateriza-se pela obstrucao completa de parte ou da totalidade das
vias biliares extra-hepaticas e tem inicio nos primeiros meses de vida. Uma vez que a Atresia
Biliar é causada pela auséncia de estruturas biliares funcionais, isto leva ao aparecimento

de colestase, fibrose progressiva e hipertensao portal [2], [11].

A Atresia Biliar (AVB) é a causa mais frequente de colestase neonatal e o motivo principal
para a realizacao de transplante hepatico em criancas. Quando ndo tratada a AVB leva a
doenca hepatica progressiva, insuficiéncia hepatica e morte precoce. A AVB tem uma
prevaléncia de 1:20 000 em todo o mundo e varia entre 1:17 000 € 19 000 na europa,
contudo nos paises asiaticos, como a China e o Japao, a sua prevaléncia aumenta para 1:
10 000. Existe ainda o caso isolado da Polinésia Francesa em que a prevaléncia atinge,

aproximadamente, 1:3 000 [2], [11].

Efetivamente, existem quatro formas clinicas de classificar a Atresia Biliar. A primeira é a
forma embrionéria ou congénita de inicio precoce, com ictericia desde o nascimento e esta
associada a ocorréncia de malformacoes congénitas extra-hepéaticas (poliesplenia, situs
inversus, cardiopatia congénita, atresia do intestino delgado, ma rotacao intestinal, ducto
coled6co anémalo e anomalias da veia porta e artéria hepatica), constituindo a sindrome de

malformacdo esplénica (BASM), também denominada anomalia da determinacdo de
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lateralidade associada a atresia biliar A segunda forma clinica é a perinatal ou isolada que,
normalmente, ocorre mais tardiamente, com um intervalo livre entre a ictericia fisiologica
e a patologica sem malformacoes congénitas associadas. Para além disso, a dilatacao cistica
dos ductos biliares remanescentes pode ser considerada como um subtipo de atresia biliar
congénita, sendo estes casos referenciados como atresia biliar cistica, aparecendo em 5 a
10% dos casos e considerando-se de prognostico mais favoravel. Pelo referido acima, a
BASM corresponde entre 10 a 20% dos casos e a forma perinatal representa entre 80 a 90%
dos casos. A terceira forma clinica é a associada ao Citomegalovirus (CMV) com sorologia
IgM positiva, em que se presume que a infecao ocorra durante o periodo perinatal e que se
traduz num pior prognostico. A quarta e dltima forma é a forma cistica, onde ocorre
fibroesclerose das vias biliares extra-hepaticas acompanhada de quistos nestas estruturas,

facilitando a sua identificacao precoce através de ultrassonografia [12], [13].

O termo Atresia Biliar de desenvolvimento utiliza-se nas formas congénita e cistica, onde o
inicio sera pré-natal e a sua presenca é evidente no momento do nascimento, sendo mais

predominante nos bebés de sexo feminino [13].

A AVB é uma colangiopatia obstrutiva dos ductos biliares intra e extra-hepéaticos e assume
classificacoes distintas mediante a localizagdo anatomica mais proximal da obstrucao extra-
hepatica, assim, a Japanese Society of Pediatric Surgeons define 3 tipos de AVB

representados na Tabela

Tabela 3. Formas de Atresia Biliar de acordo com a localizagdo anatémica da obstru¢do mecénica extra-
hepatica. Adaptado do capitulo 23 de Silva et al.,2018 [14].
Classificacdo de acordo com o local da obstrucao extra-hepatica
Tipo I Tipo I1 Tipo III

Atresia no ducto biliar Atresia no ducto hepatico Obstrucao na totalidade

comum (colédoco), com da porta hepatis.
permeabilidade das

estruturas biliares

proximais
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Estruturas com atresia biliar

Tipe Il Tipo I
M

P
e

Ducto cistico

Tal como referido no capitulo anterior, o diagndstico de colestase neonatal deve ser
auxiliado pela escala cromética das fezes, a qual permite a dete¢ao de hepatopatia obstrutiva
através da anélise da cor das fezes dos bebés ictéricos, e o diagnostico deve ser considerado
em todos os bebés com hipocolia ou acolia e/ou coliria, independentemente da idade, deve
ser realizada a investigacdo laboratorial, mediante dosagem de bilirrubinas séricas, mesmo
antes dos 14 dias de vida. Na Atresia Biliar h4 sempre colestase com dosagem de BD > 1
mg/dL. Assim, o diagnostico da Atresia Biliar apés o nascimento pode ser realizado pela
identificacao de hiperbilirrubinemia, sugerindo que a lesao biliar ocorre antes ou logo apo6s
0 nascimento, por exemplo, um dano durante o desenvolvimento no titero ou, em alguns
casos, de etiologia genética. Apds a detecdo da colestase é necessario o diagnostico
diferencial entre causa intra e extra-hepatica da colestase, para encaminhar os doentes com
obstrucao extra-hepatica para intervencao cirdrgica, e os doentes com doenca intra-
hepética receberem tratamento adequado, caso haja tratamento disponivel. O diagnostico
rapido e oportuno é importante para otimizar a resposta a Portoenterostomia
(procedimento de Kasai) que tem por objetivo restabelecer o fluxo biliar. Se o procedimento
de Kasai for realizado nos primeiros 60 dias de vida, 70% dos pacientes estabelecerao o

fluxo biliar e apds 9o dias, menos de 25% restabelecerao o fluxo biliar. Assim, o diagnostico

19



tardio da AVB é um problema no mundo inteiro por varios motivos, incluindo a
sobreposicdo visual da ictericia fisiologica e a falta de rastreio neonatal que poderia ser

prontamente aplicado [9], [14].

Os sinais clinicos caracteristicos da AVB (ictericia, acolia e coluria) e niveis de bilirrubina
direta alterados encontram-se presentes desde o nascimento, sugerindo o aparecimento da
doenca intra-ttero [15]. Para além destes sinais, pode existir hepatomegalia ou
esplenomegalia desde a primeira avaliacdo, ou podem surgir posteriormente, juntamente
com outros achados desencadeados pela hipertensao portal ou de forma isolada. Alguns
bebés que apresentam a forma congénita podem apresentar sopro cardiaco ou outros
problemas anatémicos. Os bebés prematuros com AVB representam cerca de 3% dos casos,
sendo que a prematuridade implica um sistema biliar imaturo, uso de nutri¢cdo parental
e/ou episodios de sepses, que se associa a colestase neonatal. Todas as complicacoes

associadas a prematuridade complicam e atrasam o diagnostico.

A etiologia da AVB permanece desconhecida, podendo representar um conjunto de fatores
em associacdo com a constituicdo genética e epigenética dos doentes. Para efeitos da
presente dissertagao, nos proximos capitulos sera exposto de que forma a poderé influenciar

na fisiopatologia da Atresia Biliar.

1.7. Epigenética

O prefixo “epi” na palavra epigenética, deriva do grego e significa “acima” ou “sobre”. O
DNA presente nas nossas células, nao existe numa forma pura sem alteracoes. Sobre 0 nosso
DNA encontrdmos pequenos grupos quimicos acoplados em regides especificas, ou
proteinas que o cobrem em maior extensao, estas por sua vez podem estar cobertas por
outras moléculas adicionais. Nenhuma destas marcas quimicas que encontramos sobre o
DNA altera o codigo genético subjacente, seja através de insercoes ou delecoes, mas sim
modula ou altera a expressao genética, o que pode mudar as funcoes de determinadas
células. Assim, a epigenética estuda as mudancas produzidas na expressao génica causadas

por mecanismos que nao envolvem a alteracao na sequéncia de bases do DNA [16].

Efetivamente, a epigenética tornou evidente que a manifestacao do fenétipo nos individuos
depende diretamente da interacao entre geno6tipo do individuo e o meio ambiente em que
se insere, constituindo-se assim como um dos temas de maior interesse da atualidade no

estudo dos processos biologicos. Considera-se um fendémeno epigenético o facto de
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determinadas carateristicas, ndo envolvendo mudancas na sequéncia do DNA, possam

permanecer estaveis ao longo de geracoes.

Como referido anteriormente, o DNA acumula marcas quimicas que determinam a
expressao dos genes, ao conjunto destas marcas chamamos epigenoma. Consideremos o
caso de gémeos geneticamente idénticos, ao longo do seu desenvolvimento vivem diferentes
experiéncias, e estas experiéncias por sua vez reorganizam as marcas quimicas presentes, o
que leva os gémeos a terem comportamentos, habilidades e até satde diferente. Assim,
sabemos que o epigenoma pode ser alterado por influéncias positivas, como oportunidades
de aprendizagem ou sentimentos positivos, mas também pode ser afetado por influéncias
negativas, como agentes toxicos, stress, ambientes poluidos, farmacos, entre outros. As
alteracOes nas marcas epigenéticas regem a expressao dos genes e condicionam o que
acontece, deixando uma “assinatura epigenética” tnica, a qual pode ser temporaria ou
permanente. Sabe-se hoje que experiéncias prejudiciais como a desnutri¢ao, exposicao a
toxinas ou drogas e o stress antes do nascimento ou nos primeiros anos de vida levam a
alteracoOes epigenéticas que podem afetar miltiplos sistemas organicos e aumentar o risco
em maus resultados na sadde fisica e mental do individuo, bem como comportamentos e

capacidades de aprendizagem futuras [16]—[18].

Assim, as modificacoes dos padroes epigenéticos normais podem levar ao aparecimento de
patologias, no caso da presente dissertacdo, considera-se a relagdo destas modificacoes na

patofisiologia da Atresia Biliar em recém-nascidos.

1.7.1. Mecanismos epigenéticos

Os principais mecanismos epigenéticos incluem a metilacio do DNA, modificacoes das
histonas e RNAs nao codificantes, como o microRNA (miRNA). A Figura 10 mostra os

principais mecanismos epigenéticos referidos.
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Figura 10. Mecanismos epigenéticos. Imagem adaptada de https://knowingneurons.com/

De uma forma geral, quando um grupo metil é adicionado ao carbono 5 da citosina forma
5-metilcitosina, ocorrendo assim metilacdo direta do DNA. Esta metilacdo leva ao
silenciamento ou reducao da expressao do gene, afetando a interacdo entre o DNA e outras
proteinas. As modificacoes das histonas afetam o DNA indiretamente. Outro mecanismo
envolve as modificagoes nas histonas, proteinas globulares, em torno das quais o DNA se
enrola e forma os nucleossomas que permitem o enrolamento do DNA em cromossomas
dentro do nicleo da célula. As modificacGes das histonas alteram o acesso aos nucleossomas
e ocorrem por reacoes catalisadas por enzimas, tais como a acetilacao da lisina, metilacao
da lisina/arginina, fosforilacdo da serina/treonina, entre outras. Estas modifica¢cdes podem
entdo resultar na promog¢do ou inibicdo da transcricio génica. Relativamente aos
microRNAs, sao um tipo de RNAs nao codificantes, apresentando de 19 a 25 nucleotidos e
que desempenham um papel importante na expressao génica. Uma vez que o miRNA nao
pode ser traduzido, a sua funcao principal passa por diminuir a expressao génica de

diferentes formas, como a clivagem do mRNA, inativacao translacional e desadenilacao.
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Efetivamente, os mecanismos referidos sao responsaveis pela iniciacdo e manutencao do
silenciamento epigenético e regulacdo da expressdao génica, sendo também essenciais em
processos celulares diversos, como a diferenciacao celular, expressao génica, inativacao do

cromossoma X, embriogénese e o imprinting genémico. [19] [20]

1.7.2. A influéncia epigenética no figado

O figado é essencial para a manutencdo da homeostase geral, mas possui uma variacao
interindividual substancial no metabolismo, na sintese de proteinas, na regulacdo dos
nutrientes, e na desintoxicacao de xenobidticos, por isso é essencial entender a variacao
individual da expressao génica, fatores genéticos especificos para o figado ou outras
condicoes que o afetem. Como ponto fulcral desta dissertacdo estdo os mecanismos
epigenéticos, que desempenham um papel extremamente importante na regulacao da

expressao génica [21].

As modificacGes epigenéticas sao altamente plasticas e responsivas ao ambiente, por isso é
importante compreender o papel dos fatores ambientais e como escolhas e estilos de vida
podem ter impacto na patologia. Este conceito dos fatores ambientais capazes de induzir
tracos adaptativos estaveis, que podem ser transmitidos entre as geracoes, deriva de uma

teoria da evolucao proposta por Lamarck [22].

Efetivamente, existem algumas evidéncias relevantes a serem consideradas, como estudos
que descrevem as adaptacgoes epigenéticas hereditarias transmitidas paternalmente e que
afetam a func¢ao hepatica. Também os estudos realizados em ratos machos consanguineos
alimentados com uma dieta pobre em proteinas, deram origem a uma descendéncia com
expressao hepatica elevada de genes que regulam o metabolismo de lipidos e colesterol. Um
dos fatores que surge associada a Atresia Biliar é a fibrose hepatica, a qual € mencionada na

literatura pela sua modulacao epigenética [22], [23].
Assim, nos capitulos seguintes serao apresentados os mecanismos epigenéticos presentes

na literatura, bem como os fatores ambientais que os moldam para o aparecimento da

patologia.
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1.8. Objetivo

O principal objetivo deste trabalho foi integrar a informacdo disponivel nos estudos
cientificos sobre o papel dos fatores epigenéticos e ambientais na patofisiologia da Atresia
Biliar e eventualmente, fatores epigenéticos ambientais mais preponderantes e descritos

para a patofisiologia e aparecimento da patologia em recém-nascidos.

2. Metodologia

Inicialmente para a elaboracdo da presente dissertacdo, foi realizada uma pesquisa nao
sistematizada da literatura para contextualizar as doencas colestaticas da infancia e a atresia

biliar, bem como a epigenética e a sua influéncia na patologia.

Efetivamente, para avaliar qual seria o papel da epigenética e quais os fatores epigenéticos
envolvidos na patofisiologia da atresia biliar foi realizada uma revisao sistematica da
literatura. A pesquisa bibliografica foi efetuada em bases de dados indexadas, sendo elas,
PubMed, Scopus, ProQuest, PubMed Central (PMC) e Web of Science. A QUERY utilizada
foi: (("liver disease" OR cholestasis) AND ("Biliary Atresia" OR BASM OR “biliary atresia
splenic malformation” OR cholangiopathy) AND (genes OR epigenetic OR epigenetic
regulation OR pathophysiology OR MDA OR DAPM OR flavonoids OR phytosterols OR
sterols OR steroids OR estrogens OR biliatresone OR “endocrine disruptors” OR “DNA
methylation” OR “DNA Methyltransferases” OR “Translocation Proteins” OR “Histone
Modification” OR “Noncoding RNA” OR microRNA OR “environmental factors” OR

environment)).

Apoés a pesquisa em todas as bases de dados, o nimero total de artigos obtidos foi de 4297
e os mesmos foram geridos com apoio de uma plataforma de gestdo de referéncias
(RAYYAN), sendo eliminados os artigos duplicados, artigos em linguas que nao o inglés,
artigos de revisao, e todos aqueles que nao respondiam ao objetivo proposto. Foram
analisados depois 314 artigos, os quais foram selecionados por pares em conjunto com o
Professor Doutor Jorge Santos, e posteriormente confirmados pelo Doutor Jorge Oliveira.
O namero total de trabalhos cientificos incluidos para a elaboracao da revisao sistemaética é

de 73 artigos.

24



3. RNAs nao codificantes

3.1. MicroRNAs

A expressao de numerosos microRNAs (miRNAs) ¢ alterada em quase todas as doencas
hepaticas agudas ou crbnicas. Os miRNAs desempenham papéis bem definidos na
proliferacao celular, diferenciacao, morte celular, organogénese e manutencao das funcoes
dos o6rgaos, assim sendo, varios estudos apontam para uma clara evidéncia da associacao
dos miRNAs a diferenciacao dos hepatocitos e colangiocitos, e no surgimento de inflamacao
e fibrose hepatica. Para além disso, muitas vezes ao miRNAs podem ser utilizados como

importantes biomarcadores para a sinalizacao da doenca [24], [25].

Efetivamente, os miRNAs atuam através da ligacdo imperfeita a sequéncias
complementares na 3’UTR do alvo mRNA, levando assim a clivagem do mRNA ou repressao
da traducdo proteica. Assim, os miRNAs sdo conhecidos por desempenhar um papel
fundamental no silenciamento de genes-alvo, induzindo a degradacao de mRNA, repressao

translacional e/ou desestabilizacao [26]—[28].

A expressao dos miRNAs especificos em células e tecidos é essencial no desenvolvimento
dos orgaos dos seres vertebrados, e em intimeras patologias os miRNAs surgem
desregulados, incluindo na AVB. Alguns estudos identificaram populacdes de miRNAs
estaveis presentes no plasma livre de células e no soro, assim, estes miRNAs circulantes

podem refletir a expressao alterada ou lesao tecidular e distinguir distirbios semelhantes

[29].

Os padroes de expressao dos miRNAs no soro permitem detetar varias doencas e distinguir
distarbios semelhantes, uma vez que os niveis séricos de miRNAs sdo reprodutiveis,
estéaveis, e consistentes entre individuos. Assim, atualmente os miRNAs sdao propostos como
biomarcadores nao invasivos com utilidade clinica e diagnostica na AVB e outras doencas.
Um estudo que se prop0s a caraterizar sistematicamente os miRNAs no soro, defende que
o perfil de miRNAs séricos é inico para cada doenca e serve como indicador da funcao
biologica, podendo assim ter um grande impacto no diagnostico e na medicina

personalizada do futuro [30], [31].

Os niveis séricos de miRNAs refletem condicoes fisiologicas, como por exemplo a gravidez

e existe um grande subconjunto de miRNAs que se expressa quase exclusivamente na

25



placenta. O papel dos miRNAs placentarios permanece desconhecido e nao se conhece se
podem influenciar a fisiologia. Por exemplo, a expressao distinta de miRNAs na placenta
em caso de pré-eclampsia reforca a possibilidade de que os niveis séricos de miRNAs

possam ser biomarcadores para esta e outras doencas [32].

A auséncia de biomarcadores confidveis e nao invasivos para o diagnostico da AVB contribui
para o diagnostico tardio e consequente pioria na evolucdo do doente. Por isso, a

possibilidade de utilizar os miRNAs enquanto biomarcadores nao invasivos é promissora

[29].

Nas secgOes seguintes serao apresentados os miRNAs mais intimamente relacionados a

patologia hepatica, encontrados na literatura.

3.1.1. MiR-30

A regulagio positiva da familia miR-30 durante os estigios de desenvolvimento, onde o
miR-30 é expresso na placa ductal regula o TGF-f3, essencial para a diferenciacdo dos
hepatoblastos em colangibcitos e hepatocitos. Em 25% dos casos de Atresia Biliar ha falha
na morfogénese da placa ductal. O miR-30a e miR-30c sdo expressos especificamente em
colangidcitos, e foi demonstrado em peixes zebra que a deplecdo do miR-30a prejudica a

formacao do ducto biliar [25], [27].

Para além disso, Bessho et al. propdem que a expressiao de miR-30b em colangidcitos e
células subepiteliais module os mecanismos patogénicos da doenca pela regulacao dos seus
genes alvo. O miR-30b apresenta maior nimero de genes alvo de expressao aumentada,
aquando da obstrucao dos ductos e na atresia, e uma maior associacdo com genes que
regulam a inflamacdo e a imunidade, processos biologicos claramente envolvidos na

patofisiologia da AVB [33].

3.1.2. MiR-29

No tecido hepatico o microRNA-29a-3p é o mais abundante membro da familia miR-29,
responsavel por 70% da expressao total. A familia miR-29 esta envolvida em diversas acoes,
particularmente nos genes que codificam o colagénio e DNA metiltranferase (DNMT1 e
DNMT3) [27]. Niveis elevados do miR-29 demonstram ter efeito antifibrotico ao suprimir
o colagénio 1A1 mRNA e a sua expressao proteica, reduzindo a ativagdo das células
estreladas (HSCs). Niveis diminuidos de miR-29, levam ao aumento da fibrose nos doentes

com Atresia Biliar. Na AVB ha lesdo hepatica acompanhada de inflamacao, seguida de
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fibrose e deposi¢do de matriz extracelular (ECM), distorcendo o parénquima hepatico
normal e provocando obliteracao dos ductos hepéaticos extra-hepaticos e hipertensao portal.
As HSCs sao as principais fontes de ECM e atualmente tém sido investigadas as suas fun¢oes
e potencial como alvos terapéuticos para reverter a fibrose, juntamente com os miRNAs que

atuam na sua ativacao [25].

Estudos apontam para o envolvimento da transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) na
formacdo de miofibroblastos fibrogénicos na fibrose hepatica, estando associada a
ocorréncias de AVB e cirrose hepatica priméria. O TGF-f3 e outros fatores de crescimento
podem induzir e regular a EMT. Niveis mais baixos de miR-29c sdo carateristicos em
doentes com AVB. A estimulagdao do miR-29c com TGF-f31 diminui significativamente a sua
expressao e induz EMT nas células. A EMT ¢ atualmente conhecida como via patologica
chave no aumento do ntimero de células fibrogénicas e uma fonte de fibroblastos. Para além
disso, sabendo que a metilacio do DNA estd também envolvida na patogénese da atresia
biliar, DNMT3A e DNMT?3B sdo genes alvo do miR-29c¢ que se liga a regiao 3’'UTR de ambos
os genes e regula negativamente a sua expressao, suprimindo a expressao do fen6tipo AVB.
A diminuicao do miR-29c promove a fibrose associada a atresia biliar que é induzida pelo
TGF-f por direcionamento de DNMT3A e DNMT3B [27], [34].

Hand et al. identifica dois alvos diretos do miR-29, o Igf1 e o I[11RAP, que influenciam a
sobrevivéncia do colangibcito e modulam a inflamacao, respetivamente. Com o aumento da
expressao de miR-29, Igf1 é regulado negativamente e h4 um aumento da probabilidade de
morte celular de colangiocitos, que pode levar a uma colangiopatia em doentes com AVB.
I11RAP estd envolvido na sinalizagdo de IL-1, através do recetor IL-1RA. A expressao
aumentada de miR-29 regula negativamente a sinalizacao através do IL-1, tornando-se num

mecanismo adaptativo que modera a resposta inflamatéria [27].

3.1.3. MiR-let7a-5p

O ABCCz2 (ATP Binding Cassette Subfamily C Member 2 ou MRP2) é um transportador de
efluxo multiespecifico, dependente de ATP e localizado na membrana canalicular do figado.
Sao transportados por esta glicoproteina um grande nimero de anides anfipaticos organicos
multivalentes desde o figado até a bilis, incluindo glucoronideos de bilirrubina, conjugados
de glutationa, leucotrienos e alguns substratos glucoronados e sulfatados. Para além de
outras funcoes, o ABCC2 desempenha um papel principal na excrecao biliar de bilirrubina

conjugada. O miRNA-let7a-5p regula a expressao do ABCC2 no figado normal e colestatico

[24].
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3.1.4. MiR-4429 e miR-4689

Estes miRNAs sao diferencialmente expressos e podem desempenhar fun¢des importantes
na patogénese da AVB, através da regulacao dos seus genes alvo, podendo ainda

desempenhar um importante papel enquanto biomarcadores no diagnoéstico da AVB.

Num estudo realizado em amostras de soro de bebés com ABV e Colestase Neonatal sem
AVB, uma analise de enriquecimento funcional mostrou que o GNAI1 (subunidade alfa I1
da proteina G) é alvo do miR-4429 e é significativamente relacionada com a funcao da via
de sinalizacao do recetor acoplado a proteina G. Para além disso, a secretina pode contribuir
para a colerese ductular apds a estimulacao do recetor acoplado a proteina G e da via de
sinalizacao dependente de cAMP/ proteina cinase A (PKA). Para além disso, os genes alvo
do miR-4429 estao significativamente envolvidos na via de sinalizacio mTOR e PI3K-Akt,
cuja ativacdo acelera a migracao e proliferacao das células estreladas hepaticas. Os genes
alvo do miR-4689 sdo extremamente enriquecidos na via de sinalizacdo FoxO. A AVB
manifesta-se pela inflamacao progressiva e fibrose das vias biliares que pode levar a cirrose.
Avia de sinalizagdo FoxO3/Bim é relatada como claramente ativada em doentes com cirrose
biliar priméria. Assim, o estudo defende que miR-4429 e miR-4689 podem desempenhar
papeis importantes na AVB, pela regulacdo dos genes alvo que participam das vias de

sinalizacao [31].

3.1.5. MiR-200b/429

Num estudo em que se examinou a capacidade dos miRNAs séricos para distinguir AVB de
outras formas de hiperbilirrubinemia, foram usadas amostras do soro humano obtidas de
um estudo longitudinal prospetivo. Neste mesmo estudo, o cluster miR-200b/429 teve um

bom desempenho no diagnostico da AVB, classificando 85% dos casos de forma correta

[29].

O cluster miR200b/429 possui uma assinatura especifica na AVB, aumentando
significativamente no soro das amostras de pacientes com AVB. E observada uma expressao
aumentada de miR-200b/429 nos ductos biliares extra-hepaticos sugerindo que a elevacgao
do miR-200b/429 no soro dos doentes com AVB resulta da destruicao dos ductos biliares

extra-hepaticos, carateristica exclusiva nestes casos [29].

Xiao et al. identificaram um mecanismo molecular no qual miR-200b apresenta um papel

relevante no processo de fibrose hepatica, uma vez que regula negativamente a proteina
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FOG2 e ha a ativacdo da via de sinalizacao Akt nas HSCs, que consequentemente sao

ativadas [35].

3.1.6. MiR-21

Os niveis de miR-21 s3o mais elevados em bebés com AVB, em comparacdo com bebés

saudaveis e doentes da mesma idade com outras doencas colestaticas [36].

Num estudo que avaliou o papel do miR-21 durante a lesdo colestatica, em modelos
colestaticos de ligacdo do ducto biliar (BDL) e Mrd27/- (multidrug resistance gene-2-
Knockout) é observado que o miR-21 é regulado positivamente no figado total e nos
colangiocitos. Além disso, em colangiocitos e células estreladas hepéaticas, o miR-21
promove a proliferacdo e fibrose e diminui a apoptose. As HSCs ativadas excretam fatores
promotores de fibrose que aumentam a lesdo hepatica. O miR-21 é capaz de regular a
ativacao das HSCs e a sinalizacdo de Smad, que por sua vez estimula a fibrogénese. A
sinalizacdo de Smad pode influenciar a ativacdo das HSC e a proliferacao de colangiocitos
em modelos de lesdao hepatica. A diminuicao de miR-21 aumenta a expressao de Smad-7 no
figado total e colangiocitos isolados, reforcando a evidéncia de que a o miR-21 aumenta a

fibrogénese durante a lesao hepatica [37].

Alguns estudos em conjunto com o trabalho anteriormente referido, sugerem que o miR-21
regula a fibrose hepatica através da modulacdo da ativacdo e proliferacdo das células
estreladas hepaticas. Além disso, o miR-21 é regulado positivamente em colangiocitos apos
lesdo, aumenta a proliferacdo de colangibcitos e impede os processos apoptoticos de
colangiocitos. Este aumento da ativacao das HSCs e proliferacao dos colangiocitos pode ser

impulsionado pela regulacao do miR-21 do Smad-7 [37].

Makhmudi et al. descreveram novos dados sobre o miR-21 em doentes da indonésia,
mostrando que a expressao do miR-21 é maior com doentes com AVB do que nos controlos
saudaveis. Para além disso, a expressao de miR-21 diferiu entre os doentes com cirrose e
sem cirrose. A regulagio positiva de miR-21 é colocada como hip6tese na sua contribuicdo
na fibrose hepatica em pacientes com AVB, pela inibicdo de PTEN através do 3’-UTR,

aumentando a expressao de a-SMA [38].
Efetivamente, um estudo efetuado na China sustentou as conclusoes de Makhmudi e

colaboradores, defendendo o PTEN como um alvo do miR-21, bem como regulador negativo

da via AKT (regulada negativamente por PTEN, ativa a apoptose e bloqueia a proliferacao e
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o crescimento celular). O miR-21 inibe PTEN e por sua vez ativa a via AKT, via
desfosforilacdo por PTEN. A sinalizacdo AKT inibe a apoptose das células estreladas
hepéticas e estimula a sua proliferacao. A transdiferenciacdo das células estreladas em
miofibroblastos é acompanhada pela expressao de actina alfa2 (ACTA2), processo critico
durante a fibrogénese do figado. Neste estudo a expressao de ACTA2 é aumentada em
doentes com AVB, sugerindo que as células estreladas ativadas promovem a fibrose hepatica
na AVB. E entio sugerido que o eixo miRNA-21/PTEN/AKT desempenhe uma funcio

crucial no processo de fibrogénese hepatica pela ativacao das células estreladas [39].

3.1.7. MiR-145

Num estudo em que foi testada a expressao da aducina 3 (ADD3), gene identificado como
gene de suscetibilidade para AVB, o miR-145 foi identificado como seu regulador upstream
na patogénese da AVB. A aducina 3 é uma proteina da membrana esquelética que contribui
na montagem da rede espectrina-actina nos glébulos vermelhos e na regulacao da adesao
célula-célula em tecidos epiteliais, como é o caso do figado e do trato biliar. Existe uma
expressao maior de mRNA de ADD3 em amostras de figado com AVB, comparativamente a
amostras de controlo, sugerindo que a expressao desregulada de ADD3 possa contribuir
para a AVB. A expressao aumentada de ADD3 pode facilitar a deposicao de actina, a adesao
e a acumulacdo de células epiteliais, o que pode resultar em contragdo e fluxo biliar
insuficientes, exacerbando a colestase. Isto pode causar acumulagdo de acidos biliares,
agravando assim o progresso da fibrose hepatica e promovendo a proliferacio de

colangiocitos, induzindo a obliteracao do trato biliar [40].

ADD3 encontra-se regulado positivamente nos tecidos hepaticos da AVB, enquanto o miR-
145-5p é regulado negativamente. Para além disso, ADD3 é um alvo direto para o miR-145-
5p e quando regulado negativamente, regula positivamente a expressao endoégena de ADD3,

contribuindo assim para a fibrose hepatica na atresia biliar [40].

3.1.8. MiR-140-3p

Num estudo que se propde a identificar miRNAs circulantes na AVB pela técnica de NGS,
miR-140-3p é diferencialmente expresso. Todos os doentes com AVB incluidos no estudo,
expressam baixos niveis de miR-140-3p e este é o Gnico miRNA que poderia distinguir a
AVB de outras causas de Colestase Neonatal, destacando o seu potencial no diagnoéstico
enquanto biomarcador. Além disso, o fato de crescimento de fibroblastos 9, um dos genes

alvo do miR-140-3p, ativa o principal efetor intracelular quinase regulado por sinal
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extracelular (ERK)/MAPK, relacionado com a producao de colagénio tipo I e III, durante o

desenvolvimento da fibrose hepatica [41].

3.1.9. Outros microRNAs

Na Tabela 4 encontram-se enumerados outros microRNAs com fungdes na AVB, para
além dos apresentados anteriormente e que se encontram descritos em menor extensao na
literatura, carecendo de mais estudos para avaliar as suas carateristicas e papel na Atresia

Biliar.
Tabela 4 MicroRNAs referidos em menor extensao na literatura.

MicroRNA Carateristicas

MiRNA-29b e miR-142-5p Expressao aumentada na atresia biliar [27], [42].

MiR-483-3p/-5p Juntos contribuem para a inibicdo da fibrose
hepatica, uma vez que tém como alvos dois fatores
pro-fibrogénicos, o FGF-f (fator de crescimento [3)
e o inibidor de tecido da metaloproteinase 2, que
suprime a ativacao das HSCs [25].

MiR-19b Niveis baixo em amostra de pacientes com AVB,
comparativamente com os controlos. MiR-19b é
regulado negativamente nas HSCs inibindo a
ativacao das mesmas. Regula TGF-f3, reconhecido
como a citocina fibrogénica mais potente que
regula a producgdo de colagénio das HSCs através
de sinalizacdo autocrina e paracrina [43].

MiR-155 Expressao aumentada em figado de doentes com
AVB, existindo uma relacao inversa entre miR-155
e o supressor de sinalizacao de citocinas 1 (SOCS1),
para uma resposta imune via INF-y [44].

MiR-499 O polimorfismo rs3746444 pode afetar a afinidade
do miR-499, interferindo na ligacao perfeita ao
mRNA alvo e, portanto, pode modificar a
suscetibilidade a AVB e afetar a concentracao de
citocinas inflamatérias, que pode estar associado a
gravidade da doenca e ao resultado apods a

operacao de Kasai [45].
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MiR-513 O miR-513 regula a traducao de B7-H1 (papel
imunoregulador critico em respostas imunes
mediadas por células) e estd envolvido na
expressao de B7-H1 induzida por INF-y (citocinas
pro-inflamatoérias) em colangidcitos humanos,
sugerindo um papel para o silenciamento genético
mediado por miRNA na regulaciao da resposta de
colangiocitos ao INF-y. O miR-513 tem como alvo
a regidao 3'UTR de B7-Hi, resultando na repressao
translacional [46].

MiR-181 A ativacio das HSCs e subsequente
desenvolvimento de fibrose é em parte controlado
por PTEN, expresso através de uma cascata e
reagoes envolvendo miR-181b [25].

Cluster miR-23b A formacao do ducto biliar em hepatocitos de ratos
é reprimida por niveis altos de miR-23b, miR-27b
e miR-24-1. Baixos niveis de miR-23b em
colangidcitos permite a sinalizacdo TGF-f e

desenvolvimento do ducto biliar [25].

3.2.RNA nao codificante longo

Os RNAs nao codificantes longos (IncRNAs) sdo um grupo de transcritos com menos de 200
nucledticos de comprimento, mas e que nao codificam para proteinas. O IncRNA H19 é um
gene marcado e expresso apenas na mae e é conservado em humanos e ratos, indispensavel
na regulacdo da proliferacao e diferenciacdo celular. Xiao et al. demonstraram que a
expressao hepatica de H19 é aumentada em doentes com AVB. De uma forma geral, o nivel
de expressao de H19 exossdmico estd intimamente relacionado com a gravidade e
progressao da lesao hepética colestatica e da fibrose hepatica em doentes com AVB. Assim,
o estudo ainda refere que o H19 regula as vias mediadas por S1IPR2/SPHK2- e let-7/HMGA2
-, estando implicita a sua influéncia na regulacao da proliferacao dos colangiocitos e na

fibrose hepatica [47].
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4. Stress Oxidativo

O stress oxidativo constitui a principal causa de danos ao DNA em células humanas, o que
se deve principalmente a uma producao exagerada de espécies reativas de oxigénio (ROS).
A geracao de ROS pode levar a uma ampla gama de lesdes “mutacdes” no DNA, incluindo
delecoes de bases, quebra de ligacbes no DNA, rearranjos cromossémicos e ligacoes
cruzadas com proteinas. O dano oxidativo pode mesmo mudar as alteracGes epigenéticas

por multiplos mecanismos [48].

A glutationa (GSH) é um importante antioxidante que protege o figado contra os danos
oxidativos e varias doencas hepaticas partilham como caracteristicas comuns a glutationa

celular reduzida e stress oxidativo elevado

Assim, nos préximos capitulos sera abordado o papel do stress oxidativo na AVB e de que

forma este se relaciona com os niveis de GSH.

4.1. Toxinas
4.1.1. Biliatresona

Os veterinarios australianos relataram, em 1990, um surto de doenca semelhante a Atresia
Biliar em cordeiros recém-nascidos, o mesmo tera sucedido em 1964 e 1988, anos estes em
que as secas foram severas e o pastoreio das ovelhas prenhas passou a ser de flora atipica,
constituida por plantas do género Dysphania, sugerindo uma etiologia toéxica das mesmas.
A hipotese formulada na época proponha que as ovelhas prenhas ingeriam uma toxina

vegetal que passava para o feto e assim, os cordeiros nasciam doentes [49], [50].

Efetivamente, foi isolado e purificado, na bilis presente no colédoco de peixes zebra, um
isoflavondide de ocorréncia natural em Dysphania glomulifera e D. littoralis, a biliatresona
(1,2-diaril-2-propenona) representada na Figura 11. Foi demonstrado que a biliatresona
enquanto toxina causa uma sindrome semelhante a Atresia Biliar em peixes zebra, com

destruicao seletiva dos ductos biliares extra-hepaticos. [51]

33



Figura 11. Estrutura quimica da biliatresona. A seta azul aponta para a porcao eletrofilica da biliatresona que
se liga covalentemente a glutationa reduzida, aminoacidos e 4cidos nucleicos, proporcionando assim uma
hipotese da base mecanicista da toxicidade.

A biliatresona reage fortemente com a glutationa (GSH), diminuindo os niveis de GSH, o
que causa destabilizacdo dos microtubulos, essenciais para a manutencao da polaridade
apical, e extravasamento da toxina e bilis para o espaco periepitelial. Para além das
diminuicoes transitérias de GSH, a biliatresona também causa diminuicao transitoria do
SOX17, em colangiocitos em cultura, e esta reducao de GSH é suficiente para provocar lesao
nos colangiocitos e fibrose subepitelial em explantes e ductos biliares extra-hepaticos
neonatais. O anteriormente referido sugere que alguma toxina ou agente stressante reduz a
GSH e ¢ excretado na bilis do recém-nascido, causando lesdo. Zhao et al. defende ainda que
0 mecanismo para a diminuicdo de GSH possa ser a diminuicdo de GSR (Glutationa
Redutase) que reduz GSSH a GSH, uma vez que defeitos no gene implicito no metabolismo
da glutationa causou alteragdes no potencial redox dos colangiocitos e os sensibilizou

diferencialmente a biliatresona [51], [52].

A suscetibilidade a biliatresona é diretamente proporcional a oxidacao dos colangidcitos,
sendo os colangiocitos extra-hepaticos (EHCs) mais oxidados relativamente aos intra-
hepaticos (IHCs) os estudos comprovam que a biliatresona causa destruicao seletiva dos
ductos biliares extra-hepaticos em peixes zebra, apesar da anatomia dos mesmos nao ser
igual a de um humano, e por sua vez esta evidéncia suporta a hipétese de que as toxinas
podem de facto causar Atresia Biliar. Para além disso, os achados sdo consistentes com a
relacdo de causalidade entre a biliatresona e a doenca, e incluem lesao priméaria dos ductos
biliares extra-hepaticos, perda de adesao célula-célula, mudancas na polaridade dos
colangidcitos, aumento da permeabilidade do epitélio, e resultam numa ativacdo dos
miofibroblastos e fibrose. Estes eventos sdo secundarios a reducoes da glutationa e

acompanhados pela deplecao do fator de transcrigao SOX17 [51].

E importante referir que o SOX17 é mencionado em outros artigos que evidenciam a

extrema importancia do mesmo na morfogénese da vesicula biliar, bem como dos ductos
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biliares, e na maturacdo durante os estigios mais tardios da organogénese. Assim, os
autores defendem que haploinsuficiéncia do SOX17 podera estar implicita na patogénese

da atresia biliar congénita [53], [54].

Em Zhao et al. demonstram que a exposicao a biliatresona leva a ativacao das vias de stress
conservadas no figado larval do peixe zebra, incluindo a cascata de sinalizacao redox Krfa-
Keap1; a biliatresona causa deplecao transitéria de GSH; os EHCs exibem um estado redox
de GSH mais oxidado apo6s a exposicdo a biliatresona quando comparado com os
hepatocitos e THCs; quando ha deplecio de GSH, os EHCs e IHCs resistentes sao
sensibilizados ao efeito toxico da biliatresona; a reposicao de GSH pela administracao de N-
acetilcisteina ou ativacido de Nrf2 atenua a toxicidade induzida pela biliatresona. Perante
os dados, a biliatresona ativa as vias de resposta ao stress redox hepatico e a toxicidade
seletiva pode ser explicada pelo gradiente reserva que existe entre os diferentes tipos de

células hepaticas [50].

Contudo, se as maes nao consomem biliatresona, poderao outras isoflavonas provocar a

doenca?

Efetivamente, os achados sugerem que a exposi¢do a compostos de estrutura semelhante a
biliatresona em alimentos ou outras fontes ambientais podera ser um fator importante na
patofisiologia da atresia biliar. Para além disso, as espécies de Clostridium encontradas na
microbiota intestinal clivam isoflavono6ides encontrados em produtos de soja amplamente
consumidos, e produzem um metabolito semelhante a estrutura da porcao eletrofilica da
biliatresona. Isto levanta a possibilidade de as bactérias intestinais humanas poderem
produzir toxinas semelhantes a biliatresona pela modificacdo de percursores nao toxicos,

como € o caso da betavulgarina, encontrada na beterraba e nas acelgas [49].

4.1.2. Estrogénios

Os estrogénios sao hormonas nao apenas essenciais para o sistema reprodutor feminino,
mas também controlam funcOes essenciais no sistema cardiovascular, ossos, cérebro e
figado. O conhecimento cientifico sobre os estrogénios intensificou-se nas tltimas décadas,
aquando da identificacao dos subtipos de recetores de estrogénios (ER). No que diz respeito
a atividade dos estrogénios no figado, recentemente foi identificada a influéncia do
estrogénio na arvore biliar, onde modulam a atividade dos colangibcitos. Os estrogénios
atuam em ambos os subtipos de recetores de estrogénio (ER-a) e (ER-3) podendo ativar

uma via direta (gen6émica), na qual o induz diretamente a maquinaria transcricional no
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nucleo, e uma via indireta (ndo genémica) na qual a cascata de interagOes proteina-proteina
com diferentes fatores de transcrigdo € ativada, assim os estrogénios desempenham um
papel chave no ciclo complexo de fatores de crescimento e citocinas, que estimulam e

modulam a resposta proliferativa dos colangiocitos aos danos [55], [56].

Por exemplo no tutero, os estrogénios modulam a proliferacao ativando uma série de
fosforilagcdes na cascata de sinalizacao Ras/Raf/proteinas quinase ativadas por mitogénio
(MAPK). Esta cascata é ativada por fatores de crescimento que atuam através dos recetores
tirosina quinase. O Src (steroid receptor-coactivator) e o Shc (adapter protein Src-
homology/collagen protein) tem um papel importante através da ativacao das isoformas
MAPK quinase reguladas por sinal extracelular (ERK)1/2 (extracelular regulated kinases).
A relacao estrogénios/fatores de crescimento e se considerarmos o fator de crescimento

semelhante a insulina tipo 1, podemos ter uma estimulacao de crescimento sinérgica [56].

Efetivamente, um estudo que se prop0s a estudar a influéncia dos estrogénios nos
colangiocitos in vivo e in vitro, demonstra que a proliferacao de colangiocitos induzida pela
ligacdo do ducto biliar estd associada a expressdao aumentada da proteina do total e p-
ERK1/2, e da proteina adaptadora Shc em colangiocitos, para além disso, a inibicao da
proliferacao de colangidcitos, pela administracdo de antagonistas ER, como o tamoxifeno,
induz a diminuicfio na expressio proteica de ERK e Shc. E ainda referida a proliferacio de
colangidcitos in vitro pelo 17B-estradiol associada a uma expressdo aumentada de p-
ERK1/2, Src e She. Por outro lado, a proliferacdo dos colangiocitos induzida pelo 17f-
estradiol ¢é inibida pelos antagonistas ER e inibidores de MEK (mitogen-
activated/extracellular-signal regulated protein kinase) e Src. Todos os achados
mencionados sugerem que o efeito estimulador dos estrogénios na proliferacdo dos
colangidcitos envolve a cascata de sinalizacdo Src-/She-/ERK-. Assim, a via
ER/Src/Shc/ERK é ativada pelos estrogéniose é relevante para a proliferacio dos

colangiocitos [56].

A genisteina é um fitoestrogénio encontrando em produtos de soja, amplamente
consumidos atualmente, devido as suas propriedades antioxidantes. No entanto, alguns
estudos relatam que a ingestao de genisteina no periodo pré-natal pode resultar em efeitos
duradouros na descendéncia, devido a capacidade da genisteina para acumular no feto.
Devido a semelhanca estrutural da genisteina com o 173-estradiol, podem-lhe ser atribuidas

as mesmas propriedades anteriormente referidas para o 17p-estradiol [57].
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Num estudo realizado em ratos, para descobrir se a genisteina deixa assinaturas
transcriptomicas/epigenéticas permanentes nas células hematopoiéticas, foi comparada a
metilacdo do DNA de elementos repetitivos e os perfis de expressao génica em células
hematopoiéticas de ratos expostos em periodo pré-natal a genisteina, com os grupos de
controlo na idade adulta. Para além disso, foi avaliado o estado de metilacdo e o
desenvolvimento do sangue fetal para entender os efeitos diretos da suplementacao com
genisteina. Os resultados mostraram que a exposicao pré-natal a genisteina se associa a
hipermetilacao de certos elementos repetitivos ricos em CpG, que coincide com a regulacao
negativa significativa de genes responsivos ao estrogénio e genes envolvidos na
hematopoiese em células da medula 6ssea de ratos expostos a genisteina. A exposicao a
genisteina apesar de ndo afetar diretamente a metilacao global do figado fetal, acelerou a

mudanca da linhagem eritroide primitiva para a definitiva [57].

Efetivamente, no estudo referido anteriormente os ratos sao expostos a ~0.8mg de
genisteina por dia, quantidade muito inferior as quantidades ingeridas por humanos
diariamente. Um adulto que consome quantidades modestas de produtos com soja, perfaz
um consumo diario de 1 a 9 mg de isoflavonas. Enquanto que nos paises asiaticos a média
de consuma diario é de 20 a 240 mg de isoflavonas, devido ao grande consume de soja. E
importante referir que os paises asiaticos possuem uma maior prevaléncia de casos de AVB,
sem saber o motivo, como referido na seccao 1.6. [57].

Assim, sabendo que o metabolismo dos fitoesterdides é diferente no feto, e que o sangue do
corddo umbilical possui um nivel mais elevado de genisteina permitindo que esta se
acumule no feto é de extrema importancia esclarecer de que forma a exposicao fetal aos

derivados da soja é segura, efetuando estudos clinicos [57].

4.2.Hipé6xia

A resposta do figado a lesdo traduz-se na producao de mediadores soliveis (mediadores
pro-fibroéticos), como fatores de crescimento para facilitar a reparacao hepatica, sendo este
processo essencial para restaurar a homeostase hepatica apos lesao aguda. Contudo,
quando ha lesao crdnica a ativacao persistente destas vias promove processos patoldgicos,
como a fibrose. A fibrose é caraterizada pela deposicao de matriz celular excessiva no figado

durante a lesdo cronica [58], [59].
Efetivamente, a fibrose hepatica é iniciada quando a lesao estimula as células a produzirem

os mediadores pro-fibroticos, como os fatores de crescimento derivados de plaquetas

(PDGF) e o fator de crescimento transformador (TGF)- que estimulam células no figado,
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como as células estreladas, fibroblastos portais, hepatocitos e células epiteliais do ducto
biliar para se diferenciarem em miofibroblastos. Além disso, sdo libertados mediadores que
vao estimular a quimiotaxia dos miofibroblastos para as regioes de lesdo e os estimulam a
produzir colagénio, componente principal da fibrose. Os macréfagos hepaticos sdo uma
fonte de mediadores pro-fibroticos, importante durante o desenvolvimento da fibrose,
expressando também PDGF e TGB-f3 [58], [60].

Estudos revelam que o dano hepatocelular causa o desenvolvimento de regides de hipoxia
no figado, em modelos animais de fibrose hepética. A hipoxia pode entao ser um importante
estimulador da producdo de mediadores pro-fibréticos por macréfagos e outros tipos de
células, ativando assim os fatores induziveis por hipoxia (HIFs). Os HIFs sao fatores de
transcricdo ativados em células hipoxicas. O fator de transcri¢cao HIF funcional é composto
por uma subunidade a, HIF-1a ou HIF-2qa, e uma subunidade 3, HIF-1p3. Quando as células
ficam hipoxicas, as subunidades da proteina estabilizam e sao translocadas para o ntcleo,
onde heterodimerizam com HIF-13 e regulam a expressao de genes envolvidos na glicolise,
angiogénese, metabolismo do ferro, controlo de pH, entre outras funcées. Muitos dos genes

que os HIFs estao envolvidos na patogénese da fibrose hepatica [58], [59].

A hipoxia estimula as células de Kupffer a produzir PDGF-B (o estimulador mais potente da
ativacao das células estreladas hepaticas) e isto requer sinalizacdo por parte de HIF,
sugerindo que durante a fibrose, as células de Kupffer que se acumulam nas regides do
figado com lesdo, sao tipicamente hipdxicas, podem ser estimuladas a produzir PDFG-B de
uma forma dependente de HIF. A hipoxia também estimula as células de Kupffer a
producao de mediadores pro-angiogénicos de forma dependente de HIF, importantes para
o para o desenvolvimento de fibrose, pela estimulacdo das células estreladas hepéticas e
quimiotaxia. Os mediadores pro-angiogénese, VEGF e Ang-1 sdo regulados positivamente
nas células de Kupffer e encontram-se aumentados de maneira dependente de HIF. Tanto
VEGF como Ang-1 sdo genes alvo para HIF, e ambos os mediadores estimulam a
quimiotaxia das células estreladas hepaticas. Para além disso, durante o desenvolvimento
da fibrose as células de Kupffer podem produzir MCP-1 de forma dependente de HIF,
estimulam a quimiotaxia nas células estreladas hepaticas e recrutamento de monocitos

adicionais em areas lesadas onde ocorre fibrose [58].

Um estudo efetuado em células miel6ides demonstra que HIF-1f3 e HIF-1a contribuem para
o desenvolvimento de fibrose em células mieléides apos ligacdo do ducto biliar. Os
macrofagos hepaticos expressam PDGF-B no figado durante lesdo crénica, contudo o

mecanismo pelo qual a lesdo crénica aumenta expressio de PDGF-B permanece
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desconhecido. Durante a lesao crénica induzida pela colestase, macréfagos hepaticos
acumulam-se nas regioes hipoxicas do figado, onde a hipéxia estimula a ativacao do HIF-
10, que heterodimeriza com o HIF-13 e regula a producao de PDGF-B, o que promove a
fibrose. Assim, este estudo confirma ainda a informacao ja referida relativamente aos
mediadores pro-angiogénese e deixa ainda a sugestao da possibilidade do direcionamento

terapéutico de HIF-1a para prevenir a progressao da fibrose hepatica [59].

Por ultimo, um estudo que se propode a avaliar o papel da arteriopatia como fator etiologico
na AVB, avaliou a expressao génica do HIF1a e HIF2a, fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGFA) e os seus recetores VEGFR1 e VEGFR2, em figados de bebés com AVB
isolada. O estudo, para além de corroborar os aspetos anteriormente referidos, acrescenta
que a hipoxia local pode resultar em isquemia secundaria ao bloqueio do suprimento
sanguineo, causando a privacao de oxigénio necessario ao metabolismo celular. Para além
disso é confirmado que o espessamento medial da artéria hepatica esta presente em doentes

com AVB e é indicativo de arteriopatia [61].

A angiogénese e a expressao de fatores vasculares, como VEGF, estao intimamente
envolvidas na patogénese das doencas do trato biliar. Mas, s3o necessarios mais estudos
para abordar o papel que o VEGF desempenha na angiogénese aberrante durante a fibrose
biliar e como os colangiocitos interagem com outros tipos de células hepéticas, por exemplo,
com as HSC e células endoteliais vasculares. Estudos comprovam que existe uma maior
expressao do VEGF-A nas estruturas portais em tecidos hepéaticos de doentes com AVB,
relativamente aos nao-AVB. Além de participar na angiogénese, o VEGF-A atua na
cicatrizacao de feridas, tumores, artrite reumatoide, retinopatia isquémica, psoriase,
aterosclerose, entre outros. VEGF-A é o principal fator angiogénico induzida pela hipoxia,
contudo a sua atividade também pode ser induzida em situacdes como hipoglicemia, acidose
e inflamacao. Atualmente, para o tratamento de doencas hepaticas cronicas sao propostas

terapias angiogénicas para modular a atividade do VEGF-A e dos seus recetores [62], [63].

Assim, podemos inferir que a AVB possui uma etiologia complexa e nos proximos capitulos

serao apresentados novas perspetivas que sustentam esta afirmacao.
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5. Metilacao do DNA

A metilacao do DNA, tal como referido anteriormente, € um tipo de alteracao epigenética,
onde h4 uma modificagao de residuos de citosina no genoma, devido a adicdo de um grupo
metil aos nuclebsidos a citosina. Este processo é o tnico processo de modificacdo do DNA
geneticamente programado em mamiferos, envolvido na regulagdo de varios processos
biologicos, incluindo a transcricao dos genes, inativacdo do cromossoma X, imprinting
gendémico e modificacdes da cromatina. E importante referir que as mudancas na metilacio
do DNA podem ser induzidas por varios agentes, incluindo virus e fatores ambientes, e isto
sugere que a metilacao alterada do DNA pode ser uma carateristica patogénica importante
na AVB, independentemente da sua causa proximal. As potenciais causas de AVB, como
quimicos, toxinas, virus e defeitos genéticos, podem induzir alteracdoes no padrao de
metilacio do DNA e pode haver efeitos diferenciais de fatores ambientais em diferentes
origens epigenéticas. Para além disso, as alteracOes epigenéticas da metilacaio do DNA
podem demonstrar heranca nao-mendeliana, esclarecendo os casos familiares ocasionais e

a nao concordancia entre gémeos monozigoticos [48], [64]-[66].

Efetivamente, o estado de metilagdo do DNA ndo é estatico e pode alterar-se durante a
progressao da fibrose hepatica. No inicio do desenvolvimento de fibrose, a hipometilacdo
desempenha o papel principal, contudo durante a progressao da fibrose, a hipermetilacdo

torna-se mais pronunciada [67].

Os padroes de metilacdo do DNA sao estabelecidos e mantidos por metiltransferases do
DNA (DNMTs), sendo DNMT1, DNMT3a e DNMT3B, as trés enzimas conhecidas por terem
atividade. DNMT3a e DNMT3b sdo responsaveis por metilacio de novo e modificar os DNA
ndo metilado. O DNMT1 age sob o DNA hemimetilado, contribuindo para manter os
padroes de metilacao. Para além disso o DNA metilado € ainda reconhecido por uma familia
de proteinas conservadas com dominio de ligacio ao DNA (MBDs), que desempenham
papéis ativos na regulacao da metilacio do DNA, formacdo da heterocromatina e na

transcricao génica [66], [68].

A metilacao do DNA desempenha um papel critico na manutencao das funcoes das células
T, e o crescimento corporal mostra a falha em manter os padroes de metilacio do DNA em
células T maduras, o que pode resultar em respostas autoimunes mediadas por células T in

vitro e autoimunidade in vivo [66][69].
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Num estudo em que se investigaram os niveis globais de metilacdo de DNA e os padroes de
expressao de mRNA de DNMTs e genes MBDs, em células T CD4+ colhidas de bebés com
AVB, identificaram um padrao aberrante de metilacdo de DNA, e expressao de DNMT e MB.
Foi também verificado o aumento da expressao génica de IFN-y em células T CD4+ colhidas
dos doentes pediatricos com AVB, dado que se correlaciona com o estado de metilacao do
DNA da regido promotora do gene IFN-y. O IFN-y é fundamental para o desenvolvimento
de respostas imunes inatas e adaptativas. Os estudos corroboram que a hipometilacao do
DNA leva a ativacao de genes envolvidos na resposta inflamatoéria, como IFN-y, sem

evidéncia de inflamacao celular [64], [66].

Alguns achados surgem isolados, como o aumento da metilacio do promotor Foxp3 em
células Treg (células T reguladoras imunossupressoras) pode levar a exacerbacao da lesao
inflamatéria na AVB ou como as células T auxiliares Th1, Th2, T CD8+ e células NK
desempenham uma funcdo na lesdo do ducto biliar na AVB. Porém sao necessarios mais

estudos para confirmar estes achados e comprovar a sua evidéncia na patofisiologia da AVB

[7o], [71].

Os estudos sugerem que as causas da hipometilacio associadas a diferentes doencas sejam
associadas a alteracOes na atividade DNMT, modificacoes de histonas, insultos ex6genos
(dieta, ambiente, infecao), RNAs nao codificantes ou reparacao defeituosa de DNA. Um
facto curioso é que as causas de hipometilagdo sdo consistentes com as causas da AVB,
sugerindo que a hipometilacao pode ser um fator que contribua para o desenvolvimento da
AVB [66], [68].

5.1. Autotaxina

A autotaxina (ATX) é uma glicoproteina excretada que pertence a familia de enzimas
ectonucledtido pirofosfatase/fosfodiesterase (ENPP). ATX exibe atividade de uma
lisofosfolipase D que gera o mediador lipidico acido lisofosfatidico (LPA) de lisofosfolipidios
extracelulares predominantemente de lisofosfatidilcolina. Estudos sugerem a ligacao entre
o eixo ATX-LPA e a fibrose hepatica, uma vez que o LPA induz a proliferacao de células
estreladas hepaticas (HSC), estimula a sua contracdo e inibe a apoptose. HSCs sao
conhecidas como células prototipicas pro-fibrogénicas no parénquima hepatico. Logo apods
a transformacao em miofibroblastos em resposta a uma lesdao hepatica, HSCs passam a
produzir matrizes extracelulares abundantes e citocinas pro-fibrogénicas, como derivado de
ATX-LPA. A acumulacdo excessiva de proteinas da matriz extracelular (ECM) define a

fibrose hepatica [72], [73].
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O primeiro estudo a relatar dados sobre a regulacdo epigenética potencial do gene ATX
mostra que CpGs especificos dentro do promotor do gene ATX estao hipometilados nos
doentes com AVB, o que foi sustentado por niveis significativamente elevados de ATX
expresso ATX expressao e um aumento correspondente nos niveis de proteina ATX. Além
disso a hipometilagdo do promotor ATX correlaciona-se negativamente com a gravidade

dos parametros clinicos e fibrose [72].
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6. A complexidade da patofisiologia da Atresia
Biliar - Suscetibilidade genética, fatores
ambientais e outros achados

A Atresia Biliar ndo é uma doenca de etiologia definida e por isso a investigacao dos fatores
que para ela contribuem é de extrema importancia, contudo nao existe um consenso para
uma Unica causa exclusiva, mas os estudos indicam que podera ser um resultado de
suscetibilidade genética de um individuo, juntamente com fatores precipitantes ambientais.
Sao varios os estudos incluidos que referem diferentes suscetibilidades genéticas, contudo
os fatores ambientes sao sempre referidos como ponto comum entre eles. Além disso, é
referida a possibilidade da exposicao a um fator exdgeno durante o periodo perinatal, possa
ativar o sistema imunitario de um individuo geneticamente predisposto, e induzir uma
resposta imunolégica incontrolavel e provavelmente autolimitada, que se manifesta em
fibrose hepatica e atresia dos ductos biliares extra-hepéaticos. Assim, é defendido que a
atresia biliar resulta da interagdo entre fatores genéticos e ambientais, e a vulnerabilidade
imunogenética dos doentes é critica para a inflamacdo progressiva e nos processos

esclerosantes [74]-[77].

Tal como referido na introducao desta dissertacao, taxas de incidéncia de AVB elevadas sao
encontradas em certas populacoes de diferentes paises climas e contextos socioeconémicos,
com por exemplo as taxas particularmente altas no leste asiatico e Polinésia, incluindo agora
a Nova Zelandia. Um caso tnico relatado na literatura, envolve a familia Maori na Nova
Zelandia, com 50 vezes da taxa de incidéncia da AVB. Apesar de ter sido realizado a
sequenciacdo do exoma dos individuos afetados, os investigadores nao identificam
nenhuma variante genética plausivel que justifique a elevada recorréncia de AVB nesta

familia [78].

Efetivamente, sdo muitos os achados isolados que encontramos na literatura e que
necessitam de esclarecimento e confirmacao, muitos envolvem o papel dos acidos biliares,
as vias de sinalizacao, e até mesmo achados que podem servir de biomarcadores. Num
estudo observacional retrospetivo, foi estudada a relacao entre a prematuridade e tempo
retardado para a cirurgia e as suas implicagdes no progndstico, daqui foi concluido que os
bebés prematuros tém resultados semelhantes aos bebés de termo, apesar do diagnostico
tardio e de apresentarem com maior frequéncia a forma congénita. Para além disso, a alta
incidéncia de gémeos discordantes apoia a teoria de que modificacoes epigenéticas podem

contribuir para a patogénese da AVB [79].
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Koh et al. mostraram que variantes em genes do DNA mitocondrial codificador de proteinas
(mtDNA) e ou genes no DNA nuclear (nDNA) codificantes para componentes das
mitocondrias estao associadas a disfuncao hepatocelular. O mtDNA humano é encontrado
na matriz mitocondrial e consiste em 13 genes estruturais que codificam subunidades
integrais da membrana para os complexos I, ITI, IV e V na cadeia respiratéria mitocondrial.
A matriz mitocondrial possui um sistema de reparacao do mtDNA incompleto e é altamente
sensivel a lesdo oxidativa induzida por ROS devido a sua proximidade com a membrana
mitocondrial interna, onde a maioria das ROS sao produzidas. Além disso, as mitocondrias
ndo funcionais sao importantes para a producao de ROS, que por sua vez podem promover
o aparecimento de apoptose e s3o responsaveis pela ativacio de mecanismos pro-
fibrogénicos. Portanto, alteracdes mitocondriais podem estar subjacentes aos mecanismos

patologicos associados a AVB [80].

Relativamente a lesdo oxidativa, ja foi referido o mecanismo de defesa da GSH, contudo,
este ndo é a unica defesa existente. Os 4acidos biliares sdo moléculas que sinalizam e
controlam criticamente a funcao hepatocelular, quando existe interrupcao da homeostase
dos acidos biliares pode implicar patogénese de doencas hepaticas cronicas. O aminoacido
cisteina, suporta varias vias celulares importantes, como a sintese de proteinas, sintese de
GSH, sintese de taurina e producao de sulfato, contudo quando demasiado elevada pode
causar stress oxidativo e citotoxicidade. Os acidos biliares possuem funcao fisioldgica na
regulacdo do metabolismo do amino4cido cisteina. A alteracao da homeostase e sinalizacao
do acido biliar hepatico pode modular a sensibilidade do figado a lesdo oxidativa. Estudos
referem que a colestase resulta em mudancas adaptativas no figado na tentativa de prevenir
lesoes hepaticas causadas pela acumulacao de 4cidos biliares. Além das propriedades de
emulsao, os acidos biliares funcionam como moléculas de sinalizacao para mediar as vias
reguladoras que controlam quase todos os aspetos do seu metabolismo, tanto em condicoes
normais quanto fisiopatolégicas. No figado colestatico, os transportadores de 4cidos biliares
sdo alterados. Além disso, o fator de crescimento de fibroblastos 19 (FGF19) é produzido no
intestino delgado e esta envolvido na supressao da sintese hepatica de acido biliar, e o

mesmo apresenta-se elevado na AVB [81]—[83].

Um achado interessante encontrado na literatura relaciona o colesterol e colestase,
defendendo que os doentes com sobrecarga hepatica de colesterol podem ser mais em risco
de desenvolver complicacbes clinicas associadas com colestase. O colesterol do figado
prejudica a reparacdo do mesmo durante a obstrucao colestatica e agrava a doenca com

consequeéncias fatais precoces [84].
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Existe uma necessidade urgente de um diagndstico melhorado e o mais precoce possivel,
por isso alguns estudos isolados relatam achados que podem servir de recurso no
diagnostico precoce da AVB. Exemplos disso sdo a deposi¢ao de péptido beta-amil6ide em
volta dos ductos biliares, encontrado em biopsias do figado de doentes com AVB [85].
Também o perfil do metabolismo dos aminoécidos (4cido glutdmico, ornitina, isoleucina,
lisina, valina, triptofano e serina) é referido na literatura com grande potencial para a
diferenciacdo da AVB. Além disso, a expressao reduzida de Hnf1f3 e da proteina Foxa2 na
AVB também foi referida como possivel fator e diagnostico e distin¢ao entre outras causas
de Colestase Neonatal e AVB [85]-[87].

A hepcidina é um regulador crucial da homeostase do ferro e um mediador da inflamacao
cronica. A expressao da hepcidina esta diminuida nos estagios iniciais da AVB e afirma-se
como um regulador do metabolismo do ferro e na inflamacgao cronica observada na AVB
[88].

Ao longo do texto foram referidas vias de sinalizacao e implicacbes das mesmas na
patologia, contudo existem ainda outras referéncias na literatura a casos isolados, como é o
caso da sinalizagdo Notch, uma cascata de sinalizacdo célula a célula evolutivamente
conservada que é critica para o desenvolvimento e reparacdo biliar pela inducdo da
diferenciacao das células progenitoras hepaticas (HPC) no epitélio biliar. Nos doentes de
AVB h4 um aumento da ativagao da via Notch. A ativacdo da via Hedgehog (HH) também é
referida, e promove a expansdo das populacoes de células epiteliais imaturas que co-
expressam marcadores mesenquimais e podem ser pro-fibrogénicas. A AVB é caracterizada
pela atividade excessiva da via HH, que estimula EMT biliar e pode contribuir para a
dismorfogenese biliar. Sendo que as outras doencas colestaticas mostram ativacao
semelhante, esta € uma resposta comum a lesdo colestatica da infancia. Além disso, estudos
referem que TGF-f3 cruzou com varias outras vias de desenvolvimento, como Hedgehog,
Wnt e as vias da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK), e cada via exibe mudancas
na expressao génica ao longo dos processos de desenvolvimento. A via de sinalizacao Wnt

atua principalmente durante o desenvolvimento embrionario. [60], [89]-[92]

Por fim, resta referir outros achados isolados na literatura definida para esta dissertacao,
como a influéncia potencial do microbioma intestinal na AVB, onde a colonizacao potencial
com espécies bacterianas predominantes é apontada como um fator importante para
complicacOes infeciosas e/ou para a progressao da inflamacao do figado a cirrose em estagio

terminal em criancas com AVB [93].
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A atresia biliar apresenta maior associacdo com anomalias cardiacas congénitas do que a
populacao geral hospitalizada, e é semelhante a associacao entre anomalias cardiacas e
cistos de colédoco. Além disso, a hipertensao portal (HP) aparece como uma resposta ao
aumento da fibrose intra-hepéatica e manifesta-se clinicamente por ascites; esplenomegalia;
e, com o tempo, formacao de varizes esofagicas. Também os genes associados as ciliopatias
foram avaliados e o PKD1L1 destacou-se como gene candidato etiol6gico para BASM [94]—
[96].

Em suma, como podemos ver ao longo destes capitulos, a patofisiologia da Atresia Biliar é

complexa e repleta de nuances, e os fatores epigenéticos e ambientais assumem um papel

importante, ndo apenas da patogénese, mas também no diagndstico precoce da doenca.
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Capitulo 2

1. Introducao

A atividade farmacéutica como arte de curar acompanha a propria evolucao da humanidade.
Apesar da origem da atividade apenas remontar ao século X, por meio de boticarios, em
boticas e apotecas, desde o paleolitico que os povos usavam plantas e substancias de origem
animal, com fins curativos. Até ao século XIII, a farmacia e a medicina eram uma s6
profissao e os boticarios eram os responsaveis pelo tratamento e cura das doencas. Com a
separacao de médicos e farmacéuticos neste século, os primeiros ficaram encarregues do
diagnostico de doencas e aos farmacéuticos caberia a tarefa de manipulacdo dos
medicamentos para tratamento e cura. O simbolo da farmacia tem a sua origem na
mitologia grega, a taca entrelacada por uma cobra, simboliza o poder da cura e prevalece

igual séculos depois.

Enquanto o simbolo prevaleceu igual até aos dias de hoje, as boticas evoluiram até ao atual
modelo de farméacia comunitaria e um longo percurso de mudancas, obrigou a que os
farmacéuticos, tal como a cobra, mudassem inimeras vezes de pele para crescer e
acompanhar a evolucao dos tempos. Tal como consta do codigo deontologico da Ordem dos
Farmacéuticos (OF), “o exercicio da atividade farmacéutica tem como objetivo essencial a
pessoa do doente” e o ato farmacéutico é de competéncia exclusiva do farmacéutico. Apesar
do farmacéutico ser por exceléncia o especialista do medicamento, a atividade farmacéutica
faz-se constituir de diferentes areas de atuagdo, sendo a de maior visibilidade, pela

importancia que tem junto aos utentes, a Farmacia Comunitéaria.

Efetivamente, o farmacéutico nao é apenas o especialista do medicamento, mas é sobretudo
um agente de saide publica e todos os dias nas farmécias comunitarias, apesar de estas
serem um setor privado da satde, os farmacéuticos prestam um servico publico a
comunidade. O farmacéutico € o primeiro profissional a ser procurado pela sua proximidade
a populacao, e € muitas vezes o ultimo profissional a ter contacto com o utente aquando da
dispensa de medicamentos, farmacovigilancia e seguimento farmacoterapéutico, por isso as

suas preocupacoes vao além do medicamento enquanto produto [97], [98].

Assim, por tudo o anteriormente referido, o estagio curricular em Farmécia Comunitaria
como conclusao do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas é o fecho com chave de
ouro, porque me ensinou o verdadeiro sentido da palavra cuidar, e porque me permitiu

contactar com os profissionais que estao la por todos nds durante 24h por dia, 7 dias por
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semana e 365 a 366 dias por ano prontos a ajudar, nao s a tratar, mas a prevenir e preservar
a saude dos utentes. O meu estagio decorreu na Farmacia Sao Joao na Covilha, entre os dias

1 de fevereiro e 11 e junho de 2021, com a orientacao e supervisao da Dra. Dina Esteves.

2. Grupo Holon

O termo Holon vem do grego holos, que significa todo ou inteiro. O seu conceito descreve
algo que é um todo em si mesmo e, simultaneamente, uma parte de um sistema maior. O
Grupo Holon é por isso um reflexo de cada farmacia que o constituiu, e cada farmacia € um
todo em si mesmo. Cada farmaécia contribui para o todo e todas juntas formam um todo

maior, com maior poder de resposta as necessidades dos utentes e da comunidade.

O grupo de Farmicias Holon partilha do mesmo objetivo, prestar um servico focado no
utente para a melhoria da sua qualidade de vida num todo. As farmécias do grupo partilham
também o nome e imagem, e contam ainda com equipas dinamicas e proativas. Para além
disso, a formacdo dos profissionais € constante seja através de protocolos de

aconselhamento, folhetos, manuais ou através da plataforma e-learning do grupo.

3. A Farmacia Sao Joao

A Farmacia Sao Joao (FSJ) abriu a 27 de maio de 1964, e labora nas mesmas instalacoes
desde entao, contudo a Farmacia deteve varios proprietarios, sendo adquirida e remodela
pelo atual proprietario em outubro de 2019. Atualmente, a FSJ pertence ao grupo das
Farmacias Holon, onde pertencem também a Farmacia Pedroso e a Farméacia Holon

Covilha, ambas situadas na Covilha, e a Farmacia Diamantino, situada no Fundao.

3.1. Localizacao e Horario

A Farmécia Sdo Jodo localiza-se na rua Marqués de Avila e Bolama 342, 6200-053 Covilh3,

junto ao Supermercado Rei dos Precos e ao edificio das Garagens de Sao Joao.

O horario de atendimento é das 9h as 20h de segunda a sexta, e das gh as 13h ao sabado,
sendo que atualmente o servico permanente, em que a farmécia realiza 24h de
funcionamento, é assegurado pela Farméacia Holon Covilha. Assim, de acordo com a
Portaria n®277/2012 de 12 de setembro de 2012, a Farmacia Sao Joao cumpre com o periodo

de funcionamento semanal minimo das farmaécias portuguesas.
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Uma vez que a farmaécia se localiza junto a zona mais antiga da Covilha, a populacao que
maioritariamente frequenta a farmacia é idosa e polimedicada, contudo em alguns dias da
semana podem também frequentar a farmacia, adultos e adultos jovens. Para além disso,
esporadicamente a FSJ também recebe alunos universitarios portugueses e estrangeiros, o

que muitas vezes implica comunicar em inglés.

3.2.Espaco exterior

A FSJ garante a acessibilidade a farmé4cia de todos os potenciais utentes, incluindo criangas,
idosos e cidadaos portadores de deficiéncia, e possui um guarda-vento, que evita o contacto
direto do utente com o exterior enquanto aguarda. A farmacia é facilmente visivel pela
inscricao “Farmécia Sao Joao”, acima de montra e na lateral do edificio onde se localiza, e
pelo simbolo “cruz verde”, cuja configuracao € definida pelo INFARMED, I.P. (Autoridade

Nacional do Medicamento e Produtos de Saade, I.P.).

Para além disso, a farmacia possui no exterior a identificacao da Diretora Técnica, o horario
de funcionamento, informacgao sobre os servicos prestados e a calendarizacao das farmécias
de servico permanente da semanal colocados de forma visivel. Atualmente, existe também
afixado o cartaz da linha 1400, que permite contactar com as farmécias apds a hora de fecho
da mesma e no caso de a farméicia estar destacada para o servico permanente, o utente
podera deslocar-se a mesma para levantar receitas do préprio dia, ou do dia anterior, bem
como para assisténcia farmacéutica urgente. A linha 1400 é gratuita e funciona 24h por dia,
orientando sempre o utente para a farmacia da sua preferéncia que se encontre mais
proxima e com capacidade de resposta ao pedido do utente. A FSJ possui uma fachada
limpa e em boas condic¢oes de conservacao. Por tudo o citado acima, a FSJ cumpre as Boas
Praticas Farmacéuticas para a Farmacia Comunitaria (BPF), e o artigo 28° do Decreto-Lei

n° 307/2007, de 31 de agosto.

3.3.Espaco interior

A FSJ oferece no seu interior um ambiente profissional, calmo e organizado o que auxilia
numa comunicacao mais eficaz entre profissionais e utentes. A farméacia é bem iluminada,
ventilada e limpa, com superficies, armarios e prateleiras em materiais adequados e lavaveis

[99].

As instalacoes da FSJ cumprem com o disposto no Anexo da Deliberacao n.° 1502/2014, de
3 de julho no que respeita as areas minimas das farmacias e suas divisoes. A farmacia possui

uma 4rea total minima de 95 m? distribuida em dois pisos. No rés do chao dispoe de uma

57



area de atendimento ao publico (> 50 m2), duas instalagdes sanitarias (>5 m2), uma area de
rececao de encomendas (>5 m2), uma area para armazenamento primario e um gabinete de
atendimento personalizado. O piso inferior é constituido pelo escritorio, armazém (>25 m?2),

uma area de copa e o laboratorio (>8 m2) onde se encontra o servidor e a biblioteca [100].

Para além disso, é de salientar que todos os locais de armazenamento da FSJ, que serao
apresentados nas seccoes seguintes, respeitam as exigéncias de iluminacgao temperatura,
humidade e ventilacdo das zonas de armazenamento para os medicamentos e outros
produtos farmacéuticos. Para garantir as condicOes, as mesmas sao registadas

periodicamente como sera explicado mais adiante [99].

3.3.1. Area de atendimento ao publico

A area de atendimento ao ptiblico da FSJ é composta por trés balcoes em pé e um balcao de
atendimento sentado, separados fisicamente permitindo a privacidade do utente. Todos os
balcées tém computador com o software Sifarma2000, impressora de etiquetas,
impressora de receitas e faturacao, leitor de cédigo de barras e, no atual contexto da
pandemia Covid-19, todos possuem um acrilico de protecdo, garantindo assim todas as
condicOes necessarias ao atendimento e aconselhamento mais seguro e eficaz. O balcao de

atendimento sentado possui ainda uma impressora para impressao de cartoes de cliente.

Nesta zona ha também informacao sobre os servigos prestados, livro de reclamacgoes, um
dispensador de alcool gel, o nome da diretora técnica, informacao sobre o uso obrigatério
de mascara, proibicao de fumar e informacao de atendimento prioritario. Para além disso,
h& uma balanca que permite a determinacdo de peso, altura, indice de massa corporal

(IMC), massa gorda, ritmo cardiaco e pressao arterial.

Os medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM), medicamentos de uso
veterinario (MUYV) e alguns suplementos alimentares encontram-se atras dos trés balcoes
de atendimento em pé. No espaco restante da area de atendimento ao publico, encontramos
diferentes sec¢des com produtos de dermocosmética, satide sexual, puericultura, higiene,
produtos dietéticos, podologia e varios dispositivos médicos organizados em lineares de
livre acesso ao utente. A organizacao dos produtos aqui expostos vai variando mensalmente
e sazonalmente, sendo esta homogénea em todas as farméacias do grupo Holon.
Mensalmente, existe uma seccao tematica na qual sdo expostos em categorias os produtos
definidos para aquele més. A reposicao dos produtos é ativa para permitir a disponibilidade

constante dos produtos durante o atendimento tornando-o mais fluido e efetivo.
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Todos os farmacéuticos ou colaboradores que permanecam na area de atendimento ao

publico encontram-se devidamente identificados mediante o uso de um cartao.

3.3.2.Areas de rececao de encomendas e armazenamento primario

A area de armazenamento primario pode ser acedida por duas passagens existentes na zona
de atendimento, atras dos balcGes em pé. E nesta zona que a maioria dos medicamentos sao

armazenados em armarios com gavetas ou prateleiras.

Efetivamente, existem 2 armarios com gavetas e 5 armarios com prateleiras. No primeiro
armario de gavetas é onde encontramos os medicamentos organizados por ordem
alfabética, independentemente da forma farmacéutica, a exce¢ado das gavetas do fundo onde
encontramos apenas saquetas, solugdes orais, ampolas, lancetas, tiras de glicémia e
dispositivos médicos. No segundo armario de gavetas, encontramos seringas, pensos,
ligaduras, compressas, kits de troca de seringas, vaselina, ponteiras de bengalas e
canadianas. Trés dos armarios com prateleiras estdo mais proximos da zona de atendimento
e contém os medicamentos com grande rotatividade para permitir o seu acesso facil durante
o atendimento. Proximo destes armarios encontramos um quarto armario com prateleiras,
onde estdo os produtos com validade a terminar no topo e no fundo do arméario encontramos
emplastros, soros e produtos de desinfecdo. O quinto armario com prateleiras destina-se a
produtos de aplicacdo topica (cremes, pomadas, emulsdes, lo¢des) e a produtos de uso retal
e vaginal. Por tultimo, o sexto arméario sem gavetas permite a organiza¢gdo dos produtos
reservados, em reservas pagas e nao pagas pelo n° de série. Todos os produtos que nao seja
possivel arrumar nos locais anteriormente referidos, serdo armazenados no armazém do
piso inferior, até haver necessidade de reposicao na area de armazenamento primario. Para
além disso, a zona de armazenamento primario permite o acesso a um WC, ao piso inferior,

gabinete de atendimento personalizado e a area de rececao das encomendas.

A area de rececao de encomendas faz-se constituir por computador com o software
Sifarma2000, leitor 6tico de codigos de barras, impressora de etiquetas, telefone, frigorifico
com termohigréometro para armazenamento dos medicamentos termolabeis, armario para
arrumacao de faturas e notas de devoluciao, gavetas para colocar os medicamentos
rececionados, que posteriormente sdo arrumados no armazém primario. Para além disso,
existe uma maquina para a contagem do dinheiro das caixas ao final do dia e acesso ao outro
WC.

59



3.3.3.Gabinete de atendimento personalizado

O gabinete de atendimento personalizado da FSJ retne as condi¢des necessarias para o
didlogo privado e confidencial com o doente, bem como a prestacdo de outros servigos
farmacéuticos [99]. O gabinete esti equipado com uma maca, com ajuste lombar para
administracao de injetaveis e vacinas nao incluidas no Plano Nacional de Vacinacao (PNV)
e ainda para a consulta de Pé-diabético, servico de enfermagem, e aconselhamento
dermocosmético. Neste gabinete existe ainda uma mesa e cadeiras para realizacao das
determinacoes dos parametros bioquimicos e da pressao arterial, com auxilio de

equipamentos devidamente calibrados.

3.3.4.Piso inferior da FSJ

O piso inferior da FSJ dispde de escritorio, armazém secundério, laboratério e uma zona de
copa, tal como referido anteriormente. No escritorio sao arquivados todos os documentos
referentes a faturacdo, consentimentos informados, contabilidade e administracdo da
farmacia. O armazém secundario permite o armazenamento de todos os produtos que nao
tenham espaco na area de armazenamento primario ou nos lineares, devido as quantidades

existentes ou dimensoes das embalagens.

A FSJ dispoe de um laboratério equipado de acordo com as exigéncias legais, apesar de nao
se preparem medicamentos manipulados na farmécia. Todos os manipulados pedidos na
FSJ sdo preparados na Farmécia Diamantino, no Fundao e devidamente encaminhados
para a FSJ quando prontos. No laboratério existe uma pequena biblioteca, constituida por
Farmacopeia Portuguesa, Formulario Galénico Portugués, Manual do Direito Farmacéutico

e Prontuario Terapéutico, sendo este tltimo de carater obrigatoério [99], [100].

Por tltimo, a zona da copa é constituida por forno microondas, frigorifico, forno, chaleira,

maquina de café, mesa e cadeira.

3.3.5. Equipamentos

Segundo o Manual de Boas praticas em Farméacia Comunitaria, o Diretor Técnico (DT) deve
garantir que o equipamento necesséario a atividade da farmacia se encontra disponivel e em
funcionamento, cumprindo com o desempenho requerido e tem aprovado um plano de
manutencdo quando necessario, de calibracdo e de controlo entre calibracGes para

demonstrar o seu funcionamento adequado.
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Na FSJ a Doutora Dina Esteves, Diretora Técnica, esta responsavel por estas funcoes e
garante que todo o equipamento é adaptado e adequado aos produtos dispensados na
farmacia e é alvo de manutencao e validagao periodica, dos quais fazem parte a balanca, o
tensiémetro, o equipamento para a realizacio dos testes bioquimicos, termohigrometros e

o frigorifico.

3.4.Recursos Humanos

A FSJ tem uma equipa constituida por dois farmacéuticos, dos quais, uma diretora técnica,
e uma técnica de farmacia, cumprindo com disposto nos artigos 23° e 24° do Decreto-Lei
n°307/2007 de 31 de Agosto, alterado pelo Decreto-Lei n® 171/2012, de 1 de Agosto [100],
[101]. Os recursos humanos da FSJ sdo constituidos pela Dr2. Dina Esteves, Diretora
Técnica (DT), pelo Dr. Alexandre Espirito Santo, Farmacéutico, e pela Dr2. Catia Pereira,
Técnica de Farmacia. Para além disso, a farmacia conta ainda com uma auxiliar de limpeza,

Sr2 Natélia e um distribuidor para auxiliar nas entregas ao domicilio, Sr. Fabio.

De acordo com o Decreto-Lei 307/2007 de 31 de Agosto, alterado pelo Decreto-Lei n®
171/2021, de 1 de Agosto, ao Diretor Técnico compete, para além das obrigacdes do ato
farmacéutico, assumir a responsabilidade pelos atos farmacéuticos praticados na farmécia,
garantir que a farmacia possui condicoes de higiene e seguranca adequadas e verificar o

cumprimento das regras deontologicas da atividade farmacéutica.

Na Tabela 1 sio apresentadas as funcoes extra ao atendimento e ato farmacéutico de cada

elemento da equipa.

Tabela 5. Recursos Humanos da Farmacia Sao Jodo com respetivas fungdes desempenhadas.

Dr2. Dina Esteves Dr. Alexandre Espirito Santo Dra. Catia Pereira
Receituario Logistica e Portfolio Logistica e Portfolio
Qualidade Intervencao Farmacéutica Atendimento Holon
Marketing e Projetos e Servicos
Comunicacao
Intervencao Atendimento Holon
Farmacéutica
Atendimento Holon
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3.5.Sistemas informaticos

O Sifarmaz2o00, patenteado pela Glintt, é o software utilizado na FSJ para efetuar
atendimentos, gerir e rececionar encomendas e ainda, gerir a faturacao, utentes e produtos.
Durante todo o meu estagio tive a oportunidade de contactar com o Sifarma2000 e perceber
a sua relevancia no dia-a-dia da farmacia, uma vez que para além do exposto anteriormente,
permite durante o atendimento realizar encomendas instantaneas no caso de o produto nao
estar disponivel na farmacia, pesquisar por substancia ativa quando sao medicamentos sem
grupo homogéneo ou medicamentos prescritos noutros paises, consulta cientifica rapida de
cada produto, como por exemplo, indicagoes terapéuticas, contraindicacoes, adverténcias,
interacoes medicamentosas, posologia e indicacoes terapéuticas. Todas estas carateristicas
do Sifarma2000 permite um melhor e mais completo atendimento ao utente.

Na FSJ existe também um software para o controlo da temperatura e humidade, com

recurso a um termohigréometro, e ainda um sistema de videovigilancia.

4. Informacao e Documentacao Cientifica

O farmacéutico é por exceléncia o profissional de satde que retne as condi¢des necessarios
no aconselhamento e seguimento continuo ao utente e por isso deve manter o seu
conhecimento atualizado e validade em fontes de informacao cientifica. Por isso, no
processo da cedéncia de medicamentos ou outros produtos farmacéuticos, o farmacéutico
deve obrigatoriamente de dispor de acesso a fontes de informacdo sobre indicacées,
contraindicacoes, interacoes, posologia e precaucoes com o uso do medicamento. Sao
consideradas fontes de acesso obrigatério no momento da cedéncia do medicamento, o

Prontuario Terapéutico (PT) e Farmacopeia Portuguesa (FP) [100], [102].

A FSJ tem a disposicao na sua biblioteca Farmacopeia Portuguesa (FP), Formulario
Galénico Portugués (FGP), Manual do Direito Farmacéutico e Prontuario Terapéutico (PT),
possui ainda protocolos de Atendimento Holon e mapas de apoio ao fornecimento de
medicamentos. Efetivamente, durante o atendimento o préprio Sifarma2000 fornece
informacao sobre composicao qualitativa, posologia, indicacoes terapéuticas, interacoes,
contraindicacGes e reacoes adversas, facilitando assim o atendimento e aconselhamento.
Para além disso, uma vez que todos os computadores na FSJ tém acesso a internet, é
possivel aceder a base de dados nacional de medicamentos de uso humano do INFARMED
LP.,, a Infomed, onde é possivel pesquisar os diversos RCM de forma rapida para

esclarecimentos adicionais.
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Por altimo, também é possivel consultar as circulares informativas da Associacdo Nacional
das Farmacias (ANF) e do INFARMED I.P., bem como materiais cedidos pelos delegados

de informacao médica.

5. Medicamentos e outros produtos de saude

Os medicamentos carecem de um regime juridico proprio, com a premissa de proteger a
satde publica e assegurar a disponibilidade de medicamentos de qualidade, seguros e
eficazes. Segundo o estatuto do medicamento, medicamento “é toda a substancia ou
associacdo de substancias apresentada como possuindo propriedades curativas ou
preventivas de doencas em seres humanos ou dos seus sintomas ou que possa ser utilizada
ou administrada no ser humano com vista a estabelecer um diagnostico médico ou,
exercendo uma acao farmacologica, imunolégica ou metabolica, a restaurar, corrigir ou
modificar funcdes fisioldgicas”. Partindo desta definicdo, numa farmacia comunitaria sao
dispensados outros produtos de satide que nao medicamentos, como produtos cosméticos
e dermofarmacéuticos, dietéticos e nutracéuticos, fitoterapéuticos, homeopaticos, produtos

de higiene e ainda dispositivos médicos, e produtos de uso veterinario.

No que diz respeito a dispensa ao publico, os medicamentos podem ser divididos em dois
grandes grupos, Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM) e Medicamentos Nao
Sujeitos a Receita Médica (MNSRM) [103]. Na Tabela 2 abaixo estdao indicadas as

particularidades e subdivisdes destas duas grandes classes.

Tabela 6. Medicamentos classificados quanto & dispensa ao publico.

MSRM MNSRM

Medicamentos de receita médica
renovavel - destinam-se a doencas
especificas ou tratamentos prolongados e
permitem adquirir os medicamentos
mais de uma vez sem ser necessaria a

renovacao da prescricao.

Medicamentos de receita médica
restrita — medicamentos cuja utilizacao

esti reservada a certos meios

MNSRM - Nao preenchem nenhum dos
MSRM. Nao

comparticipados, salvo excecdes previstas

requisitos  dos sao
na legislacio que define o regime de
comparticipacdo do estado no preco dos

medicamentos.
Medicamentos nao sujeitos a receita

médica com dispensa exclusiva em
farmacia (MNSRM-EF) — O INFARMED
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especializados por preencherem uma das pode reclassificar os MSRM em MNSRM
condicgoes: dependentes de dispensa exclusiva em
Uso exclusivo hospitalar farmécia. Esta dispensa deve atender ao
Patologias cujo diagnostico seja efetuado  perfil de seguranca destes medicamentos ou
apenas em meio hospitalar ou as suas indicacbes terapéuticas, tendo por
estabelecimentos diferenciados com base o0s  protocolos de  dispensa
meios de diagnostico especificos e disponibilizados.

adequados.

Pacientes em tratamento ambulatério

Medicamentos de receita médica
especial - medicamentos
estupefacientes ou psicotropicos;
medicamentos cuja utilizacdo anormal
possam dar origem a riscos importantes
de abuso medicamentoso,
toxicodependéncia ou uso para fins
ilegais; medicamentos com uma
substancia, que devido as suas
propriedades ou novidade, se considere

incluida no referido anteriormente.

Da mesma forma que existe uma grande variedade de medicamentos, também existem
diferentes sistemas de classificacdo, que agrupam os medicamentos consoantes
carateristicas. Na Tabela 3 estao apresentados alguns dos sistemas de classificacdo mais

utilizados.

Tabela 7. Sistemas de Classificacao.

Classificacdo ATC (Anatomical Recomendada pela OM.
Therapeutic Chemical) Agrupa os medicamentos de acordo com as suas
carateristicas terapéuticas e quimicas e/ou com o

sistema ou 6rgaos onde vai atuar.

Agrupa os medicamentos de acordo com as suas
Classificacao finalidades terapéuticas.
Farmacoterapéutica Consta do Formulario Hospitalar Nacional de

Medicamentos e do Prontuério Terapéutico.
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Agrupa os medicamentos quanto a forma
Classificacao por forma farmacéutica em que se encontram disponiveis no

farmacéutica mercado.

Na farmécia para além dos medicamentos existem ainda dispositivos médicos, produtos
farmacéuticos homeopaticos e produtos cosméticos, também eles regulamentados pelo
INFARMED I.P.

Dos produtos de satide mencionados, apensas os dispositivos médicos e os produtos
cosméticos possuem legislacao independente do Estatuto do medicamento (Decreto-Lei
n°176/2006, de 30 de agosto). Os dispositivos médicos englobam um vasto conjunto de
produtos ao abrigo de véarias diretivas da Comunidade Europeia (CE), e sdo destinados a
serem utilizados como meios de prevencao, diagnostico ou tratamento, contudo atingem
estes fins por mecanismos que nao se traduzem numa acao farmacologica, metabolica ou
imunologica, diferindo assim dos medicamentos [104].0 Decreto-lei n® 145/2009, de 17 de
junho regula toda a atividade subjacente aos dispositivos médicos e respetivos acessorios e
transpoe para a ordem juridica interna a Diretiva n°2007/47/CE do Parlamento Europeu e

do Conselho, de 5 de Setembro.

De acordo com a definicao legal, produto cosmético é qualquer substancia ou mistura que
entra em contacto com as partes externas do corpo ou com os dentes e mucosas bucais, e
cuja funcao pode ser limpar, perfumar, modificar o aspeto, proteger, manter em bom estado
ou corrigir odores corporais. Assim, os produtos cosméticos abrangem um amplo espetro

de produtos e sao regulamentados pelo Regulamento (CE) n° 1223/2009.
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6. Aprovisionamento e Armazenamento

Os stocks traduzem-se em bens disponiveis na farméacia para serem dispensados ao utente
e dependem da procura, oferta, do meio em que a farmacia se insere, espaco de
armazenamento, disponibilidade, entre outros fatores que influenciam no método de gestao
dos stocks. O correto aprovisionamento e armazenamento em periodos de tempo curtos na
farmécia comunitaria permite uma gestao de stocks eficaz e eficiente, de forma a suprir as

necessidades dos doentes [105].

O aprovisionamento é a primeira etapa do circuito do medicamento, no que respeita a
farmécia comunitaria, e prende-se resumidamente com a aquisicio e rececdo dos
medicamentos e produtos de satde para que estejam disponiveis ao utente. Apos o
aprovisionamento, os medicamentos e outros produtos de satide sdo armazenados nos sitios

destinados com condicoes adequadas a sua conservacao [99].

6.1. Fornecedores e encomendas

A escolha dos fornecedores prende-se muitas vezes com a qualidade do servico, quanto ao
numero de entregas didrias e cumprimento dos prazos de entrega, bem como, fatores
financeiros, nomeadamente, tabela de precos praticados, descontos promocionais e planos

de bonificacao dos produtos.

Os principais distribuidores grossitas que fornecem a FSJ sdo a OCP Portugal — Produtos
Farmacéuticos, S.A., e a Empifarma — Produtos Farmacéuticos, S.A. A OCP Portugal entrega
duas encomendas didrias a FSJ e a Empifarma entrega apenas uma encomenda, exceto aos
sabados, domingos e alguns feriados. As encomendas aos distribuidores anteriormente
mencionados é realizada duas vezes por dia, no caso da OCP e uma vez por dia, no caso da

Empifarma.

Diariamente, o Sifarma2000 gera propostas de encomendas para ambos os fornecedores,
tendo em conta o stock minimo e maximo definido previamente. O stock maximo define-se
pela quantidade maxima de determinado produto na farmaéacia e o stock minimo define
quando deve ser efetuada nova encomenda do produto. Os niimeros que constam dos stocks
méaximo e minimo sao definidos tendo em conta as necessidades, sazonalidade, campanhas
promocionais e histérico de vendas da farmacia. Tendo em conta tudo isto, a encomenda é

validade pelo farmacéutico ou técnico de farmécia antes de enviado o pedido ao fornecedor.
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Para além disso, durante o atendimento se forem necessarios produtos que nao tém stock
imediato na FSJ, no Sifarma2000 pode ser verificado o stock remoto das restantes
farmécias do grupo e confirmado via telefénica. No caso de outra farméacia do grupo na
Covilha possuir o produto pretendido, o utente pode ser encaminhado a mesma ou pode ser
solicitada a permuta dos produtos e envio para a FSJ. Quando nenhuma farmacia possui o
produto pretendido é efetuada uma encomenda instantanea ao fornecedor durante o ato do
atendimento, através do Sifarma2000. Assim, é efetuada a encomenda e respetiva reserva
do produto associada a ficha do utente, que pode ser paga no ato da encomenda ou no ato
da entrega. O utente fica com o comprovativo da reserva, onde consta o nimero da reserva,
nome do utente, produtos encomendados e respetivo CNP (Codigo Nacional do Produto),
bem como o estado do pagamento, além disso, é sempre fornecida ao utente a informagao
de previsao de entrega do produto. Quando se trata de produtos rateados ou dispositivos
médicos personalizados as encomendas podem ser feitas pelo telefone diretamente ao

fornecedor e é realizada uma encomenda manual no Sifarma200o0.

Pontualmente podem ser realizadas encomendas diretamente aos laboratorios, quando se
trata de produtos a adquirir em grandes quantidades e torna-se mais vantajoso
economicamente para a farmécia. Estas encomendas periddicas podem ser em
Equipamentos de Protecao individual (méscaras cirargicas e FFP2, luvas, desinfetantes) no
ambito do atual contexto da Pandemia Covid-19, bem como produtos de nutri¢ao (Nestlé®)

e dermocosmética.

Assim, na Tabela 4 encontramos os principais tipos de encomendas possiveis de efetuar.

Tabela 8. Tipos de encomendas

Efetuadas durante o atendimento, através do

Instantaneas Sifarma2000 ou através do telefone.

Efetuadas com base no stock minimo de cada
produto, duas vezes por dia. O Sifarma2000
Diarias com base no stock minimo faz uma proposta
de encomenda, a qual é confirmada e acertada
manualmente antes de ser aprovada e enviada

ao fornecedor.
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Efetuadas diretamente ao laboratbério ou
fabricante, sem passar pelo armazenista, por

Diretas representar maior beneficio econémico.

Efetuada quando se trata de medicamentos de
disponibilidade reduzida. Os produtos
Via Verde encomendados por via verde tém prioridade

em relacao as restantes encomendas.

Efetuada nos casos em que os motivos nao se

Manuais enquadrem nos apresentados anteriormente.

6.2.Rececao e verificacao de encomendas

A FSJ recebe duas encomendas de manha, uma de cada fornecedor e uma encomenda a
tarda da OCP Portugal. As encomendas chegam em contentores de plastico ou contentores
herméticos, quando se trata de produtos termolabeis, ou, menos comummente, podem
chegar em caixas de cartdo, mas todos sao identificados com o nome da Farmacia. Todas as
encomendas devem vir acompanhadas da respetiva fatura ou guia de remessa, onde se
verifica sempre se a encomenda se destina a farméacia. Nas faturas consta o nimero da
fatura, data, identificacdo da farmacia e fornecedor, produtos encomendados e respetiva
quantidade enviada, IVA (imposto de valor acrescentado), PVF (preco de venda a farmécia)
e PVP (preco de venda ao publico), este tltimo apenas consta nos MSRM e dispositivos

médicos com comparticipa¢ao pelo SNS.

De seguida, abrem-se os contentores e verifica-se o estado de conservacao das embalagens.
Os produtos termolabeis, sao retirados dos contentores e guardados no frio, até que seja
dada a sua entrada no sistema informaéatico. No Sifarma2000, no menu “Rececdo de
encomendas”, seleciona-se a encomenda a rececionar e é introduzido ntimero da fatura,
valor total, namero de embalagens da encomenda e nos casos aplicaveis, o valor da fee
(apenas para encomendas da Empifarma). Sao depois registados os produtos, pelo codigo
de barras, QR code ou CNP, ao mesmo tempo devem ser verificadas as validades das caixas
que acabaram de chegar com a validade que se encontra no sistema. No caso de a validade
do produto rececionado ser menor que a validade do produto na farmaécia, a validade deve
ser alterada no sistema para a menor validade disponivel. Depois de introduzidos todos os
produtos, deve verificar-se se o nimero de embalagens rececionadas corresponde ao

numero de embalagens inseridas inicialmente e todos os PVF e PVP dos produtos inseridos.
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Na eventualidade do PVF ter alterado, deve ser atualizado o PVP, apenas para os produtos
com PVF diferente, ndo interferindo com o preco anterior no caso de existir stock do

produto na farmacia.

Quando sao conferidos todos os parametros anteriores a rececao da encomenda termina.
No caso de existirem medicamentos estupefacientes e psicotropicos (MEP) o Sifarma2000
pede o registo da fatura correspondente. Depois, a fatura é assinada e datada pelo elemento
da equipa que deu entrada da encomenda, e no final sdo conferidas todas as reservas que
constam da encomenda e os produtos separados por nimero de reserva e estado de
pagamento, no movel destinado as reservas.

Por fim, se no ato da rececdo for detetado um produto danificado, no final é feita uma
devolucao do mesmo ao fornecedor. Posteriormente, a fatura € arquivada e os restantes

produtos arrumados nos locas predefinidos.

6.3.Devolucoes

A devolucao de produtos pode ter varios motivos, sendo eles ndao conformidade do produto,
produto danificado, produto nao encomendado, produto encomendado por engano, PVF
superior ao esperado, quantidade superior a encomendada, prazo de validade a terminar ou

produto retirado do mercado ou com ordem de recolha pelo INFARMED I.P.

Efetivamente, para proceder a devolucao é criada uma nota de devolucao no menu “Gestao
de Devolucoes” do Sifarmaz2000, onde se seleciona o fornecedor ao qual se pretende a
devolucao, os produtos a serem devolvidos, o nimero da fatura original, o preco faturado,
bem como o motivo para a devolucao. Assim, a nota de devolugao é emitida e impressa em
triplicado que é carimbada, assinada e datada por quem efetuou a devolucao. Os produtos
sao colocados nos contentores acompanhados da nota de devolucao original e respetivo
duplicado. Na farmaécia fica arquivado o documento triplicado que é assinado e datado pelo
distribuidor quando recolhe os produtos. A devolucao é comunicada a AT (Autoridade
Tributaria) e na nota de devolucao vem mencionado o namero da AT, no caso de haver

fiscalizacao é este nimero que permite verificar se esta tudo conforme.

Quando o fornecedor aceita a devolucao, pode realizar a regularizacao da devolucao com
reembolso por meio de nota e crédito ou substituir os produtos. Quando o fornecedor nao
aceita as devolucoes, os produtos sdo reenviados para a farmacia e posteriormente e feita
quebra destes produtos, havendo a possibilidade de gestao da devolucao com o laboratorio

correspondente.
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Para além disso, no caso de ser uma devolucdo de produtos ou lote por ordem do
INFARMED, sdo localizados todos os produtos existentes na farmécia e os laboratorios ou

distribuidores fazem a recolha dos mesmos.

6.4.Marcacao de precos e margens legais de comercializacao

O Decreto-Lei n®176/2006, de 30 de agosto alterado pelo Decreto-Lei n® 20/2013, de 14 de
fevereiro valida a responsabilidade do INFARMED, I.P quanto a regulamentacdo e
autorizacao dos precos dos medicamentos comparticipados pelo SNS. Em Portugal, existem
regimes diferentes para a defini¢cao dos precos dos medicamentos. Os MSRM sao sujeitos a
um regime de preco maximo ou a um regime de precos notificado, enquanto que os MNSRM

tém um regime de preco livre.

“O PVP dos medicamentos a introduzir pela primeira vez em Portugal, assenta na
comparagao com os precos nos estadios de producao e importacao (PVA) praticados nos
paises de referéncia para o mesmo medicamento, ou, caso este nao exista, para as
especialidades farmacéuticas idénticas ou essencialmente similares nos paises de
referéncia (Espanha, Francga, Italia e Eslovénia), ao qual acrescem as margens maximas de
comercializacdo (armazenista e farmacia), a taxa de comercializacdo e o IVA.” —
INFARMED, I.P.

A Portaria n®290-A/2016, de 15 de novembro altera a Portaria n®195-C/2015 que estabelece
as regras para a formacdo, alteracdo e revisao de precos dos MSRM e MNSRM
comparticipados, bem como as suas margens de comercializacdo, é alterada também a
Portaria n°154/2016, de 27 de maio, que regula o regime de precos notificados dos MSRM

ndo comparticipados ou nao comparticipaveis.

Segundo o que consta da Portaria n°290-A/2016, de 15 de novembro, no caso dos
medicamentos nao genéricos, o preco nao pode exceder o PVA mais baixo em vigor nos
paises de referéncia, para qualquer das especialidades farmacéuticas existentes em cada um
desses paises. Quando se trata de medicamentos genéricos, o preco deve ser no minimo 30%
inferior ao preco maximo do medicamento de referéncia com igual dosagem e forma

farmacéutica.

Para além disso, os precos dos produtos de venda livre sdo atribuidos pela farméacia

consoante a margem de lucro expectéavel, concorréncia e IVA.
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6.5.Gestao de prazos de validade

A verificacao do prazo de validade dos produtos na FSJ efetua-se em 3 momentos distintos,
durante a rececao da encomenda, aquando da introducao dos produtos no Sifarmaz2000,
no momento da dispensa para garantir que todos os produtos dispensados tém validade

abrangente, e ainda, mensalmente.

Efetivamente, mensalmente é emitida uma listagem de produtos a terminar a validade nos
proximos 3 meses, e é a partir desta listagem que se procede a verificacao fisica de todos os
produtos listados, verificando-se a validade e nimero de embalagens. Os produtos que se
verifiquem com validade a terminar sao separados num armario destinado a estes produtos,

para que estes tenham prioridade na dispensa.

Quando existem produtos listados que nao correspondem a validade descrita, procede-se

ao acerto das quantidades e validade no Sifarma200o0.

6.6.Controlo de temperatura e humidade

As zonas de armazenamento da farmacia devem respeitar as condi¢oes de iluminacao,
temperatura e humidade especificas para medicamentos e outros produtos farmacéuticos,

segundo o que consta das Boas Praticas Farmacéuticas (BPF) para a farmécia comunitéria.

Efetivamente, para garantir o cumprimento de todas as condicoes a FSJ dispde de
termohigrémetros, localizados no frigorifico, armazém, zona de armazenamento primario
e na zona de atendimento ao publico. Todas as zonas da farmacia, com a excecao do
frigorifico, devem apresentar uma temperatura entre os 15 e 25°C, e o valor de humidade
deve ser inferior a 60%. O frigorifico deve apresentar uma temperatura compreendida entre
2 e 8°C, considerando as devidas oscilacoes aquando da abertura do mesmo, e a humidade

deve estar compreendida entre 80 e 100%.

Por fim, as medicoOes de cada aparelho devem ser descarregadas e registadas no computador

e os respetivos graficos devem ser analisados.

6.7. Armazenamento

O armazenamento de medicamentos obriga a cuidados especiais, tal como referido

anteriormente é necessario garantir condi¢coes de temperatura, humidade e luminosidade
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controlados, de forma a respeitar as condicoes para os diversos produtos. Para além disso,
o armazenamento de todos os produtos obedece a regra FEFO (First Expire — First Out)
permitindo que os produtos com prazo de validade menor sejam dispensados em primeiro
lugar. Quando existem produtos sem prazo de validade, como é o caso de produtos
ortopédicos, ou produtos com a mesma validade sao arrumados segundo a regra FIFO (First
In- First Out). Os produtos termolé4beis sao armazenados no frigorifico por ordem alfabética

e aplicam-se as regras FEFO e FIFO com os mesmos critérios.

7. Interacao farmaceéutico-utente-
medicamento

O farmacéutico é o especialista do medicamente e o agente de saide publica que mais
proximidade tem com a populacdo. Muitas vezes é ao farmacéutico que o utente recorre
mesmo antes de se dirigir ao médico, sendo este ato mais acentuado pela Pandemia Covid-
19. A proximidade com o utente nao se traduz apenas pela proximidade fisica, mas vai muito
além disso e assenta na confianga que o utente deposita no farmacéutico, porque este se
mostra sempre disponivel a ajudar e a contribuir para a melhoria da sua satide. Durante o
meu estagio, tive a oportunidade de assistir a diversas situa¢ées em que o utente se dirigia
a farmAcia s6 para ter a opinido de um dos elementos da equipa, porque é na farmacia que

deposita a sua confianca.

Segundo o artigo 10° do Cbédigo Deontologico da Ordem dos Farmacéuticos “A principal
responsabilidade do farmacéutico é para com a satide e bem-estar do doente e do cidaddo
em geral, devendo por o bem dos individuos a frente dos seus interesses pessoais ou
comerciais e promover o direito a um tratamento com qualidade, eficdcia e seguranca.”
Para além disso, no ambito dos cuidados farmacéuticos o farmacéutico tem a
responsabilidade de promover o uso racional dos medicamentos e de monitorizagdo dos
doentes, enquanto profissionais que integram o sistema de satade [99].

Efetivamente, para um farmacéutico comunitario a comunicac¢ao em saide com os utentes
¢ um ponto fulcral, onde se preconiza influenciar as decisoes dos utentes no sentido de
promover a saude. Esta comunicacao deve ter por objetivos promocao e educacao em satde,
prevencao de riscos e doencas, sugestao de mudancas comportamentais, informacao sobre
doencas e sobre a sailde. Resumidamente, toda a comunicacao é expressa em dois niveis,
verbal e nao-verbal, sendo que a comunicacao verbal exterioriza o ser social e é expressa
pela linguagem falada ou escrita, e a comunica¢do nao-verbal exterioriza o psicologico e
assenta na demonstracao de sentimentos. O conhecimento cientifico do farmacéutico é

importante, mas pouca relevancia tem se o profissional nao apresentar um bom
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relacionamento interpessoal, empatia e assertividade, por isso é importante adaptar sempre

a postura e linguagem ao nivel sociocultural do utente [106].

O atendimento Holon é padronizado nas farmacias do grupo, mas permite a personalizacao,
tendo em conta cada utente. A comunicacdo com o utente ndo deve ser unidirecional, por
isso a aproximacao ao utente deve ser feita por meio de perguntas abertas, que permitam
obter a informacgao necesséria sobre o motivo de deslocamento a farmécia e a partir dai
iniciar o aconselhamento farmacéutico. A primeira fase do atendimento permite conhecer
as davidas do utente, possiveis erros, efeitos secundarios e assim estabelecer uma relacao

de confianca com o utente.

O ato de receber o utente deve fomentar a sua empatia para facilitar a comunicacdo com o
mesmo. A maioria dos utentes que frequentam a FSJ sdo idosos polimedicados com
patologias cronicas, e muitas vezes esta populacdo carece de muita aten¢ao, porque as
posologias ndo vém descritas nas recitas ou quando ha alteracao de medicamentos, e é dever
do farmacéutico informar o doente, assegurando sempre se este entende para que efeito € a
medicacdo e a forma de tomar (como, quantas vezes e quando). Os efeitos secundarios
devem ser referidos com cautela para nao instituir medo no utente e este evite tomar a

medicacao, os beneficios devem ser maximizados em relacao aos riscos.

Durante o estagio, presenciei e vivenciei varias situacoes de erros de toma da medicacao,
nao apenas em idosos, mas também em populacao mais jovem, por falta de informacao do
uso correto do medicamento. Uma situacao bastante comum é os utentes tomarem bilastina
de forma incorreta, os casos que tive a oportunidade de aconselhar faziam a bilastina as
refeicoes, quando esta deve ser tomada 1h antes de comer ou 2h depois, devido a
interferéncia dos alimentos no mecanismo de acao do farmaco. Este pequeno gesto tem um
grande impacto para o utente e permite reduzir a toma didria de bilastina de varios

comprimidos, para apenas um.

A dispensa de medicamentos ocorre sempre apds a validacao pelo farmacéutico da
medicacao prescrita, para despistar possiveis erros de duplicacao ou erro na prescricao, bem
como no aconselhamento de medicamentos em regime de automedicacao, quando o utente
procura em primeiro lugar a ajuda do farmacéutico, aqui é essencial ter em conta toda a

informacao do utente e adequar os medicamentos em cada caso.
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7.1. Farmacovigilancia

A Farmacovigilancia é definida pela Organiza¢ao Mundial de Satide (OMS) como a “ciéncia
e as atividades que se relacionam com a detecdo, a avaliacao, a compreensao e a prevencao

de reacgoes adversas ou de qualquer problema que se relacione com farmacos”.

Em Portugal, o Sistema de Farmacovigilancia esta organizado em 3 patamares, sendo eles
a Unidade Regional de Farmacovigilancia (URF), o Sistema Nacional de Farmacovigilancia
(SNF), que é coordenado pelo INFARMED I.P., e a Agéncia Europeia do Medicamento
(EMA). Caso sejam detetadas reagoes adversas aos medicamentos (RAM) na FSJ, estas sao
notificadas e posteriormente analisadas pela Unidade de Farmacovigilancia da Beira

Interior, que é responsavel pelas notificacoes da regiao de Viseu, Guarda e Castelo Branco.

Atualmente, todas as RAM podem ser submetidas online no Portal RAM por profissionais
de saude ou utentes e, idealmente, a submissao devera ser feita até dez dias apos a
ocorréncia. Deve ser relatado tudo para que a avaliacdo sobre a situagido seja a mais

completa possivel.

Durante o estagio nao identifiquei qualquer RAM nos utentes da FSJ, contudo aprendi que
¢ importante estabelecer uma relacao de confianca com o utente, para que ele sinta a
vontade connosco quando algo corre menos bem e assim possa transmitir toda a

informacao, por mais pequena que seja.

7.2. Medicamentos fora de uso - VALORMED

A reciclagem é cada vez mais importante ndo apenas no lixo comum, mas também nos
medicamentos e respetivas embalagens, folhetos, blisters, frascos e bisnagas. A
VALORMED é uma sociedade sem fins lucrativos, e surge com a premissa de responder ao
desafio de implementar um sistema para a recolha e tratamento dos residuos de
medicamentos, respondendo com um processo de recolha e tratamento seguros, evitando
que estes residuos sejam acessiveis como outros residuos urbanos, contribuindo para a

preservacao ambiental e protegendo a satide publica.

Na FSJ, incentivamos os utentes a trazer os seus medicamentos fora de uso e a deposita-los
no contentor, disponibilizado pela VALORMED para este efeito. Quando este contentor
atinge a capacidade maxima é selado e pedida a sua recolha pela OCP através do

Sifarma2000, inserindo o lote e nimero de série do contentor em questdao. Apos este
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processo € impresso um talao onde consta a informacgao da farmécia, nimero de série do
contentor, um campo para a assinatura do Farmacéutico e outro para a assinatura do

armazenista.

8. Dispensa de medicamentos

A dispensa de medicamentos é a atividade mais significativa realizada em farmacia
comunitaria e de grande responsabilidade para o farmacéutico. Segundo as Boas Praticas
Farmacéuticas para a Farmacia Comunitaria, “a cedéncia de medicamentos é o ato
profissional em que o farmacéutico, apos avaliacdo da medicagao, cede medicamentos ou
substancias medicamentosas aos doentes mediante prescricio médica ou em regime de
automedicacdo ou indicacdo farmacéutica, acompanhada de toda a informacao
indispensavel para o correto uso dos medicamentos. Na cedéncia de medicamentos o
farmacéutico avalia a medicacdo dispensada, com o objetivo de identificar e resolver
problemas relacionados com os medicamentos (PRM), protegendo o doente de possiveis

resultados negativos associados a medicagao”.

Efetivamente, é extremamente importante existirem procedimentos para a receciao da
prescricdo e respetiva confirmacido, no caso dos MSRM, e ainda para a indicagdo
farmacéutica, no caso de MNSRM ou MNSRM-EF, os quais serdo abordadas nos capitulos

seguintes.

Assim, tendo em conta o tipo de dispensa efetuada, os medicamentos classificam-se em
MSRM e MNSRM. Entre os MSRM podem ainda ser classificados como genéricos ou de
referéncia, sendo os medicamentos de referéncia os que recebem autorizagao de introducao
no mercado (AIM) com base em documentacdo completa, medicante apresentacao de
ensaios farmacéuticos, pré-clinicos e clinicos. Por outro lado, os medicamentos genéricos
possuem a mesma composicao qualitativa e quantitativa em substancias ativas, mesma
forma farmacéutica e a mesma bioequivaléncia com o medicamento de referéncia,
demonstrada por estudos de bioequivaléncia [103]. Mediante o previsto na legislacao, as
farmécias devem ter sempre um stock minimo de trés dos cinco medicamentos genéricos
mais baratos de cada grupo homogéneo, para que o utente seja livre de exercer o seu direito

de opcao.
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8.1. Dispensa de Medicamentos sujeitos a receita médica
(MSRM)

A dispensa de MSRM prende-se com a existéncia de uma prescricao médica, que pode ser
eletronica ou manual. Existem atualmente trés tipo de receitas possiveis, sendo elas receitas
manuais, receitas eletronicas materializadas ou eletronicas desmaterializadas/receitas sem
papel (RSP).

De acordo com a Portaria n®224/2015, de 27 de julho, quando ndo h4 possibilidade por
parte do prescritor para realizar a prescricao eletronica, este devera apresentar uma das
seguintes justificacoes: faléncia informatica; inadaptacao do prescritor; prescricao no
domicilio ou limite de prescri¢ao até 40 receitas por més [107]. Uma das quatro opcoes
descritas anteriormente, deve estar assinalada, o ndo preenchimento da mesma pode
implicar a inviabilidade da receita, devendo o farmacéutico confirmar sempre o seu
preenchimento. A receita manual possui uma validade de 30 dias seguidos, contando da
prescricao, e nela apenas podem ser prescritos 4 medicamentos, 1 caixa de cada um, ou 2
caixas por medicamento, nunca excedendo as 4 caixas por receita. No entanto, existe a
excecdo da prescricio de medicamentos com apresentacdo em forma unitiria, sendo
permitido prescrever quatro caixas numa sO receita. Para além disso, a receita nao é
renovavel o que implica que seja toda dispensada num tnico momento e posteriormente
arquivada na farmécia para posterior comparticipacao. No caso de o médico prescritor nao

indicar o tamanho da embalagem, é cedida a embalagem com o menor ntimero de unidades.

Conforme o Artigo 12° da Portaria n®224/2015, de 27 de julho, a receita manual s6 é valida
se incluir os seguintes elementos:

— vinheta identificativa do local da prescricdo, identificacio da especialidade e
contacto do prescritor, referéncia a regime especial de comparticipacao de
medicamentos, denominacao comercial do medicamento, cédigo nacional de
prescricao eletronica do medicamento (CNPEM) ou outro codigo oficial
identificador do produto, apenas quando aplicaveis;
vinheta identificativa do médico prescritor;
nome e nimero de utente;
assinatura do médico prescritor;

dosagem, forma farmacéutica, dimensao da embalagem, nimero de embalagens;

Vbbbl

data da prescricao.
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As receitas eletronicas materializadas tém carateristicas comuns com as receitas manuais,
sendo que podem ser prescritos 4 medicamentos distintos, num total de 4 embalagens por
receita, e no maximo podem ser prescritas 2 embalagens por medicamento. Quando existem
medicamentos em forma unitaria podem ser prescritas até 4 embalagens do mesmo
medicamento ou 12 embalagens quando sdo tratamentos de longa duracdo. Estras
prescricoes geralmente tém uma validade de 30 dias a contar da data de emissao, podendo
ir até aos 6 meses de validade quando sao prescritas como receita eletronica renovavel com
3 vias. Cada via possui inscrita a mencao da via respetiva e um niimero de receita iinico. A
dispensa por cada via é Unica, ou seja, apés dispensar uma via essa mesma nao pode ser

dispensada mesmo que o utente nao levante todas as unidades disponiveis na mesma.

As receitas eletronicas desmaterializadas ou receitas sem papel (RSP) sdao enviadas via SMS
ao utente e podem ser acedidas na aplicacao MySNS Carteira ou no portal SNS, para além
disso podem ser impressas as guias de tratamento das mesmas, onde constam os codigos
para aceder a receita através do Sifarma2000. Atualmente, as RSP representam o maior
volume de receitas dispensadas, possuindo a vantagem de o utente adquirir a quantidade
que pretende de cada linha da prescricao desde que a mesma esteja dentro da validade. Cada
linha de prescricdo de uma RSP pode conter 2 embalagens, quando se trata de tratamentos
de curta duracgdo, com validade de 30 ou 60 dias, ou 6 embalagens quando se trata de
tratamentos de longa duracio, sendo que nestes casos a validade é de 6 meses, a partir da
data de emissdao. No caso de embalagens unitarias podem ser prescritas 4 embalagens do
mesmo medicamento ou 12 embalagens, nos casos de tratamento de longa duracao. Para
além disso, medicante justificacdo médica é possivel prescrever um namero de embalagens

superior, ao anteriormente mencionado, e com validade superior a 12 meses.

Efetivamente, em qualquer tipo de receita a prescricio devera ser feita por DCI
(Denominacao Comum Internacional) e incluir a dosagem, forma farmacéutica, quantidade
e posologia. A prescricdo podera ser por nome comercial nos seguintes casos previstos:
medicamento de margem ou indice terapéutico estreito; uma reacdo adversa previamente
reportada a outros medicamentos com a mesma substancia; ou prescricio para

continuidade de um tratamento com duracao superior a 28 dias [107].

Assim, durante o meu estagio pude contactar com os trés tipos de receitas e proceder as
respetivas dispensas. Para além disso, ainda efetuei dispensa de receitas ao abrigo de planos
de complementaridade ou comparticipacao especial, os quais serao abordados no capitulo

seguinte.
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8.2.Regimes de comparticipacao

A legislacdo prevé atualmente a possibilidade de comparticipacdo dos medicamentos
através de um regime geral e de um regime especial, onde o regime especial apenas se aplica
a situacoes especificas como determinadas patologias ou grupos de doentes. Entao, os
MSRM podem ser sujeitos a comparticipacao do estado portugués mediante prescricao aos
beneficiarios do SNS ou de outros subsistemas publicos de satde. A Portarian® 195-D/2015,
de 30 de junho, estabelece os grupos e subgrupos farmacoterapéuticos de medicamentos
que podem ser objeto de comparticipagdo e os escaldes respetivos. Existem 4 escaloes A, B,
C ou D e sao comparticipados em 90%, 69%, 37% e 15 %, respetivamente, sendo a
comparticipacao. A comparticipacao assume uma percentagem do PVP do medicamento e

varia consoante o regime de comparticipacao [108].

Na FSJ as comparticipagdes que ocorrem com maior frequéncia sao feitas através do regime
geral, pelo SNS, ou através de regime especial, pelo organismo SNS-Pensionistas. Para além
disso, na Covilha sdo muito frequentes receitas com regime de comparticipacao de
medicamentos aos pensionistas, que até 1984 descontaram para o Fundo Especial de
Seguranca Social do Pessoal da Industria de Lanificios. De acordo com a Portaria n°
287/2016, de 10 de novembro, alterada pela Portaria n® 154/2018, de 28 de maio, os
Trabalhadores da Industria dos Lanificios tém comparticipacio de 100% do PVP do
medicamento. Dentro do regime de comparticipacdo especial, na FSJ temos também
utentes com comparticipacao de produtos destinados ao autocontrolo da diabetes mellitus

(DM) e uma utente comparticipacao de produtos dietéticos com carater terapéutico.

Durante o estigio pude também contactar com casos de complementaridade da
comparticipacao, sendo eles diplomas legais e subsistemas de comparticipacao, como os
CTT, Servico de Assisténcia Social (SAMS) do Sindicato dos Bancarios, Multicare. Nestes
casos o utente abrangido devera apresentar um cartao de beneficiario valido, para que se

registe no Sifarma2000 o nimero do cartao.

8.3.Medicamentos estupefacientes e psicotropicos

Os Medicamentos Estupefacientes e Psicotropicos (MEP) atuam diretamente no sistema
nervoso central e podem atuar como estimulantes ou depressores, com repercussoes em
todo o organismo. Devido as suas propriedades e por serem também associados a atividade
ilicita sdo sujeitos a legislagao especial, e a sua dispensa difere dos restantes medicamentos.

As substancias que s3o classificadas como estupefacientes ou psicotropicos estdo
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discriminadas nas tabelas I e I do Decreto-Lei n°15/93, de 22 de janeiro, e no n°1 do artigo
86.° do Decreto-Regulamentar n°61/94, de 12 de outubro. No caso de estes medicamentos
serem prescritos numa receita manual, tém de ser prescritos isoladamente, nas RSP nao

existe esta obrigacao.

Importa referir ainda que durante o ato da dispensa o adquirente deve apresentar sempre
um documento de identificacdo que deve ser verificado e os dados sdao de preenchimento
obrigatorio no Sifarma2000. Deve ser registado o nome do utente, data de nascimento,
numero e validade do documento de identificacdo apresentado, e estes mesmos dados

devem ser preenchidos para o adquirente, que pode ser o mesmo que o utente ou nao.

8.4.Dispensa de proximidade de medicamentos hospitalares

A dispensa de medicamentos hospitalares nas Farmacias Comunitarias permite ao utente a
acessibilidade ao medicamento de forma mais comoda e uma maior adesao a terapéutica.
Existem atualmente varios programas nos hospitais com este servico disponivel, sendo
possivel ao utente escolher a farmacia da sua preferéncia para efetuar o levantamento da
medicacdo. A pandemia Covid-19, por meio da Operacdo Luz Verde, permitiu que se
comecassem a efetuar mais dispensas de medicamentos hospitalares em tempo mais curto

para garantir o acesso ao medicamento.

Na FSJ, temos varios programas, sendo o mais significativo o PEMProxi (Programa de
entrega de medicamentos de proximidade) do Centro Hospitalar Universitario de Coimbra
(CHUC) que permite que o medicamento chegue a farmacia através da Empifarma,
assegurando-se sempre as devidas condi¢oes de armazenamento de seguranca. Quando os
medicamentos dao entrada na farmaécia, o utente é avisado que a medicacao ja se encontra
disponivel para levantamento. Os medicamentos veem acompanhados de 2 folhas com a
informacdo do utente e informacdo farmacoterapéutica, que deverdo ser assinadas e
datadas pelo utente ou responsavel pelo seu levantamento. Aquando da dispensa é

preenchida, por um farmacéutico, toda a informacao relativa a dispensa no Sifarma Clinico.

9. Automedicacao

A automedicacio consiste no estabelecimento de um tratamento farmacolégico com
MNSRM por iniciativa do doente. O doente dirige-se a farméacia para pedir o medicamento
e o farmacéutico deve sempre orientar para a utilizacdo ou nao dos medicamentos

solicitados para automedicacao, fomentando o uso racional do medicamento [99]. Aquando
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da automedicacao podera ocorrer cedéncia de medicamentos por indicagao farmacéutica,
onde o farmacéutico podera sugerir, se necessario, um produto mais indicado para a
condicdo do utente. Durante o meu estagio existiram algumas situacoes semelhantes, uma
delas foi o aconselhamento e cedéncia do Atyflor em detrimento do UL-250 para tratar a
diarreia, uma vez que o Atyflor € um simbio6tico que permite apenas uma toma por dia e
possuiu 7 estirpes de probioticos e fructooligossacarideos, sendo mais completo e comodo

para o utente.

Efetivamente, quando o utente se dirige a farmacia a solicitar um MNSRM é de extrema
importancia recolher o maximo de informacao sobre o estado do utente para compreender
se a opcao terapéutica se adequa, se é necessaria, se interage com outros medicamentos que
o0 utente possa estar a tomar ou se sio necessarios cuidados médicos. E importante que a
pratica da automedicacdo ndo se banalize e que seja sempre acompanhada por
aconselhamento farmacéutico, uma vez que o mau uso da mesma podera mascarar sintomas
ou até causar interacoes medicamentosas. A legislacdo prevé no anexo do Despacho
n°17690/2007, de 23 de julho as situacoes passiveis de automedicacao, consideradas um
transtorno menor ou sintoma menor, entendido como um problema de carater ndo grave,
ndo autolimitante e de curta duracdo, que nao esteja relacionado com manifestacoes de

outros problemas de satide do doente.

Os MNSRM distinguem-se ainda dos MNSRM-EF, uma vez que estes altimos s6 podem ser
cedidos numa Farmacia Comunitaria, sob a intervencao farmacéutica e se constarem do
Anexo I do Regulamento dos medicamentos nao sujeitos a receita médica de dispensa
exclusiva em farmacia. Durante o meu estagio tive a oportunidade de dispensar MNSRM e
MNRM-EF, sendo a maioria das situacOes referentes a distrbios gastrointestinais,
hemorroidas, dores de garganta, congestao nasal, alergia, gripes e constipacoes, insonias,
contracecao hormonal de emergéncia, dermatite de contacto, fungos e dores musculo-

esqueléticas.

10.Aconselhamento e dispensa de outros
produtos de saude

10.1. Produtos de dermofarmacia, cosmética e higiene

Como referido anteriormente, um produto cosmético é qualquer substancia ou mistura que
entra em contacto com as partes externas do corpo ou com os dentes e mucosas bucais, e

cuja funcao pode ser limpar, perfumar, modificar o aspeto, proteger, manter em bom estado
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ou corrigir odores corporais. Assim sendo, na FSJ temos uma vasta gama de produtos

cosméticos que se pressupoem as fungdes mencionadas.

Efetivamente, todos estes produtos sdo de venda livre, contudo o aconselhamento
farmacéutico pode ser valioso e decisivo na aquisicdo do produto mais adaptado as
necessidades do utente. O farmacéutico deve identificar a necessidade do utente e avaliar se
existe a necessidade de consulta médica ou se podera indicar uma solugio. Na FSJ, temos
varias gamas direcionadas para a limpeza dos dentes e mucosas, higiene corporal, pele
atopica, hidratagao da pele, protecao solar, limpeza do rosto e tratamento capilar. Entre as
gamas de hidratacao temos produtos anti-envelhecimento, para peles oleosas ou acneicas e
peles sensiveis com vermelhiddao. Nas gamas de tratamento capilar temos produtos anti-

queda, fortificantes, para couro cabeludo sensivel, entre outros.

Durante o meu estagio tive a oportunidade de aconselhar alguns destes produtos, sendo que
num dos atendimentos a utente tinha aplicado produtos para pele oleosa e feito exfoliacao
diaria da pele que resultou na pele da mesma irritada em descamacao, perante isto
aconselhei a aplicacdo de um creme apaziguante da Avene, evitar as esfoliacoes diarias,
lavagem com um gel mais hidratante e se caso nao existissem melhorias para regressar a
farmacia. A utente regressou a farmacia por outros motivos e a situacao da irritacdo e
descamacao estava resolvida. Outra situacao decorrida durante do estagio, foi uma utente
que me pediu um corticoide topico e apos questionar o porqué a mesma explicou que seria
para aplicar num eczema no contorno do olho. Expliquei que naquela zona a tGltima opcao
seria o corticoide e que deveriamos comecar por um creme para eczema das palpebras da

Ducray, e efetuei a dispensa do mesmo.

10.2.Produtos dietéticos para alimentacao especial

Existem na farmacia varios produtos dietéticos para alimentacao especial que dao resposta
a diferentes problemas e populacoes. Estes produtos sao muito procurados para a
populacao geriatrica, doentes com disfagia, diabéticos, doentes em risco de nutricao,
doentes oncolbgicos, entre outros. Na FSJ existem varios produtos para alimentacao
entérica como espessantes, papas multivitaminicas, preparacoes multivitaminicas liquidas
hiperproteicas e hipercaldrias, produtos especificos para as dificuldades de mastigacao e/ou

degluticio.

Relativamente as comparticipacoes nestes produtos, pode estar associado um Programa de

Apoio Especial (PAE) que os comparticipa em complementaridade ou nao com o SNS. Os
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produtos que beneficiam de comparticipacao constam da lista disponivel no site da Dire¢ao
Geral de Saude (DGS), e seguem as mesmas regras dos medicamentos no que respeita o

numero de embalagens e validade de prescricao.

Durante o meu estagio na FSJ tive contacto com o produto Glycosade que é um amido de
milho com alto teor de amilopectina, adaptado para as necessidades de utentes com doencas
de armazenamento de glicogénio (DSG). Este produto tem comparticipaciao do estado em
100% do seu PVP.

10.3.Produtos dietéticos infantis

A ESPGHAN (Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia e
Nutri¢do), a Comissao de Nutricdo da Sociedade Portuguesa de Pediatria e a OMS
concordam que o lactente pode ser exclusivamente amamentado durante os primeiros 6
meses de idade, e a amamentacao deve ser mantida a par da introducao da dieta familiar,
até aos 12/24 meses. Caso o aleitamento materno seja insuficiente ou nao seja possivel, deve
utilizar-se em complementaridade ou em alternativa formulas infantis, cuja composicao é

adaptada as necessidades do lactente.

Atualmente, existe uma grande variedade de formulas para lactentes e leites de transicao, e
ainda leites sem lactose, hipoalergénicos, anti-regurgitacao, anti-obstipantes e para bebés
prematuros. Existe ainda uma gama variada de papas pré-preparadas ou em po. Assim,
consoante a necessidade é possivel escolher o leite mais indicado e ainda adaptar o leite
durante o crescimento da crianca, por exemplo o teor proteico do leite é um dos parametros

que acompanha o crescimento.

Por dltimo, importa referir que o aleitamento materno mesmo que intercalado com a
férmula infantil traz sempre vantagens comparativamente com a alimentagao exclusiva com
formula infantil, uma vez que se adapta mediante as necessidades imediatas do lactente

[109], [110].

10.4.Fitoterapia e suplementos nutricionais

Um medicamento a base de plantas é definido como qualquer medicamento que contenha
exclusivamente substancias ativas derivadas de plantas ou preparacoes a base de plantas,
de acordo com o Decreto-Lei n®176/2006, de 30 de agosto. Durante o meu estagio os

pedidos mais frequentes de fitofArmacos foram de produtos para a obstipa¢ao (Agiolax),
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produtos com acao sedativa (Valdispert), produtos para infe¢bes urinarias recorrentes
(arando vermelho), produtos para a reducao co colesterol (levedura de arroz vermelho) e

produtos para a reducao do apetite (Konjac).

O suplementos alimentares sdo géneros alimenticios, regidos pela Direcdo Geral de
Alimentacao e Veterinaria (DGAV), e sdo constituidos por fontes concentradas de
nutrientes, ou outras substancias com efeito nutricional ou fisioloégico que se destinam a
complementar e/ou suplementar o regime alimentar normal, ndo devendo ser utilizados
como substitutos de uma dieta variada, segunda consta do Decreto-Lei n® 136/2003, de 28
de junho. Durante o estagio depois de perceber qual a medicagado habitual do utente, outros
suplementos consumidos, produtos a base de plantas, produtos homeopaticos, patologias
cronicas e necessidades do utente, aconselhei e dispensei alguns suplementos com diversas

finalidades, com vitaminas e minerais diversos.

10.5.Medicamentos de uso veterinario

Um medicamento de uso veterinario (MUV) é uma substancia ou associagao de substancias
com propriedades curativas, preventivas, ou de diagnostico, utilizada num animal,
exercendo uma acao farmacologica, imunolégica ou metabodlica e que restaure, corrija ou
modifique as funcoes fisiologicas de um animal, de acordo com o estipulado pelo Decreto-

Lei n°148/2008, de 29 de julho.

Durante o meu estagio tive a oportunidade de aconselhar e dispensar alguns MUV,
nomeadamente para animais de companhia. Aquando do aconselhamento é importante
saber sempre qual é o animal, a sua idade e peso, para a indica¢ao dos produtos ser a mais
correta. Os produtos mais dispensados foram os desparasitantes internos e externos, no
caso dos internos é sempre importante aconselhar um desparasitante em profilaxia, para os
respetivos donos. Para além disso, pude ainda ver algumas prescricoes de médicos
veterinarios em que faziam o ajuste de dose dos medicamentos de uso humano a dose para

o animal em questao.

10.6.Dispositivos médicos

Os dispositivos médicos sao usados diariamente por profissionais de satde e publico em
geral, sendo importantes instrumentos de satde, uma vez que o seu impacto na satide e nas
despesas com os cuidados de saude sao significativos. Os dispositivos médicos sao

destinados a fins comuns aos dos medicamentos, como prevenir, diagnosticar ou tratar uma
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doencga, contudo os seus mecanismos nao incluem acoes farmacoldgicas, metabolicas ou

imunologicas.

Existem 4 classificacoes para os dispositivos médicos consoante os potenciais riscos,
carateristicas ou funcionamento do dispositivo:

— Classe I — baixo risco

— Classe IIa — baixo médico risco

— Classe IIb — alto médico risco

— Classe III — alto risco
Para as classes anteriormente mencionadas também é tida em conta a invasibilidade do

dispositivo, duragao do contacto, zona anatémica e vulnerabilidade da mesma.

Durante o meu estagio pude aconselhar e dispensar diferentes dispositivos médicos,
nomeadamente, termémetros, tensiometros, seringas, compressas, luvas, preservativos e
mascaras cirurgicas/FFP2. Existem ainda dispositivos médicos em forma de xarope

(Grintuss®) e granulos anti-diarreicos (SmectaGo®), entre outros.

Por altimo, importa referir que a partir do dia 26 de maio de 2021 se aplica o Regulamento
de Dispositivos Médicos (RDM) com a revogacao da legislacao nacional, no que é abrangido

pelo RDM (Decreto-Lei n°145/2009 e Lei n°21/2014).

11. Outros cuidados de satide prestados

Enquanto Farméacia do Grupo Holon, a FSJ disponibiliza uma variedade de servigos
farmacéuticos para promocao de satide e bem-estar, previstos na legislacao. Assim, a FSJ
disponibiliza:
— Servico Check Saude;
Administracdo de Vacinas e Injetaveis;
Servico de Consulta Farmacéutica;
Servico de Cessacao Tabagica;
Servigo de Pé-Diabético;
Servico de Podologia;
Servico de Nutricao;

Servigo de Dermofarmaécia;

R e

Preparacao Individualizada de Medicagao (PIM).
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Durante o meu estagio tive contacto com o servico de check satide, administracao de vacinas

e injetaveis e pé-diabético, os quais serao abordados nas sec¢oes seguintes.

11.1. Servico de Check Saude

O Servico Check Satde consiste na medicao dos parametros bioquimicos (glicémia capilar,
colesterol, triglicéridos; acido trico) e dos parametros fisiologicos (pressao arterial). Este
servico é prestado no gabinete de atendimento individualizado para maior privacidade do
utente e um aconselhamento que permita instruir o utente sobre medidas nao
farmacologicas complementares a terapéutica e que contribuam para um estado de mais

saude.

Durante o meu estagio pude efetuar todos os tipos de medicoes mencionadas,
maioritariamente a utentes idosos. Este servico mostra ser de extrema importancia para a
saude dos utentes, uma vez que permite detetar situacoes ainda nao diagnosticadas e
encaminhar para a consulta médica, bem como monitorizar a efetividade de terapéuticas

novas.

11.2. Servico de administraciao de vacinas e injetaveis

A administracao de vacinas e injetaveis nao incluidos no PNV deve ser realizada por
farmacéuticos com formacao reconhecida pela Ordem dos Farmacéuticos, sendo que na FSJ

a administracao é realizada pela Dr.2 Dina Esteves.

Efetivamente, sempre que é administrado um injetavel na FSJ é registado o nome do utente,
data de nascimento, medicamentos ou outras vacinas administradas, lote e validade do
injetavel, via de administracao e identificacao do farmacéutico que efetua a administracao.
Depois do preenchimento dos dados é efetivada a administracdo no gabinete de

atendimento individualizado, que se encontra equipado no caso de reacao anafilatica.

11.3. Servico de pé diabético

O servico de pé diabético é prestado mensalmente por um enfermeiro e permite a avaliacao
da funcdo arterial na pessoa com diabetes, sendo determinante para a prevencao

diagnostico e tratamento de complicagoes.

O pé diabético é uma das principais complicacoes mais graves da diabetes, podendo resultar

em amputacoes parciais ou totais, por isso este servigo é imprescindivel aos doentes com
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diabetes, permitindo também instruir o utente de medidas preventivas necessarias na sua

condicao.

11.4. Projetos na comunidade

As Farmacias do grupo Holon sdo farmacias dinamicas e em estreito contacto com a
populacio, desenvolvendo varios projetos e atividades na comunidade. Durante o meu
estagio tive a oportunidade de participar num rastreio de dois dias, que decorreu na
empresa J3LP, no parque industrial do Fundao. A atividade consistiu na medicao da
glicémia capilar, medicao da pressao arterial, determinacao de parametros antropométricos
(peso, altura, IMC) e sensibilizar para risco de desenvolver diabetes mediante

preenchimento de um questionério.

12. Preparacao de medicamentos

12.1. Medicamentos Manipulados

A industrializa¢do no setor farmacéutico levou a diminui¢do do volume de medicamentos
manipulados preparados nas farmécias comunitarias. Ha atualmente situagdes que ainda
justificam a preparacdo de medicamentos manipulados, sendo elas preparacoes de
aplicacao topica, preparacgoes para uso pediatrico com ajuste de dosagem e preparacgoes para
doentes com farmacocinética ou condi¢des de administracao alteradas que justifiquem

alterar a forma farmacéutica.

Efetivamente, a FSJ ndo prepara medicamentos manipulados, contudo tive a oportunidade
de presenciar a preparacao dos mesmos na Farmacia Diamantino (FD), no Fundao, e ainda
aprender sobre toda a dinamica de um laboratorio de uma Farmacia Comunitaria. Durante
a experiéncia na FD, colaborei na preparacao de uma Solucao oral de Nitrofurantoina a
0,5% e uma Solucao oral de cloridrato de propanolol a 10 mg/ml, sendo que ambas as

preparacoes se destinavam a uso pediatrico.

Um medicamento manipulado é qualquer formula magistral ou preparado oficinal
preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico [111]. Quando da
entrada na FSJ uma prescricao em que conste “manipulado” ou “FSA” (faga segundo a arte),
é feito um pedido de orcamento a FD e o mesmo ¢é dado ao utente, podendo este escolher se

adquire ou ndo o manipulado. Em caso de a resposta ser afirmativa a FD prepara o
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manipulado e posteriormente envia o mesmo para a FSJ, respeitando todas as condigoes de

conservacao aquando do transporte.

O farmacéutico deve sempre verificar a prescricao e certificar de que as matérias-primas
nao implicam contraindicacoes, que nao ha interacdo com outros medicamentos que o
utente toma e de que nao ha interacoes entre os componentes do manipulado prescritos.
Quando a prescricdo se encontra correta é elaborado um procedimento e sao realizados
todos os célculos necessarios a preparacao do manipulado, para que tudo aconteca com o
maior rigor possivel e que possa ser repetido o método de preparacao do manipulado. Apo6s

a preparacao, sao realizados os ensaios de qualidade e registados os resultados dos mesmos.

Os laboratérios das farmicias sdo extensamente regulamentados e possuem uma lista de
material obrigatorio, bem como normas relativas a prescricao, ao fabrico, a preparacao, as
substancias permitidas e/ou proibidas, ao regime de precos e comparticipacoes de
manipulados, que permite conferir e garantir a credibilidade, seguranca, e manutencao do

reconhecimento terapéutico enquanto especialidade farmacéutica [111].

Para além disso, as matérias primas devem ser sempre acompanhadas do seu boletim de
andlise e da ficha do produto que garante a conformidade do produto com as exigéncias das
monografias das farmacopeias. Na FD, as fichas das matérias primas e boletins de anélise
ficam guardadas em suporte digital e em papel, bem como as fichas de preparacao e

prescricoes de manipulados.

A rotulagem dos medicamentos manipulados deve fornecer toda a informacao necessaria
ao utente e é da responsabilidade do farmacéutico, para além disso, deve conter sempre
identificacdo da farmacia, identificacdo do farmacéutico diretor técnico, nome do utente,
formula do medicamento, nimero de lote atribuido, prazo de validade, condicGes

especificas de conservacao, instrucoes especiais, via de administracao e posologia.

Por ultimo, o preco do medicamento manipulado é calculando partindo do custo das
matérias primas, honorarios de manipulacao, custo do material de embalagem e respetivos
fatores multiplicativos definidos na Portaria n®769/2004, de 1 de julho, para além disso,
acresce ainda o valor do IVA a 6%. Alguns manipulados nao possuem qualquer tipo de
comparticipa¢do, contudo o Despacho n®18694/2010, de 18 de novembro, aprova uma lista
de manipulados com 30% de comparticipacao. Para aceder a comparticipacdo o médico
prescritor deve indicar na receita substancia ou substancias ativas, respetiva concentracao,

excipiente, ou excipientes aprovados e forma farmacéutica.
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12.2. Preparacoes extemporaneas

As preparacoes extemporaneas sao definidas como p6s ou granulos que podem ser solaveis
e originar solucOes, ou insolaveis e originar suspensdes. A maioria das preparacoes
extemporaneas no mercado sao antibioticos, comercializados em forma de p6 para posterior
preparacao da suspensdo oral. A apresentacdo em poO permite garantir uma maior

estabilidade e prolongar o prazo de validade destes produtos.

Os medicamentos em preparacoes extemporaneas sao preparados mediante a adicao da
quantidade de 4gua purificada indicada pelo fabricante, durante o ato da dispensa. Devem
ser dadas indicagoes ao utente de como conservar o medicamento e dos cuidados a ter antes
de cada toma. Na FSJ sao preparados alguns antibioticos desta forma, tendo tido a
oportunidade de preparar o Zoref, granulado para suspensao oral (cefuroxima axetil), no
caso deste antibidtico é importante instruir o utente para o guardar no frio nao mais de 10
dias, deve agitar sempre antes de usar e deve ser tomado apoés as refeicoes para melhor

absorcao do fArmaco.

13.Receituario e faturacao

Os utentes pagam parte do valor dos medicamentos, tal como referido anteriormente,
contudo a maior parte do valor das receitas é recebido pela farméacia em comparticipacoes,
por isso para a farmacia receber o reembolso de todas as comparticipagoes é necessario
conferir as receitas aviadas na farmécia durante cada més. No final de cada més é realizada
a verificacdo do receituario manual e eletronico materializado, confirmando-se a dispensa
correta dos medicamentos. Em caso de haver algum erro o utente deve ser contactado para

0 caso ser resolvido e a farmacia reembolsada.

Nas receitas é verificado o nimero, o lote, a série da receita, o organismo de
comparticipacao, medicacao dispensada, dosagens, formas farmacéuticas, dimensoes de
embalagem, PVP e encargos ao utente. As receitas sujeitas a esta verificacao sao datadas,
assinadas e carimbadas por quem efetua a dispensa e assinadas pelo utente no ato da

dispensa.

A conferéncia das receitas manuais e eletronicas materializadas ocorre ao longo de todo o
més, para corrigir possiveis incongruéncias antes do final do més, e ir organizando as
mesmas por organismos e lotes. O nimero do lote € atribuido pelo Sifarma2000, que agrupa

as receitas em lotes de 30. No final do més, quando se fecham os lotes sdo impressos os

88



verbetes respetivos, onde consta o numero de receitas, nimero de embalagens
comparticipadas, bem como PVP total, preco a pagar pelo utente e valor da
comparticipagdo. Posteriormente, as receitas que dizem respeito ao SNS e seus subsistemas
sdo anexadas aos respetivos verbetes e enviadas para o Centro de Conferéncia de Faturas
(CCF), até a data estipulada por este organismo. Apos este procedimento, o estado paga as
comparticipagdes dos medicamentos dispensados as farmécias. No entanto, os verbetes dos
lotes de receitas correspondentes a outras entidades sao enviados para a Associacao
Nacional de Farméacias (ANF). Para as receitas eletronicas desmaterializadas existe um
unico lote eletrdnico, e o Sifarma2000 fecha automaticamente os lotes a meia noite do

altimo dia do més, iniciando posteriormente uma nova sequéncia de lote.

Para além disso, para o CCF deve ser ainda enviada a relacGes resumos de lotes; guia de

proveitos; fatura eletréonica mensal; notas de débito ou crédito caso existam.

14.Consideracoes finais

O meu estigio permitiu-me entender que na farmacia comunitaria nao nos podemos limitar
a dispensar e aconselhar medicamentos, o utente deve sempre ser o centro da nossa atencao
e a componente humana n3o pode ser deixada de lado na nossa pratica diaria. O
conhecimento cientifico isolado ndo nos permite ser bons profissionais, mas a sua
associacdo com outras valéncias pode realmente ajudar-nos a comunicar e a chegar até ao

utente fazendo a diferenca.

O estagio deve ser um momento de aprendizagem e de consolidacao e acredito que o meu
me permitiu abrir horizontes e a ter uma visao mais holisticas das pessoas atras dos utentes.
Todas as orientacoes que recebi durante o estagio permitiram-me nao s6 aprender, mas

entender o impacto que a farmacia comunitaria pode ter na vida das pessoas.

Comecei este segundo capitulo por referir o simbolo da farmacia e falando da cobra e da
taga, na FSJ aprendi que os farmacéuticos e técnicos de farmécia sao como as cobras, que
mudam de pele e se adaptam independentemente da situacdo pela satude do utente.

Agradeco a equipa da FSJ e espero um dia ser como eles.
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