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Parte A

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria



Lista de Abreviaturas

DCI - Denominagao Comum Internacional

DT - Diretora Técnica

IMC - indice de Massa Corporal

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM - Medicamento nao sujeito a receita médica
MSRM - Medicamento sujeito a receita médica

PVP - Preco de Venda ao Puablico

RCM - Resumo das Caracteristicas do Medicamento
SNS - Servico Nacional de Saude

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats

VALORMED - Sociedade Gestora de Residuos de Embalagens e Medicamentos Fora de Uso
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I. Introducao

A Farmacia Comunitaria apresenta-se como um dos locais de promocao e educagao
para a salde mais importantes a nivel nacional, sendo muitas vezes o primeiro local a que os
portugueses recorrem em questoes de saude. Por isso, torna-se essencial uma formagao de
qualidade do Farmacéutico Comunitario como especialista do medicamento, que permita uma
prestacao de servicos de cuidados de saude e de informagao adequada e com qualidade ao
utente. De facto, a sua atividade ultrapassa largamente a dispensa de medicamentos, podendo
até ser caracterizado como um agente de saude publica, cuja principal fungao é assegurar o
bem-estar da populagao.

O plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) inclui um Estagio Curricular em
Farmacia Comunitaria que funciona como uma ponte entre o ensino e a vida profissional,
permitindo aos estudantes a consolidagao dos conhecimentos adquiridos durante os cinco
anos de formagao académica e a sua integragao no exercicio profissional.

O meu Estagio Curricular foi realizado na Farmacia Sao Sebastiao, em Coimbra, sob a
orientagao da Dra. Ana Pimentel, que em conjunto com o resto da sua equipa de trabalho, me
proporcionaram um estagio bastante enriquecedor entre 8 de janeiro e 27 de abril de 2018.

Tal como vem referido nas “Normas Orientadoras de Estagio do Mestrado Integrado

em Ciéncias Farmacéuticas” '

, O presente relatério vai apresentar uma andlise SWOT
(acronimo de Pontos Fortes (Strengths), Pontos Fracos (Weaknesses), Oportunidades
(Opportunities) e Ameagas (Threats)), cujo objetivo é sintetizar uma analise critica relativa a
frequéncia e integracao da aprendizagem no estagio, bem como a adequagio do curso as
perspetivas profissionais futuras.

Também serao incluidos casos clinicos que valorizaram a minha aprendizagem e

permitiram a integracao dos meus conhecimentos teoricos na pratica da frequéncia de estagio.

2. Enquadramento da Farmacia Sao Sebastiao

A Farmacia Sao Sebastiao situa-se na Avenida Dr. Elisio de Moura, na freguesia de Santo
Anténio dos Olivais em Coimbra, com 38936 habitantes (INE 201 I) % sendo a maior freguesia
da regiao Centro. O seu horario de funcionamento é de segunda a sexta-feira, das 9h as 20h,
sem encerramento para almogo, e aos sabados, das 9h as 14h. A farmacia encontra-se de
servigco permanente de 20 em 20 dias, garantindo assim o acesso dos utentes aos produtos e
medicamentos durante 24h.

No Anexo | (Figuras |, 2 e 3) sao apresentadas fotografias do exterior e do interior da

farmacia, bem como uma representagao da sua localizagao em Coimbra.

Pedro José Moreira Sobral -10-



de divisao em duas componentes: a interna e a externa. A componente interna procura
descrever os aspetos que valorizaram o meu estagio (Pontos Fortes) e aqueles que, a meu ver,
dificultaram a sua realizagao (Pontos Fracos). Por outro lado, a componente externa engloba
as Oportunidades e as Ameacas, representando as perspetivas futuras de evolugao do

mercado em que se situam as farmacias comunitarias portuguesas, e em especial a Farmacia

3. Analise SWOT

A Andlise SWOT é uma ferramenta de gestao de auxilio a tomada de decisoes, passivel

Sao Sebastiao.

Tabela I: Andlise SWOT do Estagio Curricular na Farmacia Sao Sebastiao

YV V.V V VYV V

Pedro José Moreira Sobral

Strengths (Pontos Fortes) Weaknesses (Pontos Fracos)

Ambiente profissional da farmacia e integragao na
equipa de trabalho
Integracao gradual nas tarefas da farmacia e

autonomia no trabalho

Prestacao de servigos farmacéuticos e medicao » Sazonalidade do estagio

de parametros fisiologicos e bioquimicos » Dificuldade em associar nomes
Preparagao de medicamentos comerciais e principios ativos
Sistema informatico — Sifarma2000® » Lacunas no conhecimento de
Utentes fidelizados alguns produtos

Técnicas de merchandising
Contacto com delegados de informagao médica
Contacto com o publico e aconselhamento em

automedicagao

Opportunities (Oportunidades) Threats (Ameacas)

Posicao no Sistema de Saide Portugués

Acoes de Formagao — formacgao continua do
> Crise economico-financeira

> Locais de venda de MNSRM

farmaceéutico
Cartao Sauda

Divulgagao nas redes sociais e em jornais

-11 -



3.1. Pontos Fortes (Strengths)
3.1.1. Ambiente profissional da farmacia e integracao na equipa de trabalho

A Farmadcia Sao Sebastido apresenta um ambiente exigente e muito profissional, onde
cada elemento da equipa de trabalho se dedica ao maximo na prestagao de servigos com
qualidade aos utentes, e zela pelo bom funcionamento do estabelecimento.

A equipa de trabalho da Farmacia Sao Sebastiao € constituida por quatro farmacéuticos,
onde se englobam a Diretora Técnica (DT) e a Farmacéutica Substituta. Toda a equipa
apresenta um elevado nivel de qualificagao. De facto, ter assistido aos seus atendimentos foi
um dos métodos mais importantes de aprendizagem, pois pude recolher informagao sobre
varios produtos e patologias. Neste sentido, todos os colaboradores contribuiram para a
minha aprendizagem, esclarecendo sempre todas as duvidas que eu tinha, e com o decorrer
do estagio fui-me sentindo cada vez mais integrado na equipa de trabalho. Outra forma que
contribuiu bastante para a minha aprendizagem foram os materiais de apoio que a Farmacia
Sao Sebastiao tinha disponiveis, tais como a Farmacopeia Portuguesa, o Prontuario
Terapéutico, o Manual de Medicamentos nao Prescritos, e o Manual de Suporte Basico de
Vida, que eu ia estudando nos tempos de menor movimento da farmacia, principalmente nas
primeiras semanas do estagio, e que me ajudaram bastante a recordar alguns conhecimentos.
O acesso a Internet e ao Sifarma2000®° também me disponibilizou, de uma forma mais rapida,
informagao sobre os diversos produtos.

Assim, considero que o ambiente profissional da Farmacia Sao Sebastiao foi bastante
favoravel ao bom desenvolvimento do meu estagio, e a integracao gradual na equipa de
trabalho permitiu-me ganhar um sentido de responsabilidade profissional nas diversas tarefas

que realizava, aumentando a minha confianga no trabalho didrio.

3.1.2. Integracao gradual nas tarefas da farmacia e autonomia no trabalho

Quando iniciei o meu estagio na Farmacia Sao Sebastiao em janeiro, ja me encontrava
familiarizado com algumas tarefas tipicas de uma farmacia comunitaria, nomeadamente a
rececao de encomendas, em virtude do estagio de verao que realizara no ano anterior na
Farmacia Estadio, também em Coimbra. Ainda assim, foi vontade minha e da Diretora Técnica
(DT) que comegasse o estagio precisamente por esta tarefa, para que me familiarizasse com
os produtos de maior rotac¢ao da farmacia e respetivos locais de armazenamento, e sé depois
iniciaria o atendimento ao balcao.

Assim, no primeiro més de estagio, as minhas tarefas debrugaram-se essencialmente
na rece¢ao de encomendas e respetivo armazenamento dos produtos. O principal fornecedor
da Farmacia Sao Sebastiao é a Cooperativa Farmacéutica Plural, mas também se recebiam

Pedro José Moreira Sobral -12 -



produtos da Alliance Healthcare, e inclusive, por vezes, dos proprios Laboratérios (como por
exemplo da Alter Genéricos). Aliado a tarefa de rececao de encomendas, eu tentava recolher o
maximo de informagao acerca dos produtos existentes na farmacia, procurando na Internet o
respetivo Resumo das Caracteristicas do Medicamento (RCM) e estudando a documentagao
cientifica presente na farmacia. Quando a minha ddvida permanecia, consultava os
colaboradores da farmacia, que mostraram sempre a maxima disponibilidade para me ajudar.
Outra vantagem de ter iniciado o meu estagio pela rececao de encomendas, foi ter tido um
contacto mais aprofundado, do que aquele que tivera no meu estagio de verao, com o sistema
informatico Sifarma2000°, no qual era realizada a tarefa de rececio. S6 apos a verificagdo e
atualizagao do prazo de validade dos produtos no sistema, confirmac¢ao dos Pregcos de Venda
ao Publico (PVPs) de cada produto, e confirmagao do valor total e nUmero de embalagens, é
que procedia ao armazenamento dos produtos. As Unicas excegoes foram os medicamentos
com condigoes especiais de conservagao, que eram rececionados e imediatamente
armazenados, fazendo-se assim a manutencao da cadeia de frio e assegurando-se a sua
qualidade.

Sao varios os critérios que a Farmacia Sao Sebastidao tem em conta para que a procura
de um produto especifico seja rapida e sem erros, nomeadamente o agrupamento dos
produtos por ordem alfabética (sem distingao entre medicamentos de marca e genéricos), por
forma farmacéutica, por ordem crescente de dosagem, cumprimento da regra first in, first out
(os produtos com menor prazo de validade sao os primeiros a sair), os medicamentos nao
sujeitos a receita médica (MNSRM) ao alcance visual dos utentes, e os medicamentos sujeitos
a receita médica (MSRM) fora do alcance visual e fisico dos utentes. Ao longo deste primeiro
més de estagio fui memorizando o local de armazenamento dos diversos produtos, o que me
facilitou bastante o atendimento ao balcao na segunda fase do meu estagio.

Embora a recegao de encomendas estivesse a meu cargo, eram os colaboradores da
farmacia que marcavam os pregos de produtos de venda livre, quando necessario. Quando
existia alguma irregularidade, como produtos nao faturados e enviados, ou faturados e nao
enviados, ou ainda danificados, procedia-se de imediato a reclamagao e/ou devolugao dos
produtos em causa. Como era eu que estava a dar entrada dos produtos, geralmente também
era eu que detetava essas irregularidades, mas as reclamagoes e/ou devolugdes nao eram
efetuadas por mim. A tarefa de recegao de encomendas foi ao longo de todo o estagio da
minha responsabilidade, tendo sempre sido verificada pela restante equipa de trabalho.

Apos o primeiro més de estagio, comecei a assistir a mais atendimentos e a observar
o modo como a equipa de trabalho utilizava o sistema informatico no atendimento ao utente.

Comecei entao a realizar alguns atendimentos com o auxilio da DT, e ao fim de alguns dias ja
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me sentia a vontade para comegar a atender sozinho. A partir desse momento, foi-me
conferido um elevado grau de autonomia nas minhas fun¢oes, aumentando assim o meu
sentido de responsabilidade.

As situagoes mais comuns com as quais me deparei foram a cedéncia de MSRM com
apresentacao da receita médica, e a cedéncia de medicamentos de venda livre por indicagao
farmacéutica. Durante os meus atendimentos, tentei sempre fazer o melhor aconselhamento
farmacéutico, e tive a oportunidade de realizar algumas encomendas instantaneas pelo sistema
informatico, de modo a corresponder aos pedidos dos utentes.

Em conclusao, considero que o plano de estagio, na sua generalidade, estava muito bem
organizado, e senti que a minha fun¢ao na equipa de trabalho estava bem definida. O facto de
ter comegado com as tarefas mais simples permitiu-me ganhar confianga no meu trabalho, e
penso ter sempre correspondido com o desenvolvimento esperado durante todo o periodo

de estagio.

3.1.3. Prestacao de servicos farmacéuticos e medicdo de parametros fisiologicos
e bioquimicos

A Farmacia Sao Sebastiao apresenta um elevado nimero de servigos farmacéuticos a
disposicao dos utentes. De facto, durante o meu estagio pude contactar com varios destes
servicos, tais como o Programa Troca de Seringas “Diz Nao a Uma Seringa em Segunda Mao’”,
consultas de nutricao e dietética, medicao de parametros fisioldgicos e bioquimicos, recolha
de embalagens vazias e de medicamentos fora de uso, em colaboragao com a Sociedade
Gestora de Residuos de Embalagens e Medicamentos Fora de Uso (VALORMED)
administracao de vacinas e medicamentos injetaveis, preparagao da caixa semanal de
medicagao croénica, e entrega ao domicilio.

Considero a participagao nestes servicos um ponto bastante forte do meu estagio,
porque eles demonstram a polivaléncia de uma farmacia comunitaria como local nao apenas
de dispensa de medicamentos, mas também como prestador de servicos de salde. Esta
polivaléncia de atividades desenvolvidas permite uma maior fidelizagao dos utentes, aumentado
a satisfagao dos mesmos e o movimento diario da farmacia.

A medicao de parametros fisiologicos e bioquimicos foi o servigo farmacéutico com o
qual pude contactar mais vezes. Na Farmacia Sao Sebastido faz-se a medicao da glicémia,
colesterol total, triglicéridos e pressao arterial (parametro que media mais frequentemente).
Relativamente a este, a sua medigao era realizada num espago calmo e adequado, separado da
zona de atendimento ao publico, de modo a garantir a privacidade do utente. A farmacia tem

ainda a disposi¢cao uma balanca na zona de atendimento ao publico que mede a altura, o peso
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e calcula o indice de Massa Corporal (IMC), permitindo ao utente o seu autocontrolo, ja que

lhe é dispensado um boletim de registo apos utilizar o aparelho.

3.1.4. Preparacao de medicamentos

3.1.4.1. Preparacdes extemporaneas

Certos medicamentos, tais como alguns antibioticos, sao comercializados sob a forma
de po liofilizado que necessitam de ser transformados em suspensdes orais (forma
farmacéutica final) aquando da sua administragao. Para impedir que haja erros de dosagem
derivados de uma diluigao mal efetuada, no momento da cedéncia era perguntado aos utentes
se pretendiam que fosse realizada a diluigao com agua purificada ali na farmacia. A resposta foi
sempre positiva, pelo que durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastiao pude observar
varias vezes a preparagao deste tipo de medicamentos.

No ato da dispensa, informava-se o utente nao so6 sobre o curto prazo de utilizagao da
suspensao oral e as suas condigoes de conservagao, mas também sobre a necessidade de agitar
bem o frasco antes de usar. Como se tratava de antibioticos, também se informava sobre a
necessidade de realizar o tratamento até ao fim, de modo a diminuir o risco de aparecimento

de resisténcias bacterianas.

3.1.4.2. Medicamentos manipulados

Em virtude da evolugao da Indlstria Farmacéutica, os medicamentos manipulados tém
cada vez menos representatividade. No entanto, a preparagao destes medicamentos continua
a justificar-se em casos de personalizagao da terapéutica, de preenchimento de lacunas
terapéuticas, ou quando a forma farmacéutica nao é comercializada.

Entende-se como “medicamento manipulado” qualquer formula magistral ou
preparado oficinal, elaborado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico, a partir
de matérias-primas existentes na farmacia, e utilizando material de laboratério adequado num
local proprio para a preparagao de manipulados (o laboratoério), respeitando sempre as “Boas
praticas a observar na preparagao de medicamentos manipulados em farmacia de oficina e
hospitalar” °. O material de laboratério existente na Farmécia S3o Sebastido cumpre a
Deliberaciao n° 1500/2004, de 7 de Dezembro °.

A preparagao do medicamento manipulado inicia-se com a interpretagao da receita
médica, seguida da selecao das matérias-primas necessarias e do processo de manipulagao
propriamente dito. Uma vez realizado, os medicamentos manipulados sao acondicionados, e

o recipiente escolhido deve ser obrigatoriamente rotulado.
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Durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastiao pude observar a preparagao de
varios medicamentos manipulados, tais como capsulas de ivermectina, capsulas de dapsona,
pomadas de enxofre, entre outros, e ainda realizar uma preparagao de pomada de vaselina
salicilada. Todos os medicamentos manipulados preparados na Farmacia Sao Sebastiao
carecem do preenchimento de uma ficha de preparagao, onde fica registado os materiais e
matérias-primas utilizadas, o protocolo usado e o calculo do Prego de Venda ao Publico (PVP).
Tive a oportunidade de preencher varias destas fichas que me permitiram perceber como é
feito o controlo do stock de matérias-primas e como ¢é calculado o PVP destes medicamentos.
No Anexo Il (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8) esta representada uma ficha de preparagao de pomada de
vaselina salicilada a 2%, com o respetivo rotulo e calculo do PVP. O icido salicilico na
concentragao de 2% tem uma agao queratoplastica, e por isso promove a regeneragao da
camada cornea da pele. Assim, a pomada tem indicacao terapéutica para casos de ulceras
cronicas e estados descamativos. Como o acido salicilico também tem acao bacteriostatica e
fungicida, a pomada também é utilizada no tratamento topico de infegoes fungicas da pele
(tinhas, etc.), muitas vezes associado a outros antiflingicos ’.

Considero este um dos pontos mais fortes do meu estagio na Farmacia Sao Sebastiao,
ja que a preparagao de medicamentos manipulados é cada vez mais escassa nas farmacias
comunitarias, e poder ter contactado com esta area foi sem duvida uma experiéncia

surpreendente e enriquecedora para o meu futuro.

3.1.5. Sistema informatico - Sifarma2000°®

O sistema informatico utilizado na Farmacia Sao Sebastido é o Sifarma2000°, o software
de gestao mais utilizado entre as farmacias comunitarias nacionais. Por isso, considero este
um ponto bastante forte do meu estagio pois a aprendizagem adquirida sobre o sistema vai,
de certeza, ser importante para o meu futuro no mercado de trabalho.

Na Farmécia Sio Sebastiio, o Sifarma2000° apresenta-se como uma ferramenta
indispensavel ao bom funcionamento diario da farmacia. Sao varias as fungdes que o sistema
pode realizar, destacando-se a gestao de todos os produtos da farmacia, desde a sua entrada
até a sua saida (dispensa ao utente ou devolugao), controlo de stock, gestao dos prazos de
validade, correcao de pregos dos produtos e etiquetagem dos mesmos. Nao obstante, o
sistema também ¢é utilizado como auxiliar durante os processos de conferéncia de receituario
e faturagao.

Mas é no atendimento ao publico que me apercebi que o Sifarma2000® adquire uma
importancia especial. De facto, o sistema permite a criacao de fichas de dados dos utentes,

contendo nao s6 dados biograficos, como também o historico de compras de cada utente.
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Desta forma, o farmacéutico sabe quais os medicamentos que o utente costuma levar e
consegue realizar um atendimento mais personalizado. Do mesmo modo, cada produto tem
no Sifarma2000°® uma ficha com informagdes detalhadas, permitindo a detegido de contra-
indicagcoes e interacoes medicamentosas, auxiliando assim o farmacéutico no ato de
aconselhamento e dispensa ao utente.

Gragas a sistemas informaticos deste tipo, o trabalho dos farmacéuticos fica mais
completo, na medida em que conseguem ajudar na resolugao de problemas e garantem que

os medicamentos que os utentes levam sao os medicamentos corretos.

3.1.6. Utentes fidelizados

Durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastiao, rapidamente me apercebi que a
maioria dos utentes que frequentam a farmacia sao utentes habituais com ficha guardada no
sistema informatico. A Farmacia Sao Sebastiao confere uma importancia enorme a esta ficha
pois ela guarda o historial clinico de cada utente, tornando o atendimento mais comodo e
individualizado. Desta forma, estabelece-se uma relacao de confianca entre o utente e o
farmacéutico, aumentando assim a satisfacio de ambos.

Grande parte dos utentes da Farmacia Sao Sebastidio sio moradores das zonas
residenciais proximas da farmacia, e durante o meu estagio, pude constatar que procuram
bastante aconselhamento farmacéutico. De facto, a maioria sao idosos polimedicados com
doengas cronicas, pelo que, principalmente na fase final do meu estagio, participei também no
acompanhamento farmacoterapéutico destes utentes, tentando sempre ter atengao a possiveis

interagoes medicamentosas e a detegao de possiveis reagoes adversas aos medicamentos.

3.1.7. Técnicas de merchandising

Durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastiao, tive a oportunidade de participar na
implementagao de variadas técnicas de merchandising que visaram nao sé uma maior rotagao
de stock, mas também um refor¢o da imagem da farmacia e a atragao de mais utentes. O
merchandising é visto como “a venda sem palavras”, e compreende qualquer técnica que
proporcione melhor visibilidade de produtos ou servicos, com o objetivo final de motivar a
decisao de compra do utente e adquirir um ganho econdémico para a farmacia. De facto,
participei juntamente com a restante equipa de trabalho na organizagao apelativa de lineares,
na colocagao de produtos inovadores ou de promogoes de produtos em zonas quentes da
farmacia, e na decoracao de montras.

Estas técnicas foram realizadas principalmente em datas comemorativas que ocorreram
durante o meu estagio, e de facto verificou-se um aumento das vendas dos produtos em
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destaque, ja que a tendéncia para a compra impulsiva por parte dos utentes também
aumentava. Nao obstante, embora nao fosse eu a realizar, também se publicitavam as devidas
promogoes dos produtos na pagina oficial da Farmacia Sao Sebastiao no Facebook, para que o

numero de pessoas abrangidas por estas promogoes fosse ainda maior.

3.1.8. Contacto com delegados de informacao médica

Foram varias as vezes que pude contactar com delegados de informagao médica
durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastido. Considero as suas visitas a farmacia como
uma grande oportunidade que eu tive para poder contactar com uma area diferente
relacionada com a area de farmacia comunitaria, e poder aprender mais sobre um determinado
grupo de produtos.

Foi durante este estagio que presenciei, pela primeira vez, uma reuniao com um
delegado de informagao médica, e fiquei surpreendido pela forma convincente como é
dispensada a informagao basica sobre o produto e/ou produtos em causa. Geralmente sao
produtos novos, ou promog¢oes de produtos ja no mercado, os quais eram alvo de técnicas
de propaganda de modo a realgar as caracteristicas monetdrias ou terapéuticas que os
diferenciavam dos restantes produtos concorrentes.

De um modo geral, permitiu que eu aprofundasse os meus conhecimentos sobre estes
produtos (tais como informagoes que devem ser prestadas ao utente no ato de dispensa), o
que me ajudou enquanto fazia atendimentos ao balcao. Também permitiu que eu adquirisse
novos conhecimentos sobre as estratégias de aprovisionamento numa farmacia comunitaria,

como por exemplo, a realizagdo de compras diretas aos Laboratorios.

3.1.9. Contacto com o publico e aconselhamento em automedicacao

A capacidade de didlogo e empatia sao essenciais para o bom exercicio da profissao
farmacéutica. De facto, o farmacéutico é um profissional de sallde com um contacto
privilegiado de proximidade com os utentes, e para que o atendimento seja de qualidade, sao
necessarias aptidées sociais e competéncias de didlogo. E necessario manter sempre uma
postura e uma imagem cuidadas, e fazer todos os esforgos para garantir que a mensagem
pretendida é devidamente entendida pelo utente. Foram varias as vezes que eu, ao fazer o
atendimento, escrevi a posologia em etiquetas e as colei nas caixas dos medicamentos dos
utentes, de modo a garantir que eram tomados no momento certo, principalmente quando
atendia utentes idosos.

Outro aspeto importante da profissio é o facto de ter de estar continuamente
atualizada. A medicina e a farmacia sio areas de salde em continua atualizagao, e cabe aos
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profissionais de saude estudarem o conhecimento mais atual para poderem fazer o melhor
aconselhamento aos utentes, tanto em casos de automedicagao, como em casos de medicacao
prescrita. De facto, a dispensa de medicamentos de venda livre estd a tornar-se cada vez mais
frequente, e a aposta na automedicagao por parte dos utentes pode tornar-se vantajosa para
eles, porque, por um lado, escusam de recorrer a consultas médicas em casos de “situagoes
menores”, ou quando existe dificuldade de uma consulta médica em tempo oportuno, e por
outro, o Servico Nacional de Satide (SNS) fica menos sobrecarregado ®.

Desta forma, torna-se facilmente percetivel a extrema importancia que o farmacéutico
adquire em casos de automedicagao, uma vez que esta pode mascarar sintomas de uma doenga
potencialmente mais grave, pode dificultar diagnodsticos e favorecer o aparecimento de reagoes
adversas. Assim, o farmacéutico deve promover uma automedicagao responsavel, para
sintomas e afegoes que nao necessitem de consulta médica, autolimitadas e tratadas até cinco
dias °. Durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastiio, pude contactar com varios casos de

automedicagao, nos quais tentei sempre fazer o melhor aconselhamento farmacéutico.

3.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

3.2.1. Sazonalidade do estagio

Como referi no inicio do presente relatério, o meu estagio decorreu entre 8 de janeiro
e 27 de abril de 2018, compreendendo, por isso, maioritariamente meses pertencentes a
estacao do Inverno. De facto, isso refletiu-se nos medicamentos mais requisitados pelos
utentes, de onde se destacam descongestionantes nasais, anti-histaminicos, pastilhas para a
tosse, e antigripais. Neste sentido, considero que nao tive um contacto tao focado com
produtos mais vendidos noutras estagoes, como protetores solares ou repelentes de insetos

na estacao do Verao.

3.2.2. Dificuldade em associar nomes comerciais aos principios ativos

Nas primeiras semanas de estagio, a minha maior dificuldade foi a associagao dos nomes
comerciais aos principios ativos dos medicamentos, em Denominagao Comum Internacional
(DCIl). Foram varias as vezes em que me eram pedidos por telefone, ou no balcao de
atendimento, medicamentos pelo seu nome comercial, pelo que eu necessitava de consultar
o Sifarma2000° e/ou os respetivos RCMs de modo a ver esclarecidas as minhas davidas sobre
os medicamentos em causa.

De facto, alguns fatores potenciaram esta minha dificuldade, tais como o facto de varios

nomes comerciais poderem existir para a mesma DCI, ou o facto de existir um elevado
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numero de medicamentos disponiveis no mercado. Penso que a formagao académica prestada
no MICF passa um pouco ao lado desta problematica, pois durante a nossa formagao lidamos
quase sempre com as DCls dos medicamentos, e a realidade numa farmacia comunitaria é
diferente.

No entanto, apds algumas semanas, comecei a memorizar os diferentes nomes

comerciais e a prestar um melhor e mais eficaz atendimento ao utente.

3.2.3. Lacunas no conhecimento de alguns produtos

Nas primeiras semanas do meu estigio senti que nao tinha o conhecimento mais
completo sobre certos produtos vendidos na Farmacia Sao Sebastiao, com especial destaque
para alguns produtos dermocosméticos e produtos de puericultura. A razao para esta lacuna
no meu conhecimento sobre estes produtos €, entre outras, o extenso leque de marcas
existentes que se encontram em constante renovagao. De facto, quando comecei a atender,
sempre que um utente pretendia aconselhamento farmacéutico sobre estes produtos, eu nao
era capaz de o atender com a devida qualidade e acabava por pedir ajuda a um colaborador
da farmacia. No entanto, apos estas semanas de maior aprendizagem, consegui memorizar as
principais indicagoes de cada um destes produtos, e corresponder aos pedidos dos utentes,

fornecendo um atendimento mais completo.

3.3. Oportunidades (Opportunities)
3.3.1. Posicdo no Sistema de Saude Portugués

A farmacia comunitaria apresenta-se atualmente como um elemento fulcral no Sistema
de Saude Portugués, sendo muitas vezes o local de preferéncia dos utentes quando necessitam
de ver esclarecidas ddvidas sobre a sua medicagao, ou até em casos de urgéncia médica. Neste
sentido, acredito que a maior oportunidade das farmacias comunitarias portuguesas €
precisamente apostar na sua centralidade no sistema de sadde. Assim, a farmacia comunitaria
deve apostar na formagao continua dos seus colaboradores para que sejam capazes de
fornecer sempre o melhor atendimento ao utente. Do mesmo modo, deve apostar em
servigos farmacéuticos que a diferenciem dos demais pontos de venda de medicamentos,
nomeadamente a revisao da medicagao e o acompanhamento farmacoterapéutico.

Durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastiao, pude partilhar desta vontade dos
colaboradores em manter a farmacia comunitaria no podio das opgoes dos portugueses. Ao

manter esta posicao de preferéncia entre os portugueses, a confianga e a fidelizagao dos seus
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utentes sao mais facilmente alcangadas, aumentado os beneficios, tanto para o utente, como

para a farmacia.

3.3.2. Acoes de Formacao - formac¢ao continua do farmacéutico

Para que o farmacéutico preste sempre o melhor servico ao utente, ele tem de se
manter atualizado, de tal modo, que a formagao continua é um dos pilares onde assenta o
exercicio da profissao. Neste sentido, durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastido, tive
a oportunidade de participar em diversas formagoes, internas e externas pos-laborais,
permitindo que eu adquirisse novos conhecimentos e consolidasse outros ja adquiridos. De
facto, estas agoes de formagao prestadas pelas empresas pretendem divulgar novas
informagoes sobre os seus produtos em circulagao, técnicas de marketing e dicas sobre como
dar um melhor aconselhamento ao utente dos produtos em causa.

Assim, tive a oportunidade de assistir a formagdes da Caudalie® e da Papillon® na
farmacia, e ainda participar no | Ciclo de Conferéncias da Academia LEO Pharma®, cujo tema
principal foi a psoriase, nomeadamente no que respeita a fisiopatologia, diagnostico,
tratamento e papel do farmacéutico no apoio aos doentes. Nao obstante, devo referir também
que durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastiao usufrui de um elevado nivel de formagao
prestado por todos os colaboradores da farmacia, que contribuiu para a aprendizagem de

conhecimentos que considero imprescindiveis no meu futuro profissional.

3.3.3. Cartdo Sauda

O Cartao Sauda é um cartao de pontos integrado no Programa das Farmacias
Portuguesas onde todas as compras que o utente realizar em produtos de saude e bem-estar,
MNSRM e servicos farmacéuticos se traduzem em pontos que podem ser trocados
diretamente por produtos constantes no catalogo de pontos, ou podem ser transformados
em vales de dinheiro .

De facto, este cartao traz bastantes beneficios ao utente. Desde logo, aumenta a
poupanca na conta da farmacia e permite a criagio de uma conta familiar, onde todos os
membros da familia acumulam pontos. Também confere promogodes exclusivas e beneficios na
rede de empresas-parceiras, bem como o acesso ao Sauda no telemével e Internet ''.

Foram varias as vezes que criei perfis de Cartdes Satda no Sifarma2000® durante o
estagio, e apercebi-me da importancia e da vasta utilizagao que os utentes dao a este cartao.
Por isso, acredito que o Cartao Salda se torna numa excelente oportunidade para as farmacias
comunitarias portugueses, pois nao s6 promove a fidelizagdo do utente, mas também a
divulgacao de produtos de saide e bem-estar, contribuindo para a satde publica.
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3.3.4. Divulgacdo nas redes sociais e em jornais

A Farmacia Sao Sebastiao tem uma pagina na rede social Facebook que utiliza com
bastante regularidade, e durante o meu estagio, pude observar nela varias vezes a exposicao
de informagoes sobre novos produtos e promogoes. Do mesmo modo, pude presenciar a
publicitagao da Farmacia Sao Sebastiao no Didrio de Coimbra, edicao de 27 de fevereiro de
2018, onde se pretendeu destacar alguns pontos fortes da farmacia, tais como entregas ao
domicilio, veterinaria, nutricao, preparagao de manipulados e venda online. No Anexo ||
(Figura 10) apresento a correspondente pagina do Jornal.

Acredito que a utilizagao destes meios de comunicagao sao uma boa oportunidade que
as farmacias comunitarias devem aproveitar e investir, para poderem divulgar os seus produtos
e servicos diferenciadores dos demais locais de venda de medicamentos, de modo a atingir o

maior nimero de pessoas possivel.

3.4. Ameacas (Threats)

3.4.1. Crise econémico-financeira

Em virtude das medidas de austeridade, decorrentes da crise economica em que nos
encontramos, tem-se vindo a assistir a grandes mudangas no setor da saude. De facto, o setor
farmacéutico foi particularmente afetado, e pude verificar durante o meu estagio na Farmacia
Sao Sebastiao que a implementagao destas medidas de austeridade provocou ajustes nos
pregos dos produtos e menores escaloes de comparticipagao, resultando assim em pregos
mais elevados para o utente.

Infelizmente, pude presenciar durante o meu estagio alguns casos em que estas
mudangas de pregos obrigavam os utentes a prescindir dos medicamentos por se terem
tornado demasiado caros, e por isso, a comprometer o seu tratamento. Este ponto causava
descontentamento por parte dos utentes, por um lado, por terem dificuldade em perceber
que é um problema que transcende a farmacia, e por outro, porque muitas vezes deixavam de
aviar a receita completa por nao terem possibilidade de pagamento. Ainda assim, a Farmacia
Sao Sebastiao soube encarar bem esta ameaca. De facto, a farmacia realizava algumas vendas
a crédito aos utentes fidelizados nestas situagoes, de modo a que o tratamento farmacologico
nao fosse interrompido pela impossibilidade financeira dos utentes. Acredito que esta atitude
da farmacia aumentava a satisfacao e fidelizacao destes utentes.

Esta crise econdmica, para além de afetar os utentes, também afeta a propria farmacia.
De facto, nao s6 passou a ser mais dificil ter uma maior diversidade de stock, como também
passaram a existir casos de medicamentos ou produtos iguais em stock, mas com pregos
diferentes, podendo originar momentos de desconforto entre o farmacéutico e o utente

Pedro José Moreira Sobral -22-



durante o atendimento. Neste sentido, levo do meu estagio na Farmacia Sao Sebastiao um
exemplo de uma excelente gestao econdmico-financeira, na medida em que o stock dos
produtos era continuamente monitorizado, e todas as alteragoes de pregos eram sempre
devidamente sinalizadas para todos os colaboradores.

Do mesmo modo, a crise atingiu também os armazenistas de medicamentos. Como as
margens de lucro estao cada vez menores, muitos medicamentos encontravam-se esgotados,
por vezes, durante meses. Isto causava algum descontentamento e preocupagao por parte dos
utentes. Neste sentido, a Farmacia Sio Sebastido utilizava a Via Verde do Medicamento ', com
recurso ao programa informatico Sifarma2000°, permitindo que o medicamento sem stock na
farmacia fosse rececionado em tempo util, e dispensado ao utente. Deste modo, era
assegurada a disponibilidade destes medicamentos e o utente nao ficava prejudicado.

Assim, considero que a fun¢ao do farmacéutico esta a ficar limitada por estas ameagas,
onde muitas vezes nao consegue agir da maneira que gostaria para promover a saude do
utente. No entanto, acredito que faz parte da sua profissdo encontrar outras solugoes, tanto
promotoras da relagao de confianga farmacéutico/utente, como da sustentabilidade financeira

da farmacia.

3.4.2. Locais de venda de MNSRM
O Decreto-Lei 134/2005 de 16 de Agosto estabelece o regime de venda de MNSRM
ao publico fora das farmacias, em locais que cumpram determinados requisitos legais e

. De facto, a maior parte dos MNSRM nio sio de venda exclusiva em

regulamentares
farmacia, e por isso, considerei este ponto uma grande ameaga para as farmacias comunitarias
portuguesas, incluindo a Farmacia Sao Sebastiao. Esta medida governamental facilitou o acesso,
por parte da populagio, aos MNSRM, incentivando indiretamente a automedicagao e
permitindo a descida dos precos destes medicamentos, ja que se estabeleceu um maior nivel
de competitividade entre os estabelecimentos de venda (as farmacias e as parafarmacias).

Neste sentido, e tendo por base o facto de o farmacéutico ser considerado o
especialista do medicamento e agente da saude publica, considero que se torna imperativo
sensibilizar a populagao para o risco que pode advir de uma automedicagao descontrolada,
sem aconselhamento nem acompanhamento.

Do mesmo modo, como os locais de venda de MNSRM geralmente pertencem a
grandes superficies comerciais, realizam compras em elevado niUmero e praticam pregos mais
baixos que nas farmacias. De facto, tornaram-se numa ameaga econémica para as farmacias

comunitarias, e durante o meu estagio na Farmacia Sao Sebastido, pude presenciar que existia

uma constante preocupagao em acompanhar os pregos praticados nesses locais. No entanto,
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acredito que esta ameaga pode ser transformada numa oportunidade, pois como também pude
presenciar na Farmacia Sao Sebastiao, as farmacias devem apostar no que as diferencia, como

a prestacao de servigos farmacéuticos e o acompanhamento dos utentes.

4. Casos Clinicos

4.1. Caso Clinico |

Mulher, cerca de 40 anos, dirige-se a farmacia para comprar algo para os enjoos e
vomitos. Refere que vai fazer uma viagem longa, de autocarro, e tem tendéncia para enjoar.
Na conversa que estabeleci com a utente, cheguei a conclusao que nao sofria de nenhuma
doenga associada, e que nao estava nem gravida nem em periodo de amamentagao. Neste
sentido, apés ter analisado a situagio, aconselhei o Vomidrine® (dimenidrinato, 50 mg) visto
que é um antiemético anti-histaminico H, cedido apenas em casos de prevengao e tratamento
do enjoo de movimento. Aconselhei a tomar um comprimido meia-hora antes de comegar a
viagem, no maximo trés vezes por dia. Do mesmo modo, alertei para os seus efeitos adversos,
dos quais se destaca a sonoléncia, a qual a utente disse que nao era problema, pois aproveitava
e dormia durante a viagem (a utente nao seria a condutora). De seguida, propus a utente
algumas medidas nao farmacolégicas, tais como evitar alimentos gordos e liquidos em excesso
antes de viajar. Indiquei-lhe também que se a situagao nao ficasse resolvida, deveria contactar
o médico.

Assim, penso que a decisao que tomei foi a mais correta, tendo agido de acordo com

as minhas capacidades para resolver a situagao da utente da melhor forma.

4.2. Caso Clinico 2

Homem, cerca de 30 anos, dirige-se a farmacia com o objetivo de adquirir algo que o
ajude a melhorar o seu estado de saude, referindo que tem “gripe”. O utente queixava-se de
dor de garganta, espirros e rinorreia, e apos ter sido questionado para saber se tinha febre,
dores musculares ou cansago extremo, as respostas foram negativas. Constatei entao, que os
sintomas apresentados eram relativos a uma constipagao, e nao a uma gripe. De seguida,
perguntei-lhe se sofria de alguma doencga cronica, a qual a resposta foi igualmente negativa.
Neste sentido, para a dor de garganta, aconselhei pastilhas Strepfen Laranja sem agucar
(flurbiprofeno, 8,75 mg), por opgao do utente, até quatro pastilhas por dia. Do mesmo modo,
para a rinorreia, aconselhei Heperpoll Maga (cetirizina, 10 mg), um comprimido por dia,
advertindo para a possibilidade de ocorréncia de sonoléncia (principal efeito secundario). Nao
obstante, referi também algumas medidas nao farmacolégicas que iriam ajudar a aliviar a

sintomatologia sentida, nomeadamente o aumento da ingestao de liquidos e a importancia do
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repouso. Referi também que se a situagao nao ficasse resolvida em cerca de cinco dias, deveria
contactar o médico.
Deste modo, penso que as minhas decisdes ajudaram a resolver a situagao do utente,

tendo agido de acordo com as minhas capacidades.

5. Conclusdo

O estagio em Farmacia Comunitaria € uma oportunidade Unica para o estudante contactar
com a realidade profissional de uma farmacia. Permite nao s6 a aquisicao de novos
conhecimentos e a aplicagao de conhecimentos previamente adquiridos durante o MICF,
como também que o estudante desenvolva caracteristicas sociais de comunicagao e empatia
com os utentes, em virtude do grande contacto que tem com eles ao balcao de atendimento.

De facto, tal aconteceu precisamente comigo durante o meu estagio na Farmacia Sao
Sebastiao. Considero que ter tido a oportunidade de contactar diariamente com casos clinicos,
e ter tido a oportunidade de aplicar os conhecimentos adquiridos durante estes cinco anos
do MICF nestes casos, foi uma grande mais-valia para o meu futuro profissional. Do mesmo
modo, apercebi-me da extrema importancia do farmacéutico enquanto agente de saude
publica, na medida em que ele deve ser capaz de ouvir e responder, mas acima de tudo,
resolver os casos clinicos com que é confrontado, sempre da melhor maneira possivel. Por
isso, acredito que estes quatro meses de estagio contribuiram bastante para o meu
desenvolvimento tanto profissional como pessoal.

Assim, fica concluida mais uma etapa do meu percurso académico, e agradeco a
Farmacia Sao Sebastiao a oportunidade oferecida para a realizagao do estagio que me permitiu
estar mais preparado para enfrentar os desafios do mercado de trabalho que me espera. Levo
do estagio uma experiéncia gratificante, e da Farmacia Sao Sebastiao um exemplo de qualidade

de Farmacia Comunitaria.
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Parte B
Relatério de Estagio no INFARMED, I.P.



Lista de Abreviaturas

AIM - Autorizacao de Introdugao no Mercado

EMA - Agéncia Europeia de Medicamentos

DAM - Direcao de Avaliacao de Medicamentos

DATS - Direcao de Avaliagao das Tecnologias de Satde

DCP - Procedimento Descentralizado

DCQ - Diregao de Comprovagao da Qualidade

DGIC - Direcao de Gestao de Informacao e Comunicagao

DGR - Direcao de Gestao de Risco de Medicamentos

DIL - Diregao de Inspegao e Licenciamento

DIPE - Direcao de Informagao e Planeamento Estratégico

DPS - Direcao de Produtos de Saude

DRHFP - Direcao de Recursos Humanos, Financeiros e Patrimoniais
DSTI - Diregoes de Sistemas e Tecnologias de Informagao

EDQM - European Directorate for Quality of Medicines and Healthcare
EMR - Estado Membro de Referéncia

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Fl — Folheto Informativo

GPQ - Gabinetes de Planeamento e Qualidade

GJC - Gabinetes Juridico e de Contencioso

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

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MRP - Procedimento de Reconhecimento Mdtuo
OMCL - Official Medicines Control Laboratories

RCM - Resumo das Caracteristicas do Medicamento
SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats
UIM - Unidade de Introdugao no Mercado
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I. Introducao

O presente relatério surge no ambito da disciplina de Estagio Curricular, inserida no
plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC). Este estagio decorreu em Lisboa, na Unidade
de Introducao no Mercado (UIM) da Direcao de Avaliagio de Medicamentos (DAM) da
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, |.P. — INFARMED, I.P,, sob a
orientagao da Dra. Dina Lopes e da restante equipa de trabalho, que me proporcionaram um
estagio bastante enriquecedor entre 2 de maio e 31 de julho de 2018.

Tal como vem referido nas “Normas Orientadoras de Estagio do Mestrado Integrado

em Ciéncias Farmacéuticas” '

, O presente relatério vai apresentar uma andlise SWOT
(acronimo de Pontos Fortes (Strengths), Pontos Fracos (Weaknesses), Oportunidades
(Opportunities) e Ameacas (Threats)), cujo objetivo € sintetizar uma analise critica relativa a
frequéncia e integracao da aprendizagem no estagio, bem como a adequagao do curso as
perspetivas profissionais futuras.

Assim, através deste relatorio, pretendo destacar a importancia do papel do
INFARMED, I.P. e da DAM-UIM no servigo publico, realizando uma reflexao critica e pessoal

relativamente aos conhecimentos adquiridos durante estes trés meses de estagio, e de que

forma se refletirao no meu futuro percurso profissional.

2. Enquadramento do INFARMED, I.P.

O INFARMED, I.P. é um instituto publico com atribui¢des de regulagao, supervisao e
fiscalizagao nos setores do medicamento, dispositivos médicos e cosméticos, segundo os mais
elevados padroes de protegao da saude publica, de forma a garantir o acesso dos profissionais
da salde e dos cidadaos a medicamentos, dispositivos médicos, e produtos cosméticos e de
higiene corporal de qualidade, eficazes e seguros. Com jurisdicao sobre todo o territorio
nacional, o INFARMED, |.P é dotado de autonomia administrativa, financeira e patriménio
préprio 2

Atualmente sediado no Parque de Saide de Lisboa, a organizagao interna do
INFARMED, I.P. integra um conjunto de unidades organicas que prosseguem as atribuigoes
desta Autoridade Nacional. De facto, esta entidade encontra-se organizada em cinco 6rgaos,
nomeadamente o Conselho Diretivo, o Fiscal Unico, o Conselho Consultivo, as Comissdes
Técnicas Especializadas e o Conselho Nacional de Publicidade de Medicamentos e Produtos
de Saude. Também fazem parte doze unidades organicas, das quais oito tém fung¢oes de
negocio: a Diregao de Avaliagao de Medicamentos (DAM), a Diregao de Gestao de Risco de

Medicamentos (DGRM), a Direcao de Produtos de Saude (DPS), a Diregao de Inspegao e
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Licenciamento (DIL), a Direcao de Comprovagao da Qualidade (DCQ), a Diregao de
Avaliagdo das Tecnologias de Saude (DATS), a Direcao de Gestao de Informagao e
Comunicagao (DGIC), e a Direcao de Informagao e Planeamento Estratégico (DIPE); e quatro
tém fungoes de suporte: as Diregoes de Sistemas e Tecnologias de Informagao (DSTI) e de
Recursos Humanos, Financeiros e Patrimoniais (DRHFP), e os Gabinetes de Planeamento e
Qualidade (GPQ) e Juridico e de Contencioso (GJC) °.

No Anexo IV (Figuras || e 12) sao apresentadas fotografias do exterior do edificio da
DAM, bem como uma representac¢ao da sua localizagao em Lisboa. No Anexo V (Figura 13) é

apresentado o organograma do INFARMED, I.P.

2.1. Direcao de Avaliacao de Medicamentos - Unidade de Introducao no

Mercado (DAM-UIM)

O meu estagio teve lugar na Unidade de Introdugao no Mercado (UIM) da Diregao de
Avaliagao de Medicamentos (DAM). A rececao foi realizada pela Dra. Dina Lopes, que
comecou por fazer uma breve introdugao sobre a DAM, elucidando as tarefas que eram
realizadas nesta unidade. Foi também nesta rececao inicial aos estagiarios que foram delegadas
as suas tarefas para os seus estagios.

A DAM-UIM é atualmente dirigida pela Dra. Marta Marcelino, e compete a esta diregao,
sumariamente, assegurar as atividades necessarias aos procedimentos de registo, avaliagao da
sua eficacia, seguranca e qualidade, e de autorizagdo de introdug¢io no mercado de
medicamentos de uso humano e a sua manutengao no mercado, bem como a gestao desses
procedimentos; gerir as atividades relativas a intervencaio do INFARMED, I. P, no
Procedimento de Reconhecimento Mutuo (MRP) e Descentralizado (DCP), nomeadamente
como Estado Membro de Referéncia (EMR) e nos Procedimentos Centralizado e de
arbitragem comunitaria; emitir pareceres de ambito técnico-cientifico sobre a qualidade,
seguranga e eficacia dos medicamentos de uso humano, bem como sobre os produtos que
incorporam substancias ativas ou produtos biolégicos; e assegurar as atividades inerentes a
adequada integragao e participagado no ambito do sistema da Uniao Europeia relativo a
avaliagao e supervisao de medicamentos de uso humano, incluindo a articulagao com a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA), a Comissio Europeia e as demais instituicdes europeias *.

Para que um medicamento seja colocado no mercado, é necessaria uma Autorizagao
de Introdugao no Mercado (AIM) concedida pelo INFARMED, I.P. ou pela Comissao Europeia.
O Procedimento Nacional permite a disponibilizagio de medicamentos apenas no territério

nacional. Os Procedimentos por Reconhecimento Mutuo (MRP) ou Descentralizado (DCP)
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constituem dois Procedimentos Europeus que permitem a autorizagao de medicamentos num
Estado Membro da Unido Europeia °.

Nos MRP, um dos Estados Membros da Uniao Europeia assume durante determinados
periodos o papel de Estado Membro de Referéncia (EMR), competindo-lhe a tarefa principal
de avaliagao, a qual é acompanhada e comentada pelos restantes Estados Membros que
reconhecem e aceitam a AIM concedida, por Procedimento Nacional, por um EMR °,

O DCP pressupoe a apresentagao simultanea em varios Estados Membros de um
pedido de AIM, assumindo um dos Estados Membros a tarefa de EMR °.

As minhas principais fungoes durante o meu estagio passaram por finalizar os processos
de concecao de AIM por Procedimento Nacional, por MRP ou por DCP em que Portugal

atuava como Estado Membro Envolvido.

3. Analise SWOT
A Andlise SWOT é uma ferramenta de gestao de auxilio a tomada de decisoes, passivel
de divisao em duas componentes: a interna e a externa. A componente interna procura
descrever os aspetos que valorizaram o meu estagio (Pontos Fortes) e aqueles que, a meu ver,
dificultaram a sua realizacao (Pontos Fracos). Por outro lado, a componente externa engloba
as Oportunidades e as Ameagas, e pretende realcar os aspetos que nao estao sob a influencia

direta da entidade.

Tabela II: Analise SWOT do Estagio Curricular no INFARMED, I.P.

Strengths (Pontos Fortes) Weaknesses (Pontos Fracos)

» Ambiente profissional e integragao na equipa de
trabalho da DAM-UIM

» Aplicagao de conhecimentos adquiridos ao longo
do MICF » Duragao curta do estagio

» Consolidagao e desenvolvimento de » Sobrecarga dos colaboradores
competéncias informaticas

» Contacto com inmeras entidades

» Visita ao Laboratério Europeu de Referéncia

Opportunities (Oportunidades) Threats (Ameacas)

» Escassez de recursos humanos
> Realizagdo de um segundo Estagio Curricular

» A deslocalizacao do
» Papel do Farmacéutico no INFARMED, I.P.

INFARMED, I.P.
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3.1. Pontos Fortes (Strengths)
3.1.1. Ambiente profissional e integracdo na equipa de trabalho da DAM-UIM

A DAM-UIM apresenta um ambiente muito profissional constituido por uma equipa
competente e dindmica. Durante o meu estagio, pude observar que existia um clima alegre e
descontraido, que a meu ver, era em parte responsavel pelo sucesso e produtividade desta
Direcao. Como o nimero de estagiarios na DAM-UIM era escasso, cada um teve um
acompanhamento por uma Unica orientadora ao longo de todo o estagio. Para mim, este foi
o ponto mais forte do estagio, pois usufrui sempre de uma formagao prévia e adequada antes
de executar qualquer tarefa pela primeira vez, e senti-me acompanhado e orientado durante
todo o estagio. Nao obstante, todos os colaboradores mostraram-se sempre disponiveis para
esclarecer qualquer duvida ou prestar algum tipo de apoio ou orientagao.

O plano de estagio estava bem definido e foi-me sempre conferido um alto grau de
autonomia para desempenhar as minhas fungoes. Apds a concretizagao das minhas tarefas, a
orientadora verificava se estava tudo conforme, e caso nao estivesse, procediamos as devidas
corregoes em conjunto. Este equilibrio entre acompanhamento e autonomia foi essencial para
o bom desenvolvimento do estagio, e permitiu-me uma integracao rapida na equipa de

trabalho.

3.1.2. Aplicacao de conhecimentos adquiridos ao longo do MICF

Uma mais valia do meu estagio no INFARMED, |.P. foi a possibilidade de aplicar
conhecimentos adquiridos durante o meu percurso académico na pratica profissional. De
facto, permitiu-me aplicar conhecimentos que adquiri na area de Assuntos Regulamentares do
Medicamento, complementando assim a formagao adquirida durante o MICF. Desta forma,
tive a oportunidade de contactar com o mercado de trabalho desta area, no ambito da
Autoridade Regulamentar, e por isso pude consolidar conhecimentos e adquirir outros.

Considero este um ponto importante do meu estagio porque a area dos Assuntos

Regulamentares € uma area de que gosto bastante, e que me vejo a exercer no futuro.

3.1.3. Consolidacdo e desenvolvimento de competéncias informaticas

Para a realizagao do meu trabalho diario, necessitei de recorrer ao computador, em
especial ao software Microsoft Office®, nomeadamente ao Word® e ao Excel®. Embora eu ji tenha
experiéncia com este software, pude desenvolver novas competéncias informaticas e descobrir

novas funcionalidades que foram essenciais a execugao das minhas tarefas.
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Do mesmo modo, pude familiarizar-me com o GestProc e com o Gimed, duas bases de
dados internas com informagao sobre os medicamentos e os seus processos, indispensaveis a

realizacao das minhas tarefas.

3.1.4. Contacto com inameras entidades

Considero que ter tido a oportunidade de contactar com diversas entidades, através
do pedido de elementos enquanto realizava as minhas tarefas, foi um ponto bastante forte do
meu estagio. A diversidade de situagoes experienciadas em todos os processos que finalizei,
permitiu-me estabelecer contacto, tanto por e-mail como por contacto telefénico, com muitas
Industrias Farmacéuticas. Esta nova experiéncia permitiu-me ter uma nogao alargada do
contacto que o INFARMED, |.P. realiza diariamente com outras entidades, em prol da saide

da populagao.

3.1.5. Visita ao Laboratoério Europeu de Referéncia

Na ultima semana do meu estagio tive a oportunidade de visitar o Laboratoério Europeu
de Referéncia do INFARMED, I.P. Este laboratério € membro da refe Official Medicines Control
Laboratories (OMCL), coordenada pela European Directorate for Quality of Medicines and
Healthcare (EDQM). Os membros da rede OMCL tém sistemas de gestao de qualidade
implementados de acordo com a norma ISO 17025 e complementados com as guidelines
OMCIL, sendo sujeitos a auditorias periddicas. Desta forma, é atestado o reconhecimento da
competéncia técnica do laboratério do INFARMED, I.P °.

A visita ao laboratério foi bastante enriquecedora, pois deu-me a conhecer as
atividades que sao desenvolvidas diariamente, tais como o combate aos medicamentos

falsificados, ilegais, ou suspeitos de falsificagao.

3.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

3.2.1. Duracio curta do estagio

O estagio teve duragao de apenas trés meses, e embora tenha tentado tirar o maximo
desta experiéncia, considero que se tivesse tido uma maior duragao, teria sido mais
enriquecedor para a minha formagao e aprendizagem.

A curta duragao do estagio impossibilitou que os estagiarios conhecessem com mais
detalhe as outras Dire¢oes do INFARMED, I.P. Ainda assim, considero que um estagio de
apenas trés meses nao é benéfico para os estagiarios andarem a passar por todas as Diregoes,

mas também nao foi suficiente para permitir uma integragao completa do estagiario numa
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Unica Diregao. Entendo que devido ao niimero elevado de estagiarios acolhidos, e ao facto de
uma entidade com tantas responsabilidades e prazos para cumprir, como o INFARMED, I.P.,
a disponibilidade e condi¢coes para formar estagiarios esteja diminuida, bem como a
distribuicao dos diversos estagiarios pelas diferentes Diregoes seja uma medida necessaria.
Por isso, acredito que seria mais benéfico para o estagiario se este aspeto fosse
colmatado, na medida em que permitia uma maior integragao de conhecimentos, e adquiria
uma visao mais alargada sobre o impacto do INFARMED, |.P. sobre as outras entidades

relacionadas com a sadde publica, e sobre os produtos de saude e medicamentos.

3.2.2. Sobrecarga dos colaboradores

O numero elevado de processos em curso de Procedimentos Nacionais provocava um
aumento do tempo de atravessamento e o hao cumprimento dos prazos em alguns casos. De
facto, embora os colaboradores tenham demonstrado sempre a maxima disponibilidade para
orientar e apoiar o meu trabalho, devo referir que por vezes a sobrecarga de trabalho exigida
a cada colaborador impossibilitava que obtivesse as minhas duvidas respondidas

atempadamente.

3.3. Oportunidades (Opportunities)

3.3.1. Realizacao de um segundo Estagio Curricular

A meu ver, a oportunidade dos alunos finalistas do MICF da FFUC em realizar um
segundo estagio curricular € uma mais valia para a sua formagao académica, e uma enorme
oportunidade para o seu futuro no mercado de trabalho. De facto, levo do meu estagio no
INFARMED, I.P. uma experiéncia desafiante e enriquecedora na medida em que o contacto
com a area dos Assuntos Regulamentares permitiu-me encarar esta realidade de trabalho
como uma grande possibilidade no meu futuro.

Sinto por isso, uma enorme satisfagao por ter tido a oportunidade de ter realizado

este estagio no decorrer do meu dltimo ano de MICF.

3.3.2. Papel do Farmacéutico no INFARMED, I.P.

Fiquei surpreendido pela quantidade de farmacéuticos que trabalham no INFARMED,
I.P. De facto, constatei que o farmacéutico apresenta as competéncias certas para exercer
funcoes em todas as Diregoes, e em especial na DAM-UIM, tais como a verificagao de
discordancias entre os textos dos medicamentos (RCMs, Fls e Rotulagens). Neste sentido,

considero que o farmacéutico tem na area dos Assuntos Regulamentares uma grande
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oportunidade de futuro de trabalho, destacando-se de outras profissoes pelos conhecimentos

especificos que tem relativamente aos medicamentos e produtos de saude.

3.4. Ameacas (Threats)

3.4.1. Escassez de recursos humanos

A crise econdmica em que vivemos reflete-se na escassez de recursos humanos que
sao alocados para trabalhar no INFARMED, I|.P. De facto, como ja referi, senti que os
colaboradores da DAM-UIM estavam frequentemente com uma carga de trabalho muito
elevada. Desta forma, acredito que se este problema fosse colmatado, o meu estagio teria sido
mais produtivo por haver um acompanhamento mais proximo. Ainda assim, tenho consciéncia
de que recebi o melhor acompanhamento possivel, e valorizo todas as orientagoes e apoio
que os colaboradores me dispensaram e toda a disponibilidade que demonstraram ao longo
de todo o estagio.

Neste sentido, penso que a abertura de concursos publicos para contratar recursos
humanos poderia ser benéfica para contornar esta situagao. No entanto, a crise econdmica

vivida apresenta-se novamente como uma barreira a esta medida.

3.4.2. A deslocalizacao do INFARMED, I.P.

Durante os meus trés meses de estagio no INFARMED, I.P., esteve sempre presente a
problematica da sua deslocalizagao para o Porto, e os possiveis impactos decorrentes dessa
deslocalizagao.

Nos proximos anos, prevé-se um aumento do numero de novas moléculas no mercado,
pelo que as Autoridades Regulamentares devem estar a altura do desafio e necessitam, para
tal, de aumentar a capacidade de resposta pela contratagao de mais recursos humanos e pela
aposta na experiéncia dos colaboradores ja existentes. De facto, a meu ver, o principal
problema decorrente da deslocalizagao do INFARMED, I.P. seria a perda de recursos
humanos, que se traduzia tanto em custos financeiros elevados (despesas de pessoal e
aquisicao de bens e servigos), como na diminuigao da operacionalidade do INFARMED, I.P.

Neste sentido, a disrupgao da atividade diaria do INFARMED, I.P. teria impactos profundos
no acesso da populagao portuguesa a medicamentos, dispositivos médicos e cosméticos com
qualidade, seguranca e eficacia. Do mesmo modo, o prestigio desta Autoridade Regulamentar
no contexto Nacional e Europeu seria obviamente afetado, cuja sua reparagao, se possivel, s6

pode ser conseguida com recurso a grandes investimentos.

Pedro José Moreira Sobral -35-



Durante o meu estagio pude presenciar que a instabilidade criada pela incerteza relativa a
deslocalizagao do INFARMED, I.P. para o Porto foi enorme, tendo mesmo um profundo

impacto no trabalho diario dos colaboradores.

4. Conclusao

O meu Estagio Curricular na Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude,
I.P. — INFARMED, I.P. tornou-se numa das experiéncias mais entusiasmantes do meu percurso
académico. Ter tido a oportunidade de fazer este estagio foi, para mim, muito prestigiante e
enriquecedor. De facto, contactar diariamente com a area dos Assuntos Regulamentares, e
em especial com a Unidade de Introducao no Mercado da Diregao de Avaliagao de
Medicamentos (DAM-UIM), constituiu uma enorme oportunidade de aprendizagem de novos
conhecimentos, que considero essenciais para o meu futuro pessoal e profissional no mercado
de trabalho.

Atualmente, a FFUC ¢ a unica Faculdade de Farmacia do pais que proporciona uma unidade
curricular obrigatéria de Assuntos Regulamentares do Medicamento no seu plano de estudos.
De facto, os conhecimentos adquiridos nesta unidade curricular mostraram-se essenciais para
o meu estagio no INFARMED, I.P., e penso que se nao tivesse tido esta formagao inicial, teria
tido muitas dificuldades de adaptacao ao estagio.

Com o decorrer do estagio, consegui ter uma nogao mais alargada sobre os aspetos
subjacentes a Autorizacao de Introdugcao no Mercado (AIM) de novos medicamentos em
Portugal, em virtude das variadas fun¢coes que desempenhei. Também tive a oportunidade de
assistir a uma Comissao de Avaliagio de Medicamentos (CAM), na ultima semana do meu
estagio, que me permitiu ter uma ideia sobre a emissao de pareceres relativos a avaliagao da
qualidade, eficicia e seguranga dos medicamentos °.

Concluo assim mais uma etapa do meu percurso académico, e agradego a excelente
equipa de trabalhado da DAM-UIM do INFARMED, I.P. por toda a amizade, disponibilidade
oferecida e transmissao de conhecimentos ao longo destes trés meses. Agradego também a
FFUC por me ter proporcionado este estagio de exceléncia que superou as minhas

espectativas.
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DA — Doenga de Alzheimer

EMA — Agéncia Europeia do Medicamento

FDA — Food and Drug Administration

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
HSC — Célula estaminal hematopoiética
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NFTs — Emaranhados neurofibrilares

NIH — National Institutes of Health

OTC — Ornitina transcarbamilase

PCR — Polymerase Chain Reaction

PEG-ADA - Polietilenoglicol - Adenosina desaminase
rAAYVs — Recombinant Adeno-Associated Viruses

RNAIi — RNA de interferéncia

SCID - Imunodeficiéncia combinada severa

siRNA — small interfering RNA
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Resumo

A presente monografia aborda o tema da Terapia Molecular no tratamento das
Doencas Neurodegenerativas, e em especial na Doenga de Alzheimer. Trata-se de uma doenga
neurodegenerativa progressiva crénica, que se manifesta principalmente na idade avangada,
cujo tratamento atual disponivel é farmacolégico e apenas sintomatico. Por isso, torna-se
necessario investir em terapéuticas alternativas que evitem a progressao ou possibilitem a cura
da doenca. A terapia molecular emergiu assim como uma candidata, sendo que ja foram
realizados ensaios clinicos recorrendo aos vetores rAAVs, tendo-se obtido resultados
promissores. De facto, nos Ultimos anos, tem-se assistido a um aumento no investimento na
terapia molecular por parte da industria farmacéutica, sugerindo que esta forma de terapia ira
integrar a rotina clinica num futuro proximo. Cabe ao farmacéutico e aos outros profissionais
de salde adquirirem o conhecimento mais atual sobre o tema em questio, e esclarecer

quaisquer duvidas que os doentes possam ter relativas a esta nova realidade terapéutica.

Palavras-chave: Genes, rAAVs, Terapia Molecular, Doengas Neurodegenerativas, Doenga de

Alzheimer, Ensaios clinicos, Medicamentos de Terapia Avangada, Biotecnologia.

Abstract

This monograph deals with the theme of Molecular Therapy in the treatment of
Neurodegenerative Diseases, and especially in Alzheimer's Disease. It is a chronic progressive
neurodegenerative disease, manifested mainly in old age, whose current treatment available is
pharmacological and only symptomatic. Therefore, it is necessary to invest in alternative
therapies that prevent the progression or make it possible to cure the disease. Molecular
therapy has emerged as a candidate, and several clinical trials have already been performed
using the rAAVs vectors, and promising results have been obtained. In fact, in recent years,
there has been an increase in investment in molecular therapy by the pharmaceutical industry,
suggesting that this form of therapy will integrate the clinical routine soon. It is up to the
pharmacist and other healthcare professionals to acquire the most up-to-date knowledge on
the subject matter and to clarify any doubts patients may have regarding this new therapeutic

reality.

Keywords: Genes, rAAVs, Molecular Therapy, Neurodegenerative Diseases, Alzheimer's

Disease, Clinical Trials, Advanced Therapy Medications, Biotechnology.
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I. Introducao

No ambito do plano de estudos incluido no quinto ano curricular do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra (FFUC), em orientagao com o Professor Doutor Sérgio Simoes, desenvolveu-se a
seguinte monografia com o tema: Terapia Molecular em Doengas Neurodegenerativas: rAAVs
e Doenca de Alzheimer.

O tema proposto € relevante, na medida em que a populagio mundial esta
progressivamente a envelhecer, prevendo-se que o numero de idosos (individuos com idade
superior ou igual a 65 anos) no mundo aumente para cerca de 2 mil milhdes em 2050 '. Uma
vez que a idade é um fator de risco importante em muitas doencas neurodegenerativas, o
numero de pessoas afetadas por estas doengas sera maior nas proximas décadas, e como
consequéncia, os custos sociais e economicos associados também aumentarao. Estes aspetos,
aliados ao facto dos tratamentos farmacologicos atuais para estas doengas serem geralmente
inadequados, levou a que varios grupos de investigacio médico-farmacéutica se focassem
recentemente nas doengas neurodegenerativas .

As doengas neurodegenerativas, de um modo geral, englobam uma série de doengas
que envolvem os neurénios do cérebro humano °. Caracterizam-se por uma deterioracio
progressiva e irreversivel de uma populacao especifica de neurodnios, durante um certo
periodo, e normalmente manifestam proteinas anormais. Apesar de possuirem fenotipos
clinicos distintos, permanecem dificeis de diagnosticar. Sao doengas cronicas e afetam
profundamente a qualidade de vida dos doentes durante varios anos. A Doenca de Alzheimer
(DA), cuja etiologia ainda permanece relativamente desconhecida, é a doenca
neurodegenerativa que apresenta maior incidéncia, e afeta cerca de 5% da populagao com
idade superior a 65 anos. Atualmente, nao existem terapias clinicas totalmente eficazes para
as doengas neurodegenerativas, e a maioria dos tratamentos sao sintomaticos, nao tentando
fornecer beneficios terapéuticos de longo prazo *

Desta forma, as doencas neurodegenerativas sao alvos atraentes para as novas
estratégias terapéuticas, e a terapia molecular emergiu assim como um método alternativo de
tratamento .

Pretende-se, com esta monografia, fornecer uma visao geral sobre a Terapia Molecular
no tratamento de doencgas, desde uma contextualizagao historia até a sua atualidade, e de
seguida aprofundar no tema do tratamento de doencgas do Sistema Nervoso Central (SNC),
em especial na DA. Finalmente, é discutida algumas questoes subjacentes a esta inovadora

terapia, nomeadamente, as questoes éticas e de seguranca.
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2. Terapia Molecular
2.1. Definicao e aplicacao
A terapia molecular é o tratamento de doengas a partir do conhecimento da estrutura
e da fungao do alvo molecular. Pode ser aplicada a uma variedade de doengas, de onde se
destacam as que tém por base uma patologia genética, tais como a maioria das doengas
neurodegenerativas. A primeira ciéncia “omica” a surgir no ramo da biologia molecular e da
bioinformatica foi a “genomica”, que significa o “estudo do genoma”, e as ferramentas de
biologia molecular e biotecnologia apareceram sob a denominagao geral de “terapia génica”,
“edi¢ao génica”, ou “gene targeting”, entre outros *, tornaram-se parte integrante da pesquisa
e desenvolvimento de novas ciéncias biomédicas e de terapias avancadas °.
A Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) define medicamentos de terapia avangada
como “medicamentos de uso humano baseados em genes (terapia génica), células (terapia

celular), ou tecidos (engenharia de tecidos)” °

. Estes medicamentos englobam estratégias
terapéuticas inovadoras e o seu desenvolvimento contribuird para proporcionar
oportunidades de tratamento para algumas doengas que até agora nao apresentam

tratamentos efetivos 7

. Neste sentido, a EMA define um “medicamento de terapia génica”
como um medicamento biologico que cumpre as seguintes caracteristicas:

a. Contém uma substincia ativa que contém ou consiste num acido nucleico
recombinante utilizado ou administrado a seres humanos com vista a regular, reparar,
substituir, adicionar ou eliminar uma sequéncia genética;

b. O seu efeito terapéutico, profilitico ou de diagnostico depende diretamente da
sequéncia do acido nucleico recombinante que contém, ou do produto de expressao genética
dessa sequéncia. Os medicamentos de terapia génica nao incluem as vacinas contra doencgas
infeciosas *%’.

Os medicamentos de terapia avangada beneficiam de um Unico procedimento de
avaliagdo e autorizagio, por Procedimento Centralizado, dirigido pela EMA *. Do mesmo
modo, a Agéncia também realiza a monitorizagao da seguranca e eficacia destes medicamentos
depois de terem sido aprovados e comercializados °.

A terapia molecular, mais propriamente a terapia génica, foi concebida durante o inicio
e meados do século XX. Considerada como um procedimento revolucionario com potencial
de curar qualquer doenca cujas bases moleculares fossem conhecidas '°, e em especial aquelas
em que a farmacoterapia se mostrava ineficaz *, foi inicialmente postulada para tratar doengas
monogénicas pela substituicdio do gene defeituoso por uma cépia que funcionava
corretamente’. As imunodeficiéncias primarias estdo entre as primeiras doengas que foram

alvo de terapia génica, uma vez que as células da medula 6ssea sao facilmente retiradas do

Pedro José Moreira Sobral -42 -



doente e manipuladas in vitro, tornando possivel a realizagao de uma transferéncia genética ex
. , . ~ . s .10
vivo destas células e sua reintrodugao no hospedeiro com seguranca e eficacia .

Ainda assim, a substituicao completa de genes foi uma modalidade que ficou aquém do
sucesso esperado, mas a medida que o campo da terapia génica evoluiu, emergiu também um
novo uso: a sua aplicagao nas doengas complexas multifatoriais. Estas doengas envolvem

~ ~ 1 . . .1
alteragoes na expressao de multiplos genes, combinadas com fatores ambientais *'. Englobam
a maioria das doengas humanas, para as quais ainda sé existem tratamentos paliativos, e cujas

"', De facto, percebeu-se que o material

causas primarias ainda permanecem desconhecidas
genético poderia ser utilizado para tratar estas doengas, nomeadamente pela geragao e
expressao de proteinas terapéuticas. E foi neste sentido que a terapia génica se tornou numa

. . 7 . n . by . 2
candidata ideal para fornecer beneficios terapéuticos as doengas neurodegenerativas °.
Também se estendeu a outras doencas, tais como as doencas oculares, doengas coronarias,
doencas metabdlicas, e varios tipos de cancro '>. A terapia génica evoluiu assim, em poucas

décadas, de uma perspetiva quase teorica para uma aplicagio na vida real '*".

2.2. Contextualizacao histdrica: o que correu bem e menos bem

Em 1961, Howard Temin descobriu que se podem adquirir mutagoes genéticas
resultantes de infecoes virais '*. Esta descoberta foi de grande importincia porque ficou
aparente que os virus possuiam propriedades que podiam ser muito vantajosas em transportar
genes de interesse para as células alvo. Cinco anos depois, Edward Tatum publicou um artigo
em que discutia a eficiéncia dos virus para serem usados numa possivel terapia génica de células
somaticas . Nessa altura, ja se sabia que os virus teriam de ser desprovidos dos seus genes
patolégicos, e teriam de transportar os genes terapéuticos. Infelizmente, as técnicas de DNA
recombinante ainda nio estavam suficientemente desenvolvidas '°. S6 a partir dos anos 70,
com a descoberta dessas tecnologias, € que se iniciou uma revolugao no conceito da terapia
génica. A introdugao do Southern, Northern e Dot Blotting, bem como do sequenciamento
de DNA, mais tarde, na década de 1970, melhorou consideravelmente a capacidade de
diagnéstico. No entanto, foi com o desenvolvimento do Polymerase Chain Reaction (PCR), em
1985, que se conseguiu um crescimento exponencial no ramo da biologia molecular e da
biotecnologia °.

A terapia génica é um novo paradigma na medicina, apresentando um potencial
terapéutico enorme. No entanto, uma série de eventos adversos diretamente relacionados
com a terapia ofuscaram os resultados clinicos positivos obtidos e o progresso terapéutico
conseguido, e fez com que se comegasse a dar mais atengao aos riscos associados do que

propriamente aos efeitos terapéuticos benéficos .
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A 14 de setembro de 1990, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o primeiro
ensaio clinico de terapia génica. O objetivo desse ensaio clinico foi tratar uma doente de
quatro anos de idade que sofria de uma doenca genética causada pela deficiéncia da enzima
adenosina desaminase (ADA), essencial ao desenvolvimento do sistema imunitario. Esta
doenga resulta na degeneracao dos linfocitos T do sistema imunitario, e € uma das principais
causas de imunodeficiéncia combinada severa (SCID). Neste caso, a doenca é conhecida pelo
acronimo ADA-SCID. As criangas afetadas tém pouca resisténcia a infegoes, e se nao forem
tratadas, geralmente morrem precocemente. Os tratamentos consistiam na terapia de
substituicao enzimatica por injegoes semanais com polietilenoglicol-adenosina desaminase
(PEG-ADA) "

No caso desta doente, no segundo ano de tratamento com estas injegoes semanais,
comecou a sofrer novamente de infecoes recorrentes, e desenvolveu uma alergia ao
preparado enzimatico utilizado nas inje¢oes, indicando que a terapia de reposi¢ao enzimatica
estava a falhar. Investigadores da Universidade de Califérnia, foram entao autorizados pelos
comités de ética a iniciar um ensaio clinico de terapia génica nesta doente. A cada um ou dois
meses, colhiam linfécitos T do sangue da doente, e inseriram o gene responsavel pela
codificagao da enzima ADA recorrendo a um vetor y-retroviral. Apos indugao da proliferagao
destas células in vitro, infundiram-nas novamente, agora corrigidas, na corrente sanguinea da
doente. Por motivos de seguranga, continuou a receber injegoes semanais de PEG-ADA. A
terapia génica nesta doente, assim como a iniciada noutra doente, de nove anos de idade, um
ano depois na Europa, produziu resultados positivos. Em ambos os casos, houve uma melhoria
clinica com redugao da quantidade de enzima que precisou de ser inserida. Observou-se que
o nivel da enzima no sangue das doentes aumentou progressivamente como resultado da
terapia génica '®. Apds doze anos do término das infusdes, quando os dois casos foram
reavaliados, um grande numero de linfécitos T continuou a expressar o gene terapéutico no
sangue de ambas as doentes. Ainda assim, surgiram questoes técnicas relacionadas a estes dois
ensaios clinicos, que nos impedem de considera-los um sucesso clinico completo. Embora
tenha sido um sucesso do ponto de vista da seguranga, ja que nao ocorreram efeitos adversos
consideraveis, nao ficou claro se trouxe beneficios terapéuticos, uma vez que as doentes
tratadas continuaram a receber injecoes de PEG-ADA, embora em doses menores, para
controlar a doenca /.

A terapia génica para ADA-SCID evoluiu e hoje é considerada um sucesso clinico. De
facto, mais de trinta doentes com ADA-SCID ja foram tratados, por todo o mundo,
recorrendo a terapia génica, em que na maioria dos casos, a fungao imunoldgica foi alcangada

sem a necessidade de apoio com a terapia de reposigao enzimatica .
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Apesar dos resultados dos primeiros ensaios clinicos ainda estarem aquém das
espectativas, a verdade é que a terapia génica experienciou um “boom”, pelo menos, até a
tragica morte de Jesse Gelsinger. Em 1999, o pior cendrio possivel para a terapia génica
tornou-se realidade quando Jesse Gelsinger, de dezoito anos, participou num ensaio clinico de
terapia génica na Universidade da Pensilvania na Filadélfia. Sofria de deficiéncia parcial da
ornitina transcarbamilase (OTC), uma enzima hepatica necessaria para a remoc¢ao do excesso
de nitrogénio resultante do metabolismo de aminoacidos e proteinas. O sistema imunitario de
Gelsinger respondeu abruptamente apos a administracdo de uma dose muito elevada de
vetores adenovirais, e acabou por falecer quatro dias depois por faléncia de varios orgaos.
Gelsinger tornou-se no primeiro doente cuja morte esteve relacionada diretamente com o
vetor viral usado no tratamento '°.

Alguns anos mais tarde, observou-se um novo avango na terapia génica. A
imunodeficiéncia combinada severa relacionada com o cromossoma X (X-SCID) foi corrigida
com sucesso em vinte criangas, tornando-se no primeiro tratamento bem-sucedido de uma
doenca genética com recurso a terapia génica '’. A X-SCID é uma doenca genética comumente
diagnosticada na infancia que se caracteriza-se por infe¢coes recorrentes, como resultado da
auséncia de imunidade humoral e mediada por células '’. No ensaio, recorreu-se a transdugio
ex vivo de células estaminais CD34" da medula 6ssea dos doentes, tendo-se obtido resultados
clinicos positivos ' Ainda assim, trinta meses apo4s o tratamento, os resultados obtidos foram
ofuscados pelo desenvolvimento de leucemia de linfécitos T em cinco destas criangas. Os
vetores usados foram vetores y-retrovirais, e este efeito adverso grave foi resultado direto da
sua utilizagio, uma vez que o vetor integrou o seu genoma préximo do oncogene LMO2 %,
levando a uma transcricao descontrolada do mesmo. No entanto, a maioria das criancas
afetadas foi tratada com sucesso com quimioterapia, tendo-se observado remissao total da
leucemia '”. Curiosamente, ji tinha sido mencionado em 1980 a possibilidade de efeitos
secundarios deste género ocorrem decorrentes do uso destes vetores em terapia génica. Esta
propriedade destes vetores, um fenébmeno conhecido por “mutagénese por insergao”, tem
sido usada in vitro para a identificagdo de genes potenciadores de crescimento '°.

Ensaios clinicos usando vetores y-retrovirais foram realizados em 2006, tendo-se
corrigido com sucesso uma granulomatose croénica relacionada com o cromossoma X em
adultos jovens '° e neste sentido, a eficacia clinica correlacionou-se com a amplificagio clonal
de células corrigidas, como um resultado direto da ativagcdo de certos oncogenes com
capacidades de promogao de crescimento. De um modo geral, estes ensaios clinicos realgaram
a necessidade das células corrigidas, para que tenham vantagem relativamente as defeituosas,

em aumentarem as suas capacidades proliferativas e de sobrevivéncia ".
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Os ensaios clinicos iniciados nas ultimas décadas, aliados aos resultados clinicos
positivos observados, sio um marco na historia da terapia génica que inspirou o crescimento
desta area no tratamento de varias outras doencas '®'®. Em 1995, na Finlandia, realizou-se o
primeiro ensaio clinico de transferéncia genética que apresentou resultados promissores de
que uma transferéncia in vivo de genes para o cérebro pode ser alcangada, abrindo assim
caminho para a aplicagio da terapia génica em muitas doengas neurodegenerativas '°.

De facto, a aprovagio regulamentar de Glybera® (AAVI para a deficiéncia de
lipoproteina lipase), na Uniao Europeia, e a aprovacao regulamentar pela FDA para o T-VEC
oncolitico baseado em HSV para terapia de melanoma avancado, bem como os recentes
resultados encorajadores de ensaios clinicos de fase Il do vetor SPK-RPE65 baseado em AAV2
para distrofias hereditarias da retina, levantou esperangas de que um sucesso similar pode ser
conseguido para a terapia génica de doencas neurodegenerativas no futuro 2",

Tem-se assistido a aprovagao de novas estratégias de terapia génica nos EUA e na
Europa. No dia | de maio de 2018, a empresa Novartis recebeu a aprovagao da FDA para
uma segunda indicagdo terapéutica do medicamento Kymriah®, tornando-se no primeiro
medicamento de terapia de células T-CAR com duas indicagoes distintas: leucemia linfoblastica
aguda das células B em doentes pediatricos ou adultos jovens até 25 anos de idade; e linfoma
difuso das células B, a principal forma de linfoma nao-Hodgkin, em doentes adultos apos duas
ou mais linhas de terapia sistémica (nova indicagao terapéutica). A 28 de junho de 2018, a
mesma aprovacio foi concedida pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) **.

Mais recentemente, a |0 de agosto de 2018, a FDA aprovou o medicamento Onpattro®,
da empresa Alnylam Netherlands B.V, contendo um oligonucleédtido sintético de siRNA de
cadeia dupla indicado no tratamento da amiloidose associada a transtirretina em adultos,
tratando-se no primeiro medicamento silenciador génico aprovado pela FDA >,

Os exemplos atras descritos demonstram que a aplicagdo segura da terapia génica

| '° Atualmente, a 4rea da

depende fundamentalmente do conhecimento da engenharia vetoria
terapia génica esta a fazer um bom progresso, particularmente nas doengas do sistema
hematopoiético. A mutagénese por insergao, no entanto, € reconhecida como um risco
clinicamente estabelecido associado ao uso de vetores integrantes. Como resultado,
desenvolveram-se sistemas vetoriais alternativos, com perfis de integracao mais seguros, cujo
objetivo é diminuir a probabilidade de tais eventos adversos .

No Anexo VI (Figura 14) esta representado um esquema cronolégico dos principais

avancos cientificos que levaram ao desenvolvimento da terapia génica.
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2.3. Aspetos atuais da Terapia Molecular

Até a data, quase 2600 ensaios clinicos de terapia génica foram concluidos, estao em
curso ou foram aprovados em todo o mundo. O nimero de ensaios iniciados por ano tende
a diminuir em anos imediatamente a seguir aqueles onde se registaram efeitos adversos graves
decorrentes da terapia génica, tal como em 2003 e 2007. No entanto, tem havido um aumento
constante do numero de ensaios clinicos por ano desde 2012. Os anos mais recentes tendem
a estar sub-representados nos bancos de dados porque leva algum tempo para que os artigos
sejam publicados, causando um atraso na obtengao de informagao sobre os ensaios mais
recentes. Relativamente as fases em que os ensaios clinicos se encontram, mais de trés quartos
dos ensaios clinicos de terapia génica realizados até ao momento sao de fase | ou l/ll. As duas
categorias combinadas representam 77,7% de todos os ensaios clinicos de terapia génica. Os
ensaios de fase Il perfazem 17,1% do total e os estudos de fase ll/lll e lll representam apenas
4,8% de todos os ensaios. A proporcao dos ensaios na fase Il, lI/1ll e lll continua a crescer ao
longo do tempo, indicando o progresso na aproximagao da terapia génica a aplicagao clinica
de rotina *. Todos os ensaios clinicos de terapia génica tém de ser previamente aprovados
por entidades reguladoras especificas. A Food and Drug Administration (FDA) e o National
Institutes of Health (NIH) s3ao as entidades reguladoras Norte-Americanas. Na Europa, a
entidade reguladora é o Comité das Terapias Avancadas (CAT), pertencente a Agéncia
Europeia do Medicamento (EMA) (Anexo VI, Figuras 15 e 16).

A grande maioria dos ensaios clinicos de terapia génica sao direcionados para o cancro,
doengas hereditarias monogénicas e doencas infeciosas, e todos os cinco continentes estao
envolvidos na realizagao destes ensaios. De facto, a distribuicao continental dos ensaios nao
mudou muito nos Ultimos anos, refletindo as despesas na investigagao e desenvolvimento, com
64,9% dos ensaios realizados nas Américas, 23,2% na Europa e 6,5% na Asia. Os EUA
continuam a realizar o maior niumero de ensaios clinicos em todo o mundo (63,3%). Nao
obstante, tem havido um aumento acentuado no nimero de ensaios clinicos multi-country, o
que reflete tanto o aumento da interagao colaborativa entre os diversos centros de pesquisa,
como a necessidade de aceder as populagoes de doentes em mais que um pais, o que €
particularmente importante no caso das doengas raras *. No entanto, a percentagem relativa
de ensaios clinicos com vista a aplicagao da terapia génica as doengas neurodegenerativas,
corresponde apenas a |.8%. (Anexo VII, Figuras 17, 18 e 19).

Varios genes foram utilizados em ensaios clinicos de terapia génica em humanos. Como
seria expectavel, os genes transferidos com maior frequéncia (antigénios, citocinas,
supressores de tumores e genes suicidas) sao aqueles utilizados principalmente contra o

cancro. Do mesmo modo, varios vetores também foram utilizados. Embora a utilizacao dos
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vetores nao virais se esteja a tornar cada vez mais comum, os vetores virais continuam a ser,
de longe, os mais utilizados, tendo sido utilizados em aproximadamente dois tergos dos
ensaios clinicos realizados até hoje. Assistiu-se a uma diminuigao da utilizagao dos vetores
retrovirais nos ultimos anos, e uma tendéncia para aumentar a utilizacdo dos vetores AAV.
Ainda assim, os vetores adenovirais sao os mais utilizados (20,5% de todos os ensaios), devido
principalmente a sua capacidade em transportar maior quantidade de material genético que os
vetores retrovirais, de atingir uma alta eficacia de transdugao com nivel elevados de expressao
génica (embora transitoria), e de transduzir células que nio estejam em divisao ** (Anexo VII,

Figuras 20 e 21).

3. Terapia Génica do SNC

A terapia génica de células do Sistema Nervoso Central (SNC) é um dos temas com
maior crescimento no ramo das neurociéncias. De um modo geral, a manipulagao genética
pode ser conseguida com recurso a diferentes estratégias, tais como: i) introdu¢ao de uma
copia funcional de um gene defeituoso; ii) silenciamento de um alelo mutante usando sistemas
de interferéncia de RNA (RNAI); iii) introdugao de um gene modificador da doenga (tais como
genes codificadores de fatores neurotréficos); ou iv) usando métodos de edigio genética *'.
Estas estratégias sao promissoras para varias doengas do SNC, tanto monogénicas como
multifatoriais (ex: doengas neurodegenerativas), e em ambos os casos, a terapia génica
apresenta-se como uma alternativa as abordagens farmacolégicas tradicionais, que nao
proporcionam recuperagao completa e apresentam efeitos adversos consideraveis. Além
disso, € capaz de corrigir direta e permanentemente os defeitos genéticos, evitando
tratamentos repetidos em algumas vertentes de aplicagio. %,

Neste sentido, para a realizagao de uma terapia génica bem-sucedida, entram em jogo
varios fatores, nomeadamente a escolha do gene terapéutico, a selecao do melhor vetor e a
otimizagao da via de administragao. As interagoes entre o sistema imunitario do hospedeiro e
o vetor e/ou transgene também devem ser consideradas. Para além do mais, a natureza do
tecido alvo adiciona outra camada de complexidade *. Todos estes fatores serdo descritos a

seguir, com maior detalhe.

3.1. Fatores criticos para uma terapia génica de sucesso

3.1.1. Escolha do gene terapéutico
O transgene pode ter, essencialmente, dois alvos: i) o gene especifico causador da
doenga, se este se conhecer; ou ii) uma via ou processo que estejam relacionados com a

2

doenca *'. De um modo geral, é desejada uma grande capacidade dos transgenes em
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incorporarem os genes de interesse e os reguladores ou promotores induziveis apropriados,
bem como uma boa eficiéncia de transduciao. A estabilidade dos transgenes também é
necessaria em varias aplicagoes, mas a inativagao do promotor, perda fisica de vetores, efeitos
citotoxicos e resposta imune a proteinas externas, incluindo produtos do transgene, tém sido
causas de perda de estabilidade *°.

A implementacao da terapia génica para doenga adquiridas e hereditarias do SNC
requerem uma integracao continua de diferentes areas do conhecimento, incluindo a virologia,
neurociéncia, imunologia e genética molecular *°, e 2 medida que o conhecimento sobre as

doengas aumenta, novos potenciais alvos terapéuticos podem ser identificados ».

3.1.2. Selecio do vetor

Apos algumas décadas de investigagao sem beneficios terapéuticos notaveis, as altas
expectativas da terapia génica foram progressivamente desaparecendo. No entanto, esta
situagao mudou radicalmente apds o primeiro ensaio clinico bem-sucedido de terapia génica
em humanos. Ainda assim, o risco de efeitos secundarios genotdxicos, como resultado da
propria terapia génica, demonstrou que é necessario um maior conhecimento de engenharia
vetorial '°.
De facto, um fator critico para uma terapia génica bem-sucedida no SNC ¢é a entrega
segura e eficiente da informagao genética nas células-alvo. A maneira mais simples de a fazer
seria injetar o DNA terapéutico, mas devido a baixa eficiéncia do procedimento, torna-se
necessario utilizar outras estratégias. Neste sentido, sao utilizados agentes conhecidos como
“vetores”, que idealmente devem apresentar as seguintes caracteristicas: i) capacidade em
transportar transgenes de peso molecular variado; ii) apresentarem baixa imunogenicidade e
citotoxicidade, nao causando efeitos adversos nem repostas imunitarias; iii) permitirem uma
expressao estavel e de duracio adequada do transgene, de modo a induzir um efeito
terapéutico na auséncia de toxicidade celular; iv) garantirem uma transdugao eficaz e sem
efeitos off-target, através do direcionamento para os alvos celulares; v) produgao simples,
eficiente e em larga escala, bem como facil purificagio e manipulagao; vi) capacidade de

transduzir células em divisio ou nio, como os neuroénios 27303

. O transgene transportado pelo

vetor necessita de ser integrado especificamente num lécus definido do cromossoma do

hospedeiro, ou mantido no nlcleo como um epissoma extracromossomico, que se divide com
, 32 . ~ . ’ .~ . s . .

a célula **. Ainda nao existe um vetor que reuna todas estas condigoes desejaveis, por isso

devem ser consideradas as vantagens e limitagoes de cada vetor no sentido de escolher aquele

que melhor se adapte a cada aplicagao clinica *.
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Os vetores usados em terapia génica podem ser virais ou nao-virais. Dos dois, os virais
~ . ™ . .. \ . oA . ~ 30
sao os atualmente mais utilizados devido principalmente a alta eficiéncia de transdugao .
Usufruem da capacidade intrinseca dos virus em infetar células, nos quais sao eliminados genes
essenciais responsaveis pela replicagao viral, por exemplo, de modo a prevenir uma
proliferagao incontrolada do transgene e a formagao de agentes patogénicos, e introduzidos

os genes terapéuticos de interesse®®

, juntamente com os promotores e reguladores que
auxiliam na expressio do transgene . Foram varias as familias de virus ja utilizadas como
vetores de transferéncia génica, mas o maior énfase vem sendo dado, principalmente, a quatro
familias: os Virus Herpes-simplex (HSV), Adenovirus (Ad), Lentivirus (LV), e os Virus Adeno-
Associados (AAV) 2,

Os vetores virais de Herpes simplex (HSV) sao virus envelopados de cadeia dupla de
DNA, com boa capacidade em transportar transgenes de elevado peso molecular. Sao
neurotropicos e conseguem infetar eficazmente neuronios e células da glia. O seu DNA viral
€ depositado na forma epissomal, e por isso o risco de mutagénese por insercao é diminuido,
ja que nao é integrado no genoma. No entanto, problemas relacionados com a expressao
latente e imunogenicidade limitam a sua utilizagiao **"*.

Os vetores virais de Adenovirus (Ad) sao virus nus, de cadeia dupla de DNA, também
com grande capacidade em transportar transgenes e de infetar muitos tipos celulares. As suas
principais limitagdes sao as respostas imunoldgicas, decorrentes da antigenicidade das
proteinas virais, tendo-se mesmo verificado a morte de um doente por esta razao, tal como
descrito atras. Por isso, as suas principais aplicagdes no SNC tiram partido da sua alta
antigenicidade e debrugam-se no tratamento de tumores cerebrais >*"*°.

Os vetores virais de retrovirus, primariamente derivados do Virus da Leucemia Murina
de Moloney (MoMLYV), estao entre os primeiros virus a serem utilizados em terapia génica
humana. Sao virus envelopados de cadeia simples de RNA, o qual sofre transcrigao reversa
em DNA de cadeia dupla, e é integrado aleatoriamente no genoma da célula hospedeira. De
facto, os retrovirus apresentam duas grandes desvantagens: i) estao limitados pela sua
capacidade de transferéncia de genes apenas para células em divisao; ii) genotoxicidade e risco
de mutagénese por insercao, derivado da integragao no genoma da célula hospedeira,
aumentando a expressao de proto-oncogenes ou a inativagao de anti-oncogenes, tal como
aconteceu nas criangas que sofreram leucemia apés o término do tratamento de X-SCID,
devido a ativagao do oncogene LMO2.

Embora os vetores retrovirais tenham sido particularmente bem-sucedidos em ensaios

clinicos de terapia génica humana, pelo menos do ponto de vista terapéutico, sao inadequados

para a modificacdo genética de células altamente diferenciadas e indivisiveis, como os
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neurdnios >'%23°

. Ja os vetores Lentivirais (LV) sao capazes de fazer a integragao do seu
material genético no genoma de células que nao se dividem. Derivados do HIV-1, apresentam
uma expressao de longo prazo em varios tipos celulares, sem serem toxicos ou
imunogénicos™'’, e ainda possuem a vantagem de terem uma capacidade de empacotamento
maior. Estes vetores desempenham um papel cada vez mais significativo na terapia génica
dirigida ao SNC, mas continua a existir o risco de mutagénese por inser¢ao associada a
integracao natural no genoma da célula hospedeira, de tal forma que os vetores modernos
tém sido modificados no sentido de eliminar esta caracteristica *2. Os vetores baseados em
retrovirus tém sido Uteis em muitas areas de investigagao biomédica, mas as limitagoes
apresentadas anteriormente diminuiram a sua utilizagdo na pritica clinica "°.

Os vetores de Virus Adeno-Associados (AAVs) sao relativamente recentes e
rapidamente emergiram como um dos mais importantes para a terapia génica de doengas
neurologicas. Devido a sua seguranga, natureza nao-patogénica, e capacidade em transduzir
eficazmente neuronios in vivo, sao atualmente os vetores virais mais utilizados em ensaios
clinicos do SNC. De facto, como sera descrito mais a frente, aproximam-se de um vetor ideal
para terapia génica no SNC. Sao virus nus de cadeia simples de DNA, e apresentam tropismo
serotipo-dependente, dependendo da interagao com recetores especificos em células alvo.
Como sera detalhado mais a frente, os serotipos |, 2, 5, 8, 9 e rhesus (rh).10 sao os mais
estudados para aplicagées no SNC '*?', O vetor AAV9 tem inclusive a capacidade de atravessar
a BHE, tornando-os vetores atrativos para a terapia de doencas neurodegenerativas **'***. Os
AAVs podem desencadear respostas imunes inatas ou adaptativas contra o vetor ou contra o
transgene, mas tem sido observada pouca toxicidade com o uso de vetores AAV no cérebro
ou outros tecidos *'. Em humanos, a imunidade preexistente é mais prevalente contra os
serotipos 2 e 5 do AAV, mas a prevaléncia significativamente menor de serotipos como o
AAVrh.10, apoia o seu uso em ensaios clinicos. A intensidade da resposta imune depende do
tecido alvo e da dose de vetor que é administrada'”.

Os vexossomas (vetor + exossoma), vetores virais hibridos compreendendo AAV
associados a microvesiculas extracelulares, mostraram ser ainda mais eficazes na evasao aos
anticorpos anti-AAV in vivo, e eficiéncia de transdugao equiparavel aos vetores convencionais
AAV9, em ensaios nio-clinicos *.

Embora nenhum dos vetores atuais seja perfeito, os AAV surgiram como os vetores

C 2,27,29 2

de escolha para a terapia génica do SN , € em especial das doengas neurodegenerativas'
uma vez que apresentam vantagens significativas relativamente aos demais, como uma

expressao estavel e de longa duragao no SNC e auséncia de toxicidade, embora apresentem
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uma capacidade de empacotamento limitada quando comparados com os Ad ou os HSV *.
Esta familia de virus sera alvo de maior detalhe mais a frente.

Os métodos de transferéncia génica nao virais sao divididos em dois grupos: métodos
fisicos e métodos quimicos. Nos métodos fisicos, o transgene, que normalmente consiste num
plasmideo simples de DNA, é introduzido de forma mecanica na célula, geralmente por
microinjecao direta ou por electroporagao. A microinjecao direta, consiste na introducao
direta do material genético, enquanto que a electroporagao consiste na aplicacao de pulsos
elétricos alternados as células em solugao com o material genético. A corrente gerada abre
temporariamente poros na superficie celular permitindo a entrada do material genético. Nos
métodos quimicos, sao utilizados compostos quimicos que garantem a entrada do material
genético nas células e protegem-no da degradagao intracelular. Normalmente, o transgene
esta complexado com lipidos catidnicos ou polimeros que tém a capacidade de interagir com
as cargas negativas dos grupos fosfato do DNA, formando complexos que entram nas células
por endocitose. Alguns compostos quimicos utilizados para este efeito sao a polietilenimina, a
polilisina, entre outros.

Os métodos de transferéncia génica nao virais sao considerados uma opgao promissora
devido aos seus métodos de produgao simples e custo-efetivos, bem como ao seu perfil de
seguranca ~¥’. No entanto, tém um efeito localizado e requerem uma dose terapéutica maior
que os vetores virais, conferindo apenas uma expressao génica transitoria. Desta forma,
exigem administragoes repetidas que aumenta o risco de desencadear uma resposta imunitaria.
Por estas razoes, a utilizagio dos vetores nao virais normalmente nao é suficiente para o

tratamento de doencas neurodegenerativas cronicas 22,

3.1.3. Otimizac¢ao da via de administracao

O cérebro é um 6rgao bastante complexo, onde existem, principalmente, quatro tipos
celulares que devem ser considerados. Os primeiros sio os neuronios, células pos-mitoticas
que podem ser distinguidos pela morfologia individual e pelo neurotransmissor. Tém fungoes
distintas baseadas nao apenas no fenotipo, mas também no local e conectividade. De seguida,
podem ser distinguidos trés tipos celulares de células da glia: os astrocitos, que tém um papel
fundamental na manutencao do ambiente extracelular, e estao distribuidos por todas as
regioes do SNC; os oligodendrocitos, que formam a bainha de mielina em torno dos axoénios,
essencial para a condugao rapida de impulsos nervosos; e as células microgliais, que
representam os macrofagos do tecido cerebral. Embora as células gliais sejam relativamente
quiescentes no cérebro adulto, sao capazes de entrar na divisao celular em resposta a

estimulos especificos. Os vasos sanguineos que percorrem o parénquima do SNC sao
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revestidos por tight junctions entre células endoteliais adjacentes, criando uma barreira
hematoencefilica (BHE), designada para prevenir a entrada de virus e outros compostos no
cérebro *¥’.

Aliada a complexidade do SNC, estao outras caracteristicas que fazem com que as
doencas neuroldgicas estejam entre as patologias mais dificeis de tratar **. De facto, a natureza
compartimental do cérebro; o acesso limitado pelo cranio; a sensibilidade a alteragoes
volumétricas (minimizando o tamanho das inoculagoes); o facto das células e dos tecidos alvo
serem responsaveis por fungoes vitais; e a presenga de uma BHE especializada, representam
desafios Gnicos a realizagio de terapia génica no SNC **°,

Neste sentido, torna-se essencial escolher a melhor via de administragcao. Para isso,
existem duas abordagens diferentes de terapia génica do SNC que podem ser utilizadas
(Anexo VI, Figura 22). Embora os vetores lentivirais (LV) sejam preferencialmente usados em
abordagens ex vivo, os vetores rAAVs surgem como os principais vetores virais para

transferéncia de genes in vivo *'.

3.1.3.1. Administracao in vivo de vetores virais recombinantes
Na injecao intraparenquimatosa direta no parénquima cerebral afetado pela doenga,

2" o vetor, ou outra forma de DNA, é

através de injegcoes estereotdticas neurocirurgicas
capturado pelas células apenas no local de injegcao, contornando a barreira hematoencefalica
(BHE) mas apresentando uma distribui¢ao limitada (1-3 mm), com consequente expressao do
transgene limitada ao local de injecao. Ainda assim, a distribuicao dos vetores para outras
regides do cérebro pode ser mediada pelo transporte anterégrado ou retrogrado dos
neurénios *°. Esta estratégia permite uma transferéncia direta e simples do transgene para a
célula alvo *, por isso, é ideal para doencas envolvendo uma regiio cerebral restrita, como a
doenga de Parkinson, mas nao é aplicavel para muitas doengas neurodegenerativas que afetam
grandes regides do SNC, como a doenca de Alzheimer . Além disso, cada injeio requer
craniotomia e anestesia geral, estando associado o risco de hemorragia e contaminagao por
patogéneos 2"”’. Nao obstante, a genotoxicidade relacionada com o vetor *, e a possibilidade
de que virus que integram no genoma, de causarem mutagoes malignas no genoma do
hospedeiro, devem ser consideradas. A inflamagao e a resposta imune também sao
particularmente preocupantes, mesmo num o6rgio "imunoprivilegiado" como o cérebro .
Desta forma, a via de administragao ideal seria nao invasiva e que possibilitasse uma
grande distribuicao vetorial no SNC. Neste sentido, uma solugdo seria a infusao dos vetores
no liquido cefalorraquidiano (LCR). Isso pode ser feito através de administragao

intracerebroventricular (ICV), ou intra-cisterna magna (ICM) ou ainda inje¢oes intratecais
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lombares (IT), sendo este ultimo o menos invasivo e, consequentemente, o mais atrativo para

aplicagdes clinicas 7.

Apesar de serem estratégias mais seguras que a injegao
intraparenquimatosa, requerem maiores quantidades de vetor, podendo estar associadas ao
aumento de efeitos off-target e consequente transdugao e expressao tecidual em orgaos
periféricos, como no figado *.

A injecao intramuscular é considerada uma abordagem adequada para o tratamento de

doengas dos neuronios motores. De facto, alguns vetores rAAV podem ser absorvidos por
terminais nervosos e sofrer um transporte retrogrado para os neuronios motores da espinhal-
medula ****,
Por fim, a via intravascular (IV) também é uma alternativa promissora, sendo
geralmente dividida em vias intra-arteriais (por exemplo, intracarétidas ou intrafemorais) e
endovenosas. Embora a administragao intravascular seja a via menos invasiva, é inteiramente
dependente da capacidade do vetor em atravessar a BHE ?’. Esta restringe o movimento de
macromoléculas, onde se incluem os vetores, do sangue para o SNC, e por isso,
desenvolveram-se métodos de contornar essa barreira de forma a aumentar a expressao dos
transgenes no cérebro, apos uma administragao intravascular. A permeabilizacao temporaria
da BHE através de rutura osmética com manitol hiperosmotico parece ser uma abordagem
com potencial, ja que tem sido usada para reduzir o inchago cerebral apos lesao traumatica.
No entanto, gera um influxo acrescido de moléculas para o cérebro, e apresenta alguns efeitos
adversos como alteragio da pressao arterial e desequilibrio eletrolitico. Embora a
administragao IV seja considerada como uma técnica bastante versatil, com aplicagoes
importantes em varias doengas do SNC, também engloba algumas desvantagens: i) exposicao
a anticorpos circulantes; ii) risco de efeitos adversos off-target e toxicidade celular; iii)
necessidade de administrar uma maior dose para alcangar a dose terapéutica no tecido alvo,
jA que poucos vetores atingem o SNC ?"? (Anexo IX, Figura 23).

Estudos indicam que a administragao intraparenquimatosa € mais bem tolerada que a
injecao intratecal ou intravenosa, uma vez que o tecido cerebral, como ja referi, é
relativamente imunoprivilegiado e a via intraparenquimatosa nao requer a administragao de
doses altas. No entanto, surgiram novos protocolos in vivo usando administragoes intratecais
que demonstraram grande eficiéncia em estudos preé-clinicos. Um exemplo desta aplicagao é
um estudo para a doenga de Batten que esta em curso, e tem por base a entrega de AAV9-
CLN&6 (ensaio clinico NTC02725580)%. A injecio sistémica, teoricamente a mais facil e segura,
anteriormente limitada pela incapacidade dos vetores em atravessarem a BHE, comega agora
também a ser uma boa alternativa, ja que foram descobertos alguns serotipos de AAV capazes

de ultrapassarem a barreira. Embora a administragao intravenosa de vetores seja associada a
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questoes relacionadas com a resposta imunitaria, expressao off-target e limitagdes técnicas
(necessidade de quantidade elevada de vetores a serem administrados), nao deixa de ser um
passo importante no campo das aplicagdes de terapia génica do SNC ',

A técnica in vivo, apesar de ter a vantagem de ser mais simples, apresenta algumas
desvantagens, como o menor grau de controlo de transferéncia genética, a menor eficiéncia

global e a dificuldade de atingir um grau alto de especificidade tecidual .

3.1.3.2. Terapia génica ex vivo para doencas do SNC
Esta abordagem baseia-se na manipulagio genética de células estaminais
hematopoiéticas (HSCs) previamente purificadas, colhidas do sangue ou da medula &ssea.
Recorrem-se principalmente aos vetores Lentivirais (LV) para a realizagao da transdugao in
vitro, e de seguida, realiza-se o transplante autdlogo das células transduzidas. O objetivo desta
abordagem é utilizar as células da microglia como uma fabrica celular capaz de expressar e

distribuir proteinas terapéuticas, fatores tréficos ou quimiocinas, pelo cérebro '

. A principal
vantagem da terapia génica ex vivo € que a expressao do gene e a viabilidade das células
transduzidas pode ser verificada antes de se introduzirem no doente. Para além do mais, este
método pode ser util para terapias em que os compostos devem ser expressos por tipos
celulares especificos que podem ser selecionados na cultura antes do transplante. Os principais
inconvenientes incluem a escassa disponibilidade de células aptas para transplante, baixas taxas
de sobrevivéncia de células transduzidas, possivel necessidade de imunossupressao, tempo
consumindo e complexidade do processo de preparagio das células > Trata-se de uma
estratégia que foi inicialmente projetada para tratar doengas neuroldgicas cujas causas
primarias fossem defeitos da microglia, como a adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X
(X-ALD). No entanto, pode ser também utilizada noutras situagoes, em que a microglia esteja

a funcionar normalmente, e se pretende que secrete proteinas terapéuticas para células

vizinhas, com vista a proceder as suas corregdes '%.

3.2. Virus Adeno-Associados (AAVs)

3.2.1. Caracteristicas gerais dos AAVs
Descobertos em 1965 como contaminantes das preparagoes de adenovirus, sao virus
nus de cadeia simples de DNA. O seu genoma de 4700 pares de bases, compreende dois
ORF’s (open reading frames), rep (de replication) e cap (de cdpside), compreendidos entre duas
ITR’s (inverted terminal repeats), nas extremidades 5’ e 3’. Nao codifica polimerases, e por isso

utiliza as polimerases celulares para a replicagao. O ORF rep codifica quatro proteinas,
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nomeadas com base no seu peso molecular: Rep 40, 52, 68 e 78. As proteinas, geradas a partir
de transcritos processados e nao processados, sao controladas pelo promotor P5 (Rep68 e
Rep78) e pelo promotor P19 (Rep 40 e Rep 52). Estas proteinas Rep sao necessarias para a
replicagao, transcrigao, e encapsidagao do AAV. Por outro lado, o ORF cap é responsavel pela
producao das trés proteinas estruturais (VPI, VP2 e VP3) e da proteina de ativagao AAP. As
primeiras agrupam-se numa proporcao de 1:1:10 para produzirem a capside icosaédrica, de
aproximadamente 25 nm de diametro, e a proteina AAP coopera com elas, contribuindo para
a montagem da capside. O promotor P40 é responsavel pela iniciagao da transcricao do gene
cap 7** (Anexo X, Figura 24).

Os AAV2 foram os AAV de primeira geracao, utilizados em estudos pré-clinicos
iniciais. Com os anos, passaram do estado conceitual para ensaios clinicos em diversas doencas
hereditarias e adquiridas, como a doenca de Alzheimer *. Desde entao, foram isolados doze
serotipos naturais de AAV de humanos e de outros primatas. Os diferentes serotipos de AAV
sao definidos pelas proteinas da capside e pelos anticorpos neutralizantes distintos
identificados. Para além da antigenicidade, os serotipos de AAV apresentam propriedades
caracteristicas relativamente as interagoes entre as regioes expostas da capside e o recetor

| *'. Por exemplo, os AAV 8 e 9 sio

celular, contribuindo para o seu tropismo preferencia
considerados os serotipos ideais para atingir o figado, enquanto os AAV 5 e 9 sao os mais
adequados para a transdugao pulmonar. No caso do SNC, os serotipos preferenciais sao os
AAV |, 2,5 8,9 e rhl0 ¥ A grande maioria dos serotipos apresenta tropismo para os
neurdnios, quase exclusivamente, mas o AAVI e o AAV5 conseguem transduzir
eficientemente os neuronios e as células da glia. O AAV9Y, particularmente, apresenta uma
grande distribuicao vetorial pelo SNC, uma vez que consegue incorporar no transporte axonal,
pelas vias retrogada e anterograda, transduzindo subpopulagoes neuronais em locais distantes.
O AAV?9 foi o primeiro serotipo de AAV que demonstrou capacidade em atravessar a barreira

hematoencefilica (BHE) sem intervencio farmacoldgica *'. E também o serotipo que apresenta

maior eficiéncia de transducio no SNC 7.

3.2.2. Utilizacdao de rAAVs na terapia génica do SNC
A simplicidade do genoma do tipo selvagem de AAV facilita o design de virus adeno-
associados recombinantes (rAAVs) como vetores de terapia génica. O processo de produgao
de rAAYV geralmente envolve uma tripla transfe¢ao de células HEK0293 com: |) o vetor de
transferéncia, contendo uma cassete de expressao entre duas sequéncias ITR, e compreende
um promotor, o transgene e uma poliadenilagio (PolyA), que termina a transcrigao. A

replicacao e o empacotamento do genoma do vetor durante a produgao dos rAAV sao

Pedro José Moreira Sobral - 56 -



regulados apenas pelos elementos ITR, por isso nenhuma regiao codificadora do AAV esta
presente nesses vetores recombinantes; 2) o plasmideo helper, contendo as regioes
adenovirais El, E2, E3 e VA, que contribuem para a replicagao do genoma; 3) o pAAV-RC, um
plasmideo contendo os genes rep e cap que medeiam a replicagao do genoma e a montagem
da capside, respetivamente. Nesse processo, o genoma € empacotado numa capside de AAV,
levando a um vetor de rAAV com uma capacidade total de empacotamento de
aproximadamente 5 kb, que é subsequentemente purificado e usado em terapia génica
(Anexo X, Figura 25).

Uma vez que os rAAVs nao possuem qualquer sequéncia codificadora viral, as células

27

alvo nao produzirao nenhum produto viral ¥, e por isso, os rAAVs nao apresentam

patogenicidade .

3.2.3. Vantagens e limitacoes dos rAAVs

Muitas das propriedades dos rAAVs encaixam-se nos requisitos de um “vetor ideal”,
demonstrando o porqué destes vetores serem, atualmente, os mais utilizados em estudos pré-
clinicos e clinicos do SNC. De facto, os AAVs transduzem tanto células mitoticas como pos-
mitdticas, e a maioria dos serotipos de AAV apresenta tropismo neuronal, sendo que alguns
também sao capazes de transduzir outros tipos de células do SNC, como os astrocitos. Outra
vantagem € a expressao estavel do transgene no SNC (cerca de 10 anos no cérebro humano).
Esta expressao génica persistente em células que nao se dividem explica o porqué dos rAAVs
serem adequados para a terapia génica de doengas do SNC, uma vez que sao doengas
geralmente cronicas, e a maioria das células nao se encontra em divisao. Além disso, como os
AAV nao sao patogénicos, nao sao observados efeitos adversos significativos. Para além do
mais, a infegdo por rAAV resulta principalmente na expressao epissomal do transgene,
diminuindo o risco de mutagénese por inserciao. Finalmente, os rAAVs sao fabricados e
purificados por métodos eficientes e escalaveis, fornecendo boas perspetivas para
investigacdes e aplicagdes clinicas futuras >

Os rAAVs também apresentam algumas limitagoes. Uma delas diz respeito ao atraso
na expressao do transgene (cerca de 2 semanas para a expressao maxima) quando comparada
com outros vetores, uma vez que necessita da sintese de uma segunda cadeia. Os vetores
AAYV auto-complementares (scAAV), um subgrupo dos rAAVs, superam esta limitagao, pois
transportam genomas de cadeia dupla de DNA, e tornam-se imediatamente ativos para
transcrigao apos a descapsidagao no nucleo. A natureza de cadeia dupla dos vetores scAAV
significa, no entanto, que a capacidade em transportar o transgene é reduzida para cerca de

2,2 kb, aproximadamente metade dos vetores AAV de cadeia simples. Isto impoe novas
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limitagoes aos tamanhos do promotor e aos produtos que podem ser expressos a partir
desses vetores. Ainda assim, é possivel conseguir efeitos terapéuticos notaveis dentro da
restricao de 2,2 kb, selecionando para isso pequenos transgenes, pequenos promotores
potentes e moléculas de interferéncia de RNA (iRNA), por exemplo. Curiosamente, a
investigacdo em AAVs foi responsavel por diversos avangos no ramo da terapia génica,
particularmente no silenciamento génico com recurso ao iRNA, uma das principais estratégias

terapéuticas >

3.2.4. Transferéncia ndao-invasiva de genes para o SNC

Apesar das vantagens da administragao sistémica de rAAVs, este método tem sido
dificultado pelo facto da maioria dos serotipos nao conseguir ultrapassar a barreira
hematoencefilica (BHE). De facto, a administragao IV nao induz uma transdugao eficiente no
SNC para a maioria dos serotipos conhecidos, e consequentemente esta via de administragao
requer frequentemente estratégias farmacologicas (por exemplo, infusao de manitol) ou fisicas
para romper a barreira . Como ja referi acima, estas estratégias podem induzir efeitos
adversos.

No entanto, com a descoberta de um serotipo particular, o AAV9, que tem a
capacidade natural de ultrapassar o BHE, expandiram-se as aplicagoes da administragao IV de
rAAVs em terapia genética do SNC. O mecanismo pelo qual o AAV9 atravessa a BHE ainda é
desconhecido, mas estudos demonstram que a coadministragado com manitol nao aumenta
significativamente a transdugao do AAV9 no SNC, o que sugere que o vetor nio atravessa
passivamente através das tight-junctions entre as células endoteliais, mas sim por transporte
ativo ”’. No entanto, os custos de fabrico para fornecer rAAV9 em quantidade suficiente para
uma administragao intravenosa em humanos sao significativos, o que restringe ainda a sua
aplicagao * (Anexo X, Figura 26).

De acordo com estudos recentes em animais, a propriedade de atravessar a BHE nao
é restrita ao AAV9Y, pelo que outros serotipos também mostraram transducao no SNC apos
injecao sistémica. De facto, os serotipos rAAVrh.10, rAAVrh.8, rAAVrh.39, rAAVrh.43,
rAAV7 e rAAV8 sio também considerados como vetores candidatos para uma transferéncia
nao-invasiva de genes para o SNC ?**, O rAAV9 continua a ser o vetor mais estudado para a
administragao IV, uma vez que este serotipo apresentou o melhor desempenho em varios
estudos realizados em animais, mostrando uma expressao transgénica elevada e uma
transdugio disseminada em todo o SNC ¥. O primeiro ensaio clinico a utilizar um vetor

rAAV9 administrado por via intratecal, cujo objetivo é a transferéncia do gene gigaxonina
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(GAN) no tratamento da Neuropatia Axonal Gigante (GAN), iniciou em fevereiro de 2015

nos EUA. A 29 de marco de 2018 comecou a recrutar doentes 2.

3.3. Terapia génica na Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa progressiva
relacionada com a idade avangada, caracterizada por problemas de memoria, pensamento e
comportamento. A grande maioria dos doentes sofre da forma esporadica da doenga, mas
numerosos genes (polimorfismos genéticos especificos no gene da APP, ou num dos dois genes
da presenilina (PS| ou PS2) responsaveis pela clivagem da APP *'), e fatores de risco (lesio
cerebral traumatica, diabetes, acidente vascular cerebral (AVC) e hipertensao), foram também
identificados ao longo dos anos como predisponentes »'. As marcas neuropatoldgicas da DA
incluem a acumulagao do peptideo B-amiloide (AP) sob a forma de placas extracelulares,
produzidas a partir do metabolismo da proteina precursora amiloide (APP), e a acumulagao
intracelular da proteina tau, uma proteina de montagem dos microtubulos que se apresenta
anormalmente fosforilada, formando emaranhados neurofibrilares (NFTs). A presenga de
placas AB e de NFTs de tau sao necessarias para o diagndstico da DA, e geralmente estao
associadas a um nivel elevado de citocinas inflamatorias como o TNFa, desregulagao da
homeostase do calcio, diminuicao de sinapses, disfungao neuronal e morte de neuronios
(especialmente os neurénios colinérgicos) 2'.

A doenga inicia-se no cortex entorrinal e espalha-se para sub-regides do hipocampo e
areas corticais, levando a degeneragio sinaptica e comprometimento cognitivo progressivo®>**,
Apesar de ser a doenca neurodegenerativa mais prevalente em todo o mundo, ainda nao
existem tratamentos eficazes que a retardem ou previnam. Embora os mecanismos precisos
da degeneragao sejam desconhecidos, acredita-se que a perda de neuronios colinérgicos e a
excitotoxicidade contribuam para o desenvolvimento da DA. Consequentemente, para a
doenga leve a moderada, o tratamento atual inclui inibidores de colinesterase (donepezilo,
rivastigmina e galantamina), e para os casos mais graves da doenga utiliza-se um antagonista
nao-competitivo do recetor de NMDA (memantina). No entanto, nenhum destes farmacos
diminuiu ou previne a progressao da doenga, e apenas proporcionam uma melhoria

sintomatica temporaria >

. Neste sentido, o tratamento por terapia génica surge como uma
alternativa potencial 2°>**,

As multiplas etiologias desta doenga dificultam a identificagao de um alvo terapéutico,
mas as abordagens mais comuns passam por diminuir os niveis dos peptideos AB e / ou a

prevencao da fosforilagio e agregagao anormal da tau *'.
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3.3.1. Terapia génica baseada na “hipotese amiloide”
Estratégias para reduzir a acumulacao de placas amiloides pelo aumento de proteases

#4 ou pela utilizagio de anticorpos anti-AB *, com

degradadoras, como a neprilisina (NEP)
vista a obtengao de uma imunizagao passiva, nas regides corticohipocampais de modelos
animais, utilizando vetores rAAVY, mostraram diminuir as placas amiloides no coértex e no
hipocampo destes animais, sem sinais de neurotoxicidade *"**.

A clivagem da proteina APP também foi alvo de investigacao. De facto, recorreu-se a
transferéncia genética de siRNA especifico para a B-secretase, e de shRNA capaz de realizar
knock-down ao recetor acoplado a proteina G que regula a y-secretase, a primeira e segunda
enzima, respetivamente, que controlam a protedlise da APP ¥. A utilizacio de uma proteina
chaperona que se liga a APP, e previne a acumulagao de placas amiloides no hipocampo, foi
também tentado, tendo demonstrado um melhoramento nos deficits cognitivos em modelos
animais *"*, Devido a complexidade dos mecanismos moleculares subjacentes as alterages

neuropatoldgicas da DA, surgiram outras abordagens alternativas *"***°.

3.3.2. Terapia génica com APOE
Tendo por base estudos de risco genético, verificou-se que individuos que herdaram o
raro alelo €2 da apolipoproteina E (APOE) tém um risco acentuadamente reduzido de
desenvolver DA em cerca de 50%. A expressao desta isoforma especifica da APOE em
cérebros de modelos animais, apds a infusao ICV de um vetor rAAV4, reduziu a formagao de

placas amiloides e a perda de sinapses *'*'.

3.3.3. Terapia génica com ACAT
Estudos recentes indicam que o silenciamento da expressao da acil-CoA:colesterol
aciltransferase (ACAT), uma enzima importante que regula nao s6 o metabolismo lipidico,
como também o processamento da APP, recorrendo a um vetor carregado com um miRNA,

permitiu aliviar a patologia amiloide e da tau, em modelos animais >"**,

3.3.4. Terapia génica com CYP46Al
O metabolismo alterado do colesterol desempenha também um papel crucial na
formacao das placas amiloides. De facto, a forma de colesterol cerebral capaz de passar a BHE
€ o 24-hidroxicolesterol, gerado pela enzima neuronal colesterol 24-hidroxilase (CYP46Al).

A expressao aumentada desta enzima através da administragao no cérebro utilizando um vetor
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rAAV carregado com o CYP46A1, em modelos animais, reduziu o niUmero de placas amiloides

e melhorou a meméria, sugerindo que o CYP46Al é um alvo relevante para a DA **°**,

3.3.5. Terapia génica com citocinas anti-inflamatérias
Estudos indicam que a administragao mediada por rAAVs de genes codificantes de
citocinas pode neutralizar os processos inflamatorios envolvidos na progressao da doenga. As
citocinas anti-inflamatorias tém um papel fundamental como neurotransmissores,
neuromoduladores e neurohormonas no cérebro. A entrega mediada por rAAV2 de genes
codificantes das citocinas interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) no hipocampo, em
ensaios nao clinicos, resultou nas suas expressoes sustentadas, redugao da astro-/microgliose,

oligomerizagio e deposicio de AB, e melhoramento da neurogénese *>*+20%%¢,

3.3.6. Terapia génica com recurso a via nao amiloidogénica do metabolismo
da APP

A via nao amiloidogénica do metabolismo da APP impede a produgao de formas
amiloides toxicas, e possibilita a formagao de APPsa soluveis, as quais sao responsaveis pelas
fungoes fisiologicas importantes da APP. A diminuigao das APPsa neuroprotetoras contribui
para o desenvolvimento da DA. De facto, os niveis de APPsa estao diminuidos no LCR de
pacientes com DA, estando correlacionado com a falta de memoria. As APPsa inibem inclusive
a fosforilagao da proteina tau. O aumento da via fisiologica da APP é, portanto, uma estratégia
interessante para tratar a DA, e a expressao aumentada das APPsa poderia aliviar os sintomas

caracteristicos da doenca ***%°78,

3.3.7. Terapia génica com FKBPIb

A idade avangada e os processos normais de envelhecimento do cérebro (entre eles a
desregulacio de Ca*") sio fatores de risco para o desenvolvimento de neurodegeneragio e
DA. De facto, estudos indicam que uma concentragio intracelular elevada de Ca** induz a
deterioragao eletrofisiolégica dos neurdnios. Com recurso a microarrays, verificou-se que
doentes com DA apresentam uma expressao génica menor de FKBPIb, que codifica a FK506
binding protein |b implicada na estabilizagio da libertagao de Ca** do reticulo endoplasmético
dos neurénios .

Neste sentido, se apoiados por estudos adicionais, uma abordagem terapéutica para a

terapia génica da DA inclui a utilizagdo de um vetor rAAV carregado com o gene FKBPIb,
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para que a elevagao da sua expressao possa ser uma abordagem vidvel, capaz de modificar o

curso do envelhecimento cerebral prejudicial, e possivelmente, o estagio inicial da DA *"*.

3.3.8. Terapia génica com fatores neurotroéficos de crescimento
Até a data, os Unicos ensaios clinicos para a DA utilizando terapia génica, foram
baseados na administracao intracerebral de vetores rAAV2 carregados com NGF (fator
neurotréfico neuronal) 2. De facto, os fatores neurotréficos de crescimento, como o NGF
ou o fator neurotrofico de crescimento derivado do cérebro (BDNF), sao moléculas capazes

60

de reparar e restaurar a fungdo dos neuronios colinérgicos °, essenciais para o seu

', Os resultados destes ensaios indicam que os fatores

crescimento e sobrevivéncia
neurotroficos de crescimento sao boas estratégias neuroprotetoras, mas necessitam de
elevada especificidade de transdugao de modo a atingir as areas cerebrais afetadas, ja que
podem causar efeitos adversos off-target **¢"*2, Atualmente, encontra-se a decorrer um ensaio
clinico de fase Il deste género, envolvendo a administragao de AAV2-NGF (CERE-110) a 49
doentes com DA leve a moderada, tendo demonstrado na fase | que o AAV2-NGF é seguro
e bem tolerado até 2 anos apos a injegao, mantendo a bioatividade nas células transduzidas .
Poucos efeitos adversos foram reportados até ao momento, e nenhum esteve relacionado

com o vetor utilizado 323+°%63,

Tabela Ill: Estado atual do ensaio clinico de terapia genética para a Doenca de Alzheimer

Tipo de Doenca vmfs Gene Alvo Fase Nm:nero’ d.o
Vetor (serotipo) Ensaio Clinico
NCT00876863
i Doenca de NGF/CERE- (Fase II)
VBRI i AAVZ 110 Fase |l NCT00087789
(Fase I)

Todas as abordagens atras descritas melhoraram as espectativas para futuras aplicagoes
clinicas em doentes humanos *. A medida que o nosso conhecimento sobre os mecanismos
da doenga continua a crescer e novas terapias sao desenvolvidas, a terapia génica deve
continuar a ser considerada como uma abordagem viavel para intervengdes terapéuticas na
DA *'. No entanto, o principal obsticulo da terapia génica para DA é a difusio do material
terapéutico pelas lesdes cerebrais. Como referi, a doenga afeta varias sub-regides anatémicas
do cérebro, envolvidas na aprendizagem e na memoria, pelo que as estratégias de terapia
génica baseadas em rAAVs devem, portanto, contar com protocolos neurocirdrgicos seguros

capazes de assegurar a especificidade dos serotipos de AAV em atingir as regioes afetadas. Do
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mesmo modo, o desenvolvimento de vetores rAAVs modificados capazes de atravessar
eficientemente o BHE deve melhorar estas estratégias no futuro **. Ainda assim, importa

destacar o papel dos vetores rAAVs como uma ferramenta util para o fornecimento de genes

para o SNC %,

4. Questdes éticas e de seguranca subjacentes a Terapia Molecular

A terapia molecular é uma modalidade terapéutica inovadora e intrigante, e acredito
que, brevemente, ira fazer parte da pratica clinica de rotina para uma variedade de doengas
diferentes. Indiscutivelmente levanta muitas questoes, tanto éticas como de seguranca, devido
a incerteza e ao receio em relagao a propria terapia, e as suas possiveis consequéncias. Neste
sentido, os aspetos técnicos envolvidos (estabilidade e qualidade da expressao transgénica),
os riscos que o doente enfrenta, e o receio sobre a engenharia genética, sao algumas das
principais razoes pelas quais os ensaios clinicos de terapia génica humana tém sido dificeis de
realizar '°.

Em termos de seguranga, um dos principais argumentos contra a terapia génica humana
€ o risco de alteragoes genéticas descontroladas produzidas num individuo, que seriam
transmitidas a descendéncia. De facto, um ponto importante sobre a terapia génica é o tipo
celular alvo. Na terapia génica de linhagem germinativa, as células germinativas sao modificadas
pela introducao de genes terapéuticos, que sao integrados no genoma. As alteragdes sao
hereditarias e passam para as geragoes subsequentes. Em teoria, esta técnica é altamente eficaz
na luta contra doengas genéticas hereditdrias. Ja a terapia génica de células somaticas ocorre
quando os genes terapéuticos sao transferidos para células somaticas de um doente. Qualquer
modificagao e quaisquer efeitos sao restritos somente ao doente e nao sao herdados pelas
geragdes futuras '***, A Legislacio Portuguesa apenas permite este segundo tipo de terapia
génica ©.

Do mesmo modo, existem preocupagoes éticas e sociais em relagao a utilizagao de
produtos de terapia génica no tratamento de doengas humanas. Vivemos num mundo global,
e é importante que reconhegamos e valorizemos as diferengas entre os seres humanos
relativamente as suas crengas e preocupagoes, quando nos referimos a terapia génica. Acredito
que a transparéncia € fundamental para a aceitagao desta forma de terapia, e toda a informagao

e conhecimento deve ser sempre facilmente acessivel e fornecida '*.

5. Conclusdo
O conhecimento adquirido nas ultimas décadas confere boas espectativas para uma
aplicagdo mais recorrente da terapia molecular no futuro *, especialmente no 4mbito do

tratamento das doengas neurodegenerativas. Ainda que os principais avangos, até ao
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momento, tenham sido noutras areas, como certos tipos de cancro e sindromes de

'8 os resultados obtidos nos ensaios clinicos de fase I/1I

imunodeficiéncia combinada severa
para as doengas do SNC, e em especial para a Doenga de Alzheimer, apoiam a praticabilidade
e a eficacia da terapia génica baseada nos vetores rAAVs.

Uma area significativa que também se encontra em desenvolvimento ¢ a identificacao
de novos genes terapéuticos, sendo necessario, para isso, ter uma melhor compreensao da
etiologia das doengas neurodegenerativas. Neste sentido, um objetivo ultimo da terapia génica
seria identificar um transgene que pudesse modificar o “relogio bioldgico” e retardar o
processo de envelhecimento, que como se sabe, esta implicado no aumento da vulnerabilidade

"' Do mesmo modo, a

a muitas patologias, entre elas as doencas neurodegenerativas
identificacao e validagao de biomarcadores destas doengas, permitira um diagndstico mais
precoce antes que as células-alvo sejam perdidas, e ainda uma monitorizagao da progressao
da doenga. Alids, estudos indicam que a iniciagao da terapia mesmo antes do inicio do
aparecimento significativo dos sintomas, provavelmente tera um enorme impacto na eficacia
dessas terapias ».

A combinacao desses avangos ajudara a trazer novas terapias moleculares para a pratica
clinica, capazes de melhorar o tratamento destas doengas devastadoras. No entanto, existem
alguns obstaculos que precisam ainda de ser superados de modo a demonstrar efetivamente
beneficios significativos da aplicacdo desta terapia em doentes humanos. Tais obstaculos
incluem a capacidade de direcionar/restringir a expressao em certos tipos celulares especificos
do SNC, melhorar a eficacia da distribui¢ao vetorial de modo a obter uma expressao adequada
do transgene a fim de alcancgar o efeito terapéutico, e diminuir o risco de resposta imune que
pode dificultar a eficacia do vetor. Se tal for superado, demonstra-se que a terapia génica pode
proporcionar, num unico tratamento, uma eficacia de longo prazo em doentes humanos que
sofram de doencas severas, como é o caso da Doenca de Alzheimer '>. De facto, um sinal que
demonstra a viabilidade da terapia génica como uma alternativa terapéutica num futuro
proximo, € o crescente investimento das empresas de biotecnologia na investigagao e
desenvolvimento de medicamentos de terapia avangada.

A farmacia e a medicina moderna estio em constante evolucao, e a comunidade
cientifica observa diariamente novas descobertas que visam alterar paradigmas para o
tratamento de doengas ainda incuraveis. A possibilidade de uma “one-time-cure” proporcionada
pela terapia génica torna imperativo garantir que o procedimento funciona com a maxima
eficacia, especialmente no caso das doengas neurodegenerativas, ja que se trata de uma forma

de terapia que envolve a modificagdo da impressao digital da vida *.
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Anexos

Parte A - Relatdrio de Estagio em Farmacia Comunitaria
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Figura 3: Representacao da localizagao da farmacia em Coimbra.
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Figuras 4,5,6,7 e 8: Ficha de preparagao do medicamento manipulado (pomada de vaselina
salicilada a 2%).
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Figura 9: Acondicionamento primario da pomada de vaselina salicilada a 2% com respetivo

rotulo.
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Av. Elisio de Moura, 443 3030-183 Coimbra

[ faceboak com/farmaciassebastiao
}B eabostisochr farmaciaeporiuguesse. pt

Tel: 239712802

Figura 10: Publicitacao da Farmacia Sao Sebastiao no Diario de Coimbra, edigao de 27 de

fevereiro de 2018.
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Parte B - Relatorio de Estagio no INFARMED, I.P.

Anexo IV

Figura | I: Fotografia do exterior do edificio da DAM.
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Figura 12: Representacao da localizagao do INFARMED, |.P. em Lisboa.
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Anexo V

ORGANOGRAMA - INFARMED, I.P.

CONSELHO DIRETIVO
Maria do Céu Machado
Presidente

Rui Santos Ivo
Vice-presidente

Maria Sofia Oliveira Martins
Vogal

. Conselho Diretivo

s Orgaos Consultivos

‘ Fungdes de Negdécio

'Q Infarmed @ s s

Autoridade Macional do Medcamento
e Produtos de Satide, |.P.

Figura 13: Organograma do INFARMED, I.P.
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Parte C — Monografia “Terapia Molecular em Doencas Neurodegenerativas:

rAAVs e Doenca de Alzheimer”

Anexo VI
Vetores lentivirais
Cédigo genético o ; . HIV
Genética Mendeliana . dl _Ilénsalc? Cél[ucp Talassemias
Origem das espécies Nascimento DNA como ¢ lerapia faenica Adrenoleucodistrofia
Charles Darwin do “gene material genético

Vetores
Retrovirais

\/

1950

\

1900

\/

Estrutura do Transferéncia genética
DNA Medula 6ssea

Células estaminais

Figura 14: Cronologia dos principais avangos cientificos que levaram ao desenvolvimento da
terapia génica. Cada descoberta significativa é indicada com setas, abrangendo os ultimos 150
anos. Fonte: adaptado de ESCORS, D. et. al. °.

Anexo VII

i Phases of Gene Therapy Clinical Trials (W

Figuras 15 e 16: Graficos do numero de ensaios
clinicos de terapia génica aprovados por todos o
mundo entre 1989 e 2017, e das respetivas fases
em que se encontram os ensaios no ano 2017.
Fonte: GINN, S. L. et. al. %.
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Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials @

WILEY

Cancer diseases 65% (n=1688)
Monogenic diseases 11.1% (n=287)
Infectious diseases 7% (n=182)
Cardiovascular diseases 6.9% (n=180)
Neurological diseases 1.8% (n=47)
Ocular diseases 1.3% (n=34)
Inlammatory diseases 0.6% (n=15)
Other diseases 2.2% (n=58)

Gene marking 1.9% (n=50)

Healthy volunteers 2.2% (n=56)

The Journal of Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Geographical Distribution of Gene Therapy Clinical Trials Geographical Distribution of Gene Therapy Clinical Trials
(by Continent) WILEY (by Country) ey

Multi-country 5% (n=130)
@ USA 63.3% (n=1643)
@ UK 8.5% (n=221)
@ Germany 3.5% (n=92)
@ China 3.2% (n=84)
@ France 2.3% (n=59)
@ Switzerland 1.9% (n=50)
@ Jopan 1.7% (n=44)
@ Netherlands 1.4% (n=37)
@ Australia 1.2% (n=32)
@ Spain 1.2% (n=32)
@ Other countries 6.7% (n=173)

Multi-country 3.9% (n=102)
@® America 64.9% (n=1658)
@ Europe 23.2% (n=602)
@ Asia 6.5% (n=168)
@ Australasia 1.3% (n=34)
@ Africa 0.2% (n=6)

The Journal of Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Lid wwew.wiley.co.uk/genmed/clinical The Journal of Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figuras 17,18 e 19: Graficos das aplicagbes da terapia génica em ensaios clinicos, e da

distribuicao geografica dos ensaios clinicos de terapia génica (por continente e por pais). Fonte:
GINN, S. L. et. al. .

Gene Types Transferred in Gene Therapy Clinical Trials @ Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials @
WILEY WILEY

Antigen 19.2% (n=498)
@ Cytokine 14.4% (n=375)
@ Receptor 11.6% (n=301)
@ Deficiency 8.5% (n=221)
® Growth factor 7% (n=183)
@ Tumor supressor 7% (n=181)
® Suicide 6.7% (n=175)
@ Replication inhibitor 3.7% (n=96)
@ Marker 2.1% (n=55)
@ Other categories 17% (n=446)
@ Unknown 2.5% (n=66)

Adenovirus 20.5% (n=547)
@ Retrovirus 17.9% (n=478)
@ Naked/Plasmid DNA 16.6% (n=442)
@ Adeno-associated virus 7.6% (n=204)
@ Lentivirus 7.3% (n=196)
@ Vaccinia virus 6.6% (n=175)
@ Lipofection 4.4% (n=117)
@ Poxvirus 4% (n=107)
@ Herpes simplex virus 3.5% (n=93)
@ Other vectors 8.4% (n=223)
@ Unknown 3.3% (n=88)

The Journal of Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical The Journal of Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figura 20 e 21: Tipos de genes e de vetores utilizados nos ensaios clinicos de terapia génica.
Fonte: GINN, S. L. et. al. *.
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Anexo VIII
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Figura 22: Estratégias de Terapia Génica in vivo e ex vivo para o tratamento de doengas do
sistema nervoso central (SNC). A terapia génica in vivo (direita) envolve a infusao direta de
vetores (geralmente rAAVs) que codificam o gene terapéutico. Sao apresentadas trés vias de
administragao, nomeadamente a via intraparenquimatosa direta, a via intravenosa e a via
intratecal. No lado esquerdo, a terapia génica ex vivo € baseada no transplante de células
estaminais hematopoiéticas (HSCs) geneticamente modificadas. Apos a colheita e purificagao
das células CD34" da medula dssea do doente, estas sdo transduzidas com um vetor lentiviral
(LV) portador do gene terapéutico. As células geneticamente modificadas sao reinfundidas no
doente. Uma fragao é capaz de migrar para o SNC, atravessar a barreira hematoencefilica
(BHE) e diferenciar-se localmente em células semelhantes a microglia geneticamente
modificadas. As células da microglia podem ser geneticamente corrigidas para restaurar a
funcao normal, levando a consequéncias benéficas para os neurénios. No caso das doencgas
lisossomais, a microglia tem sido usada como produtora de enzimas que sao secretadas para
corrigir células deficientes vizinhas. As células da microglia também podem ser usadas para
produzir e secretar fatores terapéuticos, como fatores troéficos ou quimiocinas. Fonte:
adaptado de PIGUET, F. et. al. .
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Anexo IX

1) INTRAPARENCHYMAL

3
Intracerebro-
ventricular

Intra-cisterna
magna

Intrathecal

b 2) INTRA-
CSF

3) INTRAMUSCULAR

4) INTRAVASCULAR

Intracarotid

Intravenous

Intrafemoral

Figura 23: Possiveis vias de administragcao de rAAVs no SNC. Fonte: SARAIVA, |. et. a

wi-AAV

Figura 24: Representacio do genoma de wt-AAV (wild type). Fonte: SARAIVA, |. et. al. 7.
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1) Transfer vector
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Figura 25: Processo de produgao de rAAVs. Fonte: SARAIVA, J. et. al. .

| Gene delivery to the CNS 1

Therapeutic
transgene

AAV9

Figura 26: Injecao intravenosa para transferéncia de genes para o SNC, utilizando o vetor
AAV9. Fonte: SARAIVA, |. et. al. 7.
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