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Resumo

Os exossomas sao nanovesiculas extracelulares libertadas por todos os tipos de células
do Sistema Nervoso Central (SNC) durante os processos fisiologicos e patoldgicos.
Recentemente, os exossomas tém sido alvo de intensa investigacdo uma vez que, para além
da remogao de compostos resultantes do metabolismo celular, estas vesiculas participam na
comunicagao intercelular através do transporte de proteinas, mRNA e miRNA. No que se
refere as doengas neurodegenerativas, existe evidéncia de que os exossomas contribuem para
a transmissao de moléculas téxicas entre as células, tais como formas téxicas de agregados
proteicos. O papel dos exossomas na comunicagao cerebral e neuropatogénese sugere que
estratégias terapéuticas baseadas nestas vesiculas poderao ter promissora utilizagao na clinica.

Neste trabalho, sdo apresentadas as potenciais aplicagoes terapéuticas dos exossomas
como sistema de entrega de moléculas para o tratamento das doengas do cérebro.

Adicionalmente, é apresentado o Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria, sob a
forma de uma analise SWOT (pontos fortes, pontos fracos, oportunidades e ameagas), sobre
o estagio curricular realizado na Farmacia de Celas, em Coimbra, durante os meses de janeiro
a abril de 2017.

Por fim, é apresentado o Relatéorio de Estagio em Farmacovigilincia sobre o estagio
realizado na Direcio de Gestio do Risco de Medicamentos da Autoridade Nacional de
Medicamentos e Produtos de Saude (Infarmed), I.P., em Lisboa, que teve inicio em maio e

terminou em julho de 2017.

Palavras-chave: comunicagao intercelular, doengas neurodegenerativas, exossomas, vesiculas

extracelulares, terapéutica

Abstract

Exosomes are extracellular nanovesicles released by all cell types of the Nervous Central
System under physiological and pathological processes. Recently, intense research in
exosomes has been carried out since these vesicles are involved in intercellular
communication by delivering proteins, mMRNAs and miRNAs as well as removing molecules
from the releasing cells. Furthermore, accumulating evidence suggests that exosomes are
mediators of toxic aggregated proteins spread in neurodegenerative diseases. Due to the role

of exosomes within brain communication and neuropathogenesis, novel therapeutic strategies



are being developed that take advantage of exosomes as carriers and biomarkers in clinical
context.

This dissertation presents the potential applications of exosomes as delivery vehicles of
pharmacological molecules for the treatment of neurodegenerative diseases.

Additionally, it is also presented the Community Pharmacy Internship report. This
curricular internship was performed at Farmacia de Celas, in Coimbra and the report includes
a SWOT analysis (strengths, weaknesses, opportunities and threats) about my experience in
the curricular internship from january to april 2017.

Finally, it is included a report on the Pharmacovigilance Internship, which describes my
experience at Directorate of Risk Management for Medicines of the National Authority of

Medicines and Health Products (Infarmed), I.P., in Lisbon, between may and july 2017.

Keywords: intercellular communication, neurodegenerative diseases, exosomes, extracellular

vesicles, therapy
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Nota Introdutéria

A comunicacao intercelular pode ser mediada por exossomas, vesiculas extracelulares
libertadas por todos os tipos de células do SNC, capazes de atravessar a barreira
hematoencefilica (BHE) e percorrer curtas e longas distancias no organismo. Os exossomas
sao constituidos por diversas moléculas bioldgicas, lipidos, proteinas e acidos nucleicos, de
acordo com a célula que Ihes deu origem, atuando como mensageiros de informacgao biologica
entre as células em contexto quer fisiologico, quer patologico. As células do SNC libertam
exossomas que promovem neuroprotecgao ao nivel dos processos sinapticos e regenerativos.
Contudo, os exossomas libertam também produtos resultantes do metabolismo celular e
podem ser responsaveis por transportar proteinas toxicas associadas ao desenvolvimento de
diversas doengas neurodegenerativas, contribuindo para a propagagao da patologia no
cérebro.

As caracteristicas particulares dos exossomas no que diz respeito a estabilidade,
biocompatibilidade e capacidade de proteger o seu conteiudo, bem como a capacidade de
atravessar barreiras biologicas e as suas propriedades de vetorizagao para um tecido
especifico, tém vindo a ser exploradas por diversos grupos de investigagdo com vista a
utilizagdo deste tipo de vesiculas na terapéutica das doencas neurodegenerativas. As
estratégias de modificagao e incorporagao de agentes terapéuticos incluem o isolamento dos
exossomas e carregamento com as moléculas farmacolégicas ou, por outro lado, a
manipulagao das células produtoras de exossomas. Adicionalmente, é possivel modificar a
membrana exossomal com o intuito de promover a vetorizacio dos exossomas para um
tecido ou orgao especifico.

A presente monografia aborda os principais mecanismos envolvidos na biogénese dos
exossomas e o seu papel no SNC, particularmente nas doengas neurodegenerativas, bem
como as estratégias de manipulagao e as multiplas aplicagoes terapéuticas dos exossomas

como sistemas de entrega promissores no tratamento das doencas do cérebro.
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I. Biogénese, secrec¢ao e internalizacao celular

I.1 Biogénese

As vesiculas extracelulares sao libertadas pelas células no meio extracelular numa forma
estavel, distribuindo-se por curtas e longas distancias no organismo. Os exossomas s3o
pequenas vesiculas extracelulares, de tamanho entre 30 e 150 nm, formados no sistema
endossomal, a partir de vesiculas intraluminais (ILVs) que se encontram dentro dos corpos
multivesiculares (MVB, ver Figura [). Existem também outras vesiculas extracelulares
designadas microvesiculas ou ectossomas, com tamanho compreendido 50 nm e | um, que se
formam a partir da membrana plasmitica e sao libertadas para o meio extracelular
(COLOMBO, RAPOSO e THERY, 2014). Podem ainda ser encontradas grandes vesiculas
irregulares (50 nm — 5 um), designadas de corpos apoptoticos, que sao libertadas por células
em apoptose (VADER et al, 2016). Também as células tumorais libertam vesiculas
extracelulares de grandes dimensoes - os oncossomas, (I1-10 um) (MINCIACCHI, FREEMAN
e DI, 2015).

No que se refere aos exossomas, o processo de biogénese influencia diretamente o seu
conteldo em proteinas, lipidos e acidos nucleicos (MAAS, BREAKEFIELD e WEAVER, 2017).
Os endossomas que constituem o sistema endossomal dividem-se em endossomas precoces,
endossomas tardios e lisossomas (GRANT e DONALDSON, 2009). A formagiao do
endossoma inicia-se com a invaginacao da membrana celular, dando origem ao endossoma
precoce. Os endossomas precoces transformam-se em endossomas tardios que, por sua vez,
vao acumulando ILVs que se formam a partir da membrana endossomal, ocorrendo a
deposicao de proteinas, lipidos e acidos nucleicos no interior das pequenas vesiculas. Os
endossomas tardios contendo multiplas ILVs sao designados de MVBs, sendo que estes podem
ser degradados em lisossomas ou, por outro lado, fundir-se com a membrana celular e libertar
ILVs como exossomas no meio extracelular.

A formacgao das ILVs inicia-se com a reorganizagao da membrana endossomal e o
enriquecimento em proteinas membranares designadas tetraspaninas (CD9 e CDé63),
necessarias ao recrutamento de outras proteinas envolvidas neste processo (POLS e
KLUMPERMAN, 2009). Adicionalmente, os componentes do complexo ESCRT (Endosomal
Sorting Complex Required for Transport) sao responsaveis pelo reconhecimento e selecao das
proteinas que constituem as ILVs. A proteina Alix esta também envolvida nos processos de

biogénese dos exossomas, nomeadamente no carregamento e formacgao das vesiculas. Deste
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modo, ocorre a formagao sequencial das ILVs que posteriormente dao origem aos exossomas
(LINDAS e BERNANDER, 2013).

Existem estudos que evidenciam a biogénese de exossomas independente do complexo
ESCRT e a existéncia de mecanismos que podem ocorrer paralelamente a via ESCRT,
dependendo do tipo de célula (TRAJKOVIC et al., 2008). As diferengas no conteudo que os
exossomas apresentam estiao relacionadas com os diversos mecanismos envolvidos na sua
biogénese.

Microvesiculas, microparticulas,
ectossomas, oncossomas, etc.

|
[ ]

Exossomas
Endossoma
precoce /
MVB Lisossoma
E—

Complexo de Golgi

Figura | - Biogénese e libertagao dos exossomas. A endocitose da membrana plasmatica
resulta na internalizagao de proteinas, acidos nucleicos e moléculas associadas a membrana e
na formagao do endossoma precoce; a transformagao do endossoma precoce em endossoma
tardio promove a formagao das ILVs dentro do endossoma tardio/MVB;a fusio do MVB com
a membrana plasmatica permite que os exossomas sejam libertados no meio extracelular;em
alternativa, o MVB pode fundir-se com o lisossoma e ser degradado. Adaptado de
COLOMBO, RAPOSO e THERY, 2014.

1.2 Secrecao

Os exossomas transportam entre outros componentes, fatores de crescimento, bem
como moléculas sinalizadoras, pelo que, apés a fusao dos MVBs com a membrana plasmatica,
a sua libertagao no meio extracelular pode originar uma sinalizagao autocrina e paracrina. O
destino dos exossomas, degradacao ou libertagao, pode ser influenciado por diversos fatores,
nomeadamente o transporte dos MVBs ao longo de microtubulos da membrana plasmatica, a

existéncia de locais de acoplamento molecular na membrana plasmatica ou presenga de
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proteinas SNARE que medeiam a fusao com lisossomas ou com a membrana plasmatica. A
libertagao dos exossomas esta associada a moléculas reguladoras do acoplamento molecular
dos MVBs tais como GTPases, Rabll, Rab35, Rab27a e Rab27b (ABELS e BREAKEFIELD,
2016).

1.3 Internalizacao celular

A internalizagao celular dos exossomas pode ocorrer pela fusio com a membrana
celular ou por endocitose, de acordo com os processos de endocitose mediados por clatrina,
caveolina, rdfts lipidicos, macropinocitose ou fagocitose (MULCAHY, PINK e CARTER, 2014).
Fatores como o tipo de célula e o seu estado fisiologico, bem como a existéncia de recetores
a superficie da célula, capazes de reconhecer ligandos na membrana dos exossomas,
influenciam o modo de incorporagao da vesicula. Constatou-se que o bloqueio de
proteoglicanos HSPGs na membrana plasmatica da célula recetora diminui a internalizagao de
vesiculas, traduzindo a sua elevada importancia no processo de internalizagio. Apds a
interacdo do exossoma com a célula recetora, pode ser desencadeada a sinalizagao via
interagao ligando/receptor, sem que ocorra a entrada do exossoma na célula (PATEL et al,
2016) ou, por outro lado, endocitose da vesicula, transferéncia do conteudo da vesicula para
o citoplasma ou nucleo da célula, degradacao lisossomal ou incorporagao em MVB (RIDDER

et al., 2014)(MULCAHY, PINK e CARTER, 2014).

2. Estrutura da membrana e composicao

Os exossomas siao formados por uma estrutura anfifilica, constituida por dois
compartimentos, um nucleo aquoso e uma membrana de bicamada lipidica capaz de proteger
o seu conteudo no meio extracelular. Apesar da composicio do exossoma depender do
estado fisiologico da célula que Ihe deu origem e dos mecanismos envolvidos na organizagao
do seu conteldo, a sua composi¢ao consiste num conjunto de proteinas, lipidos e acidos
nucleicos (ver Figura 2) que por sua vez podem ser transferidos para outras células e

desencadear respostas celulares (LOPEZ-VERRILLI et al., 2016; WILLMS et al., 2016).
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Moléculas apresentadoras

de antigénio Moléculas de adesdo
MHC | e MHC Il (tetraspaninas, integrinas)
Componentes % Q%
do ESCRT Proteinas envolvidas B
B i na transdugdo de Proteinas
Proteinas— ) . S
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rp 999000000 i
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4 D
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Figura 2 - Representagao da composigao dos exossomas. Os exossomas sao constituidos
por rafts lipidicos, acidos nucleicos, bem como proteinas de adesao, tetraspaninas, proteinas
transmembranares, proteinas citosélicas e componentes do ESCRT. Adaptado de
COLOMBO, RAPOSO e THERY, 2014.

Relativamente a composicao em proteinas, uma vez que os exossomas siao obtidos a
partir dos endossomas, podem ser encontradas nos exossomas proteinas do complexo
ESCRT (Alix, TSGI0I, Gag), proteinas de transporte e fusao (anexinas, flotilinas, GTPases),
proteinas de adesao (integrinas), tetraspaninas (CD9, CDé63, CD8I, CD82), moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), proteinas heat shock (HSP70, HSP90),
bem como proteinas associadas a rdfts lipidicos (ZHANG et al,, 2015). Neste sentido, foi criada
uma base de dados designada Exocarta, com uma lista que inclui mais de 100 proteinas que
funcionam como biomarcadores de exossomas (KEERTHIKUMAR et al., 2015).

No que diz respeito ao teor em lipidos, os exossomas sao compostos por colesterol,
esfingolipidos, fosfoglicéridos, ceramidas, rdfts lipidicos e cadeias de acidos gordos saturados.
A elevada rigidez que estas moléculas apresentam confere aos exossomas a estabilidade

necessaria para protegerem o seu conteudo até ao local alvo de entrega. O enriquecimento
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dos exossomas em fosfatidilserina podera estar relacionado com a sua internalizagao celular
(MULCARHY, PINK e CARTER, 2014).

Em relacio ao material genético que faz parte dos exossomas, foram identificados
microRNAs (miRNAs), RNAs nao codificantes (hcRNAs) e RNA mensageiro (mRNA), sendo
que a maioria se encontra fragmentado. O RNA pode encontrar-se no interior da vesicula,
protegido da digestao de RNases pela bicamada lipidica, ou associado a ribonucleoproteinas
(RNPs) como a AGO?2, o que lhe confere estabilidade (ARROYO et al., 201 |; VICKERS et al.,
201 1). Alincorporagao de RNA em exossomas é controlada por diferentes mecanismos, sendo
exemplo a agao da ribonucleoproteina hnRNPA2B| que reconhece um pequeno motivo
especifico, designado EXOmotif, composto por pelo menos quatro nucleétidos (GGAG) em
determinados miRNAs, promovendo a sua incorporagao nos exossomas (VILLARROYA-
BELTRI et al, 2013). A complexidade e diversidade dos mecanismos de incorporagao de
mRNA e miRNA refletem a heterogeneidade do conteudo das vesiculas (ABELS e
BREAKEFIELD, 2016).

3. Mecanismo de travessia da barreira hematoencefalica

A BHE constitui uma barreira dinamica que controla a passagem de substancias entre o
SNC e a circulagao vascular periférica, sendo responsavel pela regulacio do meio favoravel
para a fungao neuronal. Contudo, a BHE limita o acesso de moléculas terapéuticas ao cérebro,
pelo que os exossomas surgem como veiculos para a entrega de farmacos no cérebro, uma
vez que tém a capacidade de atravessar a barreira protetora do cérebro, embora os

mecanismos subjacentes nao sejam totalmente compreendidos (HAQQANI et al,, 201 3).

Com o intuito de compreender o mecanismo de passagem dos exossomas através da
BHE, foi realizado um estudo in vitro, usando exossomas obtidos de células HEK 293T e um
modelo de BHE formado por células BMEC (Bone marrow Microvascular Endothelial Cells) em
monocamada, mimetizando a BHE em condi¢6es normais e de neuroinflamagao, em que a
permeabilidade da BHE se encontra alterada devido a citocinas pré-inflamatorias como o TNF-
o (ROCHFORT et al, 2014). Foi demonstrado que os exossomas sao internalizados por
células BMEC por endocitose, sendo que o cruzamento da monocamada de células é feito pela
via transcelular, isto é, formagao de MVB seguida de exocitose no outro lado da monocamada.
Os resultados evidenciaram a capacidade dos exossomas atravessarem a BHE apenas nas

condi¢oes de inflamagao (TNF-a ativado) da BHE (CHEN et al., 2016).
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Foi elaborado um estudo para avaliar o potencial uso dos exossomas na entrega de
farmacos no cérebro e, como tal, na passagem da BHE. Exossomas isolados a partir de células
endoteliais cerebrais bEND.3 (immortalized mouse brain endothelial cell line) foram otimizados
para expressar a superficie da membrana marcadores envolvidos na penetragao da BHE. In
vitro, verificou-se um aumento na internalizagao celular de exossomas e na entrega de farmacos
citotoxicos tais como doxorubicina e paclitaxel em células humanas de glioblastoma-
astrocitoma U-87. In vivo, num modelo de peixe zebra, foi demonstrado que a entrega dos
referidos farmacos encapsulados em exossomas permitiu a passagem da BHE, ao passo que
quando administrados nao estando associados a exossomas, nao ocorreu a internalizagao pelas
células cerebrais, o que sugere um potencial uso dos exossomas no tratamento em doengas

neuroldgicas que atualmente nao tém uma opgao terapéutica disponivel (YANG et al., 2015).

4. Design e produc¢ao de exossomas como sistemas de entrega de

farmacos

4.1 Selecao da fonte celular

A escolha da fonte celular para obter os exossomas é fundamental, uma vez que a
composicao em lipidos e proteinas superficiais determinam a sua fun¢ao e direcionamento,
bem como a protecao do contelldo que transportam. Neste sentido, é necessario ter em
consideragao as carateristicas biologicas dos exossomas obtidos dos diferentes tipos celulares
e avaliar os seus beneficios e riscos relativamente a biocompatibilidade e ao rendimento do

processo.

Foram estudadas varias fontes celulares para se obterem exossomas a fim de serem
utilizados em aplicagdes terapéuticas. A utilizagio de exossomas obtidos a partir de células
tumorais para o transporte de agentes quimioterapéuticos constitui um desafio, uma vez que
os exossomas tumorais conseguem induzir uma resposta imune contra as células tumorais, na
medida em que possuem antigénios especificos que por sua vez sio entregues as células
dendriticas, ativando a imunidade por células T contra as células tumorais. Neste sentido, os
exossomas originados a partir de células tumorais apresentam elevada especificidade de
expressao de tetraspaninas, moléculas que estio envolvidas na ligacio ao tecido alvo
(WOLFERS et al.,, 2001; RANA et al., 2012). Contudo, foi demonstrado que exossomas com

origem em células tumorais aumentam o crescimento do tumor em células com fraco
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comportamento metastatico, uma vez que possuem proteases e moléculas de adesao que
promovem a formagao do tumor, bem como miRNAs que induzem alteragoes malignas na
célula alvo (ZOMER et al,, 2015; HARRIS et al., 2015; MELO et al,, 2015). E importante realcar
que a inibicao de células T efetoras reativas ao tumor por exossomas tumorais ocorre através
da expressao de ligandos indutores da apoptose (FasL, TRAIL, PDL-2). Estas vesiculas siao
ainda responsaveis pela indugao de apoptose em células T citotoxicas ativadas, diminuigao da
diferenciagao de monocitos e indugao da resposta proé-inflamatoéria (LUAN et al., 2017). Assim
sendo, existe elevado risco de malignidade associado a exossomas derivados de células
tumorais, pelo que a sua utilizagao tem de ser ponderada para que a situagao maligna nao seja

agravada.

Em alternativa, tém sido feitas outras abordagens no que se refere a escolha da fonte
celular para obter exossomas, nomeadamente a utilizagao de plantas e frutos, devido ao perfil
de seguranga, para além de serem uma fonte econémica, pratica e possivel de produzir em
grande escala (LUAN et al,, 2017; JU et al,, 2013). O leite bovino pode igualmente ser utilizado
como fonte de isolamento de exossomas para o transporte de agentes terapéuticos
(MUNAGALA et al, 2016). Ainda assim, apesar do elevado rendimento e melhor perfil de
seguranga, exossomas obtidos a partir de plantas e leite animal tém como desvantagem a

incapacidade de induzir a resposta imune da célula alvo (LUAN et al., 2017).

Por conseguinte, as células da resposta imune, nomeadamente monécitos e macroéfagos,
constituem uma fonte viavel na obten¢ao de exossomas para aplicagiao de agentes terapéuticos
e vacinas terapéuticas (ESCUDIER et al., 2005), dado que estas vesiculas sao capazes de escapar
a fagocitose imunitaria do hospedeiro e consequentemente promover a eficicia terapéutica
(HANEY et al., 2015). Relativamente a aplicagao de exossomas em vacinas terapéuticas, a fonte
de exossomas mais promissora sao as células dendriticas (DC), dado que células DC expostas
a um antigénio libertam exossomas, por sua vez capazes de transferir peptideos-MHC para
outras células DC que nao estiveram em contacto com o mesmo antigénio, promovendo-se

a rejeicao do tumor (SHENODA e AJIT, 2016).

Na terapéutica, as células mesenquimatosas estaminais (MSCs) sao as células
progenitoras de eleicao para obter exossomas. Neste sentido, foram demonstrados os efeitos
terapéuticos de exossomas com origem em células MSCs em modelos animais em condigoes
de isquémia, promovendo a recuperagao da fungao cerebral (XIN et al., 2013; XIN et al., 2012).
Esta fonte celular de exossomas apresenta vantagens, nomeadamente a menor propensao dos

exossomas de MSCs no desencadear de respostas imunes e a incapacidade da formagao direta
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de tumores (RANI et al., 2015).

5. Estratégias de modificacdo de exossomas e incorporacao de agentes

terapéuticos

Os agentes terapéuticos podem ser incorporados em exossomas segundo um processo
de encapsulagao passiva ou ativa, associadas a diferentes eficiéncias de encapsulagao e
estabilidade dos farmacos nas vesiculas (ver Tabela I).

A encapsulagao passiva baseia-se na incubagao dos exossomas com o agente terapéutico,
de modo a que este seja incorporado no exossoma de acordo com o gradiente de
concentragao.

A eficiéncia de encapsulagao é dependente da hidrofobicidade do farmaco, uma vez que
farmacos hidrofébicos tém maior afinidade para interagir com a membrana do exossoma.
Neste sentido, foi demonstrado que é possivel incorporar, por encapsulagao passiva, farmacos
como a curcumina, doxorubicina e paclitaxel. Paralelamente, a conjugagio com colesterol
constitui um método de incorporar oligonucleétidos em exossomas (DIDIOT et al., 2016).
Para além da incubagao com o agente terapéutico, pode também recorrer-se a incubagao do
farmaco com as células dadoras com o objetivo de obter exossomas com o firmaco
incorporado (PASCUCCI et al., 2014).

Relativamente a encapsulagao ativa, esta implica a perturbacio da membrana do
exossoma através de métodos de sonicagiao, extrusiao, congelamento-descongelamento,
eletroporagao, incubagao com permeabilizadores da membrana tais como saponinas e o
método de click chemistry para conjugagao direta. Na tabela | encontram-se os diferentes
métodos que podem ser utilizados para manipular a incorporagao de agentes terapéuticos e
obter exossomas modificados. E importante realcar que deve ser considerada nio apenas a
eficiéncia de encapsulagio do método, mas também fatores como a integridade da membrana

dos exossomas e a estabilidade, a fim de se otimizar o efeito terapéutico (LUAN et al,, 2017).
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Tabela I- Métodos de incorporagao de agentes terapéuticos em exossomas

Método Procedimento Vantagens Desvantagens Modelos
a) i. Incubagdo dos Simples; Baixa eficiéncia de | Paclitaxel (PASCUCCI
Encapsulagao exossomas com Integridade da | encapsulagio etal, 2014)

passiva o membrana é Catalase (HANEY et
farmaco/proteina mantida al, 2015)
livre
ii. Incubagio das Simples; Baixa eficiéncia de
células dadoras Integridade da | encapsulagao;
de exossomas membrana é O farmaco pode
com o farmaco mantida causar
livre citotoxidade as
células dadoras
b) i. Sonicagdo A mistura de exossomas e Elevada Integridade da Catalase (HANEY et
Encapsulagao farmaco/proteina € sujeita a eficiéncia de membrana afetada | al, 2015)
ativa uma sonda homogeneizadora, encapsulagdo
cuja forga de corte perturba a
integridade da membrana do
exossoma, deformando-a e
permitindo a entrada de
farmaco no exossoma. Os
lipidos e proteinas a superficie
da membrana do exossoma
nao sio significativamente
afetados e verifica-se a
reconstituicdo da membrana
exossomal. Pode ocorrer que
o farmaco, para além de ser
incorporado no interior do
exossoma, se ligue a face
exterior da membrana
exossomal, observando-se a
libertagao do farmaco da
vesicula em duas fases (Kim et
al, 2016)
ii. Extrusao E utilizada uma seringa Elevada Integridade da Porfirina

(extrusor) constituida por uma
membrana com poros entre
100 e 400 nm, na qual é
inserida a mistura de
exossomas e farmaco, a
temperatura controlada.
Durante a extrusio, as
propriedades da membrana do
exossoma sio alteradas de
acordo com a for¢a mecanica
aplicada, sendo a membrana
deformada e misturada com o

farmaco.

eficiéncia de

encapsulagio

membrana afetada;
Efeitos citotdxicos
relacionados com
a alteracdo do
potencial zeta nos

exossomas;

(FUHRMANN et dl.,
2015)
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iii. Incubagio dos exossomas com | Média Formacgao de Porfirina
Congelamento- o farmaco, durante um eficiéncia de agregados e
descongelamento | periodo de tempo fixo, a encapsulagdo; | consequentemente
temperatura ambiente. Fusdo de uma grande
Seguidamente, a mistura é lipossomas e distribuicdo de
rapidamente arrefecida a exossomas tamanho de
-80 °C ou em azoto liquido e, paraa vesiculas
por fim, aquecida a obtencgio de incorporadas com
temperatura ambiente inicial. vesiculas farmaco.
A encapsulagdo do farmaco é miméticas de
obtida ao fim de, pelo menos, exossomas
trés ciclos (Sato et al,, 2016). (Sato et al,
2016)
iv. Formagao de poros na Encapsulagio Formacgao de Let-7a miRNA
Electroporagao membrana do exossoma de moléculas agregados de (OHNO et al, 2013)
através da aplicagdo de um grandes como | RNA; MAPK siRNA
campo elétrico numa solugao siRNA e Instabilidade; (WAHLGREN et dl,
condutora. miRNA Baixa eficiéncia de | 2012)
A estrutura da membrana do encapsulagdo. Doxorubicina
exossoma € restabelecida apos (Tian et al,, 2014)
a difusdo do farmaco para o siRNA BACEI
interior da vesicula. (ALVAREZ-ERVITI,
SEOW, YIN, et dl,
2011)
v. Incubagdo com | A saponina, agente surfactante, | Elevada Risco hemolitico e | Catalase (HANEY et
saponinas liga-se ao colesterol presente eficiéncia de toxicidade al, 2015)
na membrana do exossoma, encapsulagdo (Podolak, Galanty Porfirina
criando poros que aumentam e Sobolewska, (FUHRMANN et al,
a permeabilidade da 2010) 2015)
membrana, sem a destruir.
vi. Click chemistry | Método quimico em que se Rapido; (SMYTH et al, 2014)
promove a ligagdo covalente Eficiente;
de moléculas a superficie dos Controlo do
exossomas. local de
conjugagao;

As nanovesiculas miméticas de exossomas sao produzidas artificialmente através de
processos biotecnolégicos, via extrusao de células dadoras. Comparativamente a obtengao
de exossomas libertados a partir de células dadoras, designados por exossomas naturais, a
técnica de produgao vesiculas miméticas de exossomas permite obter aproximadamente 100
vezes mais vesiculas (SUTARIA et al., 2017). E de esperar que nem todos os componentes dos
exossomas nhaturais sejam necessarios para a entrega eficiente do agente terapéutico na célula
alvo, pelo que poderao ser apenas utilizados os componentes funcionais, reduzindo-se a
complexidade biologica. Neste sentido e dada a constituicio dos exossomas naturais, os
lipossomas, estruturas compostas por membranas de fosfolipidos e de diametro, ajustavel,
proximo de 100 nm, constituem a base para a obtengao de vesiculas miméticas de exossomas.

Neste sentido, a produgao de vesiculas miméticas de exossomas possui vantagens como a
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facilidade na transposicao de escala e a possibilidade de se estudar o efeito de cada
componente individualmente. Contudo, o design e desenvolvimento de vesiculas miméticas de
exossomas funcionais tem ainda algumas limitagdes, nomeadamente o desconhecimento dos
componentes essenciais dos exossomas naturais, a incorporagao de lipidos e proteinas
funcionais, devido a complexidade da incorporagao de multiplas proteinas e a baixa eficiéncia

de encapsulagao dos componentes terapéuticos (KOOIJMANS et al., 2012).

6. Papel dos exossomas nas doencas nheurodegenerativas:

neuroprotecio e neurotoxicidade

O estudo das doengas neurodegenerativas incide nos eventos moleculares a nivel celular
e os seus efeitos nas células vizinhas e noutros locais do organismo. Deste modo, a
comunicagao intercelular que ocorre no meio extracelular através de exossomas constitui um
alvo para a intervengao terapéutica, bem como para diagnostico e avaliagao da progressao da
doenga. A eliminagao de produtos derivados do metabolismo celular e moléculas toxicas e a
transmissao de acidos nucleicos, citocinas e enzimas entre as células podem representar
atividades neuroprotetoras dos exossomas. Adicionalmente, varios estudos demonstraram a
acao neuroprotetora dos exossomas libertados por neuronios, astrocitos, oligodendrocitos,
microglia e células estaminais neuronais em processos de plasticidade sindptica e regeneragao
nervosa, pela entrega de moléculas em locais de lesao que promovem a sintese proteica local
(KALANI, TYAGI e TYAGI, 2014).

Por outro lado, estas vesiculas extracelulares podem transportar agregados proteicos
que sao transferidos para outras células, exercendo uma agao neurotédxica (Figura 3), na
medida em que ha evidéncias de que podem desencadear a transmissao e espalhamento de
doengas tais como doenga de Alzheimer (HOWITT e HILL, 2016; ASAl et al., 2015), Parkinson
(WU, ZHENG e ZHANG, 2017; MARIE et al, 2015), Esclerose Lateral Amiotrofica
(NONAKA etal., 2013; GRAD et al., 2014; IGUCHI et al,, 2016), doenga de Huntington (JEON
et al., 2016; PEARCE et al,, 2015), Esclerose mdltipla e neuroinflamagao (BAKHTI, WINTER e
SIMONSS, 201 I; SORIA et al, 2017). Resultados de estudos in vitro suportam a hipotese de

transmissao prion-like nas doengas neurodenerativas.
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Figura 3 - Exossomas na patologia do sistema nervoso. Nas doengas neurodegenerativas,
os exossomas podem regular a fagocitose de agregados proteicos, como o peptideo AP
na doenca de Alzheimer. Os exossomas promovem a libertagao, transmissao celular e

acumulagao de proteinas toxicas, associadas a degenerescéncia neural, tais como Tauy,
SODI, TDP-43 e prioes. Adaptado de ZAPPULLI et al., 2016.

Doengas do priao

Os priodes sao proteinas de conformacgao aberrante que tém a capacidade de transmitir
a sua conformagao a outras proteinas do mesmo tipo, formando agregados que resultam em
oligdbmeros e fibrose. Neste sentido, os prides promovem a transmissio do estado
fisiopatologico de uma determinada célula, na medida em que desencadeiam a reconformagao
e agregacao proteica, conduzindo a neurodegenerescéncia. Do mesmo modo, observa-se a
acumulagao progressiva de proteinas nao-conformacionais em proteinopatias tais como as
doencgas de Parkinson e Alzheimer, sendo que o seu mecanismo de propagacao pode ser
explicado pela hipotese prion-like. A relagao entre a transmissao de doengas do priao e os
exossomas surgiu na sequéncia do estudo da expressao celular da proteina priao (PrP) e da
libertagdo pela célula de exossomas contendo PrP normal (PrP%) e PrP anormal (PrP*).
Adicionalmente, verificou-se que a estrutura e o contelido dos exossomas sao alterados pela
PrP*, bem como a sua secrecio pela célula, conduzindo ao aumento da libertagao e

transmissio da PrP* (SORIA et al.,, 2017).

Doenc¢a de Alzheimer

Foi demonstrado in vitro a formagao do peptideo B-amiloide (AB) em endossomas, a
partir da clivagem B da proteina percursora amiloide (APP), e consequentemente a sua
secregao para o meio extracelular e propagacao de AP via exossomas (RAJENDRAN et al,
2006). De facto, estudos in vitro e in vivo identificaram fragmentos terminais APP-C em
exossomas, evidenciando a agao dos exossomas na formagao do Ap.

O papel neuroprotetor dos exossomas pode traduzir-se na eliminagao de espécies

toxicas de AB, contribuindo para a menor toxicidade e maior estabilidade das fibras nervosas.
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Demonstrou-se que exossomas neuronais promovem a remogao do peptideo AB, uma vez
que induzem modificagdes conformacionais no AB que conduzem a formagao de fibrilas de
peptideo AB nao téxicas e a sua remogao pela microglia, permitindo a sua degradagao em
lisossomas. A presenca de exossomas promove uma remogao mais eficiente de AP pela
microglia. Verificou-se também que o bloqueio de fosfatidilserina a superficie do exossoma
através de anexina V impediu a internalizagao de exossomas, bem como a incorporagao de
AB na microglia. Neste sentido, pode concluir-se que existe uma coordenagao entre os
neurdnios e a microglia na remocgao do peptideo AP via exossomas, sendo que a manipulagao
da libertagio dos exossomas podera permitir modificar o risco de doenca de Alzheimer
(YUYAMA et al,, 2012).

A proteina Tau hiperfosforilada esta também associada a doenga de Alzheimer e é o
principal constituinte das redes de neurofibrilas (SAMAN et al, 2012). Estudos in vitro
evidenciaram que a sobre-expressao da proteina Tau estd associada a sua secregao via
exossomas (CHAI et al,, 2012; SIMON et dl, 2012) e consequentemente a transmissao trans-
sinaptica no meio extracelular (LEE et al., 2012; LIU et al., 2012), sugerindo a sua propagagao
pelo cérebro do doente de Alzheimer. De acordo com estudos in vitro e in vivo num modelo
de expressao viral, a inibicao da secre¢ao de exossomas reduz a transmissao da proteina Tau

(ASAl et al,, 2015).

Doenc¢a de Parkinson

Os corpos de Lewy que ocorrem na doencga de Parkinson sao o resultado da agregacao
da proteina a-sinucleina (a-syn) e fribrilhagao. Deste modo, o processo neurodegenerativo
atinge as varias regioes cerebrais através da propagagao da a-syn segundo a hipotese prion-like
(ANGOT et al, 2010). Os exossomas podem estar envolvidos na progressao da doenga, na
medida em que promovem a transferéncia intercelular da a-syn (ALVAREZ-ERVITI et al,
2011). Adicionalmente, foi demonstrado in vitro que a internalizagio celular ocorre
preferencialmente com a-syn incorporada em exossomas, associada a maior toxicidade,

comparativamente a a-syn no estado livre (DANZER et al., 2012).

Esclerose lateral amiotrofica
A esclerose lateral amiotréfica (ELA) é uma doenca que se carateriza nos casos
familiares pela presenca duma forma mutante da proteina superéxido dismutase (SODI). O

mecanismo de transferéncia de SODI pelo cérebro via exossomas foi estudado in vitro, pela
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secrecao de exossomas contendo SODI| mutante, a partir de neurdnios, para o meio
extracelular e consequente propagacgao para outros neurénios (GRAD et al., 2014).

Nos doentes com ELA e deméncia fronto-temporal (FTD), ocorre a formagao de
agregados e inclusoes de TDP-43, uma proteina nuclear que migra para o citoplasma das
células neuronais doentes, que por sua vez sao transmitidos a outras células, provocando a
disseminagao da doenga (IGUCHI et al,, 2016). Uma vez que esta substancia é libertada por
exossomas, a transmissao da doenca podera estar relacionada com a comunicagao intercelular
via exossomas (NONAKA et al,, 2013; DING et al,, 2015; WESTERGARD et al., 2016).

Como exemplo do efeito neuroprotetor mediado por exossomas na ELA, BONAFEDE
et al. utilizaram um modelo in vitro de ELA e exossomas isolados a partir de células ASC
(adipose-derived MSC). Os neuronios motores de ELA foram mimetizados através do uso de
uma linha celular com mutagoes pontuais de SODI, na presenga de H,0,. Os exossomas
permitiram aumentar o tempo de sobrevivéncia dos neurdnios motores de ELA através de
uma possivel interagao no mecanismo da apoptose (BONAFEDE et al, 2016). Num outro
estudo, observou-se o efeito na ELA da aplicagio de exossomas derivados de ASC, tendo
ocorrido uma redugao na formacao agregados de SODI, bem como o restabelecimento da

fungao mitocondrial (LEE et al., 2016).

Doenca de Huntington

Na doenga de Huntington, existe evidéncia da transferéncia da proteina Huntingtina
mutante (mtHtt) entre células via exossomas. Foi realizado um estudo com o intuito de
analisar o efeito da propagacao de moléculas toxicas através de exossomas, com origem em
células de neuroblastoma humanas, injetados em animais (newborn wild-type mice). Dado que
Os exossomas transportavam a proteina mtHtt, verificou-se que os animais desenvolveram os

sintomas e a doenga de Huntington (JEON et al., 2016).

Esclerose miiltipla e inflamacao

O processo de neuroinflamagao pode ser desencadeado por exossomas
transportadores de moléculas modeladoras da inflamagao tais como mRNAs, miRNAs e
citocinas. Do mesmo modo, a microglia pode igualmente libertar exossomas contendo
moléculas pro-inflamatérias (ex. IL-1), bem como outras citocinas. A inflamagao ao nivel do
cérebro esta associada a um aumento da sinalizagdo enddcrina via exossomas, com origem
nas células hematopoiéticas (RIDDER et al., 2014). Devido ao facto dos exossomas serem
capazes de atravessar a BHE, é possivel que os processos inflamatérios sistémicos influenciem

os processos fisiologicos a nivel cerebral.
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A esclerose mdltipla € um exemplo de doenga que tem por base um processo de
neuroinflamagao, dismielinizagao e perda de oligodendrécitos. Num modelo de doenga de
esclerose multipla, designado de encefalomielite autoimune experimental (EAE), as células do
sistema imune, induzidas por citocinas pro-inflamatoérias, libertaram exossomas contendo
moléculas pré-inflamatorias capazes de disseminar a inflamagao. Adicionalmente, verificou-se
que a formagdo da mielina pode ser inibida por exossomas libertados a partir de

oligodendrécitos (BAKHTI et al., 201 1).

7. Aplicagoes terapéuticas nas doencas neurodegenerativas

7.1 Exossomas como alvo da terapéutica

As evidéncias crescentes de que os exossomas poderao ser responsaveis pela
propagacao de moléculas associadas a doenga incentiva o desenvolvimento de estratégias de
inibicao da fungao das vesiculas extracelulares, incluindo a biogénese, libertagao, internalizagao
celular e componentes das vesiculas que contribuem para o progresso da doenca (ver Figura

4) (RAPOSO e STOORVOGEL, 2013).

7.1.1 Inibicao da formacao

A inibicao da formagao dos componentes celulares que constituem os exossomas surge
como estratégia terapéutica, embora ainda esteja numa fase muito precoce no
desenvolvimento uma vez que ainda nao existe um grande numero de estudos em modelos
de doenca. A inibicao da formagao de ceramida, associada a biogénese exossomal, pode ser
conseguida através de moléculas inibidoras da esfingomielinase, enzima que converte a
esfingomielina em ceramida, ou com amiloride, farmaco usado no tratamento da hipertensao
arterial, reduzindo-se a formacao de exossomas (TRAJKOVIC et al., 2008; CHALMIN et al,
2010). Recentemente foi estudada a influéncia dos sindecanos, proteoglicanos localizados na
superficie da célula, e da sintenina, adaptador dos sindecanos no citoplasma, que possui
afinidade para a proteina exossomal PDCDGéIP (protein programmed cell death 6 interacting
protein), também designada de Alix, na regulagao da formagao dos exossomas (BAIETTI et al.,
2012). O uso de RNA de interferéncia na perturbacao da interagao sindecano-sintenina resulta
na diminuigao da produgao de exossomas. Adicionalmente, ainda que nao tenha sido testado,

o bloqueio de moléculas envolvidas na formagao das vesiculas extracelulares como as
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tetraspaninas, nomeadamente a tetraspanina 30 (TSPAN 30) constitui uma possivel estratégia
na inibicao da produgao de exossomas (NAZARENKO et al., 2010).

No que se refere a doenga de Alzheimer, num estudo recente verificou-se que, nas
células neuronais, a formagao de exossomas pode ser impedida pelo silenciamento da proteina
esfingomielinase neutral (nSMase2). Foram utilizados murganhos geneticamente modificados
deficientes em nSMase2, como modelo de doenga de Alzheimer, com redugao da produgao
de ceramida, dado que a nSMase2 ¢ ativada pelo peptideo AP para originar ceramida. Os niveis
de ceramida encontram-se aumentados no cérebro de doentes com doenga de Alzheimer.
Foram realizados ensaios in vitro para estudar a agregagao de AB42 e a remogao pela microglia
na presenca e na auséncia de exossomas derivados astrécitos. Na presenca de exossomas, a
formacao de agregados de AB42 foi acelerada e verificou-se o bloqueio da remocgao glial,
contrariamente ao verificado no trabalho desenvolvido por YUYAMA et al. (2012). A reducao

da secrecao de exossomas pela perda da fungao da nSMase2 reduziu, neste modelo, a

progressao da doenga de Alzheimer (DINKINS et al,, 2016).

7.1.2 Inibicao da libertagao

O mecanismo pelo qual os exossomas siao segregados a partir da célula que lhes deu
origem é regulado por diversas proteinas, de acordo com os varios tipos celulares. Nas células
tumorais, a estratégia de silenciamento da proteina Rab27a, uma pequena GTPase da familia
de proteinas Rab envolvida na regulagao da secrecio dos exossomas, através de siRNAs,
provoca a suspensao do mecanismo de libertagao de exossomas, reduzindo a sinalizagao via
exossomas da supressao de neutrofilos. Deste modo, foi possivel reduzir o crescimento de
carcinoma metastatico em murganhos, dado que a comunicagao de sinais a partir das células
tumorais foi interrompida (BOBRIE et al.,, 2012). Estes resultados foram confirmados num
outro estudo in vivo, em que se usou um modelo de melanoma de murganho a fim de se
demonstrar a relagao entre inibicao da Rab27 por siRNA e a redugao do crescimento do
tumor e da formagao de metastases (PEINADO et al.,, 2016).

Relativamente as proteinas que promovem o acoplamento e/ou fusao dos MVBs com a
membrana plasmatica, as GTPases Rabl | e Rab35 podem ser utilizadas como alvo para o
bloqueio da libertagao de exossomas (HSU et al.,, 2010). Fatores como o aumento do pH do
meio e da concentracio intracelular de Ca** estimulam a secrecio de exossomas. Neste
sentido, a supressao da libertacio de exossomas pode ser obtida através de um inibidor da
bomba de protdes ou de moléculas que bloqueiem o canal de Ca** dependente de voltagem

(SAVINA et al., 2003; FEDERICI et al., 2014). Contudo, a inibi¢ao da libertagio de exossomas
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possui algumas limitagoes, na medida em que os exossomas estao envolvidos na comunicagao
intercelular e manuten¢ao do meio fisiolégico celular, pelo que o bloqueio destes processos

podera conduzir a efeitos toxicos para as células.

7.1.3 Inibicao da internalizacao

A inibicao da entrada dos exossomas nas células pode ser feita através do bloqueio das
proteinas a superficie do exossoma, na medida em que estas atuam como ligandos dos
recetores celulares (MULCAHY, PINK e CARTER, 2014). Como exemplo, a anexina V
bloqueia um fosfolipido a superficie dos exossomas, a fosfatidilserina, responsavel pela
internalizacao de exossomas derivados de células tumorais (LIMA et al.,, 2009). O sulfato de
heparano, um polissacarido linear, atua como recetor para a internalizagio de exossomas
originados a partir de células tumorais (CHRISTIANSON et al, 2013). Este mecanismo é
bloqueado quando é administrada heparina que inibe a migracao celular mediada por
exossomas. O bloqueio de moléculas sinalizadoras localizadas nas vesiculas extracelulares
podera ter um impacto significativo na terapéutica. Contudo, a interferéncia nos mecanismos
de internalizagao das vesiculas exossomais pode desencadear efeitos adversos uma vez que os
exossomas regulam os processos biologicos e as proteinas envolvidas na biogénese dos
exossomas estao também envolvidas noutros processos celulares, pelo que é necessario que
o sistema de entrega terapéutico seja direcionado para uma determinada populacao de células

produtoras de exossomas (EL ANDALOUSSI et al., 2013).

Alvos

Doxorubicina

, Compostos
. anti-inflamataérios

Plasmid
asmideo QLemp2b-RVG

Ligandos

Figura 4 - Representagao dos exossomas como alvo terapéutico e como vetores
terapéuticos. Nas doengas neurodegenerativas, os processos de biogénese, secregao e
internalizacao dos exossomas podem ser considerados alvos terapéuticos, com o intuito
de reduzir a propagacao de moléculas toxicas. Adicionalmente, os exossomas constituem
veiculos terapéuticos de farmacos (moléculas anti-inflamatorias, paclitaxel, doxorubicina),
acidos nucleicos (siRNA, miRNA) e proteinas (catalase). Adaptado de SORIA et al,, 2017.
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7.2 Exossomas como vetores terapéuticos

As carateristicas dos exossomas no que se refere ao tamanho e flexibilidade conferem-
Ilhes a capacidade de atravessarem a BHE e penetrarem o cérebro, passiveis de serem
utilizados como veiculos de entrega de moléculas no cérebro (ver Figura 4) (ALVAREZ-ERVITI
et al, 201 1). Adicionalmente, as vesiculas exossomais possuem membranas ricas em proteinas
adesivas a superficie (VICKERS e REMALEY, 2012) e, uma vez que ocorrem naturalmente no

organismo, possuem baixa toxicidade.

7.2.1 Exossomas como vetores de acidos nucleicos (siRNAs, miRNAs,

hsiRNAs)

Os siRNAs sao utilizados em terapia génica com o intuito de silenciar um gene de
interesse. No entanto, os siRNAs sao facilmente degradados por endonucleases extracelulares
que estao presentes no soro, células e meio extracelular, pelo que, para serem utilizados na
terapéutica, € necessario estarem associados a um vetor que os proteja. Neste sentido, os
exossomas tém vantagens interessantes enquanto vetores, em comparagao com outros
sistemas tais como lipossomas, na medida em que possuem um tempo de meia vida superior
e menor imunogenicidade (KALANI, TYAGI e TYAGI, 2014). A fim de se direcionarem
moléculas para o cérebro, os exossomas podem ser modificados através de bioengenharia,
associando o peptideo derivado da glicoproteina do virus da raiva (RVG) a uma proteina
abundante da membrana do exossoma, a LAMP2b (lysosomal-associated membrane protein 2b).
Esta metodologia foi testada no SNC de murganhos wild type, tendo sido utilizados exossomas
contendo siRNAs, com o objetivo de inibir a expressao do gene BACEI, que codifica para a
proteina envolvida na formagao do peptideo AB (ALVAREZ-ERVITI et al, 2011). Os
exossomas foram isolados a partir de varios tipos de células, sendo que, posteriormente,
introduziram-se os siRNAs por eletroporagao, tendo-se verificado que os siRNAs foram
eficientemente incorporados nos exossomas.

Recentemente, em 2014, um outro estudo utilizou a mesma metodologia, na doencga de
Parkinson, na entrega de siRNAs para diminuir a expressao e acumulagao de a-syn em
murganhos (COOPER et al., 2014). Os exossomas, obtidos a partir de células dendriticas dos
murganhos, foram modificados para incluirem o peptideo RVG a sua superficie.
Posteriormente, foram submetidos a eletroporagao de siRNAs e administrados
sistemicamente, tendo-se verificado uma diminuicao na expressao de a-syn em diferentes

regides do cérebro dos animais. Deste modo, exossomas contendo RVG podem ser utilizados
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como veiculos na terapia génica das doengas neurodegenerativas uma vez que possibilitam
uma entrega especifica e segura apos administragao sistémica (ALVAREZ-ERVITI, SEOW, YIN,
etal,2011).

A entrega de miRNAs via exossomas pode igualmente ser vista como uma estratégia

terapéutica, devido ao facto destas moléculas estarem envolvidas na regulagao da expressao
génica, nomeadamente na ligagdo a sequéncias complementares nos mRNAs alvo e no
controlo da expressao génica pos-transcricional (BARTEL, 2004; BARTEL, 2009).
Como aplicagao no tratamento da esclerose mdltipla e inflamagao, foi demonstrado que
células dendriticas estimuladas com IFN-y libertam exossomas, designados de IFN-y-DC-Exos,
contendo microRNAs que atuam na remielinizagao, apos desmielinizagao aguda induzida por
lisolecitina. Deste modo, foi possivel promover a expressio de miRNAs envolvidos na
diferenciagao de oligodendroécitos e nos mecanismos de produgao de mielina. In vivo, a
administragao  nasal de IFN-y-DC-Exos, internalizados preferencialmente por
oligodendrécitos, permitiu o aumento da mielinizagao. Foi também observado que os IFN-y-
DC-Exos aumentam a tolerancia oxidativa e os niveis de antioxidantes na microglia,
possivelmente associado aos miRNAs anti-inflamatérios, envolvidos na redugao da produgao
de radicais de oxigénio. Os resultados obtidos sugerem um elevado potencial terapéutico na
promocao da remielinizagao na esclerose multipla e em sindromes desmielinizantes (PUSIC et
al., 2014).

O carregamento de exossomas com moléculas de acidos nucleicos modificadas constitui
um dos diversos potenciais terapéuticos dos exossomas. Foi realizado um estudo em que se
verificou que a encapsulagao de siRNAs modificados - hsiRNAs (hydrophobically modified
siRNAs) em exossomas obtidos de glioblastoma, através de co-incubagao, promoveu o
silenciamento do mRNA Htt e proteina Htt em culturas neuronais primarias de murganhos.
A modificagdo quimica no siRNA confere maior estabilidade a molécula e resisténcia a
degradacgao por nucleases, pelo que a eficiéncia de encapsulagio em exossomas é superior e
aproximadamente igual a 3000 hsiRNA por cada vesicula. Os resultados sugeriram que uma
infusao de 3,5 a 7 pg da formulagao hsiRNA associado a exossomas durante | semana (I pg
por dia) permitem reduzir os niveis de mRNA Htt em 35% (DIDIOT et al, 2016),
comparativamente aos resultados obtidos num outro estudo, em que se utilizou uma infusao
de 700 pg de oligonucledtidos antisense para o silenciamento de mRNA Htt

(KORDASIEWICZ et al,, 2012).
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7.2.2 Exossomas como vetores de moléculas de baixo peso molecular

No que diz respeito a entrega de farmacos, os exossomas tém sido utilizados como
entidades transportadoras de moléculas anti-inflamatorias como a curcumina (ZHUANG et
al., 2011), bem como de compostos quimioterapéuticos tais como a doxorubicina (TIAN et
al, 2014) e o paclitaxel (YANG et al,, 2015; PASCUCCI et al., 2014).

A curcumina possui propriedades antioxidantes, antineoplasicas e anti-inflamatorias,
tendo uma reduzida biodisponibilidade devido a sua natureza hidrofébica e afinidade para
interagir com as membranas lipidicas (AGGARWAL e HARIKUMAR, 2009). Foi conduzido
um estudo com o intuito de avaliar a atividade anti-inflamatoéria da curcumina, in vitro e in vivo,
associada a exossomas (SUN et al.,, 2010). Neste sentido, foram isolados exossomas obtidos
a partir de uma linha celular tumoral (EL-4), previamente incubada com curcumina. A
identificacao do complexo exossoma-curcumina foi feita através dos marcadores TSGI0! e
CD8I. No modelo in vitro, constatou-se que a atividade anti-inflamatoéria da curcumina foi
potenciada pela associagio desta molécula a exossomas, na medida em que macroéfagos
tratados com complexo exossoma-curcumina produziram menores quantidades de citocinas
inflamatorias tais como IL-6 e TNF-a, relativamente aos macréfagos tratados apenas com
curcumina. No modelo in vivo, usou-se um modelo animal de sépsis induzida por
lipopolissacaridos (LPS), tendo-se observado maior capacidade de sobrevivéncia nos animais
administrados com a curcumina exossomal, em comparagao com aqueles administrados
apenas com curcumina. O referido estudo concluiu ainda que a curcumina associada a
exossomas provocou uma reducdo no numero de células CDIIb*Gr-17, as quais, em
condigoes de sépsis induzida por LPS, aumentam a resposta a infegao nos pulmoes, conduzindo
a inflamagao aguda pulmonar.

A entrega de doxorubicina via exossomas em tecido tumoral foi evidenciada por TIAN
et al., tendo sido produzidos exossomas obtidos a partir de células dendriticas, previamente
manipuladas, com o objetivo de obter exossomas com afinidade para o tecido alvo.
Posteriormente, os exossomas foram purificados e encapsulados com doxorubicina por
electroporagao. Os exossomas administrados por via intravenosa foram eficientes na entrega
de doxorubicina no tecido tumoral, resultando na inibicao do crescimento do tumor (TIAN
et al, 2014).

Pascucci et al. estudaram a capacidade de células MSC, previamente expostas a elevadas
concentragoes de paclitaxel, libertarem exossomas contendo o farmaco, tendo-se verificado
que as vesiculas mantiveram a eficacia terapéutica anti-tumoral in vitro, pela reducao da

proliferagao de células de adenocarcinoma do pancreas (PASCUCCI et al., 2014).
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7.2.3 Exossomas como vetores de proteinas

O transporte de moléculas de grandes dimensoes, tais como proteinas, pode ser
mediado por exossomas. Recentemente, foi avaliada a capacidade de exossomas encapsulados
com uma proteina antioxidante, a catalase, serem usados como estratégia terapéutica na
doenga de Parkinson, uma vez que esta é caraterizada por niveis baixos de enzimas envolvidas
no stress oxidativo, como a catalase e a superéxido dismutase. A encapsulagao da catalase em
exossomas foi realizada ex vivo, através de diversos métodos tais como incubagao a
temperatura ambiente, permeabilizacao com saponinas, congelamento-descongelamento,
sonicagdo e extrusao, tendo-se verificado que a eficiéncia de encapsulagio da catalase foi
otimizada com os métodos de sonicagdo e extrusao. As vesiculas obtidas, designadas de
exoCAT, possuiam um tamanho entre 100-200 nm e permitiram proteger a catalase contra a
degradacao de proteases. Apos a administragao intranasal das exoCAT num modelo animal
de doenga de Parkinson, foram detetados niveis de exossomas no cérebro que foram
responsaveis pela diminuicao da inflamagao e aumento da sobrevivéncia neuronal, embora os
mecanismos subjacentes a estes efeitos ndo sejam conhecidos. Neste sentido, conclui-se que
formulagoes constituidas por exossomas contendo catalase poderao constituir uma estratégia
no tratamento de doentes com Parkinson, na medida em que a atividade da catalase é
preservada, o tempo de circulagao na corrente sanguinea € prolongado e esta associada uma

reduzida imunogenicidade (HANEY et al,, 2015).

7.3 Vexossomas

Figura 5 - Componentes do vexossoma. O
vexossoma pode ser constituido por vetores
AAV com o gene de interesse, NRNA, miRNA
ou DNA, bem como proteinas. A superficie
do vexossoma pode conter recetores ou
ligandos. Adaptado de MAGUIRE et al., 2012.

Casey Maguire e colaboradores estudaram uma estratégia particular para o uso de
exossomas em terapia génica. Verificou-se que, em condigdes normais, durante a produgao
de virus adeno-associados (AAVs) em células 293T, foram detetadas vesiculas extracelulares
contendo, no seu interior, capsides de AAVs, designadas de vexossomas. Os referidos

vexossomas mostraram maior resisténcia aos anticorpos anti-AAV e permitiram uma
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transferéncia mais eficaz de material genético para células em cultura, relativamente aos
vetores AAV convencionais com o mesmo numero de copias de genoma (HUDRY et al,, 2016).
Adicionalmente, a expressao de ligandos a superficie do vexossoma, como o peptideo RVG,
permite a sua vetorizacio para o cérebro e ligagio as células alvo (GYORGY et al,, 2014).
Neste sentido, a estratégia de associar vesiculas a capsides virais de virus AAV surge como
uma oportunidade para a terapia génica. Os componentes do vexossoma podem incluir o
vetor viral AAV com o gene de interesse, mMRNA, miRNA, DNA, bem como proteinas (ver
Figura 5).

Tal como ja foi realizado com os virus VIH (WILEY e GUMMULURU, 2006) e VHC
(MASCIOPINTO et al.,, 2004), poderao ser utilizados outros virus usados na terapia génica
para serem incorporados em exossomas e, deste modo, desenvolverem-se novos veiculos
para a entrega de genes. Contudo, é necessario analisar o potencial imunogénico dos
vexossomas em relagao ao dos vetores AAV convencionais, a fim de se conhecer o impacto

dos anticorpos na neutralizagao dos vexossomas (MAGUIRE et al., 2012).

Na experiéncia pré-clinica, foram utilizados vexossomas, em modelos in vitro e in vivo,
para o transporte e entrega de transgenes em células do ouvido interno, para a recuperagao
da perda de audigio associada a um tipo de deficiéncia hereditaria (GYORGY et al., 2017). Em
terapia do olho, a administragao intravitreal de vexossomas em murganhos permitiu a
transdugao eficiente em células da retina e fotorrecetores (WASSMER et al, 2017). Estes
exemplos representam uma estratégia nao invasiva para a utilizagio de exossomas na

terapéutica das doengas do SNC.
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8. Conclusoes e perspetivas futuras

A terapéutica celular associada a exossomas é promissora e tem sido aplicada em
diversas doengas neurodegenerativas, baseando-se em estratégias de manipulagio de
exossomas para mediar a entrega de agentes terapéuticos em células alvo através da passagem

de barreiras biologicas ou pela inibicao dos seus efeitos na propagagao de doenca.

Contudo, a grande diversidade dos mecanismos envolvidos na biogénese dos
exossomas, bem como a complexidade das moléculas que transportam, constituem desafios a
transposi¢cao para o uso clinico. Uma questao importante prende-se com as caracteristicas
Unicas dos exossomas que lhes permitem diferenciarem-se de outros subgrupos de vesiculas
extracelulares. Neste sentido, o desenvolvimento de técnicas de purificagao, analise e controlo
dos processos de biogénese e encapsulagao de entidades terapéuticas é urgente a fim de se
conhecerem com maior detalhe as propriedades das diversas subpopulagoes de vesiculas e os
potenciais riscos biolégicos tais como a transferéncia indesejada de material
genético/proteinas ou a ativagao deletéria do sistema imune. No futuro, serao necessarios
protocolos estandardizados, de larga escala e custo-efetivos para a producgao de exossomas e
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para aplicagao na pratica clinica. No que
diz respeito as propriedades espacio-temporais e concentragao, é relevante saber se os
resultados dos estudos realizados em culturas de células se refletem na clinica. Relativamente
a entrega de agentes terapéuticos, é fundamental identificar os mecanismos pelos quais os
exossomas sao internalizados por um o6rgao especifico (MAAS, BREAKEFIELD e WEAVER,
2017).

Neste trabalho, foram revistos os fundamentos que justificam a utilizagdo promissora
dos exossomas no tratamento de diversas doengas neurodegenerativas. O papel das vesiculas
extracelulares na comunicagao entre as células do SNC, bem como nos processos fisiologicos
e patologicos, abre uma janela de oportunidades para a aplicagao dos exossomas em contexto
clinico, o que leva a acreditar que futuramente esta estratégia estara disponivel como

alternativa terapéutica na abordagem as doengas do SNC.
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INFARMED I.P — Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude I.P.
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MM — Medicamento manipulado

MNSRM — Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica
MSRM — Medicamento Sujeito a Receita Médica

RCM — Resumo das caracteristicas do medicamento
PVP — Preco de Venda ao Publico

SNS — Sistema Nacional e Saude
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I. Introdugao

A farmacia comunitaria assume um lugar preponderante no acesso do doente aos
cuidados de saude, bem como no funcionamento sustentavel e completo do SNS. Hoje em
dia, as fungdes do farmacéutico comunitario, enquanto especialista do medicamento, nao se
limitam a cedéncia do medicamento. Tendo como foco principal a pessoa do doente, o
farmacéutico comunitario, no exercicio da sua profissao, é responsavel pelo aconselhamento
e acompanhamento farmacoterapéutico, a adverténcia para reagoes adversas e interagoes
medicamentosas, a avaliagio de parametros bioquimicos e fisioldgicos e a promogao do uso
racional do medicamento através da educagao para a salde e sensibilizagcao da populagao.

O estagio em farmacia comunitaria representa o culminar do intenso percurso de
formacao do estudante de Ciéncias Farmacéuticas. Neste sentido, durante os meses de janeiro
a abril de 2017 integrei a equipa técnica da Farmacia de Celas, sob a Dire¢ao Técnica da Dra.
Claudia Silvestre, que me permitiu desenvolver uma aprendizagem profundamente completa
e enriquecedora pelas varias tarefas realizadas.

Considero que a experiéncia de estagio em farmacia comunitaria foi essencial para a
integracao das competéncias e conhecimentos adquiridos ao longo da formagao académica na
pratica profissional.

O presente relatério foi elaborado sob a forma de andlise SWOT (Strengths, Weaknesses
Opportunities, Threats), onde é apresentada uma abordagem critica do meu desempenho ao
longo do periodo de estagio, destacando os pontos fortes e fracos, a nivel interno, e as

oportunidades e ameagas, a nivel externo.

2. Farmacia de Celas

A Farmacia de Celas localiza-se em Coimbra, na Estrada de Coselhas, junto as circulares
interna e externa da cidade. O seu horario de funcionamento é, de segunda a sexta-feira, das
9:00 as 19:30, e ao sabado, das 9:00 as 13:30. A cada 20 dias, a farmacia encontra-se em horario
de servico permanente, de forma a atender as necessidades dos utentes. Relativamente aos
utentes, a farmacia é frequentada por um publico bastante heterogéneo, de diferentes faixas
etarias e localidades, pelo que a fidelizagao dos utentes € um constante desafio.

No que diz respeito aos recursos humanos, a equipa da farmacia é constituida por cinco
elementos, Claudia Silvestre (Proprietaria e Diretora Técnica), Catarina Moreira
(Farmacéutica Adjunta Substituta), Rita Teixeira (Farmacéutica), Cristina Melo (Técnica de

Farmacia) e Isabel Marques (Auxiliar). Cada elemento tem fungdes e responsabilidades bem
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definidas para garantir o bom funcionamento da farmacia e a satisfagio dos utentes. O
aconselhamento farmacéutico de elevada qualidade da equipa da Farmacia de Celas esta
associado ao gosto pela profissao, conhecimento, formagao e experiéncia, bem como toda a
dedicagao na resolugao dos problemas de saude dos utentes.

O utente pode encontrar diversos servigos farmacéuticos tais como a administragao de
vacinas, cessagao tabagica, teste de gravidez, workshops de amamentacao, avaliagao da pressao
arterial e nivel de colesterol, bem como servicos de podologia e consultas de nutrigao. Existe
ainda o servico de entrega ao domicilio para os utentes que por algum motivo estio
impossibilitados de se deslocarem a farmacia. Todos os servicos farmacéuticos visam
acompanhar o utente e transmitir-lhe informagoes importantes para a promogao da salde e

o uso correto do medicamento.

3. Analise SWOT

3.1 Pontos fortes

3.1.1 Metodologia Kaizen

A filosofia Kaizen tem por base a melhoria continua, visando implementar metodologias
que permitam uma maior agilidade e organizagao, a eliminagao de desperdicios e o aumento
da rentabilidade. A integragao de toda a equipa da Farmacia de Celas neste projeto passa pela
realizacao de pequenas reunides com o preenchimento de um quadro dividido em atividades
a decorrer, sugestoes de melhoria, objetivos e resultados alcangados, constituindo um espago
de partilha de ideias e estratégias de comunicagao que promovam a rentabilidade da farmacia,
melhor organizagao do espago e motivagao da equipa. Neste sentido, todos os elementos da
equipa da Farmacia de Celas estao envolvidos na melhoria através da tomada de medidas para
corrigir os problemas. Uma vez que desconhecia a existéncia deste projeto, considero que a
filosofia Kaizen foi uma mais valia para o meu estigio, na medida em que me permitiu

desenvolver o meu espirito critico.

3.1.2 Plano de estagio e processo de aprendizagem

O estagio curricular em farmacia comunitaria introduz o estudante na realidade da pratica
farmacéutica comunitaria, sendo encarado como um grande desafio, na medida em que é o

momento de colocar as competéncias técnicas e cientificas em pratica. A minha aprendizagem
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ao longo do estagio curricular foi gradual, tendo sido essencial a ajuda constante de toda a
equipa da Farmacia de Celas que me integrou perfeitamente e me possibilitou adquirir a
autonomia e confianga necessarias para a realizagao de um bom trabalho.

No inicio do estagio, comecei por conhecer os diferentes espagos da farmacia, a equipa
e os servicos farmacéuticos prestados. A rece¢ao das encomendas e respetiva arrumagao
constituiu o meu primeiro contacto com os medicamentos e o seu local de armazenamento
na farmacia. Ambas as fungdes sao de extrema importancia, na medida que exigem um
controlo rigoroso dos documentos que acompanham a encomenda, estado de
acondicionamento do produto, prazo de validade e prego de venda ao publico (PVP), sendo
que este, no caso do medicamento ser um MSRM, é fixo e regulado pelo Infarmed I.P. Caso o
medicamento se trate de um MNSRM o seu preco é calculado e estabelecido pela farmacia,
contemplando a margem de lucro e o IVA. Ao proceder a arrumacao, fui assimilando os
produtos do inventario da farmacia, nomeadamente as categorias expostas ao utente na sala
de atendimento.

Procurei ocupar os momentos em que estava menos ocupada a consultar a informagao
e documentagao disponivel na farmacia, nomeadamente protocolos de intervencao
farmacéutica sobre as medidas farmacologicas e nao farmacolégicas adequadas a cada
patologia.

Relativamente ao atendimento, fui acompanhando o atendimento ao utente feito pelos
elementos da equipa, estando particularmente atenta a comunicagao farmacéutico-utente e ao
modo de funcionamento do sistema Sifarma. Apés estar familiarizada com toda a dinamica do
atendimento ao utente, dispensa do medicamento e transmissao de informagdes do uso
correto do mesmo, passei para o atendimento ao utente, sempre com a supervisao de um
elemento da equipa. O apoio por parte da equipa quando surgiam dificuldades no
processamento da receita ou no aconselhamento ao utente foi uma grande ajuda para que, ao
longo do tempo, fosse adquirindo a autonomia e confianga necessarias para realizar um
correto atendimento, centrado na pessoa do doente e nas suas necessidades.

Os casos clinicos que se seguem correspondem a situagdes que me confrontei no

decurso do estagio e que realgam a importancia do correto aconselhamento farmacéutico:

l. Tratamento da varicela em pediatria

Um utente de aproximadamente 35 anos deslocou-se a Farmacia de Celas para
comprar Zovirax (aciclovir) suspensao oral, fazendo-se acompanhar da respetiva receita
médica, afirmando que o medicamento se destinava ao filho de 4 anos. Apos perguntar ao

senhor o peso da crianga, consultei o RCM do medicamento e indiquei a posologia
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recomendada pelo médico prescritor. Ao avaliar a situagao, alertei o utente para a
possibilidade da crianga desenvolver febre, temperatura axilar superior a 37,2°C ou rectal
superior a 37,6°C, na medida em que a varicela é uma infecio que frequentemente origina
estados febris. Uma vez que a maioria dos estados febris sao autolimitados, expliquei ao utente
as medidas nao farmacolégicas como a utilizagao de roupas ligeiras e a ingestao de liquidos,
de forma a repor as perdas por transpiragao e prevenir a desidratagao da crianga. Do mesmo
modo, indiquei ao doente a administracao ao filho de paracetamol, em xarope, para baixar a
febre. De imediato, o utente solicitou um frasco de xarope de paracetamol para estar

prevenido e agradeceu toda a atengao dispensada.

II.  Tratamento da secura ocular

Uma senhora com cerca de 50 anos dirigiu-se a Farmacia de Celas, solicitando
Edolfene (flurbiprofeno) colirio, referindo que um familiar seu costumava usar as referidas
gotas para os olhos. Ao questionar a utente sobre a existéncia de dor, visao turva ou
sensibilidade ao nivel ocular, a senhora respondeu apenas que ultimamente sentia ardor,
irritacao e desconforto nos olhos. Neste sentido, informei a senhora de que o medicamento
solicitado era um anti-inflamatorio, sujeito a receita médica e que, de acordo com os sinais
apresentados, nao era o medicamento indicado para a situagao em causa: secura ocular. Assim,
ap6s pedir opiniao a uma farmacéutica, indiquei a utente o dispositivo médico Bepanthene
gotas oftalmicas (hialuronato de sédio e dexpantenol) indicado na secura ocular, aplicando |
gota em cada olho, 3 a 5 vezes ao dia. Adicionalmente aconselhei a utente sobre o modo

correto de aplicar as gotas nos olhos, tendo especial aten¢ao aos cuidados de higiene.

Durante o meu estagio na Farmacia de Celas desempenhei diferentes tarefas,
incluindo a preparagiao de alguns MM, a verificagao da entrada e saida de medicamentos
psicotropicos, a regularizagao de devolugdes e a conferéncia do receituario, em que me foram
explicados os elementos-chave necessarios a validagao e aceitagao das receitas pelo Estado,
bem como os subsistemas de salde e regimes de comparticao. Com o intuito de melhorar a
gestao de stocks, colaborei também na contagem fisica e no controlo rigoroso do prazo de
validade dos medicamentos e produtos de saude, contribuindo para a minha aprendizagem

dado o constante contacto com os homes comerciais dos medicamentos.

3.1.3 Formacao continua

Paralelamente a todo o processo de aprendizagem dentro da farmacia, estive presente
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em varias formagoes, dinamizadas pelas empresas farmacéuticas, que contribuiram para
adquirir maior dominio nas caracteristicas de determinado medicamento ou produto de saude
e, assim, comunicar e informar melhor o doente. Todas as formagoes que tive oportunidade
de assistir foram muito importantes para adquirir conhecimentos em areas como os

medicamentos de uso veterinario, colirios e gotas auriculares, dermocosmética e puericultura.

3.1.4 Dinamizag¢ao da farmacia

A Farmacia de Celas procura explorar diferentes estratégias para rentabilizar todos os
recursos e oportunidades de mercado, de forma a despertar a atengao do utente. A renovagao
constante do espago de atendimento e da montra, realizagao de campanhas de divulgagao de
novos produtos e a presenga ativa na rede social Facebook promovem a aproximagao dos
utentes a Farmacia de Celas.

Durante o meu estagio curricular, acompanhei a alteragao do espago da farmacia com o
objetivo de identificar as diferentes secgoes da farmacia e organizar os lineares por categorias,
a fim de melhorar a disposicao e proporcionar ao utente uma escolha mais facil, indo de
encontro as suas necessidades. Neste sentido e a titulo de exemplo, no linear da higiene buco-
dentaria, os produtos que anteriormente estavam dispostos por marca comercial, foram
organizados de acordo com os diferentes problemas de higiene oral, tornando-se mais visivel
para o utente o problema de salde para o qual esta indicado cada produto e mais agil para o

farmacéutico no momento do aconselhamento.

3.1.5 Localizagao

A Farmacia de Celas encontra-se num local privilegiado, a entrada da cidade de Coimbra
e proximo das unidades hospitalares Idealmed, Hospital Pediatrico e Hospitais da Universidade
de Coimbra, pelo que a populagao da farmacia € muito heterogénea, surgindo situagées muito
distintas no dia-a-dia da farmacia. A proximidade da Farmacia de Celas ao seu principal
distribuidor PLURAL CRL torna possivel o rapido acesso ao medicamento numa situagao de

rutura de stock.

3.1.6 Equipa

A Farmacia de Celas é constituida por uma equipa muito competente, dedicada e
dindmica, destacando-se pelo seu espirito de entreajuda e cooperagao. O profissionalismo e a

entrega a profissao estio associados a um servico de exceléncia, tendo como prioridade o
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doente e as suas necessidades. O ambiente acolhedor e a boa disposiciao de todos os
elementos foi essencial para a minha integragao na equipa, bem como toda a disponibilidade

para esclarecer questoes e ajuda nas dificuldades que iam surgindo durante o estagio.

3.1.7 Medicamentos manipulados

A preparagao e dispensa de MM, embora cada vez em menor nimero, ainda é uma
realidade na Farmacia de Celas. Como parte da gestio da qualidade, fui responsavel pela
informatizacao das fichas de preparagao dos MM que periodicamente sao preparados na
farmacia. Esta ferramenta informatica torna possivel agilizar o preenchimento do documento
com a informagao necessaria sobre o doente, as matérias primas e quantidades, bem como o
calculo do prego de custo do MM. Relativamente a preparagao de medicamentos, acompanhei
os membros da equipa responsaveis pela preparacio de varias formulagoes tais como
suspensoes, capsulas e pomadas. Assim, todo o processo de preparagiao foi-me explicado,
desde o controlo de qualidade e registo, acondicionamento e rotulagem, bem como a consulta
de bibliografia sobre a preparagao de MM, uma vez que é responsabilidade do farmacéutico
garantir a qualidade da preparacao. Tive a oportunidade de preparar alguns medicamentos de
uso pediatrico, nomeadamente suspensoes orais e pomadas, tendo aplicado os ensinamentos

das unidades curriculares de Farmacia Galénica e Tecnologia Farmacéutica.

3.1.8 Sistema Sifarma e Receituario

O Sifarma 2000 é o sistema informatico implementado na Farmacia de Celas,
constituindo uma ferramenta de elevada utilidade para o farmacéutico, na medida em que
apresenta uma grande variedade de funcionalidades. Relativamente ao aconselhamento
farmacéutico, este sistema informatico permite consultar informagoes como a posologia de
determinado medicamento, reagoes adversas e interagoes medicamentosas. Neste sentido,
permite prestar um correto acompanhamento farmacéutico na medida em que possibilita criar
uma ficha para cada utente, visualizar o seu histérico de medicagao e registar informagoes
como o perfil comercial do utente que incentivam a comunicagdo e intervengao no
atendimento. No que diz respeito a gestao diaria da farmacia, o sistema informatico permite
avaliar o stock, consultar estatisticas, fazer a rece¢ao de encomendas e devolugao de produtos,
consultar listas de controlo de prazos de validade e rotagao de stock, faturacao, gestio do
receituario, emissao de verbetes, entre outras fungoes.

Atualmente, o receituario encontra-se numa fase de transicao, dado que foi introduzida

a receita desmaterializada, isto &, receita sem papel, como modo de prescrigao eletronica, que
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se baseia exclusivamente na comunicagao eletrénica de dados. Deste modo, a conferéncia do
receituario torna-se mais facil uma vez que a quantidade de receitas para conferir é bastante
menor. A receita sem papel é igualmente vantajosa para o utente que, no ato da dispensa,
pode optar por aviar todos os medicamentos prescritos ou apenas uma parte, sendo possivel

comprar os restantes medicamentos numa outra data ou farmacia.

3.2 Pontos fracos

3.2.1 Contacto reduzido com os nomes comerciais dos

medicamentos

Uma das maiores dificuldades sentidas no inicio do atendimento ao publico foi a
associagao do nome comercial do medicamento a(s) substancia(s) ativa(s). Foram varias as
situagoes em que o utente solicitava determinado medicamento, mencionando o nome
comercial, que nao me era familiar, pelo que tinha de recorrer a um elemento da equipa ou
ao Sifarma para pesquisar e reconhecer o medicamento referido pelo doente. Considero que
esta lacuna se deve essencialmente ao reduzido contacto com os nomes comerciais dos

medicamentos ao longo da formagao do MICF.

3.2.2 Relacio entre a formag¢ao académica e a pratica profissional

Durante o estagio curricular, deparei-me com algumas situagdes em que senti limitagoes
no aconselhamento ao doente sobre os medicamentos de uso oftalmico e afecoes oculares,
suplementos alimentares, dietética, medicamentos de uso veterinario e produtos de saude
utilizados na populagiao pediatrica. Estas sao areas de elevada importancia na farmacia na
medida em que todos os dias os farmacéuticos comunitarios sao confrontados com questoes
deste ambito, sendo essencial ter um bom conhecimento das alternativas terapéuticas
disponiveis na farmacia. O auxilio de toda a equipa da Farmacia de Celas bem como as
formacgoes foram fundamentais para aumentar o meu conhecimento. Considero que algumas
unidades curriculares do MICF deveriam ser restruturadas, no sentido dos respetivos

conteldos serem melhor adaptados a realidade da farmacia comunitaria.
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3.3 Oportunidades

3.3.1 Organizacao de eventos tematicos

A organizacio de eventos tematicos no ambito da nutricio com superalimentos
possibilitou-me aprender as diferentes alternativas que estao disponiveis, associadas a uma
alimentacao saudavel, para promog¢ao do bem-estar. Do mesmo modo, foram organizados
outros eventos que me proporcionaram conhecer melhor os produtos de salide da farmacia,

nomeadamente na area da dermocosmeética, para informar melhor o utente.

3.3.2 Servicos farmacéuticos

Atualmente, na Farmacia de Celas, estio disponiveis servigos farmacéuticos que
permitem satisfazer as necessidades dos utentes e ajuda-los em diversas areas da saude:
administracao de vacinas, cessagao tabdgica, teste de gravidez, workshops de amamentagao,
avaliagao da pressao arterial e nivel de colesterol, servico de podologia e consulta de nutrigao.
Deste modo, os servigos farmacéuticos atuam como uma oportunidade para o farmacéutico,
enquanto agente de saude publica, intervir e educar o utente no que respeita a terapéutica e
medidas nao farmacologicas.

Ao longo do meu periodo de estagio, tive a oportunidade de realizar a medicao da
pressao arterial, frequéncia cardiaca e glicémia. A monitorizagdo destes parametros
bioquimicos é importante na medida em que avalia a adesao a terapéutica e a sua eficacia.

Os servigos farmacéuticos permitem aproximar e envolver varios profissionais de saude,
tais como enfermeiros, nutricionistas e médicos, todos com um objetivo comum:

proporcionar ao doente um servigo de qualidade para melhorar o seu bem-estar.

3.3.3 Cartao Sauda

O cartao Sauda pode ser utilizado na Farmacia de Celas, farmacia aderente ao programa
Salda das Farmacias Portuguesas. Neste sentido, o cartao Sauda permite ao utente acumular
pontos no cartao no ato da compra, em fungao de | ponto por cada euro, exceto em MSRM.
Os pontos podem ser rebatidos em produtos e servigcos que constam do catidlogo de pontos
e ainda em vales de dinheiro que podem ser utilizados em compras na farmacia. Desta forma,
o cartao Salda constitui uma oportunidade para aproximar e fidelizar o utente a Farmacia de
Celas, na medida em que, ao explicar a dindamica do cartdo ao utente, este fica informado de

quais os produtos disponiveis na Farmacia de Celas que pode trocar pelos pontos.
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Durante o meu estagio curricular, o cartao Sauda foi uma ferramenta de grande utilidade
na intervengao farmacéutica para complementar a visita do utente a farmacia, uma vez que em
varias situagoes foi possivel oferecer um produto de salde ao utente de acordo com as suas

necessidades e, por vezes, relacionado com a razao da sua ida a Farmacia de Celas.

3.3.4 Diversidade de utentes

A Farmacia de Celas caracteriza-se por ter uma populacio bastante diversificada,
constituida por pessoas de diferentes faixas etarias e contextos socioculturais, nomeadamente
por ser uma farmacia de passagem para os utentes que vao as consultas das unidades de satde
vizinhas. Deste modo, no decorrer do estagio, tive a oportunidade de contactar com situagoes
muito distintas e particulares que foram fundamentais para a minha evolugao. Do mesmo
modo, os utentes residentes da zona onde a Farmacia de Celas esta inserida possuem elevada
confianga na equipa da farmacia, sendo que muitas vezes os utentes procuravam esclarecer
questoes relacionadas com as consultas e com o medicamento, respeitando e valorizando o

papel do farmacéutico enquanto profissional de saude.

3.3.5 Valormed

A existéncia do contentor da Valormed, entidade responsavel pela recolha e tratamento
de residuos e embalagens de medicamentos fora de uso, permitiu-me promover o correto
encaminhamento dos medicamentos fora de validade ou que o utente ja nao utiliza, bem como

sensibilizar a populagao para a sustentabilidade ambiental.

3.3.6 Adequacio da formacao do Mestrado Integrado em Ciéncias

Farmacéuticas a pratica profissional

O MICF determina a preparagao dos futuros farmacéuticos em duas etapas, curricular e
estagio, separadas e sequenciais. De modo a potenciar a formagao na profissao farmacéutica,
considero que o inicio da segunda etapa se deveria encontrar mais proximo da primeira, no
sentido de aproximar e adequar os conteudos abordados nas unidades curriculares a pratica
profissional. Desta forma, as limitagdes sentidas no aconselhamento ao doente ja referidas

neste relatério poderao ser colmatadas.
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34 Ameacgas

3.4.1 Grandes superficies comerciais

A liberalizagao do mercado dos MNSRM autoriza a venda deste tipo de medicamentos
fora das farmacias, em parafarmacias e estabelecimentos nas grandes superficies comerciais,
sendo que o regime de pregos praticado é um regime livre. Neste sentido, verifica-se que,
pelo facto de nas grandes superficies comerciais serem negociados melhores descontos
comerciais, os precos de muitos MNSRM sao inferiores, relativamente as farmacias. Por outro
lado, neste tipo de estabelecimentos, por vezes, é feito um aconselhamento por individuos
sem formacao adequada e qualificada. Um incorreto aconselhamento na automedicagao pode
ter sérias consequéncias para o doente, nomeadamente o agravamento de um problema de
salde ou efeitos secundarios resultantes de interagdes medicamentosas.

Adicionalmente, a venda de produtos de salde de venda livre tais como medicamentos
de uso veterinario, dermocosméticos e puericultura fora das farmacias péem em causa a
sustentabilidade das farmacias. Hoje em dia, grande parte da rentabilidade das farmacias
traduz-se na venda deste tipo de produtos de salide, uma vez que o prego dos MSRM esta em

constante atualizacao.

3.4.2 Conjuntura atual do setor farmacéutico

Nos ultimos anos, o agravamento da situagao economica portuguesa levou a uma
alteragao profunda da realidade da farmacia comunitaria. As alteragoes legislativas
implementadas, nomeadamente a liberalizagao da propriedade, a venda de MNSRM fora da
farmacia, as redugdoes de pregos e estreitamento das margens, colocam em risco a
sustentabilidade das farmacias.

Paralelamente, a perda de poder econémico das familias leva a que, nalgumas situagoes,
apesar do farmacéutico explicar ao utente a importancia de uma terapéutica completa, o
utente tenha de optar por um medicamento em detrimento de outros, traduzindo-se em falhas
de adesao a terapéutica.

Neste sentido, é imperativo responder as dificuldades e assumir uma participagao mais
ativa na diferenciacao da atividade farmacéutica e na monitorizagao e prevengao da saude da
populagao, nomeadamente o aumento da prestagao de servigos. O servico farmacéutico
traduz poupanca ao nivel do sistema de saude, na medida em que evita idas desnecessarias as

urgéncias hospitalares e promove a eficacia e seguranca das terapéuticas.
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3.4.3 Rutura de stocks

Durante o periodo de estagio, existiram situagoes de rutura de stock, particularmente
de medicamentos esgotados nos armazenistas e de produtos de baixa rotagao. Apesar da
rapida capacidade da Farmacia de Celas em satisfazer os pedidos dos utentes, muitas vezes até
no proprio dia, estas situagoes podem provocar descontentamento por parte dos utentes,
uma vez que a Unica alternativa que tém é aguardar pela reposicao de stock do medicamento

de que necessitam.

3.4.4 Desvalorizagao do medicamento genérico

Ao longo do estagio, fui depreendendo que uma parte da populagao considera que o
medicamento genérico tem uma qualidade inferior ao medicamento original, pelo que, em
muitas situagoes, o utente opta pelo medicamento de marca, apesar da informagao transmitida
relativamente a bioequivaléncia, biodisponibilidade, qualidade e seguran¢ca do medicamento
genérico. Neste sentido, a escolha do medicamento de marca em detrimento do genérico
significa menores beneficios econémicos individuais e para o SNS, resultando num impacto
negativo no acesso dos cidadios a tratamentos inovadores. O farmacéutico comunitario tem
um papel crucial na educacao do doente e esclarecimento de nogoes erradas para que o utente

esteja bem informado.

4, Consideracgoes finais

Terminado o estigio em farmacia comunitaria, posso concluir que adquiri uma visao
integrada do modo de funcionamento da farmacia, bem como da importancia do papel do
farmacéutico, como profissional de saude em quem os doentes podem confiar no
aconselhamento para a resolugao dos seus problemas de salde ou, por vezes, apenas na
partilha de uma palavra de consolo. A comunicagao adequada e personalizada é essencial pois
sO assim é possivel perceber as necessidades do doente e prestar uma intervencao
farmacéutica de qualidade, incluindo a promogao do uso racional do medicamento, a
identificacao precoce de sinais de alerta e a sensibilizagao da populagao para a promogao da
saude. Do mesmo modo, é fundamental a atualizacao dos conhecimentos, de acordo com a
evolugao do setor farmacéutico, para sermos profissionais mais informados.

Apesar do receio inicial, a experiéncia de estagio na Farmacia de Celas superou todas as

minhas expetativas. Considero que o meu percurso na farmacia foi extremamente
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enriquecedor, uma vez que me permitiu desenvolver autonomia, responsabilidade e visao
critica necessarias para a constru¢gao do meu futuro profissional. O aconselhamento
farmacéutico foi a fungao de maior realizagao pessoal, devido ao contacto com os doentes, a
aprendizagem em cada atendimento e a sensagao de contribuir para o bem-estar do utente.
Por fim, quero agradecer a toda a equipa da Farmacia de Celas pela amizade, ajuda,
ensinamentos e valores transmitidos que foram imprescindiveis para o meu crescimento tanto
a nivel pessoal como profissional. Certamente a resiliéncia, a dedicagao e motivagao para fazer
sempre mais e melhor sao vitais para realizarmos um bom trabalho e atingirmos os nossos

objetivos.
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I. Introdugao

A farmacovigilancia assume um papel fundamental na protecao da populagao e da Satde
Publica, visando monitorizar a seguranga dos medicamentos, nomeadamente através da
detegao, avaliagao e prevencao de reagoes adversas a medicamentos.

Atualmente, o crescente desenvolvimento de novas terapéuticas e a necessidade de
colocar a disposi¢cao do doente e dos profissionais de salide medicamentos mais especificos,
exigem a existéncia de meios mais sofisticados para monitorizar a sua utilizagao, por forma a
assegurar que os seus riscos nao ultrapassam os beneficios.

O Infarmed, em articulagio com os profissionais de saide, doentes, industria
farmacéutica e instituicoes europeias e internacionais, desenvolve uma intensa atividade na
vigilancia continua dos medicamentos e na gestao dos riscos associados a sua utilizagao, bem
como na implementagao de medidas de minimizagao dos riscos e na sua comunicagao aos

profissionais de saude, doentes e cidadaos em geral.

O presente relatorio de estagio comega por apresentar o Infarmed, I.P., a DGRM e a
farmacovigilancia, com o intuito de contextualizar o trabalho desenvolvido ao longo de trés
meses nesta direcao. Posteriormente, é feita uma exposi¢cao do plano de estagio, bem como
das fungoes que me foram delegadas, seguindo-se uma andlise critica ao estagio curricular, na

forma de analise SWOT — Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats.

2. Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude I.P. -

Infarmed, 1.P.

A Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude |.P., abreviadamente
designado por Infarmed, constitui um instituto publico integrado na administragao indireta do
Estado Portugués, dotado de autonomia administrativa, financeira e patrimonio préprio. Tem
por missao regular e supervisionar os setores dos medicamentos, dispositivos médicos e produtos
cosméticos e de higiene corporal, de acordo com os mais elevados padrdes de protecdo da satide
publica, e garantir o acesso dos profissionais de saude e cidaddos a medicamentos, dispositivos
médicos e produtos cosméticos e de higiene corporal de qualidade, eficazes e seguros. Enquanto
entidade reguladora, o Infarmed atua em mudltiplas areas de intervengcao, nomeadamente na
regulamentagao, avaliagao, autorizagao, fiscalizagao e vigilancia da investigacao, producgao,
distribuicao, comercializagao e utilizagao dos medicamentos, dispositivos médicos e produtos

de saude. Adicionalmente, possui um papel ativo no desenvolvimento de politicas que
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garantam aos profissionais de saide e aos cidadaos o acesso aos medicamentos e a todas as
informacoes necessaria a utilizagao racional dos mesmos.

A organizagao interna do Infarmed é composta por um conjunto de unidades organicas,
divididas de acordo com fung¢oes de negocio e de suporte. Sao unidades organicas com fungoes
de negocio: Direcao de Avaliagao de Medicamentos (DAM); Direcao de Gestao do Risco de
Medicamentos (DGRM); Direcao de Produtos de Saude (DPS); Direcao de Inspegao e
Licenciamentos (DIL); Dire¢ao de Comprovagao da Qualidade (DCQ); Diregao de Avaliagao
das Tecnologias de Saude (DATS); Direcao de Gestao de Informagao e Comunicagao (DGIC)
e Diregao de Informagao e Planeamento Estratégico (DIPE). As quatro unidades organicas que
apresentam fungoes de suporte ao instituto siao: Direcao de Sistemas e Tecnologias de
Informagao (DSTI); Direcao de Recursos Humanos, Financeiros e Patrimoniais (DRHFP);
Gabinete de Planeamento e Qualidade (GPQ); Gabinete Juridico e de Contencioso (GJC).
Fazem igualmente parte da estrutura do Infarmed os seguintes 6rgaos: Conselho Diretivo;
Fiscal Unico; Conselho Consultivo; Comissdes Técnicas Especializadas e Conselho Nacional

de Publicidade de Medicamentos e Produtos de Saude.

3. Farmacovigilancia

De acordo com a definicdo da OMS de 2003, farmacovigilincia é a ciéncia e as
atividades que se relacionam com a detegao, a avaliacao, a compreensao e a prevengao das
reagoes adversas ou de qualquer problema que se relacione com farmacos. Numa perspetiva
regulamentar, a farmacovigilancia assume-se como a atividade desenvolvida com o objetivo de
possibilitar a identificacao e investigacio de problemas de seguranca relacionados com
medicamentos, de uma forma rapida e efetiva, bem como a implementacio de medidas
consideradas adequadas para protec¢ao da Saude Publica.

O pressuposto de que os medicamentos nao siao totalmente isentos de riscos ja é
conhecido desde a antiguidade e tem vindo a adquirir cada vez mais importancia com a
descoberta e o desenvolvimento de novos medicamentos. Foram necessarios grandes
acidentes, dos quais se destaca o desastre da Talidomida, na década de 60, que consistiu na
ocorréncia de milhares de casos de focomélia em criangas que tinham sido expostas ao
medicamento durante a gestagiao, para despertar a atengao da comunidade cientifica e da
populagao para necessidade de monitorizar a seguranga dos medicamentos, apds estes serem
colocados no mercado.

Durante a investigacao e o desenvolvimento de um novo fairmaco, os ensaios clinicos

realizados apresentam grandes limitagoes, nomeadamente o reduzido nimero de individuos
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expostos ao medicamento, a exclusao de diversas patologias e medicagao concomitante, bem
como a reduzida inclusio de determinados grupos de doentes, como gravidas, criangas e
idosos. Deste modo, nao é possivel conhecer detalhadamente o perfil de seguranga do
medicamento antes da sua entrada no mercado e utilizagio na pratica clinica. Assim, as
atividades da farmacovigilancia sao indispensaveis para a monitorizagdo da seguranca dos
medicamentos aquando da sua utilizagao em grupos de doentes nos quais nao foram estudados
e em condigOes bastante diferentes do ambiente experimental. Neste sentido, foram criados
sistemas de detegao, registo e avaliagio de possiveis reagoes adversas associadas a
medicamentos, para prevenir a sua ocorréncia e minimizar os seus efeitos para a populagao.

Em Portugal, o SNF foi criado em 1992, na sequéncia da adesio de Portugal a
Comunidade Econémica Europeia. Ao longo dos anos, o SNF tem sofrido algumas alteragoes
com vista a melhorar o seu desempenho, sendo que, atualmente, é constituido pela DGRM,
responsavel pela sua coordenagao, e por oito Unidades Regionais de Farmacovigilancia (URF):
Infarmed, Guimaraes, Porto, Centro, Beira Interior, Lisboa, Setubal e Santarém, Alentejo e
Algarve. Cada URF promove a¢oes de formacgao junto dos notificadores e avalia as notificagoes
de RAM das respetivas areas geograficas. Os casos de RAM ocorridos nos Acores e na
Madeira, bem como os casos ocorridos nalguns concelhos do distrito de Lisboa e Leiria sao
processados no Infarmed, pela DGRM.

O Sistema de Notificagao Espontanea é uma metodologia utilizada em farmacovigilancia
que permite a geragao de sinais e a formulagao de hipoteses sobre possiveis efeitos adversos
estarem associados a utilizagdo de medicamentos. Desta forma, os profissionais de saude,
doentes e industria farmacéutica tém o dever de notificar a autoridade regulamentar as RAM
observadas no decorrer da pratica clinica. Existem quatro critérios minimos para uma
notificagao ser considerada valida: uma reagao adversa, um medicamento suspeito, um doente
(iniciais, idade, sexo) e um notificador (nome, contacto). O processamento das notificagoes
corresponde a recegao, validagao, analise técnico-cientifica, pedido de dados adicionais,
imputacao de causalidade e tratamento da informagao para a tomada de decisdes. Durante
todo este processo, a confidencialidade dos dados do doente é mantida. A informacao relativa
as notificagoes de RAM é enviada periodicamente aos titulares de AIM, a EMA e ainda a OMS,
no ambito do Programa Internacional de Monitorizacao de Fiarmacos. Desta forma, a
notificacao espontinea de RAM contribui para a detegao precoce de RAMs ainda nao
identificadas, a identificacido de grupos de risco e a monitorizagao continua de dados de
seguranca.

Para além do sistema de notificagao espontanea, existem medidas complementares de

vigilancia que permitem a autoridade regulamentar obter informagdes sobre o perfil de
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seguranga dos medicamentos e proceder a avaliagio da relagao beneficio-risco. Os RPS,
elaborados pelos titulares de AlM, contém a informacgao de seguranga cumulativa disponivel a
nivel mundial referente a uma substancia ativa, juntamente com a avaliagao cientifica dos riscos
e beneficios, num periodo de tempo especifico. A avaliagio Unica dos RPS a nivel europeu
(PSUSA) constitui a avaliagdo conjunta dos diferentes medicamentos para uso humano que
possuam a mesma substancia ativa ou a mesma combinagao de substancias ativas por um Unico
estado membro, que partilha a sua avaliagao com os restantes estados membros.

Uma das principais ferramentas da farmacovigilancia sio os PGR, elaborados pelos
titulares de AIM e definidos como o conjunto de atividades para identificar, caracterizar,
prevenir e minimizar o risco associado a utilizagio de um medicamento, bem como avaliar a
eficacia das intervengoes propostas. Deste modo, é feita uma sintese dos riscos identificados
importantes, riscos potenciais importantes, informagao em falta e populagoes especiais e pode
ser estabelecido um plano de farmacovigilancia (atividades de rotina ou adicionais, como um
PASS), bem como um plano de minimizagao do risco que pode contemplar medidas de
minimizagao de risco de rotina (alteracdo do estatuto legal do medicamento, embalagem,
rotulagem, folheto informativo ou RCM), aplicaveis a todos os medicamentos, ou adicionais
(materiais educacionais, programas educacionais, listas de verificagdo para prescritores,
programas de prevengao da gravidez, comunicagoes dirigidas aos profissionais de salide) em
situagoes excecionais.

Quando as atividades de farmacovigilincia de rotina nao sao suficientes para
caracterizar o risco, € necessario recorrer a estudos de seguranga pos-autorizagao (PASS).
Um estudo PASS tem como objetivo identificar, caracterizar ou quantificar um risco de
seguranga, confirmar o perfil de seguranga do medicamento ou medir a eficicia das medidas
adicionais de minimizagao de risco. A realizagdao de um estudo PASS por parte do titular de
AIM pode ser voluntaria ou por imposicao da autoridade competente.

Todas as fontes de informagao supramencionadas servem de suporte a tomada de
decisoes que pode resultar na revogagao ou suspensao da AIM do medicamento, restrigoes
de utilizagao, alteragiao de seguranca aos termos da AIM ou divulgagao de informagao aos
profissionais de saude.

O Comité de Avaliagio do Risco em Farmacovigilancia (PRAC) é constituido por
membros dos Estados Membros da UE, peritos nomeados pela Comissao Europeia, bem como
representantes de profissionais de salde e de associagoes de doentes. Este comité é
responsavel pela avaliagio de todos os aspetos da gestao do risco de medicamentos de uso
humano, incluindo a detegao, avaliagao, minimizagao e comunicagao relacionados com o risco

de ocorréncia de RAM. Na sequéncia dessa avaliagao, sio emitidas recomendagoes que,
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posteriormente, sao consideradas pelo Comité dos Medicamentos de Uso Humano (CHMP),
no caso de se adotarem opinides relativas a medicamentos autorizados através de
procedimento centralizado, ou pelo Grupo de Coordenagao (CMDh), quando é necessario
adotar uma posicao sobre a utilizagao de medicamentos autorizados por procedimentos de
reconhecimento mutuo, descentralizados ou puramente nacionais nos Estados Membros.

A estratégia para a farmacovigilancia, a nivel nacional, assenta no desenvolvimento e
robustecimento do SNF, nomeadamente com o objetivo de reforgar a relagao de parceria
entre a DGRM e as URF, promover a proximidade com o notificador e aumentar a
proatividade do SNF. A nivel europeu, é necessario reforgar continuamente o posicionamento

do Infarmed.

4. O Estagio Curricular na Direcao de Gestio do Risco de

Medicamentos

A DGRM é constituida por quatro equipas coordenadas pela Diretora de Direcao,
Fatima Canedo: equipa de gestio do sinal, equipa de gestao do risco, equipa de gestao de
notificagoes de RAM dos profissionais de saide e doentes e equipa de gestao de notificagoes
de RAM dos titulares de AIM.

O meu estagio na DGRM iniciou-se com uma sessao de acolhimento dinamizada pela
DRHFP, em que foi feita uma apresentagio geral do Infarmed, a sua missao, visio e
documentos institucionais, bem como a entrega do manual de acolhimento com todas as
informagoes importantes. A rececao na DGRM foi feita pela Dra. Fatima Canedo, que me
apresentou toda a equipa da DGRM, o plano de formagao da primeira semana de estagio, bem
como a regulamentagao e legislagio em farmacovigilancia e a introdugao aos moédulos das
GVP. A formagcao inicial teve a duragao de uma semana e incluiu as diferentes areas da DGRM,
pelo que as varias equipas deram formagao na sua area de atuagao. Deste modo, a equipa de
gestao das notificagoes de RAM dos profissionais de saide e utentes foi responsavel pela
formacao na recegao e andlise de notificagoes de RAM enviadas por profissionais de salde e
utentes através do Portal RAM e via formulario em papel, o processamento das RAM e follow-
up. A equipa de gestao das notificagdes de RAM dos titulares de AIM apresentou o
processamento de casos enviados pelos titulares de AIM e verificagao de casos duplicados. A
equipa de gestio do sinal apresentou as atividades necessarias para determinar se existem
novos riscos associados a uma substdncia ativa ou medicamento ou se os riscos conhecidos
se alteraram, bem como a necessidade de tomada de decisdes caso surjam novas informagoes

que afetem o perfil de segurangca do medicamento. A equipa de gestio do risco engloba a
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elaboragao de comunicagoes dirigidas aos profissionais de saude, circulares informativas,
avaliagio de materiais educacionais e a elaboragao de respostas ou pedido de informagoes
através de Rapid Alert (RA) ou Non-Urgent Information (NUI). Adicionalmente, a equipa de
gestao do risco é responsavel pela avaliagao de RPS a nivel europeu no ambito dos PSUSA,
PGR de medicamentos autorizados por procedimento centralizado em que Portugal é o
relator do PRAC, PASS em que Portugal é apontado como relator do PRAC e participagao
ativa no ambito do PRAC. O Sistema de Gestiao da Qualidade implementado no Infarmed foi
apresentado pela gestora da qualidade da DGRM e baseia-se num conjunto de procedimentos
dindmicos e controlados, tendo como missao harmonizar as praticas e assegurar a melhoria
continua da eficacia do Sistema.

Durante a primeira semana de estagio, foi-me atribuido um nimero mecanografico
institucional e uma password de acesso as bases de dados e as varias aplicagoes informaticas
do Infarmed, necessarias ao trabalho diario. Posteriormente, fui alocada a equipa de gestao do
risco, em que me foram delegadas tarefas e responsabilidades bem definidas. Enquanto
estagiaria, as tarefas que me foram atribuidas passaram pela avaliagao de materiais educacionais
e validagdo de comunicagoes dirigidas aos profissionais de saude (DHPC), elaboragiao de
respostas a NUI, elaboragao de circulares informativas e a migragao dos materiais educacionais
e DHPC para junto dos RCM e Fl que se encontram na base de dados dos medicamentos do
Infarmed — Infomed.

Os materiais educacionais sio medidas de minimizacao de risco adicionais com o
objetivo de alertar e informar os profissionais de saide e os doentes sobre os riscos
associados a um determinado medicamento. Os titulares de AIM submetem a DGRM uma
proposta de materiais educacionais, de acordo com as instrugoes aos requerentes,
disponibilizadas na pagina do Infarmed. Quando a DGRM recebe uma proposta de materiais
educacionais, é necessario validar e aprovar o plano de implementacao, incluindo o universo
de distribuicdo, modo e data, bem como a forma e conteudo, particularmente o
enquadramento do pedido de submissao, o eventual caracter promocional, a linguagem de
acordo com o publico alvo e o fundamento das informagdes incluidas. A avaliagao é feita de
forma dinamica, em articulagio com o titular de AIM, e por vezes também com a Equipa da
Publicidade do Infarmed, sendo feitas sugestoes de alteragoes até se chegar a uma versao final.
Neste sentido, durante o estagio procedi a avaliagio de materiais educacionais de
medicamentos de diferentes areas farmacoterapéuticas. Uma vez que nao possuia qualquer
experiéncia nesta fungao, no inicio necessitei de maior apoio dos elementos da equipa até
ganhar mais autonomia na avaliagio dos documentos. A aprovacao final é dada pela direcao

da DGRM, apos a qual os materiais educacionais podem ser implementados, de acordo com
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o plano de implementacao acordado.

Quando é necessario divulgar informagoes importantes e recentes sobre a utilizagao
segura e eficaz de um medicamento aos profissionais de salde, o titular de AIM do
medicamento deve submeter a DGRM uma DHPC para aprovagao. Tal como para os materiais
educacionais, existe um documento com as instrugoes aos requerentes para a submissao de
DHPC. Desta forma, o titular de AIM envia uma proposta de DHPC a DGRM, sendo que a
versao final é acordada entre ambas as partes para posteriormente ser distribuida aos
profissionais de saide. Na avaliagao da proposta de DHPC, é importante verificar o plano de
comunicagao, a tradugao para a lingua portuguesa e a coeréncia do conteudo com o RCM,
mesmo que o conteudo tenha sido acordado entre o titular de AIM e a EMA. A mensagem da
carta deve ser clara e concisa, explicar o motivo da sua distribuicao e fazer recomendagoes
de utilizagao no sentido de minimizar os riscos associados ao medicamento.

Durante o estagio, fui também responsavel pela migracao dos materiais educacionais e
DHPC para o Infomed, base de dados de medicamentos do Infarmed. Assim, os materiais
educacionais e DHPC estao disponiveis para consulta nas fichas dos respetivos medicamentos
no Infomed, junto dos RCM e Fl.

Existe um sistema de comunicagao partilhado pelas autoridades competentes e a EMA
para a troca de informagao que serve de suporte a rapida notificagio de problemas de
seguranca relacionados com os medicamentos. Deste modo, uma autoridade competente ou
a EMA podem emitir um Rapid Alert (RA), a fim de divulgar informagao de seguranga
importante para serem tomadas medidas urgentes para a protegao da saide publica. Um Non-
Urgent Information (NUI) é um pedido de informagao requerido por um Estado-Membro (EM)
para a troca de informagao sobre um novo sinal ou outra informagao de seguranca. Na DGRM,
ap6s a rececao de um pedido de NUI, a informacao é recolhida e organizada para a elaboragao
de uma resposta a enviar ao EM requerente. Posteriormente, todas as respostas enviadas
circulam por todos os EM, EMA e CE e a informagao pode ser discutida no PRAC para se
avaliar a necessidade de serem estabelecidas medidas de protecao da Saude Publica.

As circulares informativas sao alertas de seguranga que contém informagao de
segurancga e decisoes regulamentares sobre a mesma a serem divulgados aos profissionais de
saude e/ou publico em geral. A elaboragao deste tipo de circulares informativas é feita pela
DGRM em articulagio com o CIMI e com o CD. Neste sentido, € importante adaptar a
informagao ao mercado portugués, verificando o estado de autorizagao e comercializagao do
medicamento e das respetivas formas farmacéuticas. Apos a aprovagao do CD, a circular

informativa é enviada por e-mail a grupos alvo e publicada na pagina do Infarmed.
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5. Analise SWOT

5.1 Pontos fortes

5.1.1 Equipa da DGRM

Durante o estagio na DGRM, fui integrada numa equipa profissional, dedicada e
trabalhadora, constituida maioritariamente por colaboradores com formagao na area das
Ciéncias Farmacéuticas. A forma acolhedora como fui recebida, o bom ambiente de trabalho
e o apoio de todos os colegas no esclarecimento de duvidas que iam surgindo a medida que
ia desempenhando as minhas fun¢oes foram essenciais para a minha integragio como membro
da equipa. A preocupaciao dos colegas em transmitirem os conhecimentos e informagoes
importantes foi essencial para a realizagio de um trabalho de qualidade. A equipa de gestao
do risco destaca-se pela capacidade de organizagao e gestio do tempo, fundamentais para dar

seguimento ao elevado nimero de processos em curso.

5.1.2 Plano de estagio

O plano de estagio teve por base formagoes nas diversas areas de atuagao da DGRM,
na primeira semana, sendo que no restante periodo de estagio fui integrada na equipa de
gestao do risco, onde desempenhei as minhas fungoes. Considero que este processo de
aprendizagem foi muito enriquecedor na medida em que me possibilitou ficar com uma visao
da abrangéncia da DGRM e da conjuntura da farmacovigilancia a nivel nacional e europeu, bem
como aprofundar os meus conhecimentos na gestaio do risco de medicamentos,
particularmente nas medidas de minimizacao de risco. Ao longo do periodo em que estive na
equipa de gestao de risco, as tarefas que me foram propostas foram sempre encaradas como
um novo desafio, despertando o meu interesse para a procura de mais informagao. A
aprendizagem de conteudos nao abordados no plano curricular no MICF, inerentes ao ambito
da farmacovigilancia, permitiu-me adquirir conhecimentos mais aprofundados sobre as

questoes regulamentares desta area de intervengao farmacéutica.

5.1.3 Formagoes certificadas

A participagio em formagoes certificadas ao longo do estagio contribuiu para a

integracao de conteldos relevantes na area da farmacovigilancia. Tive a possibilidade de
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participar no curso Safety risk management and Pharmacovigilance, promovido pela UNAVE em
parceria com o Infarmed, no ambito do programa Training Programme in Pharmaceutical
Medicine. No referido curso, foi discutido o papel da farmacovigilancia na perspetiva da
autoridade regulamentar e da indlstria farmacéutica e a importancia dos sistemas de
farmacovigilancia ao longo do ciclo de vida do medicamento. Tive também a oportunidade de
participar no curso de Farmacoepidemiologia, em que foi feita uma abordagem aos conceitos
de epidemiologia e estatistica aplicados a interpretacao de estudos de seguranca de farmacos
e a realizacdo de exercicios de aplicagao tendo por base a andlise critica de estudos de
avaliagao do perfil de seguranga de farmacos.

Adicionalmente, tive a possibilidade de assistir a uma conferéncia sobre a transparéncia
e comunicagao do risco, em que se concluiu que a comunicagao da ciéncia necessita de mais
transparéncia e mais informagao sobre o medicamento e os seus riscos e beneficios. Estive
também presente na conferéncia Autorizagoes especiais de medicamentos de uso humano,
dinamizada pela OF em colaborag¢iao com o Infarmed.

Todas as sessoes supramencionadas foram uma mais valia para aprender e consolidar
conhecimentos sobre a farmacovigilancia e o funcionamento do sistema regulamentar do

medicamento.

5.1.4 Autonomia, responsabilidade e gestao de tempo

O trabalho que desenvolvi ao longo do periodo de estigio na DGRM permitiu-me
desenvolver as minhas competéncias técnicas, nomeadamente a autonomia, o sentido de
responsabilidade e a gestao do tempo na realizagao das minhas tarefas. Considero que o
correio eletronico que me foi atribuido foi uma ferramenta de grande utilidade para ter
autonomia no contacto com os titulares de AIM, no sentido de agilizar alguns processos e
estar envolvida na dindmica de toda a equipa. Desde o inicio do estagio, compreendi a elevada
responsabilidade que me foi atribuida no contacto com os titulares de AlM, sendo que por
diversas vezes me foram colocadas questoes e pedidos de esclarecimentos por parte dos
titulares de AIM que necessitavam de uma resposta clara. Do mesmo modo, a gestao do tempo
e priorizagdo de tarefas de acordo com prazos estabelecidos foram fundamentais para
melhorar a minha capacidade de organizagao no trabalho, bem como para o cumprimento das

minhas obrigagoes.
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5.1.5 Sistema de gestao da qualidade

O SGQ foi uma mais valia para agilizar as diferentes tarefas que me foram propostas
ao longo do estagio. As principais atividades da equipa de gestao do risco estio descritas
detalhadamente em procedimentos, associados a instrugoes de trabalho e modelos. No
exercicio das minhas atividades, recorria frequentemente a plataforma Sistema de Informacgao
da Gestao da Qualidade (SIGQ) para consultar os procedimentos e respetivos modelos. A
titulo de exemplo, para a avaliagao de uma proposta de materiais educacionais, era consultado
o respetivo procedimento com todas as fases do processo, bem como os modelos de resposta
a enviar por e-mail para o diretor da DGRM e para o titular de AIM. Do mesmo modo, o
registo atualizado de todas as agOes realizadas permitiu-me manter a organiza¢ao no trabalho

do quotidiano e cumprir com os prazos estabelecidos.

5.1.6 Pontos fracos

5.1.7 Durag¢ao do estagio curricular

Considero que o periodo de estagio curricular atribuido a farmacovigilancia e a area
regulamentar é restritivo no sentido que, enquanto estagiaria da DGRM, apenas consegui
inteirar-me de um determinado nimero de fungdes dentro da equipa de gestao do risco,
ficando com uma visao superficial das fungdes desempenhadas pelas outras equipas. Apos o
acolhimento, é necessario um periodo de adaptagao para que o estagiario esteja familiarizado
com todas as matérias relevantes e nomenclatura abordada no dia-a-dia do trabalho. Por outro
lado, a fim de que o estagiario possua autonomia nas suas fungdes, o periodo de estagio limita

o nimero de tarefas.

5.2 Oportunidades

5.2.1 Sensibilizar os doentes e os profissionais de saude para a

importancia da notificacao de reacoes adversas

A DGRM desenvolve iniciativas para consciencializar os profissionais de saldde e
doentes da importancia da notificagio de reagdes adversas a medicamentos, bem como
divulgar as plataformas disponiveis destinadas a esse efeito, como o Portal RAM. O principal

objetivo é aumentar a qualidade e o nimero de RAM para a recolha mais eficiente de dados
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de segurancga relacionados com os medicamentos. Deste modo, sao elaboradas e divulgadas
infografias com informagodes relevantes no sentido de aproximar a populagao a esta area de
intervengao da autoridade reguladora.

Paralelamente, a DGRM esta integrada no projeto SCOPE (Strengthening Collaboration
for Operating Pharmacovigilance in Europe), que promove a colaboragao entre os Estados
Membros da UE no funcionamento dos sistemas de farmacovigilancia bem como a gestao mais
eficaz da farmacovigilancia. A titulo de exemplo, foi realizada uma campanha a nivel europeu
com a missao “notificar efeitos secundarios torna os medicamentos mais seguros”, em que foi
divulgada uma animagao informativa que apelava a notificagao dos efeitos secundarios, a fim
de se contribuir para medicamentos mais seguros para beneficio de toda a sociedade. No
ambito do projeto SCOPE, foi também desenvolvido um médulo de e-learning destinado a
profissionais de salde, com informagoes e orientagoes sobre a notificagio de RAM e casos
praticos de aplicagao, realgando o impacto da notificagdo na avaliagio da seguranca dos

medicamentos.

5.2.2 Boletim de Farmacovigilancia

O Boletim de Farmacovigilancia é elaborado pelos elementos da DGRM e/ou URF e
tem como publico-alvo médicos, farmacéuticos e outros profissionais de saude. Esta
publicacao mensal contém informagao sobre efeitos adversos dos medicamentos autorizados,
a nivel nacional e europeu, bem como informagao detalhada sobre os Alertas de Seguranca
emitidos pelo Infarmed e compilagio dos materiais educacionais e DHPC publicados no
Infomed. Neste sentido, o Boletim de Farmacovigilancia surge como um meio de comunicagao
de diversos assuntos relacionados com a segurangca dos medicamentos para que, nas varias

areas da saude, os profissionais de saiude estejam melhor informados.

5.2.3 Comunicacio do risco através de novas plataformas

As exigéncias da populagao tém sofrido profundas alteragoes, exigindo uma adaptagao
dos meios de comunicagao para ir de encontro as necessidades e transmitir os conteudos.
Neste sentido, a DGRM desenvolve infografias para divulgar a informagao sobre adverténcias
e restricoes de utilizagao relacionadas com o risco de determinado medicamento, num
formato e linguagem adequados aos doentes e ao publico em geral. As infografias
disponibilizadas no site do Infarmed sao uma oportunidade para comunicar a informagao de

uma forma simples, concisa, apelativa e de facil leitura para o doente, transmitindo as
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mensagens-chave sobre esse assunto. Adicionalmente, sao realizadas campanhas informativas
em formato de video, disponibilizados na internet. Tendo como exemplo a campanha “qual o
significado do triangulo invertido?”, esta agao de sensibilizagao realizada em parceria com a
EMA teve como objetivo divulgar um video educativo sobre a identificagio dos medicamentos

que necessitam de uma monitorizagao especial.

5.2.4 Redistribuicio do Sistema Nacional de Farmacovigilancia

No inicio do presente ano, o Sistema Nacional de Farmacovigilancia sofreu uma
restruturagao, passando a incluir oito unidades regionais coordenadas pela DGRM, atuando
esta também como unidade. Neste sentido, surge a oportunidade de desenvolver uma
farmacovigilancia com maior cobertura populacional, menor dispersio geografica e maior
envolvimento dos profissionais de satide. Adicionalmente, o envolvimento das universidades e
centros de investigagao permitira a elaboracao de estudos e fomentar o pensamento critico

na area da farmacovigilancia e farmacoepidemiologia.

5.2.5 Candidatura portuguesa a Agéncia Europeia do Medicamento

No seguimento da saida do Reino Unido da UE, as agéncias europeias que até ao
momento tinham a sua sede naquele pais serao obrigadas a relocalizar-se noutros paises da
UE. A EMA constitui uma importante agéncia reguladora na area da saude, no que diz respeito
a avaliagdao, supervisio e monitorizagao de seguranga dos medicamentos desenvolvidos e
comercializados na UE. A candidatura portuguesa ¢ indiscutivelmente uma oportunidade para
o desenvolvimento cientifico e econémico do pais, representando um compromisso de
Portugal com a ciéncia e com a saide. A escolha de Portugal como pais acolhedor da agéncia
tera um impacto direto na economia do pais, na medida em que proporcionara a atragao das
industrias farmacéuticas e melhores investimentos para a investigagao e desenvolvimento de
novos medicamentos, bem como na area dos ensaios clinicos, traduzindo-se no melhor acesso

dos doentes a inovagao terapéutica.

5.2.6 Detecao de reag¢oes adversas a medicamentos através das redes

sociais

Recentemente, especialistas em farmacovigilancia tém estudado a possibilidade de

utilizar a informagao publica em redes sociais, foruns ou blogues, na monitorizagao da
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seguranga dos medicamentos. De facto, as redes sociais sao utilizadas pelos doentes para a
partilha e discussio de assuntos da area da saude, nomeadamente eventos adversos e
experiéncias pessoas relacionadas com a toma de medicamentos que o doente por vezes nao
comunica ao seu médico, enfermeiro ou farmacéutico. Apesar de algumas limitagoes, tais
informagoes poderao ser exploradas para a detegao de sinais e, eventualmente, detetar RAM
em tempo real. Do mesmo modo, os dados provenientes das redes sociais poderao constituir
uma oportunidade para revelar novas informagoes de seguranga sobre o uso dos
medicamentos na pratica diaria, bem como detetar informagdes sobre o uso de medicamentos
off-label, na gravidez, em criangas ou idosos. Contudo, ainda existem desafios associados a esta
técnica de identificagio de RAM, designadamente a qualidade dos dados do doente, a
identificacao e rastreabilidade de um doente especifico por razoes de privacidade e a
dificuldade em usar técnicas de reconhecimento de texto, devido aos termos nao-clinicos

utilizados pelos doentes para descrever um problema de salde.

5.3 Ameacgas

5.3.1 Falta de recursos humanos para a carga de trabalho

Durante o meu estagio na DGRM, foi possivel verificar a caréncia de recursos humanos
adequados ao elevado volume de trabalho existente. Apesar deste facto, € notorio o esforco
da equipa para cumprir com as suas obrigacoes e desempenhar as suas fungdes nos mais
elevados padroes de qualidade. Entre os motivos para a falta de meios humanos, encontram-
se as restricoes orgamentais que limitam a abertura de concursos publicos para a contratagao

de colaboradores, bem como a transferéncia de profissionais para a industria farmacéutica.

5.3.2 Subnotificacao de reacoes adversas a medicamentos

A subnotificagao de RAM constitui uma preocupagao em farmacovigilancia bem como
um problema de Saude Publica. O facto de um elevado numero de RAM nao ser devidamente
notificado ao SNF tem impacto no aumento da morbilidade e mortalidade. Estudos realizados
com o intuito de compreender os fatores que influenciam a subnotificagao sugerem, entre
varias razoes, a falta de conhecimento dos profissionais de salde sobre o sistema de
farmacovigilancia, o desconhecimento das exigéncias de notificagio e a pesada carga de
trabalho associada a falta de tempo. Neste sentido, é urgente desenvolver medidas de

incentivo a notificagdo espontinea, como a implementagio de formagdes periddicas e
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dindmicas de grupo para educar os profissionais de salide a preencher os formularios de
notificagao, a fim de alterar a atitude dos profissionais de salide perante a notificagaio de RAM

e, assim, diminuir a subnotificagao.

6. Consideracgoes finais

O presente relatorio de estagio curricular é o culminar de trés meses de intensa
aprendizagem na DGRM. A oportunidade de realizar um estagio no Infarmed foi encarada
como um grande desafio, que me permitiu desenvolver competéncias indispensaveis para o
meu percurso profissional nesta area de intervengao farmacéutica, bem como compreender
o funcionamento de uma Autoridade Nacional do Medicamento e a sua interagao com as
demais instituicoes europeias e internacionais, industria farmacéutica, profissionais de salde e
doentes.

Enquanto futura profissional de saude, considero que o papel do farmacéutico na
farmacovigilancia engloba a participagao ativa nos sistemas de farmacovigilancia, a colaboragao
na realizacao de estudos de farmacoepidemiologia, a comunicagao e educagao da seguranga
dos medicamentos e ainda a notificagao de suspeitas de reagoes adversas a medicamentos
aquando da prestagao de servigos farmacéuticos e acompanhamento farmacoterapéutico.

Por fim, acredito que a esta experiéncia de estagio foi muito gratificante, na medida em
que me possibilitou integrar o trabalho didrio de uma equipa com colaboradores
extremamente profissionais e dedicados, que me transmitiram conhecimentos e
competéncias, tais como a organizagao, a autonomia, a responsabilidade, a gestao de tempo,
o empenho na resolu¢ao de problemas e o trabalho em equipa, essenciais para o meu futuro

como profissional de saude.
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