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Resumo

No ambito da unidade curricular de Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, o presente
documento apresenta, sob a forma de uma andlise SWOT (Strengths, Weaknesses,
Opportunities and Threats), o relatorio de estagio em Farmacia Comunitaria, relativo ao
estagio realizado na Farmacia Sao José, em Coimbra, com inicio a 9 de janeiro e término a
28 de abril de 2017, e o relatério de estagio na Diregao de Avaliagio de Tecnologias de
Saude do INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I. P,
relativo ao estagio realizado no Infarmed, em Lisboa, com inicio a 2 de maio e término a 28
de julho de 2017. Este documento inclui ainda a monografia intitulada “Exossomas e outras

vesiculas extracelulares como biomarcadores”.

Exossomas e outras vesiculas extracelulares sao pequenas vesiculas que sao libertadas de
varios tipos de células para o meio extracelular. Estas vesiculas transportam diversas
moléculas, incluindo proteinas, lipidos e acidos nucleicos, e desempenham um papel
fundamental enquanto mediadores da comunicagao intercelular. No sistema nervoso central
(SNC), as vesiculas extracelulares sao libertadas por neurénios, oligodendrocitos, astrocitos
e microglia, e tém sido implicadas em diversos processos fisiologicos. Por outro lado, estas
vesiculas tém sido associadas a progressio de doencas neurodegenerativas e de tumores
cerebrais como o glioblastoma. Uma vez que exossomas e outras vesiculas extracelulares
estao presentes em diversos fluidos corporais, estas vesiculas representam uma fonte
promissora de biomarcadores com relevancia na monitorizagao de progressao de doengas e

eficacia de terapias.

Palavras-chave: vesiculas extracelulares, exossomas, biomarcadores, doengas

neurodegenerativas, glioblastoma.



Abstract

Within the scope of the course unit of Curricular Internship of the Integrated Master’s
degree in Pharmaceutical Sciences of the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra,
this document presents, in the form of a SWOT analysis (Strengths, Weaknesses, Opportunities
and Threats), the report of the Community Pharmacy Internship, performed at Farmacia Sao
José, in Coimbra, from 9" of January to 28" of April 2017, and the report of the internship at
the Health Technology Assessment Directorate of INFARMED - National Authority of
Medicines and Health Products, I.P, performed at Infarmed, in Lisbon, from 2™ of May to 28"
of July 2017. This document also includes the monograph entitled "Exosomes and other

extracellular vesicles as biomarkers".

Exosomes and other extracellular vesicles are small vesicles that are released from various
cell types into the extracellular space. These vesicles carry diverse molecules, including
proteins, lipids and nucleic acids and play a key role as mediators of intercellular
communication. In the central nervous system (CNS), extracellular vesicles are released by
neurons, oligodendrocytes, astrocytes and microglia, and have been implicated in several
physiological processes. On the other hand, these vesicles have been associated with the
progression of neurodegenerative diseases and brain tumours such glioblastoma. As
exosomes and other extracellular vesicles are present in several body fluids, these vesicles
represent a promising source of biomarkers for monitoring disease progression and efficacy

of therapies.

Keywords: extracellular vesicles, exosomes, biomarkers, neurodegenerative diseases,

glioblastoma.
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Lista de Abreviaturas
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PNV - Programa Nacional de Vacinagao

SNS - Servico Nacional de Saude

SPR - Sistema de Precos de Referéncia

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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l. Introducao

O Farmacéutico, enquanto agente de saude publica e especialista do medicamento,
desempenha um papel preponderante na promogio da salde e bem-estar da populagio'.
Muitas das vezes, pela proximidade e facilidade de acesso as farmacias, o farmacéutico é o
profissional de saude a quem os cidadaos recorrem, numa primeira instancia, com vista a
resolucao de questoes de saude.

O exercicio da profissao farmacéutica em Farmacia Comunitaria tem vindo a exigir
do farmacéutico uma constante atualizagao dos seus conhecimentos e uma atitude pré-ativa
no desenvolvimento de competéncias diferenciadoras, fundamentais para enfrentar os
desafios emergentes da sociedade e para que seja continuamente prestado um servigo de
qualidade aos utentes.

O Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria, inserido no plano de estudos do
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC), concede aos estudantes a oportunidade de consolidar e
aprofundar os conhecimentos adquiridos ao longo da formagao académica em contexto de
pratica profissional e contribui para a aquisicio de novas competéncias, essenciais para o
exercicio da atividade farmacéutica.

O presente estagio decorreu na Farmacia Sao José, em Coimbra, com inicio a 9 de
janeiro e término a 28 de abril de 2017, sob orientagao do Dr. Paulo Monteiro, diretor
técnico e proprietario da farmacia, e colaboragao de toda a sua equipa técnica.

Elaborado sob a forma de uma andlise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities
and Threats), este relatério contempla uma abordagem aos pontos fortes e fracos do meu

estagio, e as oportunidades e ameagas observadas no decorrer desta etapa.
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2. Analise SWOT

2.1. Pontos Fortes

2.1.1. Localizacao da Farmacia

A Farmacia Sao José encontra-se situada na Avenida Calouste Gulbenkian, no centro
comercial Mayflower, em Coimbra. Esta, por isso, localizada numa zona privilegiada da
cidade, nomeadamente pela proximidade ao Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
(CHUC), as inumeras unidades de saude sediadas na area envolvente e ao Polo Universitario
das Ciéncias da Saude.

Para além de beneficiar de uma forte afluéncia de utentes ocasionais, a Farmacia Sao
José, pela sua historia e exceléncia do servico prestado a comunidade, conta ainda com
muitos utentes fidelizados. Para a farmacia, esta fidelizacdo constitui uma notdria mais-valia
no que respeita a sua sustentabilidade e permite, ao mesmo tempo, um melhor e
personalizado acompanhamento farmacoterapéutico dos seus utentes, algo que tive o prazer
de experienciar ao longo desta etapa.

A heterogeneidade de utentes que visitam a farmacia, pelas diferentes faixas etarias e
estratos socioeconomicos, assumiu-se como um dos pontos fortes deste estagio uma vez
que me possibilitou o contacto com uma grande variedade de situagoes, que pela exigéncia
de uma constante adaptacao as distintas realidades, me facultaram valorosas competéncias

enquanto pessoa e futuro profissional de saude.

2.1.2. Equipa técnica

A equipa da Farmacia Sao José é constituida por oito farmacéuticos e seis técnicos
auxiliares de farmacia, dotados de uma vasta experiéncia, que deles faz profissionais de satde
capazes de proporcionar um servigo de exceléncia a sociedade.

A diregao técnica é assumida pelo Dr. Paulo Monteiro, a quem reconhe¢o uma
paixao inata pela profissao, que pela sua forma de ser e estar, consegue liderar esta equipa
de uma forma eximia, garantindo um ambiente de trabalho Unico e propicio para satisfazer,
com prazer e sabedoria, as necessidades dos utentes.

Numa equipa com esta dimensao, a organizagdo e cooperagao entre todos €
fundamental, e neste sentido, a Farmacia Sao José aposta numa distribuicao de tarefas por

todos os membros da equipa técnica.
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A oportunidade que tive em acompanhar o trabalho de cada um dos colaboradores,
destes me terem transmitido confianga e se mostrarem constantemente disponiveis para me
ajudar, conferiu-me o a vontade que necessitava para tirar o melhor proveito deste estagio.

A hospitalidade e a boa disposicao dos colaboradores da Farmacia Sao José foram
determinantes para a minha adaptagao e para o sucesso desta etapa. Desde o inicio, senti
que era parte integrante da equipa, tendo sido, em todos os momentos, apoiado e
esclarecido com uma notavel amabilidade.

Face ao exposto, a envolvéncia de toda a equipa técnica no processo de
aprendizagem e integracao dos estagiarios €, sem duvida, um dos pontos mais fortes desta

farmacia, ja acostumada a acolher e bem formar muitos estudantes da FFUC.

2.1.3. Diversidade de tarefas

As diversas tarefas de backoffice levadas a cabo na farmacia sao essenciais para a sua
sustentabilidade e possibilitam que o ato da dispensa de medicamentos e outros produtos de
salde seja concebido nas condigoes desejadas.

Na Farmacia Sao José tive a oportunidade de realizar distintas fungoes de backoffice, a
par do atendimento ao publico, que me permitiram adquirir uma percecao global do modo
de funcionamento de uma farmacia comunitaria.

Pela confiangca em mim depositada, e pela responsabilidade incutida na execugao de

cada uma destas fung¢oes, destaco este como mais um dos pontos fortes do estagio.

2.1.3.1. Atendimento ao publico

O atendimento ao publico assume-se como uma atividade de extrema
responsabilidade pela importancia que representa na salide e bem-estar da populagao. Muitas
das vezes, o farmacéutico é o profissional de salde a quem os utentes recorrem numa
primeira instancia, pela proximidade e facilidade de acesso as farmacias e ao respetivo
aconselhamento farmacéutico.

Na Farmacia Sao José, os estagiarios sao desde cedo incentivados a iniciarem a sua
atividade no atendimento ao publico. Numa primeira fase de adaptagao, o acompanhamento
permanente por parte dos colaboradores da farmacia revelou-se fundamental para a
aquisicio de uma maior destreza com o programa Sifarma2000°®, para o aperfeicoamento da

interagao com os utentes e para a consolidagao de inumeros conhecimentos.
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O apoio incondicional da equipa técnica da Farmacia Sao José foi essencial pela
confianga e seguranga transmitidas, fulcrais para que o exercicio da minha atividade
decorresse nas melhores condigoes e para que os atendimentos fossem progressivamente
desenvolvidos de uma forma mais auténoma.

O atendimento ao publico constituiu uma das fontes mais ricas de aprendizagem pela
oportunidade de interligacao e aplicagao dos conhecimentos adquiridos na formagao
académica. Ao longo deste percurso, foi notoria a evolugao sentida a nivel do
aconselhamento farmacéutico, pela constante interagao com os utentes, pelas distintas
realidades e casos experienciados, e pelos continuos e valorosos ensinamentos transmitidos
pelos colaboradores da Farmacia Sao José. A capacidade de comunicagdo consomou-se
também como uma das principais competéncias desenvolvidas, pela constante necessidade
de adaptagao da linguagem aos utentes, essencial para assegurar que o aconselhamento
prestado é compreendido corretamente e que é promovida a adesao a terapéutica e o uso
responsavel do medicamento.

De todas as atividades desenvolvidas na farmacia durante esta etapa, o atendimento
ao publico foi indubitavelmente a mais desafiante e, a0 mesmo tempo, a mais gratificante pela
satisfacao dos utentes, que pelo reconhecimento do servi¢co prestado, me fizeram crescer a

nivel pessoal e enquanto futuro profissional de saude.

2.1.3.2. Gestao de stocks

Pelo impacto que esta atividade tem no orgamento de uma farmacia, uma cuidada
gestao de stocks é essencial para a sua sustentabilidade financeira. A este nivel, uma boa
gestao deve garantir que a farmacia disponha da quantidade adequada de produtos de forma
a satisfazer a procura dos utentes.

Ao longo desta etapa na Farmacia Sao José, tive a oportunidade de participar em
controlos periodicos de stocks, através da contagem fisica de produtos, com vista a detegao
de possiveis stocks errados e a verificagao de prazos de validade. Esta tarefa permitiu-me
conhecer uma vasta variedade de produtos, que se veio a revelar de enorme utilidade no ato
de atendimento ao publico.

A oportunidade de acompanhar, de perto, o trabalho dos farmacéuticos,
proporcionou-me um importante contacto com a vertente comercial e de gestao da

farmacia, que me conferiu valorosos conhecimentos nesta area.
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2.1.3.3. Conferéncia de receituario

A organizacao e a conferéncia de receituario assumem-se como tarefas de elevada
responsabilidade pela importancia que a receita médica representa.

Na Farmacia Sao José, as receitas sao organizadas e conferidas diariamente pelos
estagiarios e, posteriormente, revistas por parte das farmacéuticas responsaveis, antes de
serem enviadas para o Centro de Conferéncia de Faturas.

Esta atividade revelou-se fundamental na minha aprendizagem, nao sé pela
familiarizacao com os diversos regimes de comparticipagao, mas também pelas bases que me
conferiu para que estivesse mais consciente e atento no momento da validagao das receitas

médicas no ato de atendimento ao publico.

2.1.3.4. Preparacao de medicamentos manipulados

Em Portugal, face aos avangos tecnologicos na area farmacéutica, a preparagao de
medicamentos manipulados nas farmacias tem vindo a decrescer significativamente. Apesar
desta realidade, a Farmacia Sao José preza por manter a producao regular de manipulados de
forma a corresponder as necessidades ainda existentes da populagao. Assim, o farmacéutico
continua a assumir o seu papel preponderante na preparagao de medicamentos manipulados
em casos de ajuste de dose, de preparagoes ainda nao disponiveis no mercado e em
situagoes de patologias especificas.

No decorrer do estagio tive, por varias vezes, a oportunidade de acompanhar e
participar na preparagio de manipulados, sob a supervisao da farmacéutica responsavel,
onde me foi possivel aplicar e consolidar conhecimentos adquiridos durante o percurso
académico, nomeadamente das unidades curriculares de Farmacia Galénica e Tecnologia
Farmacéutica. De entre os varios medicamentos manipulados preparados, destaco, a titulo
de exemplo, a oportunidade de ter colaborado na preparagao de uma pomada de enxofre
precipitado, indicada para o tratamento da sarna (Anexo |- Ficha de Preparagao de
Manipulado).

A Farmacia Sio José possui também um software, designado por SoftGaleno®, que

promove uma gestao mais eficiente a nivel dos medicamentos manipulados.
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2.1.3.5. Gestao de encomendas

Na Farmacia Sao José, pelo avultado fluxo didrio de encomendas, a sua gestao requer
uma atenc¢ao permanente por parte dos seus colaboradores.

As encomendas diarias sao realizadas com base na definicao de stocks minimos e
maximos para determinados medicamentos e produtos de saude, consoante o respetivo
historico de vendas. As encomendas instantaneas, para as quais os estagiarios disponham de
autonomia, asseguram que a farmacia consegue adquirir, junto dos armazenistas, produtos
que nao possui em stock, num dado momento, e assim atender as necessidades dos utentes
no mais curto espagco de tempo. De referir ainda as encomendas de grande volume,
negociadas diretamente com os laboratorios, e que facilitam, geralmente, o acesso a
melhores condigoes de compra.

A participagao na conferéncia de encomendas permitiu-me obter uma visao integrada
das empresas de distribuicao farmacéutica a atuar em territdrio nacional e explorar as
margens de lucro praticadas para os distintos produtos de salde. Para além disso, muniu-me
de uma maior destreza na utilizagio do programa Sifarma 2000®, que contempla informagio

essencial para uma boa gestao das encomendas.

2.1.4. Robot e CashGuard

Dada a sua dimensao, e de forma a corresponder a grande afluéncia de utentes, a
Farmacia Sao José esta equipada com um robot Rowa e um sistema CashGuard.

O robot representa um papel fundamental na automagao e logistica da farmacia. Para
além da capacidade de armazenar um grande volume de medicamentos e de contribuir para
uma otimizagao do espago, esta avangada tecnologia permite um rigoroso controlo dos
prazos de validade e assegura uma correta dispensa da medicagao, minimizando a ocorréncia
de possiveis trocas de medicamentos no ato da sua cedéncia.

Como ponto forte deste estagio, de realgar a enorme vantagem que o robot confere
durante o atendimento ao publico, pelo facto de nao haver necessidade de abandonar o
balcao para recolher a medicagao, e assim permitir despender mais tempo no
aconselhamento farmacéutico aos utentes.

O sistema CashGuard oferece uma gestao eficiente do dinheiro resultante das vendas
da farmacia e reforga a seguranga nas transagoes efetuadas. Pela diminuicao dos erros
inerentes a devolugao de trocos e do tempo despendido nestas agoes, o CashGuard

evidenciou-se como uma tecnologia de extrema utilidade.
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2.1.5. Dinamizacao ativa

A Farmiacia Sao José, movida pela proatividade e espirito inovador dos seus
colaboradores, apresenta-se como uma farmacia extremamente dinamica.

Através da promocgao de campanhas alusivas a datas comemorativas, da permanente
renovagao da disposicao dos produtos nas gondolas e lineares, e da publicidade de
passatempos e promogoes na sua rede social, a Farmacia Sao José procura ativamente
satisfazer aquelas que sao as necessidades sazonais dos utentes.

Pelas estratégias de marketing implicitas na organizacao destas atividades, a

participagao nas mesmas constituiu uma mais-valia para a minha experiéncia.

2.1.6. Servicos diferenciados

Enquanto espaco de salde, a Farmacia Sao José oferece aos seus utentes um vasto
leque de servigos farmacéuticos diferenciados.

A farmacia dispoe de um gabinete de atendimento onde realiza a determinagao de
parametros bioquimicos e fisioldgicos, a administragao de injetaveis e vacinas nao incluidas
no Programa Nacional de Vacinagao (PNV), sessoes de cessagiao tabagica e consultas de
revisao da medicacao. Nas diversas ocasioes em que colaborei na prestagao de alguns destes
servigos, nomeadamente na medi¢ao da pressao arterial, desenvolvi inUmeras competéncias,
bem como pude colocar em pratica muitos conhecimentos adquiridos e, com isso,
sensibilizar os utentes para habitos e estilos de vida saudaveis e refor¢ar as medidas nao
farmacologicas que estes poderiam adotar.

No decorrer do estagio, tive ainda o prazer de estar envolvido na organizagao de um
rastreio comunitario, onde foram avaliados parametros como o colesterol total, a glicémia, a
pressao arterial e o indice de massa corporal. Pela formagao que me foi facultada no ambito
do funcionamento dos aparelhos de medicao e da andlise dos respetivos resultados, pela
autonomia que a equipa técnica conferiu aos estagiarios para a realizagao do rastreio, e pela
importancia que estas iniciativas tém na promogao da salde da sociedade, este consomou-se
como mais um dos pontos fortes deste estagio.

A par dos servigos farmacéuticos prestados, a Farmacia Sao José dispoe ainda de

consultas semanais de nutrigao e de consultas de podologia.
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2.2. Pontos Fracos

2.2.1. Vasta variedade de produtos no Mercado

Apesar das notdveis competéncias adquiridas ao longo da formagao académica,
quando confrontado com a realidade profissional, deparei-me com algumas dificuldades no
que respeita ao aconselhamento de determinados produtos, nomeadamente nas areas de
dermofarmacia e cosmética, suplementagao alimentar e dispositivos médicos.

A Farmacia Sao José dispoe de um vasto leque de marcas de dermocosmética, o que
lhe confere uma enorme vantagem pela oferta diferenciada que proporciona aos seus
utentes. A grande diversidade de linhas e gamas dos produtos dermocosméticos revelou-se
como um dos principais desafios deste estagio. Numa fase inicial, dado o pouco dominio que
possuia das distintas marcas, e pelo constante lancamento de novos produtos, senti que nao
tinha a autonomia suficiente para o aconselhamento nesta area.

A marcada expansio de suplementos alimentares no mercado tem exigido uma
constante atualizagdo de conhecimentos por parte dos profissionais de saude. Ainda que a
abordagem desta tematica ao longo do curso me tenha conferido fortes bases para a pratica
profissional, a caréncia de informagao acerca de muitos destes produtos levou a que nao me
sentisse totalmente confortavel aquando a sua recomendagao.

Os dispositivos médicos contemplam um vasto conjunto de produtos de saude e
constituem uma grande componente de vendas na farmacia comunitaria. Dado o caracter
opcional desta unidade curricular, e pelo facto de nao ter tido oportunidade de a frequentar,
defrontei-me com algumas dificuldades ao nivel do modo de utilizagdo de determinados
dispositivos médicos. Pela abundancia e rotatividade destes produtos, e pela extrema
relevancia que esta area apresenta na atividade farmacéutica, defendo que esta unidade
curricular deveria passar a assumir caracter obrigatorio.

A equipa da Farmacia Sao José teve um papel fundamental neste ambito, pelo apoio

incondicional concedido e pelos conhecimentos partilhados ao longo desta etapa.

2.2.2. Numero elevado de estagiarios

A qualidade da formagao ministrada aos estagiarios, aliada a excecional localizagao na
cidade de Coimbra, faz da Farmacia Sao José uma das farmacias mais requisitadas pelos

estudantes para a realizagao dos seus estagios curriculares.
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Contudo, o grande nUmero de estagiarios que a Farmacia Sao José recebe
anualmente requer um notavel esforgo a nivel logistico, tanto por parte da equipa técnica
como dos estagidrios, particularmente nos momentos de cruzamento de periodos de
estagio. Ainda que esta situagdo nao tenha tido qualquer impacto no decorrer da maior
parte do estagio, nos momentos de maior afluéncia de estagiarios, e nomeadamente a nivel
do atendimento ao publico, acabou por se verificar uma dificuldade acrescida na gestao da
ocupacao dos balcoes entre os estagiarios.

Ainda assim, apesar de destacar o elevado numero de estagiarios como ponto fraco
desta etapa, o companheirismo e a partilha de experiéncias entre todos revelou-se como um

dos principais fatores responsaveis pelo sucesso deste estagio.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Formacao Continua

Os sucessivos avangos cientificos e tecnoldgicos na area da saude tém exigido dos
profissionais de farmacia uma constante atualizagao dos seus conhecimentos.

Ao longo do estagio na Farmacia Sao José tive a oportunidade de assistir a inimeras
formacoes ministradas por delegados de informagao meédica, enquadradas nas areas de
dermocosmética, suplementagao alimentar, higiene oral, puericultura e contracegao de
emergéncia. Nestas a¢oes de formagao, a apresentagao de uma vasta variedade de produtos,
bem como a abordagem das suas principais caracteristicas e vantagens, contribuiu para a
aquisicaio de um conhecimento mais amplo do mercado e, assim, para um melhor
aconselhamento destes produtos aos utentes.

Para além das formagoes realizadas na farmacia, participei ainda em outras iniciativas
promovidas pela indlstria farmacéutica, onde foram abordadas tematicas como o
aconselhamento farmacéutico na gravidez e amamentagao, a rinite alérgica, as infegoes
vaginais e a fisiopatologia do retorno venoso.

Esta valiosa oportunidade de formagao continua de que beneficiam os estagidrios e os
colaboradores da Farmacia Sao José torna-se essencial para que seja proporcionado, de

forma permanente, um servigo de qualidade a populagao.
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2.3.2. Novo sistema de Receita Eletronica

A Nova Receita Eletronica veio revolucionar a area da salde em Portugal, com
diversos beneficios para os médicos, farmacéuticos e sobretudo para os utentes®.

O novo sistema de Receita Eletronica vem simplificar a dispensa de medicagao nas
farmacias pela maior rapidez, eficacia e seguranca do processo, e promove uma menor
ocorréncia de troca de medicamentos no ato da sua dispensa ao utente e um rigoroso
controlo no que respeita a validade das receitas. Para os cidadaos, esta implementagao traz
também inUmeras vantagens, nomeadamente a possibilidade de poderem optar por aviar
apenas parte dos produtos prescritos e aceder aos restantes em farmacias distintas™.

A desmateralizalizagao das receitas, para além de presumir um futuro mais
sustentavel para o ambiente?, vem ainda diminuir significativamente o tempo dedicado pelos
colaboradores da farmacia a conferéncia e validacao do receituario.

Face a esta realidade, o contacto com a Nova Receita Eletrénica destacou-se como
uma grande oportunidade do meu estagio na Farmacia Sao José uma vez que em breve as
receitas em papel farao parte do passado e a politica nacional aponta no sentido de

privilegiar a utilizacao de meios eletronicos em todos os servigos do Servico Nacional de

Satde (SNS)*.

2.3.3. Adocao da Filosofia Kaizen

O Kaizen, com origem no Japao, visa a melhoria continua de uma organizagio®.

No ambito desta filosofia, recentemente adotada pela Farmacia Sao José, foram
implementadas diversas medidas na farmacia, tais como a realizagao de reunides de curta
duragao que pressupunham o envolvimento de todos os colaboradores, a identificagao de
gavetas e armarios, e a afixagao de um quadro no backoffice onde eram registadas as tarefas a
realizar por cada elemento da equipa, os problemas a solucionar e os objetivos a alcangar.
Nestas breves reunioes, essenciais para motivar a equipa e fomentar o espirito de grupo,
eram definidos objetivos de trabalho, discutidas ideias para uma continua melhoria do
funcionamento da farmacia e explicadas as campanhas promocionais vigentes.

A experiéncia de estagiar numa farmacia com a filosofia Kaizen evidenciou-se como
uma excelente oportunidade pela integragao dos ideais que sustentam este modelo de
gestao, pelo contacto com as medidas de melhoria implementadas e pelo impacto positivo

que teve na dindmica de trabalho da equipa da Farmacia Sao José.
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2.4. Ameacas
2.4.1. Constante alteracao e atualizacao de precos

Em Portugal, os precos dos medicamentos sao regulados pelo INFARMED -
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P.°

Em determinadas situagoes, as sucessivas alteragoes de pregos dos medicamentos e
as atualizagoes trimestrais do Sistema de Precos de Referéncia (SPR) podem constituir uma
ameaga para a relagdo entre os profissionais de farmacia e os utentes. As constantes
alteragoes de precos podem ser interpretadas como decorrentes da politica de uma
farmacia, o que pode gerar uma certa desconfianga por parte dos utentes que desconhecem
o processo de regulagao de pregos dos medicamentos.

Para além disso, a introdugao da Nova Receita Eletrénica veio disponibilizar uma
informagao adicional ao utente relativa ao custo maximo da medicagao prescrita, se este nao
optar por um medicamento mais caro. Uma vez que este valor é atualizado trimestralmente
no ambito do SPR, na eventualidade do utente apresentar uma receita médica com uma
validade que compreenda os meses destas atualizagoes, da-se a possibilidade de que o valor
maximo descrito na receita esteja desatualizado. Perante esta situagao, no decorrer do
estagio, tive a necessidade de esclarecer alguns utentes sobre esta questao.

Por tudo isto, destaco esta como uma ameaga externa a farmacia que considero

poder ser facilmente ultrapassada através da educagao do utente sobre esta tematica.

2.4.2. Conceito de Medicamentos Genéricos na sociedade

Segundo o Decreto-Lei n.° 176/2006, de 30 de agosto, um medicamento genérico é
definido como “medicamento com a mesma composi¢ao qualitativa e quantitativa em
substancias ativas, a mesma forma farmacéutica e cuja bioequivaléncia com o medicamento
de referéncia haja sido demonstrada por estudos de biodisponibilidade apropriados”.

A Lei n° 11/2012, de 8 de margo, instituiu a obrigatoriedade da prescricao de
medicamentos por denominagao comum internacional (DCI) da substancia ativa. Esta medida
veio conferir aos utentes o direito de optar entre os medicamentos de marca e os
respetivos genéricos’. Neste sentido, no ato de dispensa da medicagio, é dever dos
profissionais de farmacia questionar os utentes sobre a sua preferéncia.

Contudo, no decorrer do estagio na Farmacia Sao José, foi possivel constatar que

ainda existe um certo desconhecimento do conceito de medicamento genérico por parte de
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alguns utentes, que leva a que estes apresentem ainda alguma desconfianga em relagao a
seguranga e eficacia deste tipo de medicamentos e continuem a optar pelos medicamentos
de marca.

Perante esta ameaca, e de forma a colmatar este desconhecimento, ¢ fundamental
uma maior dedicagao dos profissionais de saude a educagao do utente no que respeita aos

medicamentos genéricos.

3. Caso Clinico

Um jovem com cerca de 20 anos dirigiu-se a Farmacia Sao José afirmando estar com
congestao nasal e com dor de garganta ha dois dias. Com o intuito de obter mais informagao
sobre o estado clinico do jovem, questionei-o se tinha sintomas de febre, se possuia alguma
doenga associada e se estava a fazer algum tipo de medicagdo. O jovem respondeu
negativamente a todas as questoes dirigidas, pelo que, perante os sintomas apresentados,
aconselhei a toma de pastilhas Strepfen® Mel e Limao (flurbiprofeno) para o alivio da dor de
garganta, respeitando a posologia de uma pastilha a cada 3 a 6 horas, conforme necessario,
num méximo de 5 pastilhas por dia e durante um maximo de trés dias®, e Lyomer®C Plus
(solugao hipertoénica de agua do mar) para lavar e descongestionar as fossas nasais, através
da pulverizagio desta solugdo em cada narina, 2 a 3 vezes ao dia’. Para além disso, reforcei
que o jovem deveria estar atento a evolugao da sintomatologia e que se nao melhorasse nos

dias seguintes, se deveria dirigir ao médico a fim de averiguar a causa do seu estado.
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4. Conclusado

O Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria consomou-se como uma das etapas
mais enriquecedoras do meu percurso académico pela oportunidade de aplicagao e
consolidagao de conhecimentos em contexto real de pratica profissional e pela aquisicao de
notaveis competéncias essenciais ao desempenho da atividade farmacéutica.

O estagio na Farmacia Sao José constituiu uma experiéncia Unica de desenvolvimento
profissional. O atendimento ao publico, aliado as diversas tarefas realizadas em backoffice,
proporcionou-me uma visao global da dinamica de funcionamento de uma farmacia
comunitaria, para além de uma excelente perspetiva do papel preponderante que o
farmacéutico assume na promocao da salde e bem-estar da sociedade. Pelos desafios
emergentes da profissao, o farmacéutico deve continuar a privilegiar a atualizagao das suas
capacidades técnicas e cientificas com vista a prestacao de um servico de qualidade a
populacao e a sua valorizagao enquanto profissional de saude.

O sucesso desta etapa teve como pilar fundamental toda a equipa da Farmacia Sao
José, que pela confianga e valores transmitidos, pela constante partilha de conhecimentos e
pelo apoio incondicional prestado ao longo desta experiéncia, me fizeram crescer enquanto

pessoa e futuro profissional de saude.
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6. Anexo - Ficha de Preparacao de Manipulado

Farmécia

Pomada de Enxofre Precipitado (VASELINA S()LIDA)

Sio José
Cliente:
Forma Farmacéutica: POMADA
Data de Preparagéao: 20/03/2017 Prazo Validade :  16/09/2017
N° Lote : 1911117 Registo Copiador : 1.273
Condigdes de Conservagdo : Em recipiente bem fechado e a temperatura ambiente.
Posologia:

Qtd. Total Medicamento :
Director Técnico :

1X 50,00 9
Dr. Paulo Monteiro

Operador : Dra. Marta Abreu
Medico:
Valor Net : 22,97 €
Honorarios: 4,89€ Valor IVA : 1,38 € Valor PVP
Factor Multiplicativo: 3,00 Valor Total: 24,35 € 24,35 €
Matérias Primas Usar N° Lote Origem Qtd. Usada | Unid Pr:;;(l:»v/;q. Mialt?:::irc. M :t';:?i?n 5
Vaselina Branca 160913-P- | Acofarma 47,00\ g 0,01 € 1,90 0.80€|
Enxofre Precipitado 160983-N- | Acofarma 3,00(g 0,03 € 2,20 0,20 €||
| subtotal | 1,00€|
o Preparacéo
Verificar estado de limpeza e conservagéo do -n;aie;i.al Verl;broratério. N N
Pesar e pulverizar o enxofre precipitado.
Transferir para o recipiente unguator e adicionar a vaselina até perfazer a quantidade necesséria. -
Misturar no unguator até obter uma mistura homogénea.
F"e:;:;a; e};tular vememsgsn.
Limpar e arrum;:: r;aterial e laboratério. R )
Aparelhagem
Balanga electrénica
Unguator B
Embalagem Tipo N° Lote Fornecedor Capac | Qtd Prego ;IaucI: Valor Net
Unguator 50/70 EMBAL PIuraT 50/70m| 1,00 1,67 € 1,20 i 2,00 €
Subtot 2,00 €
Ensaio Especifi;aigéo Conforme Utilizador
Cor Amarelo | oX
Odor Cara;:ter}stico do Enxofre M v O&‘
Aspecto Homogéneo | O K
Quantidade |50 g +- 5% - Mﬂ O‘(
2012 12017 Voord=
(Dats) / (Assinatura)
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Parte li
Relatorio de Estagio na Direcao de Avaliacao de

Tecnologias de Saude do Infarmed



Lista de Abreviaturas

AUE - Autorizagao de Utilizacao Excecional

CATS - Comissao de Avaliagao de Tecnologias de Saude

CEE - Comunidade Econémica Europeia

DATS - Diregao de Avaliagao de Tecnologias de Saude

DRHFP - Direcao de Recursos Humanos, Financeiros e Patrimoniais
FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

GAM - Gestao de Acessibilidade ao Medicamento

GIiMED - Gestao de Informagao de Medicamentos

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

SIATS - Sistema de Informacao para a Avaliagao das Tecnologias de Salde
SINATS - Sistema Nacional de Avaliagao de Tecnologias de Saude
SIGQ - Sistema Integrado de Gestao da Qualidade

SNS - Servico Nacional de Saude

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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l. Introducao

O Sistema Nacional de Avaliagio de Tecnologias de Saude (SiNATS), criado pelo
Decreto-Lei n.° 97/2015, surge com o objetivo de maximizar os ganhos em saude e a
qualidade de vida dos cidadaos e de melhorar o desempenho do Servico Nacional de Saude
(SNS) no que concerne a utilizagdo das tecnologias de saude'.

A avaliagao de tecnologias de saude tem como principal objetivo o suporte das
decisoes de utilizagao e financiamento de medicamentos e dispositivos médicos no SNS. Em
Portugal, esta avaliagio é efetuada por peritos farmacéuticos, clinicos e economicos da
Direcao de Avaliagio de Tecnologias de Saude (DATS) e da Comissao de Avaliagao de
Tecnologias de Saude (CATS) do INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e
Produtos de Saude, I. P.' A avaliagio do valor terapéutico acrescentado e da relagio custo-
efetividade destas tecnologias para efeitos de financiamento representa uma das principais
missoes da DATS? e assume-se de grande importincia para a sustentabilidade do SNS.

O Estagio Curricular na DATS concede aos estudantes da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC) a oportunidade de contactar com uma nova area de
atuacao farmacéutica e de adquirir distintas competéncias em contexto de pratica
profissional, essenciais para o exercicio da atividade farmacéutica.

O presente estagio decorreu no Infarmed, em Lisboa, com inicio a 2 de maio e
término a 28 de julho de 2017, sob orientacio da Doutora Claudia Furtado e colaboragao
de toda a equipa da DATS.

Elaborado sob a forma de uma andlise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities
and Threats), este relatério contempla uma abordagem aos pontos fortes e fracos do meu

estagio na DATS, e as oportunidades e ameagas observadas no decorrer desta etapa.
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2. INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I. P.

O Infarmed, criado em 1993 na sequéncia do processo de adesao a Comunidade
Econdmica Europeia (CEE)’, é um instituto plblico integrado na administracio indireta do
Estado Portugués, com autonomia administrativa, financeira e patriménio proéprio, que
exerce a sua atividade sob tutela do Ministro da Saude*. Este instituto, com sede no Parque
de Saude de Lisboa, tem por missao “regular e supervisionar os sectores dos medicamentos
de uso humano e dos produtos de saude, segundo os mais elevados padroes de protecgao
da saude publica, e garantir o acesso dos profissionais da saide e dos cidadaos a
medicamentos e produtos de salde de qualidade, eficazes e seguros”™. O Infarmed é
constituido por cinco o6rgaos e doze unidades organicas com fun¢oes de negocio e de

suporte, conforme apresenta o organograma da instituicao (Figura I).

ORGANOGRAMA - INFARMED, I.P.

CONSELHO DIRETIVO
cD
Maria do Céu Machado
Presidente

Rui Santos Ivo
Vice-presidente

‘ Conselho Diretivo
~ Org3os Consultivos
‘ Fungbes de Negdcio

dp Infarmed o

Autnddade Nacanal do Medicamento
e Proddutos de Saice, |7,

Figura | - Organograma do INFARMED, I.P.

Disponivel em http://www.infarmed.pt/web/infarmed/institucional/estrutura-e-organizacao [Acedido a | de julho de 2017]
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3. Analise SWOT

3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Acolhimento no Infarmed

O acolhimento dos estagiarios no Infarmed revelou-se como um dos pontos fortes
deste estagio. Aquando a chegada as instalagoes do Infarmed, os estagidrios tiveram o prazer
de serem recebidos pelo Dr. José Viana, em representagao da Direcao de Recursos
Humanos, Financeiros e Patrimoniais (DRHFP), que nos proporcionou uma formagao inicial
de grande relevancia, em que nos transmitiu informagoes pertinentes sobre o estagio e nos
facultou uma apresentacao geral sobre o Infarmed. Para além disso, foi ainda atribuido a cada
estagiario um e-mail institucional, um nimero mecanografico e um Manual de Acolhimento.
Terminada a formagao de acolhimento, o Dr. José Viana encarregou-se de encaminhar cada
um dos estagiarios até ao seu orientador de estagio.

Na DATS, fomos recebidos pela Doutora Claudia Furtado, diretora desta diregao,
que nos proporcionou uma breve introdugao ao estdgio e nos apresentou a equipa da
DATS.

Neste departamento foi atribuido um computador de trabalho a cada estagiario,
assim como foi facultado o acesso a rede informatica do Infarmed, a plataforma do Sistema
Integrado de Gestio da Qualidade (SIGQ), a plataforma de Gestao de Informagao de
Medicamentos (GIMED) e ao portal do Sistema de Informagao para a Avaliagio das

Tecnologias de Saude (SIATS).

3.1.2. Equipa da DATS

O sucesso da minha integragao no Infarmed teve como pilar fundamental o bom
ambiente de trabalho vivido na DATS. Esta equipa apresenta-se, na sua esséncia, Como uma
equipa jovem, dinamica e multidisciplinar, de um profissionalismo exemplar e com notaveis
competéncias a nivel da avaliagao das tecnologias de saude.

A equipa da DATS foi responsavel pela supervisao do meu estagio e proporcionou
um acompanhamento continuo ao longo de todo o meu percurso no Infarmed. Foi notoria a
disponibilidade demonstrada pelos colaboradores no esclarecimento de duvidas que foram
surgindo no decorrer das distintas atividades desenvolvidas, assim como a constante partilha

de conhecimentos, que contribuiu, de forma preponderante, para a minha aprendizagem.
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3.1.3. Plano de Integracao

A oportunidade de usufruir de um plano de integragao na DATS revelou-se como um
dos pontos fortes desta experiéncia de estagio.

Este plano contemplou um vasto leque de sessoes de formacao, lecionadas por varios
profissionais deste departamento, que visaram promover um enquadramento base sobre as
diversas atividades desenvolvidas na DATS. Estas formacoes decorreram durante todo o
periodo de estagio e abordaram temas como o sistema de avaliagao de tecnologias de saude,
a avaliagao farmacoterapéutica, a formagao de preco de medicamentos, a revisao anual de
pregos, a revisao excecional de pregos, a avaliagdo econdémica de medicamentos, a
elaboragao e monitorizagao de contratos, a avaliagao de dispositivos médicos, a plataforma
do SIATS e o portal da Hepatite C (Anexo | - Plano de Integracao).

Neste contexto, a participagao e dedicagao dos colaboradores da DATS no meu
plano de integragao foram essenciais para a aquisicio de novas competéncias e para o

sucesso deste estagio.

3.1.4. Atividades Desenvolvidas

Ao longo do meu estigio na DATS tive a oportunidade de desempenhar inimeras
tarefas farmacéuticas sob a supervisao dos colaboradores deste departamento.

De entre as varias tarefas desenvolvidas, a validagao farmacéutica de pedidos de
comparticipagao de medicamentos genéricos para uso humano em ambulatério e de pedidos
de avaliagao prévia de medicamentos genéricos para uso humano em meio hospitalar, foi a
atividade a qual dediquei mais tempo no decorrer desta experiéncia. A avaliagao
farmacéutica nesta tarefa consistia no preenchimento de uma checklist que era
posteriormente encaminhada para a equipa de economistas da DATS, para que pudesse ser
levada a cabo a avaliagdo econdmica do respetivo medicamento. Neste contexto, pude
também colaborar na elaboragao de um relatério de avaliagago de um pedido de
comparticipagao de um medicamento para uso humano.

Para além destas fungoes, desenvolvi ainda outras atividades como a analise da
dimensao de embalagens de medicamentos e a analise de pedidos de exclusao ou de
transferéncia de comparticipagao de medicamentos.

A oportunidade de ter desempenhado uma grande variedade de fungdes na DATS

constituiu um dos pontos fortes desta etapa.
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3.1.5. Reunidoes Farmacéuticas

A participagao nas reunioes promovidas pela equipa de farmacéuticos da DATS
assumiu-se de grande importancia para a minha experiéncia de estagio.

Nestas reunioes, de frequéncia semanal, eram abordadas tematicas relacionadas com
a atividade farmacéutica da DATS e discutidos diversos processos com vista a harmonizagao
da avaliagao farmacéutica entre os diferentes profissionais do departamento. Para além de
contribuirem para a promogao do espirito de equipa, estas sessoes permitiam ainda a
discussao de propostas de melhoria dos procedimentos e instrugoes de trabalho das
distintas atividades da DATS.

Pela natureza e relevancia dos assuntos tratados nestas reunides, estas

representaram uma verdadeira oportunidade de aprendizagem.

3.2. Pontos Fracos

3.2.1. Conteudos nao previstos no MICF

A atividade da DATS engloba diversas areas de atuagao no ambito da avaliagao das
tecnologias de saude, nas quais os farmacéuticos desempenham um papel preponderante.
Apesar dos notaveis conhecimentos adquiridos ao longo da formagao académica, o estagio
na DATS incidiu sobre alguns conteldos nao previstos no plano de estudos do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF).

O desconhecimento do funcionamento de atividades relacionadas com a avaliagao
farmacéutica de medicamentos, assim como da legislagao vigente nesta area e das distintas
plataformas de trabalho, como o SIATS e o GiMED, exigiu um maior esfor¢o da minha parte
na adaptagao ao estagio. Nao obstante, de realgcar o contributo conferido por unidades
curriculares como as de Farmacologia e de Comunicagao e Marketing Farmacéutico que se
revelaram como uma excelente base para a aprendizagem nesta area.

Ainda assim, apesar de destacar contelldos nao previstos no plano de estudos do
MICF como um ponto fraco desta etapa, esta consomou-se como uma otima oportunidade
para a assimilagdo de novos conhecimentos, tendo o plano de integragao de estagiarios na
DATS, aliado ao apoio incondicional de todos os colaboradores, contribuido para o sucesso

da minha adaptagao as fungoes desenvolvidas neste departamento.
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3.2.2. Duracao do Estagio

A duragao do estagio no Infarmed revelou-se como um fator limitante desta
experiéncia dada a grande diversidade de atividades levadas a cabo na DATS e a vasta
componente legislativa em que estas se baseiam.

No decorrer desta etapa tive a oportunidade de desempenhar diversas tarefas na
area da avaliagao farmacéutica que me conferiram notaveis aptidoes para a futura pratica
profissional. No entanto, a curta duragao do estagio, tendo em conta a dindmica de
funcionamento deste departamento, nao possibilitou o aprofundamento de conhecimentos
em determinadas tarefas.

Contudo, esta experiéncia permitiu a aquisicaio de inUmeras competéncias

profissionais e o alcance de uma visao global das atividades desenvolvidas na DATS.

3.3. Oportunidades

3.3.1. Formacao Continua

Numa area em constante evolugao como a avaliagao das tecnologias de salde, a
formacao profissional revela um papel fundamental na atualizagio de conhecimentos e na
aquisicao de novas competéncias.

No decurso do estagio na DATS tive a oportunidade de assistir a diversas formagoes
enquadradas em areas como a farmacoeconomia, o VIH/SIDA e o acesso a inovagao em
salde, que me permitiram adquirir novos conhecimentos e uma visao mais completa sobre o
sistema de avaliagao de tecnologias de salide em Portugal.

Os profissionais da DATS beneficiam ainda da oportunidade de participar em eventos
internacionais que |lhes proporcionam uma importante perspetiva do contexto de avaliagao
de medicamentos e de dispositivos médicos noutros paises.

Com isto, a oportunidade de formagao continua de que usufruem os estagiarios e os
colaboradores do Infarmed evidencia-se como uma mais-valia pela constante atualizagao de

conhecimentos e pelo aperfeicoamento profissional.
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3.3.2. Portal SIATS

O novo portal SIATS foi desenvolvido na sequéncia da implementagao do SiNATS em
Portugal. Este portal veio substituir a plataforma GAM (Gestao de Acessibilidade ao
Medicamento) e integra a submissao de pedidos de prego, de comparticipagao e de avaliagao
prévia de medicamentos, e a gestio de notificagoes de cessagao de comercializagao e de
ruturas de stock de medicamentos.’ De realgar que o SIATS inclui ainda uma nova
funcionalidade de notificagio de inicio de comercializagdo de medicamentos’ e incorpora um
novo moédulo de submissao de pedidos de AUE (Autorizagao de Utilizagao Excecional) de
medicamentos.®

A experiéncia de trabalhar com o SIATS no decorrer do estagio na DATS revelou-se
uma valorosa oportunidade pela aprendizagem do modo de funcionamento desta plataforma,
pelo contacto com as novas funcionalidades implementadas e pela importancia que esta

representa para a sustentabilidade do SiINATS.

3.4. Ameacas
3.4.1. Pressao e influéncia externa

A DATS desempenha um papel fundamental na decisio de financiamento de
medicamentos e dispositivos médicos e no acesso a inovagao na area da saude.

Neste contexto, a DATS esta sujeita a pressoes e influéncias externas por parte dos
stakeholders deste setor. De entre o vasto leque de stakeholders destacam-se
nomeadamente o Ministério da Saude, pela determinagao de objetivos a serem cumpridos
pela DATS, e a Industria Farmacéutica, pelo interesse na celeridade dos processos de
financiamento de medicamentos e dispositivos médicos.

Desta forma, a pressao e a influéncia externa exercida sobre a DATS, pelas rigorosas
metas a atingir e pela relevancia das atividades desenvolvidas neste departamento,

constituem um desafio constante para os seus colaboradores.
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4. Conclusado

O estagio curricular no Infarmed consomou-se como uma das experiéncias mais
enriquecedoras do meu percurso académico. O contacto com uma nova area de atuagao
farmacéutica e a aquisicio de uma visao global das distintas atividades desenvolvidas na
DATS constituiram uma oportunidade Unica de aprendizagem.

A existéncia de um Plano de Integragao, aliada a dedicagao e partilha de
conhecimentos por parte de todos os colaboradores da DATS, contribuiu para o sucesso da
minha adaptagao ao estagio, bem como para o desenvolvimento de inUmeras competéncias
no ambito das tecnologias de saude. Para além disso, a oportunidade de ter desempenhado
um vasto leque de atividades proporcionou-me uma excelente perspetiva do funcionamento
do sistema de avaliagao de tecnologias de saude em Portugal e da sua importancia para a
sustentabilidade do SNS.

Pelas notaveis competéncias pessoais e profissionais adquiridas ao longo desta etapa,
o estagio na DATS revelou-se um sucesso na minha formagao académica e uma grande mais-

valia para o meu futuro profissional.
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6. Anexo - Plano de Integracao

Plano de Integracao

Registo da formacdo inicial - Transversa

a direcdo e Especifica da fungdo (on-job)

Nome: Marcio Alexandre da Costa Silva Funcéo a desenvolver: Estagio
Inicio de fungtes:  02/05/2017 Duracdo da formacdo: 3 meses (duracfo do estagio)
Responsavel pelo acompanhamento: Beatriz Macedo

Formacdo transversal

Natureza transversal - aplica-se a todos os trabalhadores que ingressem na DATS

Registo da
Agendamento S .
Tema formacio
Data/hora Data efetiva/
Formador : :
prevista rubrica

DATS
® Competéncias
® Distribuigdo da equipa - - -
{matriz de competéncias/oraanogramal
Processos
Introduco geral ao sistema de avaliacdo de tecnologias de

. MLC 05/05/2017
satde
Avaliacdo farmacoterapéutica - 05-05-2017
Medicamentos genéricos (ambulatério e hospitalar) 9h 35 12h
Medicamentos ndo genéricos (ambulatdrio e hospitalar)
Pregos N o 31-05-2017
Formacgao de Pregos (genéricos e n3o genéricos) e 14H30 &s
Revisio Anual de Pregos (ambulatdrio e hospitalar) 16H30
Revisdo Excecional de Pregos
Avaliagio econdmica G (gen amb) é?ig:h?:::g:_
Medicamentos genéricos (ambulatério e hospitalar) LG [g‘i” hosp) Ds—Détghé: '
Medicamentos ndo genéricos (ambulatdrio e hospitalar) SC (n&o gen) 11h)
Contratos or 07-06-2017
Elaborago / Monitorizagdo 14h &s 16h
DISF!OS“I.tIVOS médicos B B . 09-06-2017
Avaliacdo de contexto tecnoldgico (ambulatdrio e hospitalar) MA 9h30 <
Awvaliag8o clinica (ambulatdrio e hospitalar) 11h30
Avaliagdo econdmica (ambulatério e hospitalar)

Grupos de Trabalho (Eunethta / Medev / PPRI) H - H -
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Tema

Registo da

Agendamento .
formacdo
Data/hora Data efetiva/
Formador
prevista rubrica

S1GQ - Sistema Integrado de Gestdo da Qualidade

# Politica da Qualidade do Infarmed

# Plataforma SIGQ

® Registos

= Agbes/Reclamagfes/N3o conformidades
° Reclamacdes

= Nfo conformidades

Aspetos organizacionais

® Organizagdo das pastas de rede
* Organizagdo dos proxies
# Organizagdo das bases de dados

# Sisqual/pedidos de economato/easyvista
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Formacdo especifica
Natureza especifica da funcéo (on-job)

Registo da
Agendamento € .
Tema formacdo
Data/hora Data efetiva/
Formador
prevista rubrica
SIATS:
- Objetivos e apresentacfo da plataforma CcT 08/06/2017
- Portal Hepatite C
Avaliacdo da eficacia da formacgdo
Selecionar uma cruz (x) no campo correspondente
Excede as
Componentes a avaliar Insuficiente Suficiente expectativas

» Adequabilidade deste plano de formacio na integracdo de novos
elementos [avaliogdo a efetuar pelo colaborador)

» Adequabilidade deste plano de formacio na integracdo de novos
elementos {avaliogdo a efetuar pelo diretar)

» Integracio do colaborador na atividade da Diregiio
{avaliagdo a efetuar pelo diretor)

@ Sugestoes de melhoria (colaborador efou diretor)

Avaliador (data e assinatura):

Avaliadoe (data e assinatura):
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Parte Il
Monografia intitulada “Exossomas e outras

vesiculas extracelulares como biomarcadores”’



Lista de Abreviaturas

ALIX - ALGZ2-interacting protein X

APNG - alkylpurine-DNA-N-glycosylase

BHE - Barreira hematoencefalica

DC]J - Doenga de Creutzfeldt-Jakob

DNA - Acido Desoxirribonucleico

EGFR - epidermal growth factor receptor

EGFRVIII - epidermal growth factor receptor variant Il
ELISA - Ensaio de imunoadsorcao enzimatica

GBM - Glioblastoma Multiforme

IDHI - isocitrate dehydrogenase |

iMER - immuno-magnetic exosome RNA

LICAM - LI cell adhesion molecule protein

LAMP-1 - lysosome-associated membrane protein-|
LCR - Liquido cefalorraquidiano

LRRK?2 - leucine-rich repeat serine/threonine kinase 2
MGMT - O6-methylguanine DNA methyltransferase
miRNAs - microRNAs

mRNA - RNA mensageiro

PCR - polymerase chain reaction

PrP° - Proteina do prido

PrP* - Isoforma anormal da proteina do priio
RNA - Acido Ribonucleico

RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction
SGSS - Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
SNC - Sistema Nervoso Central

TSGIOI - tumour susceptibility gene 101 protein



l. Introducao

As vesiculas extracelulares constituem uma familia heterogénea de particulas que sao
segregadas para o meio extracelular por uma grande variedade de células. Inicialmente
associadas a um mecanismo de eliminacao de residuos celulares, estas vesiculas tém revelado
um papel fundamental na comunicagao intercelular (MAAS et al., 2017).

As vesiculas extracelulares possuem a capacidade de transferir material genético e
outras moléculas entre diferentes células e de conferir estabilidade e prote¢ao ao contetdo
transportado. O conteido molecular das vesiculas extracelulares parece ainda refletir o
estado fisiopatologico das células de origem (MAAS et al,, 2017), pelo que estas vesiculas,
presentes em fluidos corporais como o sangue, o liquido cefalorraquidiano (LCR) e a urina,
podem representar uma importante fonte de informagao para o diagndstico de diversas
doengas (THOMPSON et al., 2016).

A nivel do sistema nervoso central (SNC), as vesiculas extracelulares tém sido
associadas a diversas doencas neurodegenerativas, como as doencas do Priao, a doenga de
Alzheimer e a doenca de Parkinson, e a tumores cerebrais como o glioblastoma (MAAS et
al, 2017). Com vista a explorar a potencialidade destas vesiculas enquanto biomarcadores
em doencas do SNC, a comunidade cientifica tem vindo a desenvolver inUmeros estudos
nesta area de investigacao emergente.

Neste trabalho siao abordados os principais aspetos da natureza das vesiculas
extracelulares, bem como métodos de isolamento e de andlise do conteido molecular, e
destacado o papel destas vesiculas em distintas doengas do SNC, tendo em vista a avaliagao
do seu potencial enquanto biomarcadores no diagnostico e avaliagao da eficacia do

tratamento destas patologias.
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2. Classificacao das Vesiculas Extracelulares

As diferentes classes de vesiculas extracelulares possuem diversas caracteristicas em
comum. Estas vesiculas sao delimitadas por uma bicamada lipidica e transportam no seu
interior uma vasta variedade de moléculas, incluindo proteinas, acidos nucleicos e lipidos.
Apesar de nao existir um consenso a nivel da comunidade cientifica no que respeita a sua
nomenclatura, estas vesiculas sao frequentemente classificadas com base no seu mecanismo
de biogénese e divididas em trés grandes classes: exossomas, microvesiculas e corpos
apoptoticos, conforme se apresenta na Tabela | (VADER et al., 2014; YANEZ-MO et dl,
2015).

Os exossomas sao formados por invaginagio de membranas endossomais, com
consequente produgao de corpos multivesiculares com vesiculas intraluminais no seu
interior. A libertagao dos exossomas para o espago extracelular ocorre quando estes corpos
multivesiculares fundem com a membrana plasmatica da célula libertando as vesiculas
intraluminais, agora designadas de exossomas (Figura |). Os exossomas tém um didametro
compreendido entre 40 e 150 nm e apresentam uma forma esférica quando observados por

crio-microscopia eletrénica (RAPOSO et al., 2013).

Célula

Corpo

Mulivesicular O E
o X0ssomas

N

Endossoma

Figura |- Representacao da biogénese de exossomas. Adaptado de CANDELARIO e STEINDLER, 2014.

As microvesiculas sio formadas por protrusio da membrana plasmatica e sao
libertadas diretamente para o meio extracelular por fissaio da membrana de origem. O
didmetro das microvesiculas varia entre 100 e 1000 nm (MINCIACCHI et al., 2015).

Os corpos apoptoticos tém origem na protrusio e segmentagao da membrana
plasmatica de células em apoptose e compreendem um grupo heterogéneo de vesiculas de
diametro entre 50 e 5000 nm que podem conter produtos de degradagao celular como

histonas e DNA (VADER et al., 2014).
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Tabela | - Caracteristicas dos diferentes tipos de vesiculas extracelulares.

Vesiculas Extracelulares Diametro
Invaginacao de membranas endossomais com
Exossomas 40 - 150 nm B
producao de corpos multivesiculares
Microvesiculas 100 - 1000 nm Protrusao da membrana plasmatica
] Protrusiao e segmentagao da membrana de
Corpos Apoptoticos 50 - 5000 nm ]
células em apoptose

3. Composicao das Vesiculas Extracelulares

A composicao molecular das vesiculas extracelulares abrange um vasto reportorio de
proteinas, lipidos e material genético, conforme se apresenta na Tabela 2, e depende das
células de origem e do seu estado fisiopatologico (MAAS et al, 2017). Neste contexto,
através da colaboracao da comunidade cientifica, os resultados de inUmeros estudos sobre o
conteldo destas vesiculas sao continuamente atualizados em bases de dados acessiveis ao
publico, como a Exocarta (KEERTHIKUMAR et al, 2016), a Vesiclepedia (KARLA et dl,
2012) e a EVpedia (KIM et al,, 2015).

De entre o vasto e complexo conteudo proteico das vesiculas extracelulares,
proteinas como a tumour susceptibility gene 101 protein (TSGI101I), a ALG2 -interacting protein X
(ALIX) e as tetraspaninas (CD9, CD63 e CD8I), tém sido identificadas como marcadores
proteicos dos exossomas, ainda que nao sejam totalmente especificas destes (ANDALOUSSI
etal, 2013; KOWAL et al,, 2016).

A nivel do conteldo lipidico das membranas dos exossomas, estas tém sido descritas
como especialmente enriquecidas em colesterol, fosfatidilserina, esfingomielina e
glicoesfingolipideos (LLORENTE et al., 2013; RECORD et al., 2014).

No que concerne ao material genético que pode ser transportado por vesiculas
extracelulares, este inclui DNA, RNA mensageiro (mnRNA) e RNA nao codificante, tal como

os microRNAs (miRNAs) (BECKER et al., 2016).
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Tabela 2 - Composi¢ao molecular de vesiculas extracelulares.

Proteinas Lipidos Acidos Nucleicos

TSGIO0I, ALIX, colesterol, glicoesfingolipideos
CD9, CDé63, CDS8| fosfatidilserina, esfingomielina

DNA, mRNA, miRNAs

TSGIOI (tumour susceptibility gene 101 protein); ALIX (ALG2-interacting protein X); CD9, CD63, CD8I
(tetraspaninas); mMRNA (RNA mensageiro); miRNAs (microRNAs).

4. Métodos de Isolamento de Vesiculas Extracelulares

O notavel crescimento da investigagao na area das vesiculas extracelulares tem
conduzido ao desenvolvimento de uma grande panoplia de métodos para o isolamento de
exossomas e de outras vesiculas de fluidos corporais e de culturas celulares (GARDINER et
al., 2016). Estas vesiculas tém sido isoladas de diversos fluidos biolégicos, tais como plasma,
soro, LCR, urina, saliva, secregoes nasais, humor aquoso, leite materno, bilis, sémen, liquido
amnidtico, fluido ascitico, efusoes pleurais, liquido sinovial e lavados broncoalveolares
(WITWER et al., 2013).

Os métodos utilizados pela comunidade cientifica para o isolamento destas vesiculas
incluem técnicas como a centrifugagao, a filtragao, a cromatografia, a precipitagao polimérica
e o isolamento por imunoafinidade. A centrifugagao diferencial representa um dos métodos
mais utilizados para o isolamento de exossomas e baseia-se numa sequéncia de etapas de
centrifugacao a diferentes velocidades de rotagao, incluindo ultracentrifugagao. As técnicas
de separagao de vesiculas extracelulares baseadas na exclusao por tamanho envolvem a
passagem destas vesiculas por barreias fisicas tais como colunas cromatograficas ou filtros.
No que concerne aos métodos de isolamento por imunoafinidade, a presenga de proteinas
caracteristicas na superficie das vesiculas extracelulares permite que estas sejam captadas
por anticorpos especificos dessas proteinas. Estes anticorpos estao associados a esferas ou
outras matrizes e sao posteriormente separados por centrifugacao a baixas velocidades ou
por técnicas magnéticas. A técnica de precipitacio polimérica baseia-se na incubagio de
fluidos biolégicos com reagentes poliméricos, como o ExoQuick da System Bioscienses, e na
posterior centrifugacao a baixas velocidades de forma a induzir a precipitagao de vesiculas
extracelulares. A combinagao de métodos distintos € ainda uma das estratégias aplicadas

com vista a uma maior eficacia no isolamento destas vesiculas (WITWER et al., 201 3).
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Os dispositivos microfluidicos representam ainda uma tecnologia promissora e
emergente no que respeita ao isolamento de exossomas, uma vez que exploram as
propriedades fisicas e bioquimicas dos exossomas em microescala e permitem um rapido e
eficiente isolamento destas vesiculas (LI et al., 2017). Esta tecnologia apresenta ainda a
possibilidade de combinar o isolamento e a anadlise de exossomas num sé dispositivo, o que
revela um grande potencial para o uso desta metodologia a nivel da pratica clinica (THIND e
WILSON, 2016).

Neste contexto, Kanwar et al. desenvolveram um dispositivo microfluidico, designado
por ExoChip, que permite o isolamento e quantificagdo de exossomas diretamente de
amostras de soro. Através deste dispositivo, os exossomas sao capturados por anticorpos
anti-CD63 e subsequentemente corados com uma tinta fluorescente que possibilita a sua
quantificagao. Foi ainda demonstrada a capacidade deste dispositivo isolar exossomas com
cadeias de RNA intactas, o que viabiliza a posterior andlise molecular destas vesiculas,

revelando o enorme potencial desta aplicagao na descoberta de novos biomarcadores

(KANWAR et dl., 2014).

5. Métodos de Analise do conteido de Vesiculas Extracelulares

Os métodos de andlise do conteido molecular de vesiculas extracelulares abrangem
uma vasta diversidade de técnicas. A analise proteomica de exossomas inclui técnicas como
os ensaios de imunoadsorgao enzimatica (ELISA), o Western Blot e a espectrometria de
massa (LI et al.,, 2017). A nivel do estudo do material genético presente nestas vesiculas, a
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) e os microarrays sao dois métodos
frequentemente utilizados na analise de miRNAs exossomais. A next-generation sequencing
representa ainda um método promissor na analise de perfis de expressao de miRNAs e uma
vez que nao requer a utilizagdo de primers ou sondas, possibilita a dete¢io de novos
miRNAs (THIND e WILSON, 2016). Para além destes métodos, tém ainda sido
desenvolvidos dispositivos microfluidicos capazes de analisar proteinas e acidos nucleicos
exossomais (HE et al.,, 2014; SHAO et al., 2015). Shao et al. desenvolveram uma plataforma
microfluidica para a andlise de mMRNA exossomal, designada por immuno-magnetic exosome
RNA (iMER). Este chip microfluidico tem a capacidade de captar exossomas derivados de
glioblastoma através de microesferas magnéticas com anticorpos anti-EGFR e permite, na
mesma plataforma, a lise destes exossomas, o isolamento do RNA exossomal e a

subsequente analise por PCR em tempo real (SHAO et al.,, 2015).
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Tabela 3 - Técnicas de isolamento e métodos de analise do contelido de vesiculas extracelulares.

Técnicas de Isolamento Métodos de Analise

Centrifugagao ELISA
Western Blot

Espectrometria de massa
RT-PCR
Microarrays
Next-generation sequencing

Exclusao por tamanho
Precipitagao
Captura por Imunoafinidade

Microfluidicas

ELISA (ensaio de imunoadsorgao enzimatica); RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction).

6. Papel das Vesiculas Extracelulares no Sistema Nervoso Central

A nivel do SNC, as vesiculas extracelulares estao envolvidas na comunicagao entre as
diferentes células neurais, incluindo neurdnios e células da glia, e contribuem para uma
grande diversidade de fun¢oes neurobiolégicas, como a participagdo no normal
desenvolvimento do sistema nervoso, a promogao da sobrevivéncia neuronal e a modulagao
da atividade sindptica. Estas vesiculas, incluindo exossomas, podem ser libertadas pela
maioria das células do SNC, tais como neuronios, astroécitos, oligodendrécitos e microglia
(BUDNIK et al., 2016; ZAPPULLI et al., 2016).

Os oligodendrocitos, células responsaveis pela mielinizagao das células neuronais do
cérebro, libertam exossomas que sao internalizados por neurodnios, e que tém sido
associados a um aumento de tolerancia a condi¢oes de stress, com consequente aumento da
viabilidade neuronal (FRUHBEIS et al., 2013). Vesiculas extracelulares derivadas de células da
microglia, envolvidas na defesa e reparacio do tecido nervoso cerebral, tém também
revelado fungdes como a regulagao da excitabilidade neuronal, a iniciagio de respostas
agudas inflamatorias e a mediagao de respostas imunes (BUDNIK et al., 2016). Os astrocitos,
células constitutivas da barreira hematoencefalica (BHE), através da libertagao de vesiculas
extracelulares, tém demonstrado exercer fungdes a nivel da neuroinflamagao (BUDNIK et
al, 2016), e evidenciado um envolvimento na neuroprotegao pela sobrevivéncia de
neuronios quando sujeitos a condigoes de elevada atividade neuronal e stress oxidativo
(WANG et dal., 201 1). Da mesma forma que as células da glia exercem um papel fundamental
a nivel do SNC através da libertacao destas vesiculas, os neurdnios tém também sido
associados a um vasto leque de atividades fisiologicas, incluindo a regulagao da plasticidade
neuronal (GOLDIE et al., 2014) e a eliminagao de conexdes sinapticas inativas (BAHRINI et

al., 2015).
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Para além do papel primordial nos processos fisiologicos do SNC, as vesiculas
extracelulares contribuem também para a patogénese de diversas doengas
neurodegenerativas e para a progressao de tumores cerebrais, como o glioblastoma
(ZAPPULLI et al., 2016).

As doengas neurodegenerativas sao caracterizadas pela deposicao de agregados
proteicos em determinadas zonas do cérebro, e incluem patologias como as doengas do
Prido, a doenca de Alzheimer e a doenga de Parkinson. As vesiculas extracelulares tém sido
implicadas na formagao de agregados amiloides e na disseminagao destas proteinas toxicas
pelo cérebro, favorecendo a neurodegenerescéncia (ZAPPULLI et al., 2016). No que respeita
ao envolvimento na progressao de tumores cerebrais, as vesiculas segregadas pelas células
tumorais de gliobastoma tém sido implicadas na proliferagao tumoral, invasao celular,
angiogénese, e supressao da resposta imune (RAJENDRAN et al., 2014). Dada a evidéncia do
envolvimento de vesiculas extracelulares na patogénese de diversas doencas ligadas ao SNC,
como sejam as doengas neurodegenerativas e os tumores cerebrais, os exossomas e outras
vesiculas extracelulares tém um enorme potencial como biomarcadores de diagnéstico

destas patologias (RAJENDRAN et al., 2014).

7. Vesiculas Extracelulares como Biomarcadores

Os biomarcadores sao indicadores quantificaveis de uma condicao bioldgica, e
incluem proteinas, material genético e metabolitos, que podem refletir o estado de saude ou
de doenga de um individuo (BOUKOURIS e MATHIVANAN, 2015). Em 1998, um grupo de
trabalho especializado convocado pelo National Institutes of Health (NIH), definiu
biomarcadores, ou marcadores bioldgicos, como uma caracteristica que € medida e avaliada
objetivamente como um indicador de processos bioldgicos normais, de processos
patogénicos, ou de respostas farmacologicas a uma intervengao terapéutica. De entre as
varias aplicagoes dos biomarcadores, estes podem ser usados como ferramentas de
diagnodstico, de prognostico, e de monitorizagao da progressao de doengas e de respostas a
tratamentos (BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING GROUP, 2001).

As vesiculas extracelulares representam uma notavel fonte de biomarcadores nao-
invasivos e estao presentes em todos os fluidos corporais (BUDNIK et al., 2016). Para além
disso, o conteldo transportado por estas vesiculas no interior da bicamada lipidica, incluindo
proteinas e material genético, esta protegido da agao de enzimas extracelulares, como as
proteases e as RNases (CANDELARIO e STEINDLER, 2014).
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7.1. Doencgas do Priao

As doencas do Priao constituem um grupo de doengas neurodegenerativas,
transmissiveis e fatais, caracterizadas pela degeneragao e vacuolizagao espongiforme do
tecido cerebral, que afetam tanto humanos como animais. Nos humanos, incluem doencgas
como a Doenga de Creutzfeldt-Jakob (DCJ]) e a Sindrome de Gerstmann-Straussler-
Scheinker (SGSS), e podem ter etiologia esporadica, familiar ou infeciosa (BELLINGHAM et
al., 2015).

Os prides sao agentes infeciosos cujo componente maioritario € uma isoforma
anormal da proteina do prido (PrP%), designada por PrP*“, que possui a capacidade de
transmitir a doenca e de induzir a conversao de outras proteinas PrP“ em PrP*“. A proteina
PrPS, codificada pelo gene PNRP, apresenta elevados niveis de expressio a nivel do SNC e
do cérebro, ainda que seja expressa em todos os tecidos do organismo (COLEMAN e HILL,
2015). De entre os varios mecanismos propostos para a transmissao intercelular da PrP®c,
como o contacto direto célula-célula e o movimento direto de agregados entre células via
nanotubos tunel (tunnelling nanotubes), a propagacao de proteinas do priao mediada por
vesiculas extracelulares tem sido sugerida como um dos mecanismos predominantes na
transmissao destas doengas (THOMPSON et al, 2016). Vella et al. demonstraram que
exossomas derivados de uma linha celular neuronal infetada por prides eram capazes de
induzir a propagac¢ao da infecao em células provenientes de diferentes tecidos (VELLA et al.,
2007). Ambas as proteinas envolvidas nas doencas do Pridio (PrP¢ e PrP*%) tém sido
identificadas em exossomas provenientes de varios tipos de células e de fluidos como o
sangue e o LCR (COLEMAN e HILL, 2015).

Num estudo desenvolvido por Bellingham et al., exossomas libertados por neurénios
infetados pelo priao revelaram uma expressao distinta de miRNAs exossomais. O perfil de
expressao dos miRNAs exossomais estudado demonstrou uma elevada expressao de
miRNAs como let-7b, let-7i, miR-128a, miR-21, miR-222, miR-29b, miR-342-3p e miR-424, e
uma baixa expressao de miR-146, quando comparado com células neuronais nao infetadas.
Através dos resultados obtidos, o perfil especifico de miRNAs contidos em exossomas
derivados de células infetadas pelo priao podem constituir uma mais-valia enquanto

biomarcadores no diagnostico de doengas do Priao (BELLINGHAM et al., 2012).

49



7.2. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa associada a uma
progressiva disfungao cognitiva, que se assume como a forma mais comum de deméncia na
populagdo. A doenga é caracterizada pela deposigio cerebral de péptidos [(-amildides
extracelulares na forma de placas amildides e pela presenga de agregados intracelulares de
proteina tau hiperfosforilada que formam emaranhados neurofibrilares (HU et al., 2016;
EITAN et al, 2016).

O envolvimento de vesiculas extracelulares na biologia da doenga de Alzheimer tem
sido evidenciado por diversos estudos levados a cabo nesta area (THOMPSON et al., 2016).
Rajendran et al. demonstraram que uma pequena fragdo de péptidos [3-amildides pode ser
incorporada em corpos multivesiculares que, por fusao com a membrana celular, segregam
estes péptidos -amiléides em exossomas para o meio extracelular, e observaram ainda a
acumulagao de proteinas exossomais em placas amiloides de tecido cerebral de doentes de
Alzheimer, sugerindo um papel potencial destas vesiculas na propagacao da doenga
(RAJENDRAN et al., 2006). Por outro lado, os exossomas tém também sido implicados na
promogio da clearance de péptidos [-amildides extracelulares por células da microglia
(YUYAMA et al, 2012). No que respeita aos mecanismos de propagagao da proteina tau,
Asai et al. demonstraram que exossomas libertados por células da microglia facilitam a
disseminagao da proteina tau entre neuronios, e que a inibigao da sintese destes exossomas
reduz de forma significativa a propagacao da tau (ASAl et al., 2015).

Niveis elevados de proteina tau fosforilada associada a exossomas foram detetados
em amostras de LCR de doentes numa fase inicial da doenga de Alzheimer, quando
comparados a um grupo controlo sem a deméncia (SAMAN et al., 2012). Fiandaca et al.
demonstraram ainda um aumento significativo dos niveis de -amil6ide 1-42 e de proteinas
tau em exossomas provenientes de amostras de sangue de doentes com Alzheimer,
relativamente a um grupo controlo (FIANDACA et al., 2015). Um estudo realizado por
Goetzl et al. demonstrou que varias proteinas lisossomais associadas a exossomas, como a
catepsina D e a lysosome-associated membrane protein-I (LAMP-1), apresentam niveis
plasmaticos aumentados em doentes na fase pré-clinica da doenga de Alzheimer (GOETZL
et al., 2015). No que respeita a literatura relacionada com miRNAs derivados de vesiculas
extracelulares como biomarcadores de doengas neurodegenerativas, diversos miRNAs
exossomais, como o miRNA-193b e o miR-342-3p, tém sido identificados como potenciais

biomarcadores da doenga de Alzheimer (THOMPSON et al., 2016).
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7.3. Doenca de Parkinson

A doenga de Parkinson, clinicamente caracterizada por hipocinesia, rigidez muscular e
tremor de repouso, apresenta-se como a segunda doenga neurodegenerativa mais
prevalente na populagao. A doencga estd associada a uma degeneragao dos neurodnios
dopaminérgicos na substancia nigra e a presenca de inclusoes intraneuronais, designadas por
corpos de Lewy, maioritariamente constituidas por agregados de a-sinucleina (POEWVE et dl.,
2017).

Assim como noutras doengas neurodegenerativas, os exossomas tém sido implicados
na propagagao destes agregados proteicos, sugerindo um envolvimento destas vesiculas na
doenga de Parkinson (THOMPSON et al., 2016). Emmanouilidou et al. demonstraram que a
proteina a-sinucleina pode ser segregada em exossomas (EMMANOUILIDOU et al., 2010),
tendo sido ainda evidenciado que o processo de agregagao de a-sinucleina pode ser
acelerado por estas vesiculas (GREY et al., 2015).

Um estudo desenvolvido por Shi et al. revelou niveis significativamente elevados na
concentragao plasmatica de a-sinucleina exossomal em doentes de Parkinson relativamente
a controlos saudaveis. Neste estudo foram isolados exossomas presumivelmente derivados
do CNS e que expressavam a L/ cell adhesion molecule protein (LICAM) (SHI et al., 2014).
Mutagoes no gene da proteina leucine-rich repeat serine/threonine kinase 2 (LRRK2) tém sido
também associadas a doenga de Parkinson, tendo Fraser et al. reportado niveis elevados de
Ser(P)-1292 LRRK2 em exossomas isolados de urina de doentes de Parkinson, quando
comparados com controlos saudaveis (FRASER et al, 2016). Uma andlise protedomica de
exossomas isolados de amostras de soro permitiu ainda identificar uma expressao diferencial
de 23 proteinas exossomais entre doentes de Parkinson e pessoas saudaveis, incluindo a
syntenin |, uma proteina envolvida na regulagao da biogénese dos exossomas (TOMLINSON
et al, 2015). Noutro estudo, Gui et al. investigaram o perfil de expressao de miRNAs
exossomais isolados de LCR de doentes de Parkinson e de Alzheimer. Em doentes de
Parkinson, comparativamente a controlos saudaveis, foram identificados 16 miRNAs com
uma elevada expressao, de entre os quais foram validados quatro (miR-153, miR-409-3p,
miR-10a-5p e let-7g-3p), e || miRNAs com uma reduzida expressao, dos quais foram

validados o miR-1 e o miR-19b-3p (GUI et al., 2015).
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7.4. Glioblastoma Multiforme

O glioblastoma multiforme (GBM) representa a forma mais comum e agressiva dos
tumores cerebrais primarios.

Assim como em outras doengas do SNC, a comunicagao intercelular mediada por
vesiculas extracelulares tem sido associada ao glioblastoma (BUDNIK et al., 2016) (Figura 2).
Os exossomas derivados de células de glioblastoma revelaram conter proteinas angiogénicas
e moléculas de RNA, como mRNAs e miRNAs, associadas ao processo tumorigénico. Estas
vesiculas podem ser captadas por outras células no ambiente tumoral e proceder a
transferéncia de proteinas e de informagao genética para estas células (SKOG et al., 2008).
Kucharzewska et al. demonstraram que exossomas derivados de células de glioblastoma, em
condi¢coes de hipoxia, favorecem o crescimento e a proliferacio tumoral, assim como
induzem o processo de angiogénese (KUCHARZEWSKA et al., 201 3).

Num estudo que pretendeu avaliar o potencial dos acidos nucleicos como
biomarcadores de glioblastoma em microvesiculas isoladas de soro de doentes com este tipo
de tumor, Skog et al. identificaram um mRNA especifico tumoral associado a glioblastomas,
designado por epidermal growth factor receptor variant Ill (EGFRvIIl), sugerindo que as
microvesiculas podem ser Uteis como biomarcadores no diagnostico deste tumor (SKOG et
al, 2008). Uma investigacdo levada a cabo por Manterola et al. revelou um perfil de
expressao de RNA distinto em exossomas isolados do soro de doentes com glioblastoma,
comparativamente com controlos saudaveis. Neste estudo, os niveis de expressao de dois
miRNAs (miR-320 e miR-574-3p) e de um small nuclear RNA (RNU6-1) foram associados
de forma significativa ao diagnodstico deste tumor (MANTEROLA et al., 2014). Akers et al.
detetaram ainda niveis elevados de miR-2| em vesiculas extracelulares provenientes de LCR
de doentes com glioblastoma, comparativamente a pessoas sem cancro (AKERS et al., 2013).
Num outro estudo, Chen et al. analisaram vesiculas extracelulares isoladas de LCR de
doentes com gliomas e identificaram um aumento significativo no niumero de copias de
mRNA mutante da isocitrate dehydrogenase | (IDHI), uma enzima cuja mutagao se encontra
associada a casos de glioblastoma (CHEN et al., 2013).

No ambito da utilizacdo de biomarcadores exossomais como ferramentas de
monitorizagao da eficacia de terapias, Shao et al. desenvolveram um método de analise de
mRNA exossomal de MGMT (O6-methylguanine DNA methyltransferase) e de APNG
(alkylpurine-DNA-N-glycosylase), duas enzimas capazes de reparar os danos induzidos no DNA
pela temozolomida, e cujos niveis no tecido tumoral estao inversamente relacionados com a

eficacia do tratamento quimioterapico. Os resultados deste estudo revelaram uma relagao
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qualitativa entre as variagoes dos niveis de mMRNA exossomal destas enzimas e as diferentes
trajetorias dos tratamentos com temozolomida em doentes com glioblastoma, realgando a
possibilidade destes mRNAs exossomais serem usados na previsao da resposta ao
tratamento quimioterapico, através do isolamento de exossomas de fluidos corporais como

o sangue (SHAO et al, 2015).

células tumorais

N
célula tumoral C |

em migracao
grac [ o

oligodendrocito

Figura 2 - Representagio do microambiente tumoral do glioblastoma. As células tumorais comunicam através
de vesiculas extracelulares com diversos tipos de células, incluindo neurédnios, astrécitos, microglia e

oligodendrocitos. Adaptado de RAJENDRAN et al., 2014.
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Tabela 4 - Sumario de biomarcadores associados a vesiculas extracelulares em doengas do SNC.

Tipo de amostra Biomarcadores

miRNAs com elevada expressao: let-7b,

Doencas do Prido Cultura de Neurénios let-7i, miR-128a, miR-21, miR-222, miR-
29b, miR-342-3p, miR-424; miRNA com
reduzida expressao: miR-146
LCR Proteina tau fosforilada
Doenca de Alzheimer Sangue B-amil6ide 1-42 e proteinas tau
Proteinas lisossomais, incluindo a
Plasma
catepsina D e a LAMP-1
Plasma a-sinucleina
Urina Ser(P)-1292 LRRK2
S Expressdo diferencial de 23 proteinas
oro

Doenca de Parkinson incluindo a syntenin |

6 miRNAs com elevada expressao,
LCR (validados: miR-153, miR-409-3p, miR-10a-
5p, let-7g-3p); I | miRNAs com baixa
expressao (validados: miR-1, miR-19b-3p)

Soro EGFRvIIl mRNA

Soro miR-320, miR-574-3p, RNU6-|
Glioblastoma

LCR miR-21

LCR mRNA mutante de IDHI

LAMP-1 (lysosome-associated membrane protein-1); LRRK2 (leucine-rich repeat serine/threonine kinase 2); EGFRvIII

(epidermal growth factor receptor variant Ill); IDH| (isocitrate dehydrogenase 1); LCR (liquido cefalorraquidiano).
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8. Conclusdo

As vesiculas extracelulares constituem, indubitavelmente, uma area de investigagao
emergente. Estas vesiculas assumem um papel preponderante na mediagao da comunicagao
intercelular e o vasto e complexo contelido molecular por estas transportado tem revelado
constituir uma fonte promissora de biomarcadores.

O envolvimento de vesiculas extracelulares em processos fisiologicos e patoldgicos
tem sido alvo de inumeros estudos que tém demonstrado que estas vesiculas, para além de
estarem implicadas no normal funcionamento do SNC, estao também associadas a
propagacao de proteinas toxicas no tecido cerebral e a proliferagio de células tumorais,
como no caso do glioblastoma.

A investigacao levada a cabo pela comunidade cientifica no ambito destas vesiculas
tem ainda permitido identificar diversas proteinas e material genético com padroes alterados
em doengas neurodegenerativas e tumores cerebrais, o que tem contribuido para a
descoberta de novos biomarcadores importantes no diagnoéstico e monitorizagao destas
patologias.

Dada a evidéncia emergente nesta temdtica, exossomas e outras vesiculas
extracelulares destacam-se como uma notoria e inovadora fonte de informagao para o
diagnostico de doengas de grande relevancia para a sociedade e revelam uma enorme

potencialidade no que respeita a sua utilizagao na pratica clinica.
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