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“All our dreams can come true if we have the courage to pursue them”

-Walt Disney
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I. Introducao

O Farmacéutico Hospitalar (FH) é o profissional de saude especialista do medicamento
e, como tal, tem o dever de “colaborar com todos os profissionais de saide, promovendo a
utilizagdo segura, eficaz e racional dos medicamentos, assegurar-se que, na dispensa do
medicamento, o doente recebe informagao correta sobre a sua utilizagao, dispensar ao doente
o medicamento em cumprimento da prescricdo médica ou exercer a escolha que os seus
conhecimentos permitem e que melhor satisfagao as relagoes risco/beneficio e custo/beneficio
e assegurar, em todas as situagoes, a maxima qualidade dos servigos que presta, de harmonia

com as boas praticas de farmécia”'.

O principal papel do Farmacéutico Hospitalar é otimizar os resultados em saude
através do uso correto, seguro, eficaz e apropriado dos medicamentos, tendo em atengao a
relagao custo/efetividade destes. No entanto, este profissional apresenta formagao nas mais
diversas atividades, para além do uso racional do medicamento, tais como: Aprovisionamento
e Gestao de Stocks, Farmacotecnia, Validagao da Medicagao, Farmacocinética e Monitorizagao,

Ensaios Clinicos, entre outras.

Foi neste ambito, de profissional multidisciplinar, que escolhi realizar o estagio em
Farmacia Hospitalar. Quando me foi dada essa oportunidade, entendi que seria uma mais valia
a minha formagao, tanto académica como profissional, visto ser muito dificil termos contato
com esta area profissional fora do ambiente académico. Para além disso, este estagio seria
uma oportunidade de comparar o ambiente real da pratica farmacéutica com a informagao

tedrica, recebida nos 5 anos de faculdade.

O presente relatério descreve o estagio realizado nos Servicos Farmacéuticos (SF) do
Hospital da Luz de Lisboa (HLL), que decorreu no periodo de 7 de janeiro a | de margo de
2019 sob a orientagao do Dr. Rui Rodrigues. Este relatorio ira consistir numa analise SWOT,
onde serao avaliadas as forgas, as fraquezas, as ameagas e as oportunidades com que me

deparei ao longo deste estagio.
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2. Contextualizacao do Hospital da Luz de Lisboa

O HLL é um hospital privado, localizado na Avenida Lusiada, em Lisboa. Pertence ao
prtal p
Grupo Luz Salde, que tem por missao “alcangar os melhores resultados de saide na
P q P
perspetiva dos doentes através de um diagnostico e tratamento rapido e eficaz, com absoluto
respeito pela sua individualidade e criar uma organizagao capaz de atrair, desenvolver e reter

pessoas excecionais”, assumindo o compromisso de exceléncia, inovagdo e talento’.

Os SF do HLL estao localizados no piso -1 do Hospital, encontram-se abertos de
segunda a sexta das 9h-20h e sabado das |5h-19h, havendo sempre um farmacéutico de
prevencao 24h disponivel para fornecer algum medicamento dos circuitos especiais, e sao
“responsaveis pela viabilizagdo e disponibilizagdo de todo o arsenal terapéutico —
medicamentos e outros produtos farmacéuticos — aos diversos servicos do Hospital”. A
equipa técnica é dirigida pela Dra. Andreia Duarte e é constituida por farmacéuticos, técnicos
de farmacia, assistentes operacionais e administrativos que contribuem para “garantir a

obtengdo dos melhores resultados terapéuticos, com a maxima seguranga para os doentes”>.

Com o objetivo de melhorar a qualidade dos servigos prestados, o HLL adotou “os
padroes da Joint Commission International (JCl) como referéncia para a acreditagao de qualidade”
e em 2018 foi acreditado pelo JCl com o certificado de qualidade®. Para além disso, todos os
hospitais do Grupo adotaram “o referencial normativo NP EN ISO 9001 (Sistemas de Gestao
da Qualidade) e NP EN ISO 14001 (Sistemas de Gestao Ambiental), para a certificagio dos

seus servicos’”.

3. Resumo do Estagio

Este estagio foi dividido por partes, para que fosse possivel o meu contacto com todas

as areas de agao do FH, dentro do HLL (Anexo 1).

Na primeira semana de estagio, foi-me apresentada a estrutura dos SF do HLL, o
aprovisionamento dos produtos farmacéuticos e a gestio dos stocks. Os SF apresentam
diversas zonas especificas: preparagao da medicagao, para distribuir nos diferentes pisos do
hospital; producao de estéreis nao citotoxicos; producao de estéreis citotdxicos; produgao
de nao estéreis; dois gabinetes de validagao das prescrigoes médicas; zona de armazenamento
de estupefacientes; zona de armazenamento de inflamaveis; zona dos frigorificos; zona de

arquivo de ensaios clinicos e zona de rece¢ao de encomendas.
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Os estupefacientes, bem como as benzodiazepinas, estao armazenados numa sala, com
controlo de entrada especifico para farmacéuticos, através de cartoes eletronicos. Para evitar
erros na dispensa, os estupefacientes e as benzodiazepinas nao estao armazenadas por ordem
alfabética para evitar os erros look-alike sound-alike (LASA) e para que nao seja dada um
estupefaciente ou benzodiazepina diferente da pedida. Os produtos inflamaveis estao
armazenados numa sala com porta corta-fogo e uma parede falsa, para que, em situagao de
explosao, esta seja para fora do edificio. Outros produtos, cuja sua vigilancia esta a cargo do
FH, sao os gases medicinais. Por motivos de segurancga, os gases medicinais sao armazenados

fora dos SF, num local ao ar livre e sem presenga de pos.

Os citotoxicos e imunomoduladores estao armazenados em frigorificos na sala dos
frigorificos. Como sao medicamentos de alto risco, esta presente uma fita amarela a volta
destes frigorificos para indicar esse aviso. Para além destas classes de medicamentos, as
solugoes eletroliticas concentradas, por exemplo potassio, também sao medicamentos de alto

risco, uma vez que um erro de cdlculo pode levar a morte do paciente.

Para realizar a gestao das compras e do stock atual dos SF, foi-me dado a conhecer um
conjunto de programas. O primeiro foi o programa eProcurement, que esta presente no site
Luz Link, que permite consultar os medicamentos aceites e presentes no formulario do HLL.
De seguida foi apresentado o programa Primavera® que é um programa onde é realizada a
gestao interna das compras e stocks e € onde se realizam as encomendas para os SF. Para
verificar os stocks atuais € necessario aceder ao programa Ulisses que indica o stock de

medicamentos existentes na maquina Megamat®, que é um armazém rotativo vertical.

Para realizar uma compra sao necessarios 3 dados: as entradas e saidas dos
medicamentos, que se apresentam pelos consumos mensais e trimestrais, as encomendas
pendentes, que sao encomendas realizadas no dia anterior ou semana anterior e cuja entrada
ainda nio foi realizada, e a analise ABC, que sdo introduzidos numa folha de Excel®. A analise
ABC separa todos os medicamentos presentes nos SF pelas suas quantidades e custo. Por
exemplo, os medicamentos de classe A correspondem a 80% dos custos e a 20% dos produtos.
Este template de Excel® indica todas as faltas, ou seja, produtos abaixo do ponto de encomenda,

e ¢ realizado todos os dias pelas administrativas e confirmado pelo FH.

De seguida passei para a parte da Farmacotécnica, que englobava a Preparagiao de
Citotoxicos, a Preparagio de Nutricao Parentérica e outras preparagoes estéreis nao
citotdxicas, a Preparagao de Medicamentos Manipulados nao estéreis e a Reembalagem de

Medicamentos.
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O laboratério para Produgao de Citotoxicos esta dividido em 4 zonas: zona de recegao
de prescricoes e saida dos citotoxicos (zona suja), zona de vestudrio (zona semi-suja),
antecamara e zona de producdo dos citotoxicos, onde esta incluida uma camara de fluxo
laminar vertical e a pressao é negativa. Durante o estagio foi possivel observar o FH a validar
as prescri¢coes dos citotoxicos e os Técnicos de Farmacia (TF) a produzir os citotoxicos. O
circuito comegava com a recegao das prescrigoes dos citotdxicos, que eram validadas pelo
FH. As prescricdes eram emitidas pelo médico especialista no programa Oncofarm® e
recolhidas pelo FH no dia anterior a producao dos citotoxicos. Para realizar a validagao era
necessario confirmar os dados do doente, a terapéutica, considerando o diagndstico, as doses,
tendo em conta o peso ou superficie corporal do doente, e o material necessario para a
producao, tendo em conta os volumes necessarios. Para além disto, também se confirmava as
andlises do doente, presentes no Soarian®, para verificar se era possivel realizar o tratamento.
Depois da confirmacao, era preparado o tabuleiro para a produ¢ao da medicagao, que era
passado para a zona de produgao através de um transfer. Antes de se entrar no laboratério,
era necessario equipar-nos corretamente para garantir a esterilidade presente no interior da
zona de producao. Para tal, era necessario colocar protec¢ao para os sapatos, fazer uma correta
lavagem das maos, colocar a toca e mascara, vestir o fato de protecao e calgar as luvas. Dentro
da zona de produgao, as bancadas sao limpas com alcool 70% e é colocado todo o material
necessario para a preparagao dos citotdxicos, inclusive o material para o caso de extravasao.
Entram sempre 2 pessoas para a zona de producao para a realizagao de dupla validagao, tanto
no material utilizado, como nos volumes medidos. Quando o citotdxico fica preparado, este
é colocado dentro do tabuleiro e é recolocado no transfer. O FH recolhe o tabuleiro, e é sua
fungao confirmar a conformidade da preparagao e garantir o controlo de qualidade e
seguranga, conferindo os rotulos e colocando os adesivos indicativos de que este € um

medicamento “TOXICO”, que deve ser colocado no “FRIGORIFICO”.

No laboratorio de Preparagao de Estéreis nao citotoxicos, tive a oportunidade de
observar a preparacao das bolsas para Nutricao Parentérica e de outras preparagoes
extemporaneas estéreis como antibioticos e colirios. Apesar da Preparagao ser realizada por
TF, é o FH que prepara o tabuleiro com todo o material necessario para a preparagao dos
estéreis, verificando os volumes necessarios e os rétulos dos materiais. Os tabuleiros também
passam para a zona de produgao através de um transfer, e também é necessario equipar-nos
com bata, touca e luvas, mas estas ja sao mais simples, logo com um nivel de seguranca mais
baixo. Quando as bolsas de Nutrigao Parentérica e outras preparagoes sao terminadas, o FH

realiza o controlo de qualidade e confirma os roétulos, para depois libertar o lote.
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Para além das Preparagoes Estéreis e Nao Estéreis, esta incluida na parte da
Farmacotecnia, a reembalagem de medicamentos que é muitas vezes necessaria para a dispensa
de medicamentos em Distribuicao Individual Diaria em Dose Unitaria (DIDDU). No HLL, a
reembalagem é realizada por Auxiliar Operativo (AO) mas o processo é duplamente verificado
por um TF e pelo FH. Neste processo apenas eram reembalados os medicamentos cujos
alvéolos nao apresentassem os dados especificos desse medicamento como lote, data de
validade, principio ativo e dosagem. Por vezes também se realizava reembalagem de
fracionamento, onde se podia partir, em duas ou quatro partes, os comprimidos, possibilitando

novas dosagens mais baixas.

Apos a passagem pela Farmacotecnia, tive a oportunidade de observar como funciona
o regime de ambulatério do Hospital Beatriz Angelo (HBA), um hospital publico-privado do
Grupo Luz Saude. No ambulatério, tive a chance de observar a dispensa de medicamentos de
venda exclusiva em hospital. Estes medicamentos apresentam curtos intervalos terapéuticos e
é necessario um acompanhamento frequente. No HBA, os farmacéuticos estao divididos por
servigos para dar apoio aos médicos e para realizar consulta farmacéutica e primeira consulta
de tratamento. Foi também possivel verificar os protocolos de tratamento para a Esclerose

Multipla, para Terapéutica Anti-Retroviral e da Hepatite, e Hormonoterapia.

No segundo més do Estagio, fui introduzida ao processo de validagao farmacéutica,
realizada pelo FH. Neste processo, o FH tem um papel extremamente importante tanto no
acompanhamento farmacoterapéutico do paciente como no apoio e auxilio ao médico
prescritor. Quando um paciente € internado no HLL, todos os seus dados médicos ficam
presentes no programa Soarian®, tal como as prescri¢des realizadas pelo médico. Estas
prescrigoes aparecem também na plataforma da dose unitaria (PDU), acessivel apenas ao FH.
Para a realizacao de uma correta validagao farmacéutica, o FH deve recolher toda a informacao
médica do paciente presente no Soarian®, compara-la a prescrigio realizada e conferir com a
bibliografia disponivel, tais como os Resumos das Caracteristicas dos Medicamentos (RCM) e
o UpToDate®. Quando o FH nio concorda com a prescricio realizada, ele efetua uma
intervengao farmacéutica por via Soarian®, telefénica ou pessoal, ficando depois ao cargo do
médico a alteragiao, ou nao, da prescricao. S6 apos a realizagdo deste processo é que a
medicacao € transferida para a DIDDU, onde é separada pelos diferentes pacientes e
preparada para ser enviada para os varios pisos. No entanto existem certos produtos
medicamentosos, que mesmo validados na prescrigao, nao entram na DIDDU tais como os
medicamentos dos circuitos especiais (psicotropicos, hemoderivados) e solugdes ou

suspensoes orais de elevado volume. Durante o estagio, tive a oportunidade de observar a
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validagao farmacéutica, realizada por um FH, nas diferentes unidades de internamento:
Pediatria, Cuidados Continuados e Paliativos (UCCP), Ginecologia e Obstetricia, Medicina

Cirurgica, Unidade de Cuidados Intensivos (UCI) e Unidade Especial e Internamento (UEI).

Durante este periodo, tive também a oportunidade de observar os circuitos especiais
de certos medicamentos: os psicotropicos, os hemoderivados e os gases medicinais. Os
farmacos que tém a designagio de “PSICOTROPICOS” produzem efeitos nocivos no Sistema
Nervoso Central (SNC), induzindo alteragoes significativas a nivel motor e mental, levando a
delirio, alucinagdes, euforia e dependéncia. Os psicotropicos estao legislados pelo Decreto-
Lei n° 15/93 e pela Portaria n° 981/98, que apresenta diversos anexos obrigatorios
responsaveis pelas entradas e saidas de stock (Anexo V), pedidos realizados aos laboratoérios
(Anexo VII) e pedidos realizados pelos servigos hospitalares a farmacia (Anexo X). A dispensa
de psicotropicos é realizada todos os dias, apos a recegao de Anexos X dos diversos servigos
hospitalares. Os sacos de dispensa sao identificados com o piso para que vao e uma etiqueta
azul com “PSICOTROPICOS” escrito. Os hemoderivados também estio legislados pelo
Decreto-Lei n° 1051/2000, onde inclui o modelo 1804, necessario para realizar as requisicoes
deste tipo de medicamentos. As requisicoes sao constituidas por 2 vias (via da farmacia e via
do servico) e so pode ser colocado | hemoderivado e | paciente por requisicao. Cabe ao FH
ter em atengao o correto preenchimento destas requisigoes, realizar a cedéncia da medicagao

e verificar e controlar o stock deste tipo de medicagao.

Por fim, tive também a oportunidade de aprender como funcionam os Ensaios Clinicos
nos SF do HLL. O FH é responsavel pela recegao, armazenamento, preparagao, dispensa,
recolha e devolugao/destruicao dos medicamentos experimentais utilizados nos Ensaios
Clinicos. O FH é também responsavel pelo preenchimento de toda a documentagao presente
no dossié do investigador tal como lotes dispensados, quantidades recebidas, validades, etc.
Durante o estagio, pude observar todos estes momentos e realizei um curso online sobre as

boas praticas nos Ensaios Clinicos.
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4. Analise SWOT

A analise SWOT ¢é uma ferramenta que permite fazer um diagndstico estratégico de
uma empresa, mas que pode ser utilizado a nivel pessoal. Neste caso sera utilizada para analise
o meu estagio curricular. Esta analise ¢é dividida em dois momentos: a andlise interna, onde sao
determinadas e analisadas as forgas e fraquezas com que me deparei ao longo do estagio, e a

analise externa, que determina as oportunidades e ameagas que este estagio proporcionou.

Tabela I: Andlise SWOT referente ao Estagio Curricular em Farmacia Hospitalar

FORCAS FRAQUEZAS

S Disponibilizagao de material técnico- Desconhecimento das abreviaturas/siglas
5 cientifico usadas no Sistema Informatico
f Plano de estagio Baixa formag¢ao em Farmacia Hospitalar
% Acompanhamento permanente pela Duragao do estagio / Estagio observacional
< Equipa Técnica

Baixo numero de estagiarios

OPORTUNIDADES AMEACAS

g Observar uma cirurgia / Mudanca de instalagoes e pessoal técnico
*3 Acompanhamento pés-operatério
w e
] Ida a reunides clinicas Area de dificil acesso
E’ multidisciplinares

Realizacao da validacao

4.1.  Forgas
4.1.1. Disponibilizagdo de material técnico-cientifico

Ao longo do periodo de estagio foi-me fornecido o acesso a diversos protocolos,
artigos, trabalhos e estudos, alguns estrangeiros, mas outros realizados pelo grupo de FH do
HLL. Isto permitiu-me ter um maior entendimento e conhecimento de certos procedimentos
realizados no hospital, como por exemplo, Protocolos de atuagao em caso de extravasao de
citotoxicos, Protocolos de terapéutica nutricional parentérica, Protocolos de terapéutica para
tratamento de tumores, Protocolos para o tratamento e prevengao do Tromboembolismo

Venoso (TEV), entre outros

Também tive a oportunidade de aceder a diversas fontes de informagao farmacologica

e clinica como o UpToDate® e o Paliative Care Formulary, o que me permitiu aumentar a minha
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formacao cientifica e melhor entender certas prescrigoes nos grupos de risco como criangas,

idosos e gravidas.

4.1.2. Plano de Estdgio
A divisao do estagio por etapas, ou servigos, foi fundamental para a minha integragao
e aprendizagem nas diversas areas de agao de um FH. Isto permitiu-me acompanhar as diversas

areas com maior atengao, de forma a compreender melhor a fungao do FH.

4.1.3. Acompanhamento permanente pela Equipa Técnica

A equipa dos SF do HLL demonstrou-se, desde o inicio, extremamente atenciosa e
preocupada com os estagiarios. Estavam sempre disponiveis para nos responder as nossas
duvidas e questoes e estimulavam a nossa curiosidade, pedindo para pesquisarmos certos
topicos relevantes no dia-a-dia daquele servigo. Tinham também o cuidado de explicar cada
passo das sua tarefas diarias, bem como qualquer particularidade exclusiva aos SF ou a fungao
do FH. Para além disso, toda a equipa dos SF (FH, TF, AO) é muito unida e profissional. Cada
profissional de salide é uma pega importante e a sua fungao € essencial e necessaria. Nesta
equipa também se valoriza a continua procura por mais conhecimento, através da participagao
em formagoes e conferéncias na area da saude, e incentivando os FH a obterem o grau de

especialista em Farmacia Hospitalar pela Ordem dos Farmacéuticos.

Este empenho, dedicagao e apoio constantes auxiliaram a minha integragao na equipa
e facilitaram a minha aprendizagem ao longo do estagio. Para além disso, transmitiram-me

valores pessoal e profissionais que tentarei demonstrar na minha vida profissional.

4.1.4. Baixo numero de estagidrios
Ao longo dos meus 2 meses de estagio o HLL acolheu apenas duas estagiarias, o que
nos permitiu ter um acompanhamento mais individualizado e personalizado. Durante algumas
semanas fomos separadas para acompanharmos cada FH individualmente, o que permitiu a
criagao de uma ligagao mais pessoal com a equipa técnica, bem como uma aprendizagem mais

personalizada, onde existia espago e tempo para discussao e troca de informagoes.

4.2.  Fraquezas
4.2.1. Desconhecimento das abreviaturas/siglas usadas no Sistema Informatico
Durante o processo de validagio, era comum utilizar o Soarian® para compara o
historial clinico do paciente com a medicagao prescrita para o mesmo. Este programa é
principalmente utilizado por médicos e enfermeiros que, devido as suas fungoes no HLL, tém
pouco tempo para descrever todo o historial clinico, e como tal, utilizam abreviaturas e siglas

proprias para descreverem mais rapidamente a situagao.
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No entanto, no percurso académico, nao utilizamos muitas abreviaturas e/ou siglas
para indicar uma doenga ou problema de satide. Como tal, durante o processo de validagao,
senti alguma dificuldade a entender o historial clinico dos pacientes. Perdia bastante tempo a
procurar o significado das abreviaturas/siglas para conseguir relacionar a razio do

internamento com a medicac¢ao prescrita.

4.2.2. Baixa formagdo em Farmdcia Hospitalar

Neste ano letivo, a regéncia da cadeira de Farmacia Hospitalar mudou, passando a ser
o Prof. Dr. José Feio, Diretor Técnico dos SF do Centro Hospitalar Universitario de Coimbra
(CHUC). Apesar da sua formagao ter sido preciosa no entendimento da fungao, mas logistica
e de gestao do FH nos SF, faltou alguma formagao e apoio na fungao mais clinica do FH.
Considerando que grande parte da fungao do FH esta mais virada para a area clinica, de apoio
ao médico e auxilio ao tratamento do paciente, esta vertente ficou a faltar na minha formagao
académica. Resultante disso, senti-me um pouco perdida e mal preparada durante certos

momentos do estagio curricular.

4.2.3. Duracdo do estdgio / Estagio observacional
Apesar do estagio estar bem estruturado e a equipa técnica ter-me apoiado em todos
os momentos, a duragao do estagio é extremamente curta. Para além de se ter de aprender
as diferentes caracteristicas e fungdoes do FH em tempo contado, quando se comega a
compreender as fungoes e a ser capaz de as realizar, o estagio acaba, sem ser possivel

aprofundar esses conhecimentos e praticas.

4.3. Oportunidades

4.3.1. Observacdo de uma cirurgia | Acompanhamento pés-operatério
Durante o tempo do estagio, tive a oportunidade de assistir a uma cirurgia, realizada
no bloco operatério do HLL, onde foi realizado um bypass num paciente. Nessa cirurgia estive
acompanhada por uma médica anestesista que me explicou os diferentes anestésicos utilizados
e como manter a anestesia durante toda a cirurgia. Pude também conhecer os diferentes

farmacos e dispositivos médicos presentes nos carros cirurgicos.

Apos a cirurgia, o paciente foi internado na UEl para recuperagio pos-operatorio.

Nessa altura, estava a observar o FH responsavel pela validagao das prescri¢cdes provenientes

desse servico. Como tal, pude acompanhar a recuperagao do paciente, inclusive visita-lo no

servico, bem como auxiliar o FH com os pormenores da cirurgia que nao vinham explicitos
. . ,. . ® T ;.

no historial clinico no Soarian®. Isto possibilitou-me acompanhar todo o processo clinico do

paciente e senti-me mais em contato com este.
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4.3.2. Ida a reuniées clinicas multidisciplinares
Durante o estagio, tive a oportunidade de acompanhar o FH nas reunides clinicas
multidisciplinares dos servigos das UCCP, UCI e UEI. Estas reunioes permitiram-me conhecer
os doentes, os seus historiais e situacoes de internamento antes de observar a validacao das
prescrigoes. Com estas reunioes também entendi melhor a importancia que o FH tem nestas

equipas multidisciplinares, para além de aumentar o seu contato e interagao com o paciente.

4.3.3. Redlizacdo da validagéo
Para além de observar a validagao das prescrigoes, também tive a oportunidade de
realizar algumas por mim proépria. O FH permitia-me acesso a plataforma da dose unitaria,
recolhia informagao relativa a cada paciente e as carateristicas da sua medicagao e discutia as
minhas conclusdes com o FH responsavel. Isto permitiu por em pratica os meus
conhecimentos em Farmacologia e Farmacia Clinica, bem como entender certos protocolos
de prescrigoes especificos para certos tipos de pacientes, como os pacientes cirurgicos ou

pos-parto.

44. Ameagas
4.4.1. Mudanga de instalagoes e pessoal técnico
Quando comecei o estagio no HLL, este encontrava-se em obras, para aumentar o
tamanho do Hospital. Com a expansao do HLL, a farmdcia ira mudar de instalagoes e como
tal, foi necessario efetuar algumas mudancas no SF do HLL. Isto fez com que a equipa técnica
tivesse de dispensar algum do seu tempo nessas mudangas, o que me deixou um pouco a

deriva, por certos momentos, mas também tentei sempre ajudar quando precisavam.

Para além disso, houve também mudanga do pessoal técnico na primeira semana de
estagio, o que fez com que a equipa técnica estivesse mais ocupada a efetuar as alteragoes
necessarias consequentes dessa mudan¢a. Como consequéncia, ndao me puderam acompanhar

tanto, o que me fez sentir um pouco perdida nessa primeira semana.

4.4.2. Area de dificil acesso
Apesar da fungao fulcral do FH nos hospitais, € cada vez mais notério que estes nao
sao contratados em quantidades suficientes para garantir um bom acompanhamento clinico
dos pacientes, bem como o bom funcionamento dos SF hospitalares. Isto ocorre,
provavelmente, devido a cortes or¢amentais ou mas gestoes hospitalares, que pode levar, em

situagoes extremas, a encerramentos de SF, noticiados no inicio deste ano.
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5. Conclusdo

Com este estagio, pude concluir que o FH tem uma fungao muito mais clinica do que
antecipava e muito mais envolvente no processo clinico do paciente. No entanto, o seu
contato com este é muito reduzido, havendo, portanto, espago para melhorar e aumentar

este contato.

Este estagio foi uma oportunidade para consolidar e aprofundar os meus
conhecimentos teoricos e clinicos, adquiridos durante o percurso académico. Para além disso,
pude conhecer todas as fungoes do FH dentro de um hospital, o que aumentou a minha

percegao do trabalho do FH, bem como o meu interesse na area.

Apesar da curta duragao do estagio, posso concluir que a minha aprendizagem foi
essencial para melhorar as minhas capacidades pessoais e, como dito anteriormente, fortaleceu

0 meu gosto pela area hospitalar e o meu interesse por seguir esta area, a nivel profissional.
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7. Anexos

Anexo | — Plano do Estagio

Periodo

Area

7lJan — 8/Jan
8/Jan — I l/|an
I4/jan — 22/Jan
23/lan — 25/Jan
28/Jan — 30/Jan
31/Jan — | /Fev

4/Fev — 8/Fev
I'l/Fev — 13/Fev
[4/Fev — 15/Fev
|8/Fev — 22/Fev
25/Fev — [/Mar

Acolhimento no Hospital
Aprovisionamento e Gestao de Stocks
Farmacotecnia
Ambulatério (HBA)
Pediatria
Estupefacientes e Psicotrépicos
Cuidados Continuados e Paliativos
Ginecologia e Obstetricia
Medicina Cirurgica e Hemoderivados
UCI e Ensaios Clinicos

UEI e Apresentagao do Trabalho
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Anexo 2 — Anexo IV da Portaria n® 981/98 (Estupefacientes)

ANEXO IV
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Anexo 3 — Anexo VIl da Portaria n® 981/98 (Estupefacientes)

ANEXO VII

REQUISICAO DE SUBSTANCIAS E SUAS PREPARAC QES
COMPREENDIDAS NAS TABELAS I, 11, 111 E TV, COM EXCEPCAO DA II-A,
ANEXAS AO DECRETO-LEI N.° 15/93, DE 22 DE JANEIRD, COM
RECTIFICACAD DE 20 DE FEVEREIRO

N.°
Mota de encomenda N °

{MNos termos do art.” 18." do Decreto Regulamentar n." 61/94, de 12 de outubro)
Bequisita-se a

SUBSTANCIAS ACTIVAS E SUAS PREPARACOLS QUANTIDADE
N.* de Designagio Forma Dosagem | Pedida | Fornecida
Codigo Farmac.

Canmbo da entidade requisifante D.T. ou Farmac. Responsawvel

M."de insc na 0. F.

Diata i
Ass, legivel
Carimbao da entidade lormecedora Director Técnico

Nedeinsena Q. F. /[
Data [/ [
Ass, legivel




Anexo 4 — Anexo X da Portaria n° 981/98 (Estupefacientes)

REQUISICAD DE SUBSTANCIAS SUAS PREFARACOES COMPREENDIDAS NAS TARELAS 1, I1,IT1 E TV, COM EXCEPCAD DA ThA,

ANEXO X°

ANEXAS AQ DECRETO=LEI N.° 1593, DE 22 DE JANEIRD, COM RI-'.CTIFI'CACAU DE 10 DE FEVEREIROD N.OE
Chdigo
Servigss Farmacéuticos
o ssvico_____|
SAT A
Medicamento (D.C 1) Forma Farmacutica Dosagem Codigo
, . . Enfermenmo que administra o -
Cama/ Pedida : thdade
Nome do Dioente Procemn nglul%:g:cﬁm Medicamento %.lan . Obgervaghes
Rubnca Data
Total Taotal

Assinatura legivel do director de servigo o
legal substituo

Data_ 7 | N "Mec

Assinatura legivel do director do servigo
farmacduticn ou legal substiiuto.

Diata ! ! N Mec

Entregue por (ass. Legivel)

WY Mec Data f

Recebido por (ass. Leglvel)

M. Mec Data
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Parte Il — Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria



Lista de Abreviaturas

ANF — Associacao Nacional de Farmacias

CCF - Centro de Conferéncia de Faturas

CFP — Cartao das Farmacias Portuguesas

DT — Diretor Técnico

FMC — Farmacia da Misericordia de Coruche

MNSRM-EF — Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica de venda Exclusiva em Farmacia
NC — Nota de Crédito

PCHC — Produtos de Consumer Healt Care

PVF — Prego de Venda a Farmacia

PVP — Preco de Venda ao Publico

SCMC — Santa Casa da Misericérdia de Coruche

SWOT - Strengths (Forgas), Weaknesses (Fraquezas), Opportunities (Oportunidades) e
Threats (Ameagas)

TF — Técnico de Farmacia
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I. Introducao

Atualmente, a Farmacia Comunitaria é o primeiro local de escolha, por parte dos
utentes, para o esclarecimento de dudvidas relacionadas com a sua salde. Estes dirigem-se a
farmacia para, primeiramente, ouvirem o conselho do farmacéutico, antes de se dirigirem ao
médico. Tendo em conta este facto, cabe ao farmacéutico ser capaz de dirigir o utente ao
médico quando este apresenta sinais e sintomas precoces de doengas ou é identificado, pelo
farmacéutico, como um doente de risco, ou, por outro lado, o farmacéutico, como especialista
do medicamento, aconselha o correto uso de medicamentos nao sujeitos a receita médica e
medicamentos de venda exclusiva em farmacia, em situagoes mais simples, evitando assim o

deslocamento desnecessario do utente a outros servicos de saude"

O Farmacéutico Comunitario apresenta assim um papel centrado no utente através da
adverténcia para interagoes medicamentosas, contraindicagoes e reagoes adversas; gestio da
terapéutica, garantido o uso racional do medicamento, bem como a sua qualidade, seguranga

e eficacia; monitorizagao dos parametros bioquimicos e promogao de estilos de vida saudaveis.

Foi nestas bases que realizei o Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria na Farmacia
da Misericérdia de Coruche (FMC), integrada na Santa Casa da Misericordia de Coruche
(SCMC), durante o periodo de 4 de margo a 28 de junho e sob a orientagao do Dr. Gennady
Bulatnikov. Este relatério ira consistir numa analise SWOT, onde serao avaliadas as forgas, as

fraquezas, as ameagas e as oportunidades com que me deparei ao longo deste estagio.
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2. Analise SWOT

A andlise SWOT é uma ferramenta que permite fazer um diagnéstico estratégico de uma
empresa, mas que pode ser utilizado a nivel pessoal. Neste caso sera utilizada para analise o
meu estagio curricular. Esta andlise é dividida em dois momentos: a analise interna, onde sao
determinadas e analisadas as forgas e fraquezas com que me deparei ao longo do estégio, e a

analise externa, que determina as oportunidades e ameagas que este estagio proporcionou.

Tabela 2: Andlise SWOT referente ao Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria

FORCAS FRAQUEZAS

S Ter realizado estagio na Farmacia Conhecimento reduzido das marcas
§ anteriormente comerciais
% Plano de estagio
% Farmacia direcionada para os grupos  Dificuldade no aconselhamento em
é de risco Dermocosmética

Estagiaria unica
S OPORTUNIDADES AMEACAS
g Participagao / Realizagao de diversas =~ Medicamentos esgotados e rateados
ﬁ Formacgoes
% Preparacao de Manipulados Receitas manuais
S
<

2.1. Forcas
2.1.1.

Em 2017, realizei um estagio extracurricular de | més na FMC onde conheci o layout

Ter realizado estagio na Farmdcia anteriormente

da farmacia, a disposigao e armazenamento dos medicamentos, e o trabalho de back office da

farmacia.

Assim, quando iniciei este estagio curricular, ja ndo necessitei de tanto tempo para me
ambientar ao espago, podendo comegar logo a trabalhar no primeiro més, principalmente na
parte do armazenamento dos medicamentos e realizagao das tarefas de back office, referidas

de seguida.

2.1.2. Plano de Estdgio
A realizagao do plano de estagio é necessario para que o estagiario consiga exercer
todas as fungoes desenvolvidas pelo Farmacéutico, numa farmacia comunitaria. No inicio do

estagio, o DT pediu-me que fizesse uma tabela, onde fui assinalando quais as tarefas realizadas
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e nao realizadas, e aquelas em que ainda demonstrava dificuldade. Isto permitiu-me realizar

todas as tarefas e melhora-las ao longo do tempo de estagio.

Rececao de encomendas e Armazenamento: No inicio do estagio, fiquei encarregue de
realizar as recegoes das encomendas na farmacia. As principais encomendas recebidas eram
as Didrias, os pedidos diretos aos armazéns, as encomendas das indUstrias e as campanhas dos
armazéns no fim do més. Quando a encomenda é recebida na farmacia, é necessario verificar
os medicamentos e/ou produtos de Consumer Healt Care (PCHC) recebidos com aquelas
faturados, bem como comparar a fatura com a nota de encomenda, para verificar se vieram,
para a farmacia, os produtos pedidos. De seguida, é dada entrada da encomenda, no sistema
SIFARMA2000°, e sio verificados os stocks existentes, bem como a validade descrita pelo
sistema. Se os medicamentos/PCHC, presentes na encomenda, tiverem uma validade superior
a indicada no sistema, e existir stock na farmacia, a validade nao é alterada; mas se a validade
for inferior, esta tem de ser alterada no sistema. Por fim, sao verificados os Preco de Venda a
Farmacia (PVF) e Prego de Venda ao Publico (PVP), bem como os descontos feitos a farmacia
e a margem de lucro de cada PCHC. Apos ser dada entrada das encomendas, estas devem ser
arrumadas, tendo sempre em atengao a regra “first in, first out”’, de forma a que os

medicamentos e PCHC com menor validade possam ser vendidos primeiros.

Realizei a recegao de encomendas e o armazenamento de medicamentos e PCHC ao

longo do periodo de estagio.

Gestao de stocks: Quando estd a ser dada entrada das encomendas, ou por vezes

durante um atendimento, verifica-se a presen¢a de um erro de stock. Na maioria das vezes, o
stock real é inferior ao stock descrito pelo SIFARMA2000®. Nestas alturas, é informado o DT,
que verifica o stock existente para encontrar o erro. Para além disto, também é necessario
controlar os prazos de validade. Todos os meses é retirada uma listagem de todos os
medicamentos e PCHC cuja validade termina no periodo de 3 meses. Se o prazo de validade
esta conforme o indicado na lista, esses produtos sao colocados a parte dos restantes e, caso
nao sejam vendidos em tempo Uutil, sio devolvidos. Se os produtos apresentam outra validade,
esta é alterada no sistema SIFARMA2000®. Apesar de nio ter realizado nenhuma devolugio
de produtos com curto prazo, criei diversas listas para verificar os stocks existentes, bem como

verificar a sua validade.

Existe também certos stocks que siao verificados exclusivamente pelo Farmacéutico
responsavel: os psicotropicos e os produtos de protocolo, como as lancetas de medigao da

glicémia e as agulhas da insulina. Estes stocks sao verificados uma vez por més, normalmente
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ao dia | de cada més, tal como o envio das listagens dos psicotropicos e benzodiazepinas (ver

Anexo ).

Devolugoes e Notas de Crédito: Ao longo do estagio realizei diversas devolugoes de
medicamentos e PCHC por erro de pedido. Os principais armazenistas com que
trabalhdvamos eram a Empifarma, OCP e Cooprofar, que enviavam as respetivas Notas de
Crédito (NC) dessas devolugdes. Quando as NC eram recebidas, eu regularizava as

devolugdes correspondentes, colocando o PVF e IVA, indicado na NC, no SIFARMA?2000°.

Atendimento ao publico: No inicio do estagio estive a acompanhar os farmacéuticos e
os TF a realizarem o atendimento ao publico. Com eles, aprendi diversas técnicas de
comunicagao e aconselhamento, bem como a postura e atitude que um farmacéutico tem de
ter, para realizar um atendimento com qualidade. Mais tarde comecei a realizar o atendimento
por mim proépria, sob vigilancia do DT ou do Farmacéutico Adjunto, tendo em atengao a forma
como comunicava com o utente, explicando a medicagao de forma clara e entendivel, e
confirmando sempre com a equipa técnica, qualquer aconselhamento que realizava durante o
atendimento. Para além disso, também realizei diversas regularizagoes das contas de certos

utentes, que tinham autorizagao de crédito na farmacia.

Certos utentes tém, associado a sua ficha na farmacia, o Cartao das Farmacias
Portuguesas (CFP). Quando é feita uma venda a um utente com CFP, é automaticamente
introduzido, no cartao, um numero de pontos, que podem depois ser rebatidos em produtos
ou em vales de descontos numa préxima compra. Ao longo do estagio fiz diversos rebates de
pontos, quer em produtos, como gel de banho ou cremes, quer em vales de desconto, sendo

o mais comum, um desconto de 2€ na compra correspondente a 50 pontos no cartao.

Conferéncia, fecho e faturacao do receituario: Os medicamentos adquiridos através de

receita médica, podem ser comparticipados apenas pelo Servico Nacional de Salde, ou em
conjunto com outra entidade de salde privada ou subsistema. Algumas entidades de saude
privadas, como a Fidelidade, Seguradoras Unidas e SAMS, comparticipam a maior percentagem

dos medicamentos adquiridos, podem chegar a comparticipagoes de 100%.

O fecho do receitudrio é realizado ao fim de cada més, onde cada regime de
comparticipagao é separado em lotes organizados de 30 receitas. Cada receita manual é
previamente verificada, por vezes por dois farmacéuticos, tendo em atencao o prazo de
validade, a presenca da assinatura e vinheta do médico prescritor, a confirmagao que o

organismo de comparticipagao faturado corresponde ao que esta indicado, a presenga da
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assinatura do utente, o carimbo da farmacia, a assinatura do profissional que dispensou, a data

da dispensa, entre outros.

Os lotes das receitas comparticipadas pelo SNS siao recolhidos pelos Correios e
enviados para o Centro de Conferéncia de Faturas (CCF) do SNS. Para o CCF sao enviados
os lotes de receitas, o verbete de identificacao do lote carimbado, trés copias do resumo de
todos os lotes carimbado e trés copias da fatura mensal a entidade. A quarta copia do resumo

dos lotes e da fatura mensal é enviada para a contabilidade da SCMC.

Ja os lotes das receitas comparticipadas por uma entidade de saude privada ou
subsistema sao enviados a Associagao Nacional de Farmacias (ANF) juntamente com o verbete
de identificagdo do lote carimbado, trés copias do resumo do lote, e trés copias da fatura
mensal, sempre anexados aos lotes correspondentes de cada entidade de saude privada ou
subsistema. Para além disto, também é enviado a ANF uma cépia do receituario do SNS, bem

como das NC do SNS.

Apos a recegao dos lotes, o CCF apura os valores das comparticipagoes realizadas e
esse valor é pago a farmacia. Se alguma receita nao for aceite, o valor da comparticipagao

dessa receita nao é pago a farmacia.

Medicao de parametros bioquimicos e fisiologicos: A FMC possui um laboratorio para

medicao do colesterol, triglicerideos, glicémia e pressao arterial, bem como administragao de
solugoes injetaveis. A maioria das medigoes que realizei foram de pressao arterial e medicao
da glicémia, havendo certos utentes que se deslocavam regularmente a farmacia para medirem
estes valores, principalmente a pressao arterial. Isto permitiu-me acompanhar o estado de
salde dos utentes, aconselhando medidas nao farmacolégicas para estabilizarem estes
parametros, bem como direciona-los para o médico quando os valores apareciam fora do

normal.

2.1.3. Farmacia direcionada para grupos de risco

A maioria dos utentes que vinham a FMC eram idosos, o que me permitiu estar em
contato com utentes que apresentavam diversas comorbidades, como hipertensao, diabetes e
colesterol elevado, o que resultava na toma de diversos medicamentos ao mesmo tempo,
aumentando o risco de interagoes farmacologicas, bem como falta de aderéncia a terapéutica.
Foi necessario, nestas situagoes, ter um maior cuidada e atengao a explicar a medicagao ao
utente, bem como ouvir cuidadosamente a informagao transmitida pelo utente, pois varias
vezes percebia que, o utente em questao, nao tomava a medicagao da forma prescrita pelo

meédico.
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Para além dos idosos, também apareciam gravidas ou recém maes a pedirem PCHC, o
que permitia a venda cruzada (ou Cross-Selling) com outros produtos da mesmo gama, tendo
sempre em atencao as necessidades da mae. Também era comum aparecerem maes com
receitas para os seus filhos menores ou entao com questoes sobre que medicamentos o seu
filho podia tomar ou nao. Nestas situagoes foi necessario ter em atengao a idade da crianga,
de forma a garantir sempre a seguranga desta; para tal, antes de aconselhar algum
medicamento ou PCHC, eu debatia a situagao com outro farmacéutico da equipa técnica e

aconselhava a solugao a que tinhamos chegado.

Esta situagao particular da FMC permitiu-me ter uma maior experiéncia com estes
grupos de risco, aumentando a minha confianga e conhecimento, no meu futuro

aconselhamento destes grupos de risco.

2.1.4. Estagiaria Unica
O facto de ser a Unica estagiaria da FCM permitiu-me ter uma maior atengao por parte
da equipa técnica. Para além disso, consegui ter uma maior independéncia na farmacia, sempre
sob controlo e vigilancia do DT ou Farmacéutico Adjunto, pois era responsavel por diversas
fungoes na farmacia e, caso alguma coisa ficasse mal feita, eu era responsabilizada pelo que
fazia. Para além disso, também me integrei mais rapidamente na equipa técnica, o que me

permitiu melhorar a minha relagao profissional com eles.

2.2.  Fraquezas
2.2.1. Conhecimentos reduzidos das marcas comerciais
Durante a formagao académica, desenvolvemos mais a nossa capacidade de analise de
casos clinicos, utilizando a denominagao farmacologica ao invés da denominagao comercial dos
medicamentos. Muitas vezes, eu sabia qual a substancia ativa que queria aconselhar, mas nao
sabia que produtos existiam na farmacia que continham essa substancia ativa. O oposto
também acontecia quando o utente me apresentava a receita, que apenas indicava as

substancias ativas, e me pedia o Wellbutrin XR®, por exemplo.

No entanto, no ultimo més de estagio, ja tinha decorado algumas marcas comerciais e

ja conseguia responder ao utente com mais rapidez e certeza.

2.2.2. Dificuldade no aconselhamento em Dermocosmética
A maior dificuldade que senti durante o periodo de estagio, foi o aconselhamento de
produtos de Dermocosmética. A formagao académica nesta area é muito reduzida, uma vez

que a cadeira de Dermofarmacia e Cosmética esta muito mais direcionada para a produgao
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industrial, deixando de parte o aconselhamento farmacéutico e o conhecimento das diversas

marcas existentes, bem como das suas indicagdes e usos.

No entanto, qualquer duvida que tinha era colocada a restante equipa técnica, que me
tentava explicar, de uma forma sucinta, as diversas marcas existentes e quais os seus usos,

bem como o melhor aconselhamento a fazer, tendo em conta cada situagao especifica.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Participagdo / Realizagdo de diversas Formagoes
O que mais me ajudou, ao longo deste estagio, a nivel de aconselhamento foi as diversas
formacoes realizadas na farmacia. Tive acesso a diversas plataformas de formagao, como por
exemplo, Emforma da Angelini®, Learning to Care da Pierre Fabre® e Cosmética Activa, que
englobava um conjunto de marcas como por exemplo a La Roche Posay®. Para além disso,
também recebi formacao de diversos produtos vendidos na farmacia, através dos delegados

comerciais das marcas que visitavam a farmacia.

Isto permitiu-me melhorar o meu aconselhamento, bem como as minhas tentativas de
cross-selling, uma vez que conhecia os produtos melhor direcionados para situagoes

especificas que apareciam na farmacia.

2.3.2. Preparagdo de Manipulados

Na FMC sao realizados, maioritariamente, dois tipos de manipulados: Vaselina Salicilada
e solucio alcodlica de Acido Bérico a Saturacido, sob controlo do responsavel dos
manipulados, neste caso era o Farmacéutico Adjunto. Todos os manipulados realizados eram
depois revistos pelo DT, efetuando assim um duplo controlo de qualidade. Os manipulados
de Vaselina Salicilada realizados ao longo do estagio, apresentavam concentragoes de 20% e
30%. A estas concentragoes, o acido salicilico, presente na pomada, apresenta propriedades
queratoliticas, sendo entao utilizada no tratamento topico de quadros de hiperqueratose e
descamacio da pele, como calos e psoriase. |4 os manipulados de solugio alcodlica de Acido
Borico a Saturagao sao utilizados para o tratamento tépico de otites externas, devido a agao

bacteriostatica do acido boérico nesta concentragao.

Ao longo do estagio realizei | manipulado de solugio alcodlica de Acido Bérico a
Saturagao e 2 manipulados de Vaselina Salicilada. Para a preparagao de manipulados foi
necessario preencher a ficha de preparagao, calcular as concentragoes das matérias-primas e
calcular o Prego de Venda ao Publico (PVP) do manipulado. Para além disso, tive de aplicar os
meus conhecimentos de Farmacia Galénica, principalmente na preparagao da pomada, para

que esta fosse aceite pelos critérios de controlo de qualidade.
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24. Ameagas
2.4.1. Medicamentos Esgotados e Rateados
Atualmente, o principal problema das farmacias nacionais é a rutura de stocks de
medicamentos. Muitos medicamentos considerados life saving encontram-se esgotados, ou
seja, existe rotura no laboratorio produtor, ou rateados, ou seja, os armazéns contém poucas

quantidades do medicamento em questao, logo o seu envio para as farmacias vai ser residual.

Foram diversas as situagoes durante o meu estagio em que tive de comunicar,
repetidamente aos utentes, que os medicamentos que tomavam encontravam-se esgotados.
Isto prejudicava o utente, pois comprometia a sua adesao a terapéutica. No entanto, e sempre
que possivel, mostravamos, ao utente, as alternativas disponiveis, como mudar de marca

comercial ou passar a tomar genérico, deixando o utente livre de fazer a sua escolha.

2.4.2. Receitas Manuais

Apesar da maioria das receitas prescritas e recebidas na farmacia serem eletronicas,
ainda existem situagoes em que sdo prescritas receitas manuais. Este foi um obstaculo que
tentei ultrapassar ao longo do estagio, pois € necessario ter em atengao um conjunto de
pormenores. Para que a receita manual seja validada e aceite é necessario conter a vinheta e
assinatura do médico, indicagdo da situagao excecional para prescricao manual (faléncia
informatica, inadaptacao do prescrito, prescricao ao domicilio e até 40 receitas/més), regime
especial de comparticipagao (se aplicavel), data de prescricao, presenca de rasuras, entre

outros.

No entanto, a minha principal dificuldade era tentar decifrar o que vinha prescrito na
receita. Quando a letra era ilegivel, pedia ajuda aos colegas da equipa técnica que ja estavam
mais habituados ao tipo de letra de certos médicos. No entanto, tentava sempre fazer um
esfor¢o para entender o que estava prescrito, confirmando sempre com a equipa técnica se
os medicamentos que iria vender eram os corretos, considerando a receita. Para além disso,
na farmacia estava implementada a técnica de duplo controlo para receitas manuais, ou seja,
todas as receitas manuais eram conferidas por duas pessoas, antes de ser realizado o

aviamento da medicagao.
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3. Casos Clinicos

3.1. Tratamento da Diarreia

M.F. com cerca de 70 anos, deslocou-se a farmacia para aviar as suas receitas. Ao ser
perguntando se necessitava de mais alguma coisa, M.J. pede duas caixas de Imodium Rapid®.
ApOs algumas questoes, é referido que apresenta diarreia de forma recorrente, tendo sempre

tomada apenas Imodium Rapid®.

Apesar do pedido da utente, aconselhei também Gut4® 25 MM. Este suplemento
alimentar apresenta 4 tipos diferentes de bactérias: Lactobacillus acidophilus (CUL-60 e CUL-
21), Bifidobacterium bifidum (CUL-20) e Bifidobacterium animalis subsp. Lactis (CUL-34), que
contribuem positivamente para o melhoramento da flora intestinal em situagoes agudas de
diarreia’. Expliquei a utente os problemas associados a toma de Imodium Rapid®, como
obstipagio crénica®, bem como a necessidade de o organismo libertar as toxinas causadoras
da diarreia. A utente concordou em levar o suplemento Gut4® 25MM e, para evitar a toma da
Imodium Rapid®, aconselhei a toma de Tasectam®, | capsula a cada 6 horas’, que é um
dispositivo médico a base de tanato de gelatina, que reduz os sintomas associados a diarreia,
principalmente a frequéncia e duragao, nas primeiras |2h. Para além disso também aconselhei

alguns tratamentos nao farmacologicos, como a toma de muita agua e restrigao alimentar.

Passadas algumas semanas, M.F. volta a farmacia e informa que o suplemento Gut4®
25MM melhorou significativamente o seu estado de saude, tendo obtido melhores resultados

com a toma deste suplemento, comparativamente a toma exclusiva de Imodium Rapid®.

3.2. Tratamento da Rinite Alérgica

L.C. com cerca de 35 anos, dirige-se a farmacia com o objetivo de comprar um anti-
histaminico. Apds algumas perguntas, cheguei a conclusao de que o utente apresentava

sintomas consistentes com alergia sazonal e rinite alérgica.

Indiquei a toma de Claritine® comprimidos de 10mg, que ja passou a MNSRM-EF, cujo
principio ativo € a loratadina, um anti-histaminico com atividade antagonista sobre os
recetores H| periféricos®. Aconselhei a toma de | comprimido por dia, na altura do dia mais
conveniente ao utente. Para além disso, e a pedido do utente, indiquei um descongestionante
nasal que fosse também hidrante. Aconselhei, portanto, o Septanasal®, que apresenta na sua
constituigao, cloridrato de xilometazolina e dexpentanol. O cloridrato de xilometazolina é um
agente simpaticomimético alfa-adrenérgico que provoca vasoconstricao nas mucosas nasais; ja

o dexpentanol é um andlogo alcodlico do acido pantoténico que provoca protegao e
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hidratagio nas mucosas’. Aconselhei a realizagdo das pulverizagdes nasais apenas quando

necessario, num maximo de 3 pulverizagoes em cada narina por dia.

3.3. Tratamento da sintomatologia da Varicela

P.R. com cerca de 35 anos, dirige-se a farmacia com a sua filha de 6 anos, apresentando
uma receita de Caladryl® solucio, para aplicar na sua filha, que apresentava sintomas

provocados pelo virus Herpes Varicella Zoster.

Para melhorar o tratamento sintomatolégico, indiquei também Atoderm® SOS Spray, da
marca Bioderma®, que contém extrato de Ambora e Cha Verde, em combinacio com
ingredientes calmantes como a Enoxolona, que permite acalmar o prurido associado a este
tipo de virose, em 60 segundos®. Aconselhei o uso do Atoderm® SOS Spray em associagio com

o tratamento prescrito pelo médico, até ao desaparecimento dos sinais e sintomas de Varicela.

4. Conclusido

Com este estagio pude ter um maior contacto com o utente, ouvindo as suas queixas
e analisa-las, aconselhando o uso racional do medicamento e esclarecendo qualquer ddvida
que o utente tivesse. O contacto com o utente idoso permitiu por em pratica os meus
conhecimentos de Farmacoterapia e Farmacia Clinica, analisando casos clinicos reais e

aconselhando de melhorar forma, tendo em atengao as caracteristicas especificas deste grupo.

Também consegui conhecer todas as fungdes do Farmacéutico dentro da FC, desde o
trabalho em back office, como a sua fungao para um aconselhamento correto e esclarecedor,
de forma a garantir uma 6tima adesao a terapéutica, demonstrando sempre preocupagao e

interesse pelo utente.

Concluindo, ao longo do estagio tive a oportunidade de desenvolver as minhas
capacidades técnicas e profissionais, adquiridas durante o curso, melhorando a minha fungao

como farmacéutico e sempre tendo em conta a saude e bem-estar do utente.
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6. Anexos

Anexo | — Circular sobre o Registo de Psicotrépicos e Estupefacientes

¢ ' %w /sw;,nnnuml’«‘armamasf

Circular n.° 0609-2016

Lisboa, 09 de Marco de 2016;

Assunto: Registo de psicotrépicos e estupefacientes - envio de relatérios e copias das receitas manuais
digitalizadas

Exmo. Associado,

De acordo com a informacdo transmitida na Circular n.° 2219-2015, de 12 de Qutubro, e as
comunicagoes recentes do INFARMED relativas ao registo de medicamentos contendo substanmas
estupefacientes ou psicotrépicas, relembramos os seguintes aspectos:

X % h i A AR B LS SR 3 7
Mensalmente Mensalmente Anualmente Nao se aphca
Até ao dia'8 do més | Até ao dia8do | Até 31 de Janeiro | (ficas/ efelto)a

seguinte més seguinte do ano seguinte
i Angialmante N&o se a| Iicai
Néo se aplica Nao se aplica Até 31 de Janeiro P

(fica s/ efeito).

do ano seguinte
MANTER ARQUIVO DE TODOS OS DOCUMENTOS DURANTE 3 ANOS

* Real¢amos que os procedimentos a adoptar no que respeita a vahdagao do receituario, d1spensa e
controlo‘destes medlcamehtos foram alterados ao nivel do registo de e‘htradas, que deixa de ter de sen
efectuado v “

i 5

Os relatérios (registos de saidas e mapas de balango) e as cépias das receitas manuais digitalizadas

devem ser enviados par.g o e-mail do INFARMED (mapas_subscontiicladas@infarmed.pt), tendo §
farmacia que mencionar ng assunto o nome e o cddigo. Exemplos: ;

o Farmacia “nome” (cédigo): receitas manuais (mes/anof

e Farmacia ?pome" (cbdigo): registo de saidas (més/ anoi

i o Farmécia “nome” (cédigo): mapa de balanco (ano) §

e

R |

Para apoiar este procedlmento, informamos que o Sifarma permite o envio das listagens do§
psicotrépicos por e-mail g sugere de uma forma automatizada o endereco de e-mail do INFARMED
e o assunto com o qual o '2-mail deve ser enviado, conforme instrugdd de trabalho em anexo.

fe
€om os melhores cumpriméntos,

f ADI ;
i £,
Anexo:
- Instrucédo de trabalho Sifqrma é
55 1 z
: - : Rua Maréchal Saldanha, 1 - 1249-069 Lishoa
¢ EarmaCIas i Teel: 21 340 06 00 - Fax: 21 347 29 94
Portuguesas ¢ } email: anf@anf.pt | www.anf.pt

i iE
r
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Anexo 2 — Material necessario a preparagao de Solugao Alcodlica de Acido Borico a
Saturagao
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Anexo 4 — Certificado de Realizagio de Formacio pela Pierre Fabre®

LEARNING
TO CARE

8Y MERARE FARRE

certificado

Parabéns Sara Henrique Silvestre
Neves Jacinto pelo seu excelente
desempenho!

Em 15/04/2019 completou com sucesso a
Formacédo Ducray Estados Descamativos.

LEARNING TO CARE by Pierre Fabre
confere-lhe o grau de especialista em

Estados Descamativos da Ducray, a solugao
inovadora para os estados descamativos

4
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Parte Ill — Processos Biotecnologicos Aplicados ao

Transplante de Orgios



Resumo

A falta de o6rgaos para transplante é atualmente considerada um problema de saude
publica. As listas de espera para receber um 6rgao transplantado sao cada vez maiores, para
um ndmero limitado de 6rgaos disponiveis para transplante. Tendo em conta que a maior
parte dos orgaos transplantados provém de doagoes pés-morte, nao é expectavel que a
obtengao de orgaos pela fonte convencional venha a aumentar significativamente. Por outro
lado, mesmo apos a revolugao decorrente da administragao de imunossupressores permanece
o risco de rejeicao do o6rgao transplantado. A este facto acresce que a terapia com
imunossupressores nao € desprovida de efeitos secundarios. Existem, no entanto, alternativas
que fazem antever a resolugio destes problemas e que tém por base procedimentos
biotecnologicos, uns ja estabelecidos e outros em investigagao.

Entre as diferentes técnicas que tém vindo a ser desenvolvidas com vista a criagao de
orgaos destacam-se a utilizagao de células estaminais pluripotentes induzidas, provenientes
dos doentes associadas a processos de decelularizagao-recelularizagao, a bio-impressao 3D e
a transplantagao de orgaos de outras espécies. A transplantagio de 6rgaos de animais em
humanos implica a remogao de virus que pudessem provocar zoonoses, utilizando técnicas de
modificagao genética tais como a CRISPR-Cas9. No entanto, a perspetiva talvez mais
promissora para ultrapassar a falta de 6rgaos, podera ser a criagio de quimeras, isto é, a
producao de orgaos humanos em animais de produgdo tais como o porco, utilizando,
igualmente, células estaminais pluripotentes induzidas e técnicas de modificagao genética,
mediadas pela CRISPR-Cas9.

Por outro lado, para ultrapassar o problema da rejeicao do 6rgao, tem vindo a ser
investigada a possibilidade de desenvolvimento de orgaos dadores universais. Pretende-se
gerar tecidos e 6rgaos desprovidos do complexo de histocompatibilidade major, responsavel
pela resposta imune. Para este efeito recorre-se a processos biotecnolégicos envolvendo quer
a edicao de genes quer ferramentas de transporte de sequéncias de acidos nucleicos tais como
os vetores virais. Espera-se que num futuro mais ou menos proximo venha a ser possivel a
criagdo de oOrgaos capazes de escapar a resposta imunologica alogénica do doente
transplantado e em numero suficiente para suprir as necessidades dos doentes reduzindo a

respetiva mortalidade e melhorando a sua qualidade de vida.

Palavras-Chave: Transplante de Orgios, células estaminais pluripotentes induzidas
(iPSCs), Decelularizagao-Recelularizagao, Bio-impressao 3D, CRISPR-Cas9, edicao de genes,

quimeras, 6rgaos humanos em animais de produgao, complexo de histocompatibilidade.
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Abstract

Nowadays, the lack of organs for transplantation is considered a public health issue.
The waiting lists are growing larger and larger for the limited number of available organs for
transplantation. Since the main source of organs for transplantation is from post-mortem
donations, it can’t be expected for rate of available organs to grow significantly. There’s also
the risk of organ rejection, even while using immunosuppressants. A use that sometimes can

create more health problems and extra side effects for the patient.

However, there are alternatives, based on recent biotechnological procedures that
could perhaps solve these issues. Amongst the different techniques that have been researched
on and developed for the creation of organs, decellularization-recellularization and 3D
bioprinting, using human induced pluripotent stem cells, stand out. Transplantation of animal
organs in human implies the removal of virus that could lead to zoonosis, through genetic
modification techniques, such as CRISPR-Cas9. Nevertheless, the most promising perspective
to overcome the lack of organs could be the creation of chimeras. This is, the production of
human organs in animals, such as pigs, using induced pluripotent stem cells and genetic

modification techniques, mediated by CRISPR-Cas9.

On the other hand, to overcome the organ rejection issue, research has been done
regarding universal donor organs. The idea is to create tissues and organs devoid of major
histocompatibility complex, responsible for immune responses. For this, biotechnological
processes involving either gene editing or nucleic acid sequences transporting tools such as
viral vectors. We hope that in the future we’ll be able to create enough organs capable of
escaping the allogenic immune response of the transplanted patient and in a sufficient amount

to reduce their necessities and the patient’s mortality while improving their life quality.

Keywords: Organ Transplant, induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs), Decellularization-
Recellularization, 3D Bioprinting, CRISPR-Cas9, gene editing, chimeras, human organs in

livestock animals, histocompatibility complex.
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Lista de Abreviaturas

ADCC - Citotoxicidade Celular Dependente de Anticorpos
APC — Células Apresentadoras de Antigénio

B2M — Beta-2 Microglobulina

CRP — Proteinas Reguladoras do Complemento
DBD — Doagao apos Morte Cerebral

DCD — Doagao apés Morte Circulatoria

dsDNA — DNA de dupla cadeia

ECM — Matriz Extracelular

EGFP — Proteina Fluorescente Verde

ESC — Célula Estaminal Embrionaria

HDR — Reparagao Dirigida por Homologia

HLA — Antigénio Leucocitario Humano

IFN-y — Interferao gama

IL — Interleucina

IMC — Massa Celular Interna

iPSC — Célula Estaminal Pluripotente Induzida
ITR — Repeti¢coes Terminais Invertidas

MAC — Complexo de Ataque a Membrana

MHC — Complexo de Histocompatibilidade major
MSC — Célula Estaminal Mesenquimatosa

NHE) — Jungao nao Homologa

PERV — Retrovirus Endégeno de Porco

rAAV — Virus Adeno-associado Recombinante
RNAi — RNA de interferéncia

SCNT - Transferéncia Nuclear de Células Somaticas
sgRNA — RNA guia

ssDNA — DNA de cadeia simples

TCC - Complexo Terminal do Complemento
TNF-a — Fator de Necrose Tumoral alfa

TR — Transcriptase Reversa



I. Introducao

O transplante 6rgaos €, na maioria das vezes, o Unico tratamento possivel para os
doentes que se encontrem nos estadios finais de insuficiéncia de érgaos, como por exemplo
insuficiéncia cardiaca ou insuficiéncia hepatica (OMS, 2019). No entanto, tem-se verificado que
o numero de doentes a necessitar transplante de 6rgaos é muito superior a quantidade de

orgaos disponiveis para tal.

Até ao final de 2015, existiam na Europa, 59 mil doentes em lista de espera, sendo que,
nesse mesmo periodo, apenas 33 mil 6rgaos foram transplantados em doentes em fase final
de insuficiéncia de orgaos. No entanto, também na UE e durante o periodo de 2006 a 2015, a
doagao de o6rgaos aumentou 29%, tendo também aumentado a doagao em vida em 56% e a

doagao apos a morte em 21% (Comissao Europeia, 2019).

Segundo os dados disponiveis pelo Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagao
(IPST), no primeiro trimestre deste ano foram registados 80 dadores, menos | dador do que
em 2018, no mesmo intervalo de tempo. Também foram recolhidos menos 2 érgaos neste
primeiro trimestre, comparativamente com o ano anterior, mas foi registada uma diminuicao
da idade média do dador, passando a ser de 51,6 anos. No entanto, foi registado um aumento
no numero de o6rgaos transplantados este trimestre, 212 orgaos transplantados até margo
deste ano, mais |7 que no ano anterior, observando-se assim uma taxa de utilizagcao de 86%

(IPST, 2019).

No entanto, mesmo que se concretize a transplantagao, existem outros riscos
associados que podem levar a inutilidade do 6rgao recebido. A rejeicao imunologica é a
principal causa de perda de fung¢ao do 6rgao transplantado, podendo mesmo levar a necrose
celular. A principal forma de evitar este problema é com a toma de imunossupressores, que
tem de ser realizada para o resto da vida, aumentado assim o risco de aparecimento de

infecoes (Stevens, 2017).

Porém, estao a ser desenvolvidas novas tecnologias, de forma a responder a todos
estes problemas. O aparecimento da tecnologia da impressao 3D e de técnicas de clonagem,
como a CRISPR-Cas9, abriram portas a uma nova era na criagao de o6rgaos em laboratério,
capazes de evitar a resposta imunoldgica e consequente rejeicao do o6rgao. Espera-se que
venham a permitir disponibilizar mais 6rgaos viaveis, reduzindo assim as listas de espera para

transplante (Stevens, 2017).

47



2. Orgios transplantados de Dadores
2.1. Tipos de doagao de 6rgaos
Existem trés tipos, atualmente reconhecidos, de doagao de orgaos: doagao viva,

doagao apos morte cerebral (DBD) e doagao apos morte circulatéria (DCD).

A doacgdo viva ocorre quando uma pessoa voluntariamente doa um 6rgao ou parte
deste a outra pessoa que dele necessita (UNOS, 2019). Na maioria das vezes, é doado um
rim, mas também existe a possibilidade de doar parte do figado. Esta categoria de doagao pode

ser dividida em trés tipos (UNOS, 2019): a Doacao Direta, onde o dador especifica a pessoa

para a qual quer doar, como por exemplo um familiar ou amigo préximo. Esta situagao € muito

comum no transplante renal; a Doacao Indireta, onde nao é especificado o recetor do orgao

e a correspondéncia entre o dador e o recetor é baseada na compatibilidade imunologica

entre ambos; e a Doagcao Emparelhada, onde o candidato a transplante nao apresenta

compatibilidade com o dador que ele especificou (impossibilitando uma doagao direta), mas
pode demonstrar compatibilidade com o dador de outra doagao direta incompativel. Ou seja,

existe a troca de dadores entre dois pares incompativeis para doagao direta.

A doacao apdés morte cerebral (DBD) ocorre apds a confirmagao de morte,
através de critérios neurologicos, numa pessoa indicada como dadora de 6rgaos. Ou seja, apos
ser declarada morte cerebral (brain death) e nao ocorrer qualquer estimulo neuroldgico
quantificavel no paciente, podem ser retirados os seus o6rgaos (Citerio et al., 2016). Esta é a
via de doagao mais comum sendo, portanto, responsavel pela maior parte dos 6rgaos doados
atualmente (Citerio et al., 2016; Snell et al., 2018). Ja na doagao apds morte circulatéria (DCD),
o dador ainda esta vivo quando comega a ser considerada a hipotese de doagao dos orgaos.
Nesta particular situagao, o paciente encontra-se em morte iminente quando é feito o
primeiro contacto com a familia para autorizar a recolha dos érgaos. No entanto, os érgaos
s6 podem ser recolhidos apos a inexisténcia de pulso periférico e cessagao do fluxo sanguineo

(Citerio et al., 2016; Morrissey e Monaco, 2014).

Para garantir a viabilidade do 6rgao, é mantida a oxigenagao deste através de suporte
de vida artificial e sao realizadas diversas técnicas de otimizagao para garantir a qualidade do
orgao para transplante (NHS Blood and Transplant, 2019). Mas apesar destes cuidados
reforcados, certos estudos demonstraram a existéncia de diferengas entre os dois tipos de
doagao apos morte que, podem levar ao aumento da gravidade dos outcomes negativos
inerentes a este tipo de cirurgia, como por exemplo, a falta de oxigenagao do 6rgao e a
rejeicao deste por parte do candidato a transplante (Loo, van et al., 2017; Suylen, van et al.,

2017).
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22.  Problemas Associados
2.2.1. Rejeicdo do Orgdo

Normalmente, as células imunitarias do nosso organismo reconhecem “corpos
estranhos” que aparecem e reagem a estes, tentando-os eliminar através da ativagao de
diversos tipos de células e vias de sinalizagao. Estas células imunitarias reconhecem certas
proteinas presentes no exterior destes corpos estranhos, denominadas complexos de
histocompatibilidade major (MHC) (Cozzi, Colpo e Silvestro, De, 2017). Estes complexos, que
sao codificados pelo antigénio leucocitario humano (HLA), podem ser divididos em 2 tipos:
MHC classe |, que estao presentes em todas as células nucleadas, e as MHC classe Il, que estao
apenas presentes em células apresentadoras de antigénios, como por exemplo, monocitos,
macrofagos e células dendriticas. A rejeicao imunolégica do orgao transplantado ocorre de
igual forma a resposta adaptativa a um “corpo estranho” no organismo, ativando os linfocitos

T e B (Cozzi, Colpo e Silvestro, De, 2017).

Apos o transplante do 6rgao, o sistema imunitario € ativado, levando a ativagao das
células dendriticas, que funcionam como células apresentadoras de antigénios (APC). Estas
APC reconhecem os antigénios presentes nas células do 6rgao doado e migram para o nédulo
linfatico mais proximo, onde estao presentes as células T que irdao dar origem a resposta
adaptativa. Ao migrarem para o nédulo linfatico, apresentam o antigénio estranho as células T
CD4" (ou células T helper) que tém um recetor especifico para as proteinas MHC classe Il. Ao
reconhecerem este “corpo estranho”, as células T CD4+ diferenciam-se em células Thl e
Th2. Quando ativadas, as células Thl libertam diversas citocinas como interleucina-2 (IL-2),
interferao-y (IFNy) e fator de necrose tumoral (TNFa) (ver Figura I). Isto resulta numa
proliferacao das células Th e indugao de mais recetores MHC classe Il nas APC do proprio,
bem como a libertagao de mais citocinas proé-inflamatorias (Ali et al., 2013; Cozzi, Colpo e

Silvestro, De, 2017; Lin e Gill, 2016; Moreau et al, 2013).

Ao mesmo tempo, as células T CD8+ (ou células T citotoxicas) reconhecem os
antigénios apresentados pelo 6rgao doado, através de recetores especificos para as proteinas
MHC classe I. Apos este reconhecimento, as células T CD8+ libertam perforina e granzimas
que induzem a apoptose das células nao-proéprias. Para além disso, a apoptose também pode

ser induzida através da ligagao do ligando Fas da célula T CD8+ ao recetor Fas da célula alvo.
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Figura |: Diagrama dos diversos mecanismos de rejeicao de um érgao transplantado. (Adaptado de
Cozzi, Colpo e Silvestro, De, 2017).

Este mecanismo de rejeicao leva, portanto, a dano celular grave que se manifesta de
diversas formas e se altera com o tempo. A rejeigao hiperaguda desenvolve-se minutos apos
o transplante e deve-se a presenca de anticorpos antidador no 6rgio transplantado. E por esta
razao que sao realizados os testes de compatibilidade genética entre o dador e o candidato a
transplante, de forma a evitar este tipo de rejeicao (Moreau et al., 2013). De seguida pode
ocorrer a rejeicao aguda que se desenvolve entre uma semana a varios meses apds o
transplante e se deve a resposta imunologica das células T e células B do recetor do érgio. E,
portanto, necessaria a toma de imunossupressores, de forma a evitar esta resposta
imunoldgica e consequente perda do 6rgao. Por fim, pode ocorrer a rejeicao cronica, que
ocorre meses apos o transplante e é mediada por mecanismos relacionados com as células de
memoria e os anticorpos existentes no organismo. Esta é a principal causa de rejeicio do

orgao (Ali et al., 2013; Lin e Gill, 2016; Moreau et al,, 2013).

2.2.2. Administracdo de Imunossupressores
Como dito anteriormente, a administragao de imunossupressores é essencial para garantir a
viabilidade do 6rgao, bem como o sucesso do transplante em si. Como tal, a toma destes
medicamentos deve ser realizada de forma croénica pelo doente. Os imunossupressores
atualmente utilizados podem ser divididos por diferentes classes, sendo as principais:

imunossupressores direcionados para as células T, imunossupressores direcionados para as
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células B e imunossupressores direcionados para as citocinas (Holt, 2017; Wiseman, 2016),

(ver Tabela 3).

Tabela 3: Mecanismos de Agao e Efeitos Adversos dos Imunossupressores

Im unossupressores

Agente Mecanismo de Acido Efeitos Adversos Referéncias
) ) ~ . , - . Holt, 2017;
. Ciclosporina e Supressio da sintese de IL-2 através da  Nefrotoxicidade, com efeitos Wi 2016:
o Tacrolimus inibicdo da calcineurina intracelular dependentes da dose \seman, ¢
ssh ¢ P D.C. e CH., 2009
S & 3 o ,
E S T:; Dlmlr}um;ao = res!)osta = cglulas ~T' Anemia, leucopenia, diarreia, Holt, 2017;
ov Abatacept e através do bloqueio da coestimulagao infecdes do trato urindrio Wiseman. 2016
£ a 8 ) H
Belatacept CD80/86 (APC) com CD28 (células T) edemale proteindria D.C. e C.H.. 2009
) OT::IT;T;ZL Inibicdo da proteina CD20, resultando  Aumento do risco de sindrome Holt, 2017;
8 ’ na inativagio e indiferenciacio das de lise tumoral, reagdes Wiseman, 2016;
S Ofatumumab e X A
5] células B mucocutaneas e morte D.C. e C.H,, 2009
> Veltuzmab
’g Inibidor  seletivo  reversivel do
RS proteossoma 26S dos plasmocitos, Neuropatia periferal, citopenia, Holt, 2017;
,§ Bortezomib impedindo o “turnover” de proteinas efeitos gastrointestinais; no Wiseman, 2016;
g especificas, levando a morte celular por  entanto, sio dose-dependentes D.C.e CH, 2009
> apoptose
§- Anticorpo  monoclonal humanizado Aumento do risco de sérias Holt, 2017;
E Eculizumab direcionado para a proteina C5, inibindo  infeges por parte de bactérias Wiseman, 2016;
a clivagem de C5 em C5a e C5b Gram negativo. D.C. e C.H,, 2009
s Inlblg;}o da transcrlgao das citocinas Diabetes, TS, Holt, 2017;
S ) ) através do bloqueio dos fatores de . ~ )
€ Costicosteroides e AT e, i e NI B et aumento de peso, hipertensao, Wiseman, 2016;
g 2 B P hiperdislipidémia, D.C. e C.H., 2009
£79 | ativadora
E T Anticorpo monoclonal quimérico que se
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prevenindo a rejei¢do aguda

No entanto, a toma de imunossupressores a longo prazo pode conduzir ao aparecimento de
diversos outros problemas de salde, levando a uma fraca adesao a terapéutica por parte do paciente.
Os problemas comuns a todos os medicamentos imunossupressores sio o risco aumentado para o
aparecimento de infe¢des, risco de desenvolvimento de cancro e citotoxicidade, supressao da medula

ossea e citopenia (D.C. e C.H., 2009).

O maior perigo para um recém-transplantado é o aparecimento de uma infecao dado que os
imunossupressores impedem o organismo de se defender, aquando do aparecimento de uma bactéria
ou virus no organismo. Estas infeges podem ser adquiridas na comunidade ou partirem de organismos
oportunistas. Para além deste risco, existe também uma maior probabilidade de aparecimento de
cancro em pacientes que tomam imunossupressores. Os recém-transplantados devem realizar
rastreios regulares para despiste de cancro. Por fim, com certos tipos de imunossupressores pode
ocorrer supressao da medula 6ssea, com consequente citopenia. Isto gera baixos niveis de neutrofilos
e plaquetas, que podem levar a problemas de coagulagao e enfraquecimento do sistema imunitario.
Como tal, recém-transplantados devem realizar andlises frequentemente (D.C. e C.H., 2009). Para
além destes problemas mais comuns, existem problemas mais especificos associados aos diferentes

tipos de imunossupressores, resumidos na Tabela 3.

51



3. Orgios produzidos em laboratério com recurso a bioengenharia

3.1. Decelularizagio-recelularizagao

Na criagao de orgaos através da bioengenharia, é necessario um molde ou suporte
(scaffold) onde as células se possam desenvolver e crescer, de forma a criar um 6rgao completo
e funcional. Esse molde pode ser obtido através da remogao de todas as células presentes no
orgao, deixando para tras uma complexa mistura de proteinas funcionais e estruturais
denominada de matriz extracelular (ECM) (Welman et al,, 2015). Esta matriz é geralmente
conservada entre espécies e a sua transplantagao é tolerada pelo hospedeiro. Este processo

de remogao pode ser denominado de decelularizagao (Gilbert, Sellaro e Badylak, 2006).

Para realizar a decelularizagao, é necessaria, uma combinagao de tratamentos fisicos e
quimicos, que permitem a remogao de todo o material celular e nuclear ao mesmo tempo que
€ mantida a composigao, atividade biologica e integridade mecanica da ECM. Os tratamentos
fisicos incluem agitagdo ou sonicagao, massagem mecanica ou até congelagao e permitem a
disrupgao da membrana celular, libertagao do conteudo citoplasmatico e consequente lavagem
e remogao de todo o conteudo celular da ECM. No entanto, estes tratamentos sao
insuficientes para retirar todo o material, sendo, portanto, necessario o uso de compostos
quimicos. Os tratamentos quimicos e enzimaticos tém como fun¢ao quebrar as membranas
celulares e as ligagoes inter e extracelulares. Para tal sao utilizados compostos como a tripsina,

detergentes e solugoes idnicas (Gilbert, Sellaro e Badylak, 2006).

Para a realizagao deste processo é necessario um protocolo que geralmente comega
com a lise da membrana celular através de tratamentos fisicos ou quimicos, seguido da
separagao dos componentes celulares da ECM utilizando enzimas, solubilizagao do citoplasma
e componentes nucleares com detergentes e, por fim, remogao dos detritos celulares do
tecido. A este processo pode ser adicionada agitagdo mecanica para aumentar a sua
efetividade. Para proteger o recetor de qualquer resposta imunologica, todos os residuos

quimicos devem também ser removidos (Gilbert, Sellaro e Badylak, 2006).

Em 2008, Ott et al. publicaram um protocolo de decelularizagdio num coragao
cadavérico de rato. Para o efeito utilizaram SDS, polietilenoglicol (PEG) e Triton-X100, tendo
sido o primeiro aquele que demonstrou melhores resultados. As proteinas presentes na ECM

foram mantidas e as caracteristicas estruturais foram preservadas (Ott et al., 2008).

Jaem 2014, Guyette et al. adaptaram este protocolo e aplicaram-no a pulmoes, coragao

e rins de ratos, porcos e humanos, neste caso frescos ou armazenados em gelo durante 24h.
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Utilizaram os mesmos agentes de decelularizagao e chegaram a mesma conclusao de que o

SDS era o agente que demonstrava melhores resultados (Guyette et al., 2014) (ver Figura 2).

Solugdo SDS Solugao SDS Solugao SDS Solucao SDS

' ' ' '

t=3d t=5d t=7d

Figura 2: llustragao da fase de lavagem com solugao SDS do processo de decelularizagao. A
ilustragao demonstra o intervalo de tempo necessario para retirar todas as células de um
coragao humano. (Adaptado de Guyette et al.,, 2014)

No entanto, para obtermos um 6rgao viavel para transplante, é necessario pegar nesta

matriz e re-introduzir as células necessarias ao seu normal funcionamento. Este processo é

denominado recelularizacao.

A recelularizagao baseia-se em trés principios-chave: obten¢ao de uma fonte renovavel
de células, semear (seeding) as células na matriz e produgao do 6rgao especifico. O primeiro
objetivo é identificar uma fonte de células que seja renovavel e aprovada a niveis éticos. As
principais utilizadas sao células adultas e fetais, células estaminais embrionarias (ESC),

mesenquimatosas (MSC) e pluripotentes induzidas (iPSC) (Welman et al., 2015).

Para introduzir as células sao utilizadas duas técnicas: introdugao através de perfusao
por via vascular ou por via nao-vascular. Ambas tém demonstrado bons resultados, no entanto,
para melhorar a concentragao celular e a sua difusao ao longo da matriz, é aconselhada a
utilizagao de multiplas vias de perfusao, bem como, a realizagao de ajustes na velocidade de
perfusdo e otimizagao no revestimento da matriz. No entanto, a técnica e o método utilizados
sao muito especificos para o tipo de 6rgao em questio, e diferem bastante de orgao para

orgao (Scarrit, 2015; Welman et al,, 2015).

Apos introdugao das células é necessario produzir o 6rgao, no seu todo. Para tal, as
células tém de se dividir e multiplicar para repovoar toda a ECM mas, sé o conseguem fazer

com acesso a nutrientes e oxigénio. Para a cultura de orgaos prevenientes da bioengenharia é
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necessario, portanto, o uso de biorreatores, que auxiliam no transporte desses mesmo

nutrientes (Scarrit, 2015; Wang et al,, 2017).

Estes biorreatores devem ser capazes de fornecer os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento do 6rgao, bem como de medir diversos parametros bioquimicos e corrigi-
los quando necessario. Para além disso, podem fornecer estimulos especificos ao tipo de 6rgao

de forma facilitar a manutengao dos fenotipos ou a promogao da diferenciagao das células

(Scarrit, 2015; Wang et al., 2017).

3.2.  Bio-impressao 3D

Na técnica de impressao 3D é recriado um modelo digital, camada por camada e em
tempo real, utilizando materiais especificos, normalmente um polimero, e uma impressora
adequada para a técnica. A técnica de impressao 3D apenas altera o tipo de material utilizado,
passando a ser material bioldgico, como as células. Como dito anteriormente, esta técnica
necessita de 3 componentes principais: uma impressora 3D, um ficheiro do modelo 3D e tinta,
sendo que, neste caso, a “tinta” utilizada é material bioldgico, como células ou componentes

bioativos (Cui et al., 2017).

Normalmente o processo de impressao € realizado em 3 fases: pré-impressao,
impressao e pos-impressao. Na pré-impressao, € criado o modelo digital 3D e escolhido o
tipo de biomaterial a utilizar, tendo em conta a estrutura 3D que tencionamos “imprimir”.
Esta estrutura 3D é desenhada de forma a ser especifica adaptada ao doente e é impressa
camada por camada, através da deposicao do material bioldgico. Apos a impressao do modelo
3D, é necessario desenvolver estruturas de suporte, bem como estimular as funcionalidades

biologicas (Cui et al., 2017; Mandrycky et al., 2016; Murphy e Atala, 2014).

Na produgao de tecidos organicos, esta técnica pode ser dividida em duas formas: com
a incorporagao ou sem a incorporagao de células vivas impressas diretamente no modelo. As
técnicas de bio-impressao celular permitem a deposigao de material (bioink) constituido por
células viaveis para formar uma estrutura 3D viva. Ja a bio-impressao acelular proporciona um
maior leque de escolhas no que diz respeito a regeneragao de tecidos (Cui et al., 2017;
Mandrycky et al., 2016; Murphy e Atala, 2014) (ver Figura 3). As diferencas e vantagens entre

estas duas formas podem ser vistas no Anexo |.

A tinta utilizada nesta técnica tem presente, na sua constituicao, células, biomateriais e
sinais bioquimicos, que sao necessarios na construgao de um 6rgao ou tecido viavel. Apesar
dos biomateriais poderem variar bastante no seu tipo e tamanho, na bio-impressao 3D, a

principal fungao dos biomateriais é criar uma ECM capaz de organizar a regeneragao tecidular,
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substituir temporariamente as fungoes tecidulares e facilitar a integracao com o recetor.
Como tal, os biomateriais devem ser capazes de incorporar diferentes fatores bioquimicos,
como citocinas e fatores de crescimento, que facilitem este processo (Cui et al, 2017;

Mandrycky et al., 2016; Murphy e Atala, 2014).
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Figura 3: (a) Diagrama em drvore das varias técnicas de bio-impressao 3D e (b) llustragoes

simplificadas de tipicas técnicas de impressao 3D para regeneragao de orgaos e/ou tecidos.
(Retirado de: Cui et al., 2017, com autorizagao do autor)

Resin vat

E também necessario ter em atencio o tipo de célula escolhido para o processo de
impressao. As células escolhidas devem ser suficientes em nimero para se expandirem na
cultura do molde, ser capazes de suportar o processo de impressao, ser capazes de se
diferenciar e proliferar de forma controlada e precisa, ser capazes de replicar as fungoes
celulares nativas, apresentar as especificagoes fisiologicas tipicas dos diferentes tipos de células,
e ser capazes de interagir com diferentes tipos de células para facilitar as interligagdes com o
recetor. Normalmente, os tipos de células mais utilizados sao as ESC e iPSC pois apresentam
um menor risco de rejeicao por parte do recetor (Cui et al, 2017; Mandrycky et al., 2016;

Murphy e Atala, 2014).
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3.3.  Problemas associados

Relativamente a tecnologia de Decelularizagao-Recelularizagao, é necessario ter em
atengao que, nem todos os protocolos apresentam niveis satisfatérios de efetividade. Certos
protocolos conseguem preservar melhor a integridade estrutural e bioldgica da ECM, mas
falham na total eliminagao dos detritos celulares, bem como o oposto (Scarrit, 2015). Segundo
Crapo et al., um processo de decelularizagao deve terminar com menos de 50ng de dsDNA/mg
no tecido remanescente e esses fragmentos de DNA devem ser inferiores a 200 pb. E,
portanto, necessario encontrar um equilibrio entre a integridade da ECM e a eliminagao do
conteldo celular, de forma a reduzir ao maximo o risco de resposta imunologica e rejeigao

do o6rgao (Crapo, Gilbert e Badylak, 201 1).

Também ja foi demonstrado que, dependendo do protocolo utilizado, ocorre um risco
de colapso da estrutura vascular presente na ECM, bem como alteragdes na elasticidade nativa
da ECM, tornando-se, na maioria das vezes, mais rigida. Isto torna-se um problema grave

quando o 6rgao em causa € o coragao ou os pulmoes (Scarrit, 2015).

Ja com a tecnologia de bio-impressao 3D, para que o processo de cultura de orgaos
funcione é necessaria uma complexa rede vascular, para transportar os nutrientes e oxigénio
necessarios para o desenvolvimento celular. Sem esta rede, pode ocorrer necrose celular e a
perda de viabilidade do o6rgao criado, e mesmo com terapéutica anticoagulante, podem

ocorrer severos eventos tromboembodlicos (Ko, Milthorpe e McFarland, 2007; Scarrit, 2015).

4. Orgios produzidos em organismos por recapitulacio do desenvolvimento
embrionario
4.1.  Orgios provenientes de animais: xenotransplante
4.1.1. O Porco como animal dador
Na giria portuguesa, € costume dizer “se queres conhecer o teu corpo, abre um
porco”, e tal tem alguma pertinéncia cientifica. Na verdade, o porco doméstico apresenta
orgaos com tamanho e morfologia semelhante aos 6rgaos humanos, chagando a ser usadas as
valvulas corondrias de porco para substituicao das valvulas coronarias humanas (Casal e
Williams, 2019; Cooper, Gollackner e Sachs, 2002). Mas esta nao € a Unica razao pela qual o
porco € o animal escolhido para estudos de xenotransplante. Apesar dos primatas nao-
humanos serem evolucionariamente mais semelhantes a nos, é quase impossivel cria-los em
cativeiro em grande escala, uma vez que, grande parte dos primatas nao-humanos utilizados

em estudos cientificos, ainda sao considerados selvagens. Os porcos caseiros ja sao criados em
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cativeiro ha muitos anos, sendo explorados pela industria alimentar (Casal e Williams, 2019;
Cooper, Gollackner e Sachs, 2002). Para além disso, a sua producao em grande escala é de
baixo custo, uma vez que por cada gestagao suina, podem nascer entre 6 a |12 leitoes (Cooper,

Gollackner e Sachs, 2002).

4.1.2. Resposta Imunolégica e Rejeicdo
Existem 3 tipos de rejeicao relacionadas com a resposta imune do corpo ao orgao
proveniente do porco: rejeicao hiperaguda, rejeicao tardia do transplante xenogénico e

rejeicao celular (Hryhorowicz et al., 2017).

A principal causa de rejeigao do transplante numa situagao porco-humano € a presenga
do antigénio Gal (Galal,3Gal) presente em glicoproteinas e glicolipidos existentes na
superficie das células de porco. O antigénio Gal é formado quando a molécula de galactose se
liga a N-acetillactosamina (N-lac) através da ligagao al,3-glicosido e envolvendo a enzima al,3-
galactosiltransferase (Boksa et al,, 2015; Cooper et al., 2016; Hryhorowicz et al., 2017; Meier
et al., 2018; Vadori e Cozzi, 2015). A reagao dos anticorpos humanos com este antigénio
provoca uma rejeicao hiperaguda que leva a rejeicao do orgao. A rejeicao hiperaguda
desenvolve-se alguns minutos apds o transplante do 6rgao e leva inevitavelmente a sua
rejeicao. A ligagao dos anticorpos ao antigénio Gal ativa o classico sistema de complemento,
o que leva a formagao do complexo de ataque a membrana (MAC) (ou complexo terminal do
complemento (TCC) constituido por C5b-C6-C7-C8-C9{n}) que age como um catalisador
para a penetragao de proteinas pela membrana celular, formando canais transmembranares,

resultando na lise celular (Hryhorowicz et al., 2017).

No entanto, em 2003 este problema foi ultrapassado, gragas ao trabalho do grupo de
Phelps et al. Este grupo conseguiu produzir porcos que nao apresentam o gene responsavel
pela producao da al,3-galactosiltransferase (a1,3GT). Como dito anteriormente, esta enzima
é responsavel pela produgao do antigénio al,3-galactose (al,3Gal), principal causador da

rejeicao hiperaguda (Phelps, 2003).

O grupo comegou por criar embrides de porco através do cruzamento entre um
macho e uma fémea de porco, ambos geneticamente modificados para apresentarem o
genotipo heterozigotico de silenciamento do gene responsavel pela al,3GT (knockout (KO)).
De seguida, o grupo isolou os fibroblastos fetais dos embrices e construiu um vetor KO do
codao de iniciagao (ATG) da al,3GT, o pPL680, que permitiu silenciar o segundo alelo do
gene al,3GT. Para determinar quais das células foram eficazmente modificadas, o grupo

transferiu os fibroblastos para uma cultura que continha a toxina A, uma toxina retirada da
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bactéria Clostridium difficile. Esta toxina apresenta uma elevada afinidade para o antigénio
al,3Gal, presente na superficie das células. Ao ligar-se a estes antigénios, ocorre um efeito
citotoxico que leva ao arredondamento e separagao destas células das restantes. Esta técnica
permitiu distinguir os fibroblastos que apresentavam um fenotipo al,3Gal negativo dos que
apresentavam um fendtipo al,3Gal positivo. Com isto, o grupo conseguiu identificar uma
colénia (680B1) em que 80% das células apresentavam fenétipo al,3Gal negativo (Phelps,

2003).

Através da técnica de transferéncia nuclear de células somaticas (SCNT), os
fibroblastos fetais forma transferidos para o Utero de cinco porcas. Trés gestagoes foram
iniciadas, mas apenas uma ocorreu para além dos 35 dias. Esta Ultima gestagao foi terminada
aos 39 dias e foram recolhidos quatro fetos. Destes fetos, foram isolados os fibroblastos
(680B1-1 a Bl-4) e foram analisados através de técnicas de fluorescéncia e coloragao GS-1B4,
que demonstraram a presen¢a de uma linha celular al,3Gal positivo (BI-3) e trés linhas

celulares al,3Gal negativo (BI-1, Bl-2 e BI-4) (Phelps, 2003).

Com o uso das técnicas de PCR e Southern Blot, o grupo verificou que nenhuma das
linhas celulares al,3Gal negativo apresentavam fragmentos de restricao, previsto pela técnica
de disrupgao direcionada através do vetor pPL680, apesar de apresentarem fenotipo negativo.
Para identificar a causa da inativagao do gene, o grupo clonou e sequenciou os cDNA do
al,3GT das quatro linhas celulares e descobriram que existia uma transversao T para G do
segundo par de bases (pb) do exao 9 do segundo alelo do gene al,3GT nas linhas celulares
Bl-1, BI-2 e Bl-4 mas nao na linha celular BI-3. O grupo teorizou, entao, que seria esta
mutagao que levava a disrupgao da fungao da al,3GT. Para confirmar esta teoria, o grupo
clonou os cDNA al,3GT das linhas celulares num vetor de expressao e transferiu-os para
células humanas Hela, que nao expressam a enzima al,3GT. Através da técnica de coloragao
GS-IB4, verificaram que apenas as células transferidas com a linha celular BI-3 apresentavam
o fendtipo al,3Gal positivo, o que veio confirmar a teoria anteriormente referida (Phelps,

2003).

Por fim, o grupo voltou a realizar a SCNT com as trés linhas celulares al,3Gal negativo
(ou seja, com o gene al,3GT silenciado) e obtiveram cinco leitoes que apresentavam disrupgao
do gene al,3GT no primeiro alelo e mutagao T->G na segunda pb do exao 9 no segundo alelo

do gene al,3GT (Phelps, 2003).
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Para além da rejeigao causada pelo antigénio Gal, também existem outros fatores que
causam a rejeigao hiperaguda, como por exemplo, as proteinas humanas reguladoras do
complemento (CRPs) presentes nas células endoteliais vasculares. Apesar do porco também
apresentar estas proteinas, estas sao ineficientes em proteger as células do porco dos danos
mediados pelo complemento humano. Para tal, os porcos devem ser geneticamente
modificados através da introducao de transgenes para as CRP humanas, tais como CD46,

CD55 e CD59 (Cooper et al., 2016; Meier et al., 2018; Vadori e Cozzi, 2015).

Um orgao transplantado xenogénico que evita a rejeigdo hiperaguda, esta sujeito a
rejeicao tardia do transplante xenogénico, que ocorre entre algumas horas ou dias apos o
transplante. O decurso da rejeigao tardia € muito semelhante ao da rejeicao hiperaguda, com
a diferenga de nao ativar o sistema de complemento; ao invés, ocorre a participagao das
imunoglobulinas IgG, desenvolvendo-se mais lentamente (Cooper et al., 2016; Hryhorowicz et

al, 2017; Meier et al, 2018; Vadori e Cozzi, 2015).

Durante esta rejeicao, ocorrem também problemas de coagulagao resultantes das
diferengas moleculares entre os sistemas de coagulagao do homem e do porco. A CD39 e
CD73 sao ectoenzimas presente no endotélio vascular e nas células sanguineas, que tém um
papel importante na formagao do trombo e processo inflamatério. Visto, no porco, estas
enzimas estarem subexpressas, a introdugao dos genes hCD39 e hCD73 (enzima humana) nas
células transplantadas do porco pode levar a uma redugao significante do risco de coagulagao

intravascular e consequente rejeigao do 6rgao (Hryhorowicz et al., 2017; Wheeler et al., 2012).

A rejeicao celular ocorre varios dias apos o transplante. As principais caracteristicas
morfoldgicas desta rejeicao sao infiltragoes de células mononucleares. No humano, a resposta
celular provocada pelas células do porco ¢ induzida pelas células NK e linfocitos T(Cooper et
al, 2016; Hryhorowicz et al., 2017; Vadori e Cozzi, 2015). As células NK ativadas sao capazes
de destruir as células transplantadas, o que origina um efeito citotoxico tanto diretamente
como através dos anticorpos (citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC))

(Boksa et al., 2015).

4.1.3. Situagdo atual
Para além dos obstaculos referidos anteriormente, existe também a questao do virus
PERYV (retrovirus endégeno do porco), encontrado normalmente nas células de porcos e que,
apesar de ser inofensivo neste animal, tem demonstrado, em laboratério, ser patogénico para

o Humano.
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O virus PERV é um virus de RNA, com envelope. O seu genoma é composto por
sequéncias codificantes e nao codificantes, estando, estas ultimas presentes nas extremidades
terminais do RNA. Na sequéncia codificante estao os genes gag, pol e env, que codificam,
respetivamente o antigénio especifico do grupo, a polimerase necessaria a replicagao e o
envelope do virus (Lopata et al, 2018). O virus PERV nao pode ser eliminado mesmo em
porcos criados com todos os cuidados de biosseguranga. Existem varias dezenas de copias do
virus PERV. O gene pol tem uma fungao semelhante a transcriptase reversa (TR), logo é

essencial na replicagao e infecciosidade viral (Yang et al., 2015).

Ja houve diversas tentativas para remogao do risco de transmissao do virus PERV aos
humanos tais como, RNAs de interferéncia (RNAI), vacinas e a eliminagio permanente do
virus PERV através das nucleases Zinc-Finger e TALEN. Em 2015, um grupo de investigadores
da Universidade de Harvard conseguiu, com sucesso, usar a CRISPR-Cas9 para inativar todas
as copias do gene pol, presentes no porco, e assim reduzir em 1000x a infetividade do virus

nas células humanas (Yang et al., 2015).

A CRISPR-Cas9 é um complexo utilizado na edigao genética, originalmente encontrado
em bactérias como um sistema de defesa adaptativo contra a invasao de virus. O complexo
CRISPR-Cas9 é constituido por 2 componentes: uma proteina de corte do DNA (nuclease), a
Cas9; e uma molécula de RNA, a single-guide RNA (sgRNA). Este complexo permite uma
edicao genética especifica, pois o sgRNA é construido de forma a hibridizar com uma
sequéncia especifica do DNA que se quer cortar (Doudna e Charpentier, 2014; Jiang e

Doudna, 2017).

O processo comega com a introdugao do complexo CRISPR-Cas9 na célula e a sua
entrada no nucleo. De seguida, o sgRNA reconhece uma pequena sequéncia no dsDNA,
denominada de PAM, onde se liga, permitindo assim a ligagao da Cas9. Ao ligar-se, o sgRNA
desdobra a parte da dupla hélix que contém a sequéncia que o complementa, e liga-se a esta.
Quando esta sequéncia especifica € reconhecida a Cas9 corta o DNA, utilizando as duas
nucleases presentes da proteina, a HNH e a RuvC, provocando uma quebra das duas cadeias

de DNA (Doudna e Charpentier, 2014; Jiang e Doudna, 2017) (ver Figura 4).

Apbs o corte, a célula tenta reparar o dano realizado utilizando um de dois
mecanismos: a jungao nao homodloga, mecanismo mais comum (nonhomologous end joining
(NHEJ)) ou a reparagao dirigida por homologia (homology directed repairs (HDR)). No entanto
os processos de reparagao, sobretudo a jungao nao homologa mais comum, introduz erros

de reparagao no DNA. Com a ocorréncia destes erros, ocorre introdugao de codoes stop,
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inativagao do gene escolhido, e consequente silenciamento. No entanto, como estes erros
ocorrem de forma aleatoria, diversos grupos de investigagao tém vindo a tentar utilizar a
reparagao direcionada por homologia, fornecendo, em simultaneo com a Cas9 e sgRNA, um
molde de dsDNA cujas extremidades sao homologas aos locais de corte, incluindo, entre
estas, a sequéncia correta que se pretende introduzir. Isto permite a reparagao de genes
mutados que levam ao aparecimento de doengas, substituindo a sequéncia mutada pela
sequéncia genética nao provocadora da doenga (Doudna e Charpentier, 2014; Jiang e Doudna,

2017).
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Figura 4: O mecanismo de engenharia genética mediada pela CRISPR-Cas9. O single-guide
RNA (sgRNA) direciona a endonuclease Cas9 para uma sequéncia especifica de DNA e guia a
Cas9 a introduzir um corte simultaneo nas duas cadeias de DNA (Double strand break - DSB)
na sequéncia alvo. Essa DSB é reparada através de mecanismo de reparagao de DNA mediados
pelo hospedeiro. Quando nao existe uma sequéncia de DNA template para reparar o corte,
a reparagao da-se por jungao nao homologa (ou nonhomologous end joining - NHEJ), um
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processo pouco preciso que predispoe para erros de reparagao que consistem na insergao ou
delecgao de nucledtidos (indels) e consequente produgao de codoes stop e consequente
inactivagao do gene. Quando existe uma sequéncia de DNA molde ou template, em células em
divisao pode ocorrer a reparagao induzida por homologia ou homology directed repair (HDR),
que é menos suscetivel a erros aleatoérios. Este Ultimo método de reparagao permite realizar
modificagdes precisas de genes, como gene knock-in, dele¢oes e corregoes, através da
recombinacao homologa. (Adaptado de: Jiang e Doudna, 2017, com autorizagao do autor)

Para desenhar o RNA guia (sgRNA) que permita que a Cas9 se ligue especificamente
ao virus PERV, Yang et al. analisou diversas sequéncias gendmicas deste virus e de outros
retrovirus endégenos do porco. Com esta andlise identificaram 62 copias do virus PERY,
presente em células PK15 (linha celular epitelial renal de porco), e desenharam dois sgRNA

que se ligaram a parte pol do gene do virus PERV (Yang et al., 2015).

Experiéncias iniciais demonstraram uma edigao ineficiente do virus PERV, razao pela
qual os investigadores decidiram usar o sistema de transposao piggybac (Wilson, Coates e
George, 2007) para entregar a Cas9 e a sgRNA as células PK15. Indugoes continuas de Cas9
levaram ao aumento da frequéncia do direcionamento para o virus PERV, alcangando um
maximo de 37% (23 copias do virus PERV por genoma) observado no dia 17. No entanto, o
aumento do tempo de incubagiao ou da concentragao da Cas9 nao levaram ao aumento do
direcionamento, provavelmente devido a toxicidade nao especifica da CRISPR-Cas9 no DNA

(Yang et al,, 2015).

De seguida o grupo pesquisou as linhas celulares que apresentavam o direcionamento
com maior eficiéncia para o virus PERV, através de genotipagem. Conseguiram em seguida
isolar as linhas celulares das células PKI5 que apresentavam elevada eficiéncia através de
técnicas de sequenciagao. Verificou-se que 10% dos clones apresentavam elevados niveis de
disrupgao do virus PERV (97%-100%). Isto sugere que os clones apresentavam células onde a
CRISPR-Cas9 foi altamente expressa (Yang et al., 2015). Este grupo também verificou que, a
estratégia utilizada para a edigao genética, com a Cas9, nao provocou instabilidade genética
observavel, e nao foi encontrada atividade remanescente da transcriptase reversa, nos clones
modificados da linha celular PK 15, o que sugere que as células editadas produzem quantidades

minimas do virus PERV (Yang et al.,, 2015).

Apods este estudo, o mesmo grupo tentou adaptar esta tecnologia para criar as
primeiras crias de porco, totalmente livre do virus PERV. Primeiro adotaram a técnica de
edicao genética para inativar a atividade do virus PERV numa linha celular de fibroblastos

suinos, introduzindo depois esses fibroblastos modificados em embrioes, através de SNCT,
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transferindo esses embridoes para o Utero de diversas porcas (Niu et al., 2017). Para a criagao
de porcos 100% livres do virus PERV, foi necessaria a criagao de células suinas primarias
desprovidas deste virus. Para tal, foi utilizada a técnica de edicao genética, referida no estudo
anterior, para inativar a atividade do virus PERV numa linha celular primaria de fibroblastos

fetais suinos, denominada de FFF3 (Niu et al., 2017).

Inicialmente, o grupo tentou mapear e caracterizar a presen¢a do virus PERV no
genoma da FFF3, onde foram detetadas 25 copias funcionais do gene pol do virus PERV (10 do
PERV-A e 15 do PERV-B). Para inativar estas copias do virus, foram desenhadas duas sgRNA
especificas para o gene pol do PERV. Durante 12 dias, o grupo tratou as células FFF3 com as
duas sgRNA, observando uma inativagao do gene em 37% (Niu et al., 2017). Seguidamente, o
grupo realizou a sequenciagaio do RNA de FFF3 inativados e confirmaram que todas as
transcrigoes do gene pol tinham mutado. Para além disso, nao foi detetada qualquer atividade
da transcriptase reversa, demonstrando que nenhuma particula viral foi produzida pela FFF3.
Verificaram também que nenhuma célula FFF3 apresentava macrosupressoes induzidas pela
Cas9, concluindo assim ser possivel a producao de FFF3 PERV-inativados sem alteragoes

estruturais genéticas detetaveis (Niu et al., 2017).

Por fim, o grupo produziu embrices PERV-inativados através da técnica SCNT, que
foram depois implantados em porcas. O grupo observou uma estrutura normal dos
blastocistos, validou a pluripoténcia da massa celular interna e confirmou a inativagao do virus
PERV a 100%. Apesar da baixa eficiéncia nas gestagdes, o grupo conseguiu, com sucesso,
produzir porcos com o virus PERV inativado. O grupo confirmou que os leitoes apresentavam
uma inativagao, a nivel gendmico, do PERV a 100%, e nao apresentavam alteragoes estruturais

anormais (Niu et al., 2017).

4.2. Orgéos humanos em animais: Quimeras

Atualmente, uma quimera é referida como um 6rgao ou tecido composto, pelo menos,
por duas populagoes celulares geneticamente distintas que originam de diferentes zigotos.
Mesmo sem falar em quimeras produzidas em laboratério, ja estao relatados casos de
quimeras naturais. Por exemplo, numa situagao de transplante de 6rgao ou transfusao de
sangue, a pessoa recetora torna-se uma quimera parcial; quando dois embrides se fundem no
mesmo Utero, estamos na presen¢a de um quimerismo sistémico; e, por fim, durante a gravidez
ocorre microquimerismo, uma vez que algumas células do feto passam para a corrente

sanguinea da mae (Suchy e Nakauchi, 2017).
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A formagao de quimeras, que sera explicada nesta secgao, tem por base a realizacao
de diversas técnicas de modificagao genética durante a fase de desenvolvimento embrionario.

Como tal é necessario entender esse desenvolvimento e as células participantes.

Apos o momento da fecundagao, o zigoto comega a dividir-se, atravessando a fase de
segmentagao, sem aumentar de tamanho, uma vez que se encontra envolvido pela zona
peltcida. Quando o zigoto se encontra na forma de |6 células, torna-se uma morula. De
seguida, as células mais externas da morula comegam a compactar, formando o trofoblasto,
enquanto as células mais internas comegam a recolher-se para uma zona, criando o
embrioblasto. Nesta fase esta formado o blastocisto composto trofoblasto, embrioblasto (ou
massa celular interna) e o blastocélio (cavidade do blastocisto). De seguida, o blastocisto
separa-se da zona pellcida e torna-se livre para se ligar a superficie mucosa da cavidade uterina

(Embryology, 2006a).

A massa celular interna (IMC) é composta por células estaminais embrionarias (ESC),
que sao células pluripotentes, ou seja, células com a capacidade/potencial de diferenciar em
todo o tipo de células menos células extraembrionarias, como a placenta. Ao fim da segunda
semana de fecundagao, a massa celular interna diferencia-se em duas camadas germinativas, a
ectoderme e a endoderme. Com a continuagao da diferenciagao, chegamos a fase da
gastrulagao, onde ocorre a formagao do disco embrionario, que contém a linha primitiva. Ao
inicio da terceira semana, as células da ectoderme migram através da linha primitiva e formam
a mesoderme, entre as duas anteriores camadas germinativas. Assim sendo, sao estas trés
camadas (ectoderme, mesoderme e endoderme) que vao formar o embriao, e que se vao

diferenciar nos diferentes 6rgaos (Embryology, 2006b).

4.2.1. Métodos para geragdo de quimeras

O principal objetivo para a criagio de quimeras é a produgao de animais que
apresentem, na sua constituicao, um ou mais 6rgaos geneticamente humanos. Isto possibilitaria
a produgao de centenas de 6rgaos se pensarmos no porco, como sendo o animal dador. Esta
produgao tem por base a técnica de complementagao de blastocisto, primeiramente descrita
por Chen (Chen et al.,, 1993). Basicamente, no periodo de desenvolvimento embrionario do
animal recetor, é retirado um gene essencial para desenvolvimento de um determinado érgao,
o que leva a formagao de um nicho onde o 6rgao se deveria desenvolver. Esse nicho é depois
preenchido, através de uma injecao de células pluripotentes da espécie dadora de interesse,
levando a formagao de um 6rgao geneticamente idéntico ao do animal dador, mas produzido
pelo animal recetor (Chen et al., 1993; Nagashima e Matsunari, 2016; Suchy e Nakauchi, 2017).

Ou seja, iriamos produzir um 6rgao humano no corpo de um porco (ver Figura 5).

64



iPSC Humanas

/) N \ Injecdo de

iPSC Humanas

Transplante
de 6rgao \_

Geragao de 6rgao humano
em animal

Blastocisto sem
desenvolvimento
de érgao

Figura 5: Ciclo de geragao de orgaos humanos in vivo usando a complementagao de
blastocisto. Células estaminais pluripotentes induzidas (iPSC) humanas sao derivadas do
doente que necessita do 6rgao. Essas iPSC sao injetadas num blastocisto de um animal que foi
geneticamente modificado para prevenir o desenvolvimento do orgao necessario pelo
paciente. As iPSC complementam o nicho vazio do blastocisto, produzindo um érgao
constituido pelas células do doente. (Adaptado de: Suchy e Nakauchi, 2017)

Apesar do objetivo parecer simples, a sua execugao nao o é. Como dito anteriormente,
existem 2 passos criticos para a producao de quimeras: a escolha da técnica adequada a
remocao do gene pretendido e a escolha das células pluripotentes que permitam a criagao da

quimera.

A formacgao do nicho implica a remogao de genes essenciais para o desenvolvimento
de certos 6rgaos, levando a formagao de um “espacgo vazio” que pode depois ser “preenchido”
por células dadoras. Essa remocao é feita através de KOs genéticos que podem ser realizados
por diversos tipos de ferramentas genéticas como as Zinc-Finger e as TALEN e, mais
recentemente, a CRISPR-Cas9 (Suchy e Nakauchi, 2017). As Zinc-Finger e as TALEN
comegaram por ser utilizadas para criar murganhos e ratos transgénicos que nao possuiam
esses genes, e onde foi possivel desenvolver a técnica de complementagao de blastocistos
(Feng et al, 2015; Nagashima e Matsunari, 2016). Com o desenvolvimento da tecnologia, a

CRISPR-Cas9 tornou-se mais segura e menos sujeita a erro. A CRISPR-Cas9 foi utilizada, pela
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primeira vez, para a realizagio de KO genético pelo grupo de Rudolph Jaenisch, ja
anteriormente o primeiro a desenvolver o murganho transgénico (Yang, Wang e Jaenisch,
2014). Este grupo criou um RNA guia acoplado ao sistema CRISPR-Cas9 para reconhecer o
gene Pdxl, responsavel pelo desenvolvimento pancredtico nos murganhos. Neste estudo
conseguiram uma eficacia de 80% na producao de zigotos de murganho sem a presenga do
gene e, consequentemente, sem desenvolvimento pancreatico. Esta técnica foi depois aplicada

a outros genes e animais, que serao referidos mais a frente.

No entanto, o processo s6 pode ser completo quando se preencher esse espago
proporcionado pela agao da CRISPR-Cas9. Para tal, é necessario introduzir células
pluripotentes, como as células estaminais, que se encontrem no mesmo estado evolutivo e
temporal das células presentes no blastocisto recetor (Suchy e Nakauchi, 2017; Wu et dl,
2017). Diversos estudos tém demonstrado que ESC de murganho no seu estado naive
contribuem melhor para a formagao de quimeras interespécie comparativamente com as
células estaminais epiblasticas em estado primed. Isto demonstra que quanto mais “novas”
forem as células estaminais, maior € a sua pluripoténcia e mais facil é a produgao de quimeras.
Comparativamente a estas, as células estaminais pluripotentes humanas aproximam-se,
temporalmente, as células estaminais epiblasticas de murganho em estado primed. Podemos
concluir que, tal como as ESC de murganho em estado naive, as células estaminais
pluripotentes humanas que se encontrem em estado naive podem ser usadas para criar

chimeras interespécie (Wu et al., 2017; Wu e Belmonte, 2016).

4.2.2. Situagdo Atual

Em 2010, Kobayashi e o seu grupo (Kobayashi et al., 2010) decidiram criar as primeiras
quimeras, utilizando as técnicas referidas anteriormente. O grupo utilizou blastocistos obtidos
através de murganhos KO homozigoticos do gene Pdx/-LacZ, ou seja, murganhos que nao
desenvolveram pancreas. Estes murganhos sobrevivem até | semana apos o nascimento,
morrendo nesta altura devido a insuficiéncia pancredtica. Estes blastocistos foram depois
injetados por iPSCs de rato e 139 embrides foram transferidos para o Utero de murganhos,
dos quais nasceram 34, que sobreviveram até ao estado adulto. Destes 34 murganhos,
descobriu-se que a manifestacio genética do Pdx| era mista, ou seja, alguns eram
heterozigéticos (Pdx|*") e outros eram homozigéticos (Pdx|"). Através de marcacio EGFP,
conseguiu-se concluir que o pancreas presente nos murganhos Pdx|” era totalmente
composto por células derivados de iPSCs de rato, enquanto que nos murganhos Pdx|*" essa
contribuigdo era minima comparativamente as células derivadas do hospedeiro (Kobayashi et

al,, 2010). Através de diversos outros testes de marcagao, o grupo conseguiu confirmar que o
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pancreas se desenvolveu inteiramente a partir das células iPSC dadoras de rato e, com este
desenvolvimento, os murganhos conseguiram atingir a idade adulta oito semanas apos
nascimento e sem sinais de insuficiéncia pancreatica. Este estudo veio demonstrar a viabilidade
na criagao de quimeras e abriu o caminho para o desenvolvimento de outros protocolos que

permitam a producao de quimeras contendo 6rgaos humanos (Kobayashi et al., 2010).

Mais recentemente, um grupo do Salk Institute desenvolveu um protocolo para criar
porcos KO do gene Pdx| utilizando a CRISPR-Cas9. O grupo queria investigar se usando a
CRISPR-Cas9, conseguiam criar porcos que demonstrassem falha no desenvolvimento do
pancreas (Wu et al., 2017). Para tal, comegaram por criar um sgRNA que tivesse como alvo o
exao | do gene Pdxl|. Depois injetaram este sgRNA em embridces de porco, in vitro, e
analisaram o seu DNA, através da sequenciagao de Sanger, apos atingirem a fase de blastocisto.
Com esta analise o grupo concluiu que a agao do sgRNA tinha sido pouco eficaz. Com estes
dados, o grupo decidiu utilizar dois sgRNA para aumentar o grau de edigao genética. Com
esta alteragao, conseguiram obter mais blastocistos que apresentavam a mutagao (Wu et al.,
2017). De seguida, quiseram saber se a CRISPR-Cas9 conseguia mutar o gene de forma a inibir
o desenvolvimento pancredtico. Para tal, transferiram um conjunto de 18 blastocistos,
posteriormente alterados pelo duplo sgRNA/Cas9, no ltero de um porco. Ao fim 28 dias de
gestacao, a gravidez foi interrompida e foram retirados 9 embrides com tamanho e morfologia
normal. Trés dos nove embrides apresentavam mutagao no gene Pdx| e falta de

desenvolvimento pancreatico (Wu et al.,, 2017).

4.2.3. Problemas associados

Um dos problemas associados com a produgao de quimeras é a distancia evolucionaria
entre o dador e o hospedeiro. Existem barreiras xenogénicas que impedem o desenvolvimento
das quimeras interespécies e que podem ocorrer devido a erros entre recetores de superficie,
incompatibilidade nas citocinas, entre outros. Esta barreira é proporcional a distancia
evolucionaria entre duas espécies e isto € evidente se tivermos em atengao a distancia entre
as espécies. Os ratos e os murganhos divergiram ha 25 milhoes de anos, enquanto os humanos
e os porcos ja divergiram ha 94 milhdes de anos, o que pode constituir uma dificuldade
acrescida na producao de quimeras (Los Angeles, De, Pho e Redmond, 2018; Masaki e

Nakauchi, 2017; Rashid, Kobayashi e Nakauchi, 2014; Suchy e Nakauchi, 2017).

Para além disto, outro grande obstaculo a produgao de quimeras humano-animal é o
risco de transferéncia de material humano para outros tecidos que nao sejam os tecidos-alvo,
como por exemplo o cérebro. Isto leva ao aparecimento de 3 principais problemas éticos, que

sao: ocorréncia de suficientes modificagoes cerebrais que originam o desenvolvimento de
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“consciéncia” humana ou de capacidades cognitivas semelhantes as humanas; desenvolvimento
de gametas humanos ou suficientemente semelhantes que podem originar fecundagao
humano-animal; e ocorréncia de modificagoes genéticas que levem ao aparecimento de
fenotipos humanos em animais, como sendo cara, olhos membros e, também, a capacidade de

fala (Bourret et al., 2016; Rashid, Kobayashi e Nakauchi, 2014).

5. Resolucio da compatibilidade/rejeicio dos 6rgios: Orgios Dadores
Universais
Apesar do desenvolvimento biotecnologico referido nas secgoes anteriores, € evidente
que o risco de rejeigao dos oOrgaos transplantados permanece um problema. Como dito
anteriormente, a presenca dos antigénios HLA autologos presentes nos érgaos transplantados,
podem levar a rejeigao hiperaguda do 6rgao, com consequente perda de fungao deste. Tém,
no entanto, vindo a ser desenvolvidos estudos no sentido de encontrar uma solugao para este

problema.

O grupo designado de Universal Cells tem como objetivo principal, criar 6rgaos e
tecidos capazes de “evitar” a resposta imunolégica do hospedeiro. Este grupo utiliza virus
adeno-associados recombinantes (rAAV) para editar geneticamente células pluripotentes
humanas, de forma a nao apresentarem antigénios HLA classe | e classe Il hipervariaveis,
tornando-se irreconheciveis ao organismo como “corpos estranhos” (Research Features,
2016). Os virus adeno-associados sao virus com DNA de cadeia simples (ssDNA), sem
envelope, que apenas se conseguem replicar com um virus auxiliar, como os adenovirus, ou
os respectivos genes. O seu genoma viral de ~4,7kb apresenta 2 genes: rep e cap. O gene rep
esta responsavel pela replicagao, integracao e regulagao transcripcional viral. Ja o gene cap é
essencial para a produgao da capside viral. Em cada extremidade do genoma estao presentes
repeti¢coes terminais invertidas (ITR) com formato de gancho do cabelo (hairpin) em forma de
T (Gaj, Epstein e Schaffer, 2016). A transmissao do virus comeg¢a com a ligagao deste a
recetores de superficie especificos, como por exemplo proteoglicanos de sulfato de heparina,
bem como a um recetor secundario que medeia a internalizagao endocitica. Ao entrar no
nucleo, o ssDNA viral de cadeia simples é transformado em DNA de dupla cadeia (dsDNA)
através da polimerase de DNA do hospedeiro. A integragao deste DNA viral é depois mediada

pelas proteinas rep que reconhecem locais especificos de ligagao (Gaj, Epstein e Schaffer,

2016).
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Figura 6: Sintese do direcionamento genético mediado pelo AAV. Os vetores AAV que
contém sequéncias de DNA homélogas a um especifico local, podem ser recombinadas com
esse locus genomico. Ao modificar a sequéncia de DNA existente entre os bragos homoélogos,
é possivel introduzir modificagoes no genoma do hospedeiro. (Adaptado de Gaj, Epstein e
Schaffer, 2016)

Foi através de estudos realizados sobre esta integragao que se verificou que o genoma
viral dos AAV tém a capacidade de estimular a recombinagao homologa, ou seja, a insergao
de um transgene cujas extremidades sao idénticas aquelas presentes no gene especifico que
queremos modificar (ver Figura 6). Isto permite a edigao genética de uma Unica base ou a
integragao de um gene completo num local especifico do DNA (Gaj, Epstein e Schaffer, 2016).
O grupo comegou por direcionar a sua investigagao para a eliminagao do gene codificante da
Beta-2 Microglobulina (B2M). Este gene nao é polimorfico e codifica uma subunidade proteica
comum necessaria para a expressao da cadeia pesada de todas as HLA classe I. Ao criar PSC
humanas B2M™", as HLA classe | sio eliminadas da superficie celular e, assim, ndo é estimulada
a resposta imunoldgica alogénica, mediada pelas células CD8+ (T cells). No entanto, foi
demonstrado que a auséncia de HLA classe | a superficie das células, levava a lise celular através
de células NK (natural killer) devido a falta de resposta self (Gornalusse et al., 2017). Existe,
no entanto, uma forma de evitar esta lise celular, através da interagao das células NK com as
proteinas HLA-E polimérficas. Estas proteinas formam heterodimeros com a subunidade B2M,
fazendo com que esta nao esteja expressa a superficie das células. Este tornou-se, entao, o
objetivo do grupo: criar células B2M negativas, de forma a impedir a resposta imunologica
mediada pelas células T, mas que apresentassem proteinas HLA-E a superficie das células, de

forma a evitar a lise celular mediada pelas células NK (Gornalusse et al., 2017).

Para tal, utilizaram vetores rAAV capazes de introduzir, no loci do B2M, o gene

responsavel pela producao das proteinas HLA-E. Para tal foram criados quatro vetores: o
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vetor AAV-B2M-HyTK responsavel pelo silenciamento do gene B2M num dos alelos; os
vetores AAV-B2M-Edimer e AAV-B2M-Etrimer para introduzir o gene responsavel pelas
proteinas HLA-E dimero e HLA-E trimero, respetivamente, no segundo alelo; e o vetor AAV-
B2M-TKN para silenciar o gene B2M desse mesmo alelo. Isto levou a criagao de 3 linhas
celulares (B2M7®™er, B2M7®™er ¢ B2M™) que foram estudadas para verificar a presenca ou

auséncia de moléculas HLA classe | (Gornalusse et al., 2017).

Estas linhas celulares foram colocadas em meio contento IFN-y. Esta citocina levam a
um aumento da expressao das moléculas HLA classe | e B2M nas células, o que permite estudar
a sua presenga na superficie das células. Os dados recolhidos apds a colocagao no meio
demonstram a auséncia de moléculas HLA classe | (HLA-A e HLA-BC) e a presenca de
moléculas HLA-E a superficie das células. De seguida, utilizaram modelos in vitro e in vivo destas
linhas celulares para determinar se existia resposta imunolégica em resposta as células B2M
fEdimer & B2M™ ™" introduzindo estas células em meios contendo células T CD8+. Os dados
recolhidos demonstraram que as células T CD8+ lisaram eficientemente as células B2M** mas
nao conseguiram lisar as células B2M7*™" e B2M"®"™" Estes resultados demonstram que foi
possivel criar células pluripotentes humanas que nao estimulam a resposta imunologica
alogénica mediada por células T CD8+, nem estimulam a lise celular mediada pelas células NK,

tornando-se assim, as primeiras células dadoras universais (Gornalusse et al., 2017).

6. Problemas Bioéticos

As técnicas de clonagem, como a CRISPR, bem como o uso de animais para
investigagao médico-cientifica estao associadas a questoes bioéticas e morais. Sera entao de
esperar que, com o desenvolvimento de técnicas que permitem a criagao de 6rgaos, humanos
ou animais, para o transplante de orgaos, estas questoes éticas estejam ainda mais presentes
e sejam ainda mais restritivas. As principais questoes éticas, associadas a utilizagao de
processos biotecnologicos para a criagao de orgaos para transplante humano, podem ser
divididas em trés topicos: a fonte de células estaminais; a utilizagdo do porco, como animal de

producao; e os problemas associados a formagao de quimeras.

Grande parte das tecnologias referidas anteriormente, utilizam, como material
biologico, as células estaminais humanas (ESC e iPSC). A maioria destas células sao
provenientes do sangue do cordao umbilical ou sao retiradas de embrices humanos. Isto
levanta a questdo: estarao embrides/fetos humanos a ser destruidos em prol do avango

cientifico? Isto levou a que diversos paises criassem leis para regular o uso de células estaminais
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na investigagao. Nos EUA, esta legislado que qualquer investigacao cientifica pode ser realizada
utilizando linhas celulares pré-existentes, ou novas linhas celulares (Obama, 2009), desde que:
os embrides utilizados nao tenham sido criados exclusivamente para o uso em investigacao e
que nao sofram maiores riscos ou pior morte que o permitido em investigagao realizada em
fetos no uUtero (United States Congress, 1996). Ja na Inglaterra, o uso de células estaminais
para investigacao cientifica é permitido e podem ser extraidas células de embrides fertilizados
in vitro, doados a instituicao (Abouna, 2003), mas sempre tendo em atengao as guidelines em

vigor no pais.

O uso de animais em investigagao levanta sempre um nimero de questoes éticas. Com
o desenvolvimento de técnicas que se espera venham a permitir a criagao de 6rgaos humanos
em porco, estas questoes tornaram-se mais prementes. O principal debate centra-se na
qualidade de vida/razao de existéncia dos porcos transgénicos versus o risco de cancro,
malformagoes e morte desnecessaria desses porcos. Os defensores dos animais defendem que
os porcos transgénicos apresentam um elevado risco de aparecimento de cancro e
malformacgoes, originadas pelas técnicas de edigao genética referidas anteriormente, risco esse
que nao existiria se fossem criados para alimentagao (Casal e Williams, 2019). No entanto,
pode argumentar-se que esses mesmos porcos, para alimentagao, estao a ser produzidos em
piores condugoes. Os porcos transgénicos sao produzidos sob guidelines restritivas para evitar
o aparecimento de doencgas e sio criados de forma especifica para que os 6rgaos apresentem
a melhor qualidade para transplante (Abouna, 2003). Pode-se, entao, argumentar que os
porcos transgénicos vivem uma vida melhor, comparativamente aos porcos produzidos em

pecuarias para alimentacao.

Existem, no entanto, outros problemas éticos associados a produgao de quimeras
humano-porco. O potencial para ganho de consciéncia humana, o risco de aparecimento de
fenotipos humanos e o desenvolvimento de gametas humanos, levando a fecundagao porco-
homem sao questoes éticas muito importantes, referidas também na sec¢ao 7.2., que devem
ser cuidadosamente analisadas para o desenvolvimento das técnicas de quimerismo. A
potencial presenca de consciéncia obrigaria a que o animal fosse tratado como humano, o que
levaria a proibicao de qualquer produgao de 6rgaos, tornando-se assim, um obstaculo para a

investigagao cientifica (Bourret et al., 2016).
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7. Conclusdes
A falta de 6rgaos disponiveis para doagao esta a tornar-se um grave problema de saude
publica. Com o aumento de doentes a necessitar de transplante e com a diminuicao da
quantidade de 6rgaos disponiveis, milhares de pessoas em lista de espera morrem todos os

anos por nao conseguirem receber o transplante que tanto precisam.

No entanto, mesmo aqueles que sao transplantados, correm diversos riscos para
manter esse 6rgao. A rejeicao do orgao por parte do transplantado provoca grandes riscos
ao doente, podendo levar a necrose do orgao recebido. Para além disso, com a toma de
imunossupressores, o organismo fica mais suscetivel ao aparecimento de infegoes, que podem

levar a morte do doente transplantado.

As técnicas de clonagem e de bioengenharia desenvolvidas nos ultimos anos, abriram
a porta a muitas oportunidades de investigacao e desenvolvimento cientifico, revolucionando
a forma como estudamos as doengas e como as podemos tratar. A técnica CRISPR,
principalmente, permitiu o desenvolvimento da edigao genética, que nos possibilitou modificar

genes que originam doengas, anteriormente impossiveis de tratar.

E também através destas técnicas, que esta a ser possivel criar 6rgios em laboratério,
livres de virus provenientes de animais domésticos, como o porco; sem moléculas
estimuladoras da resposta imune; ou produzidas, quase na totalidade, através de células
pluripotentes, provenientes do hospedeiro, reduzindo quase para 0% o risco de rejeicao do
orgao. O aumento da utilizagao destas técnicas, podera vir a permitir realizar transplantes de
orgaos em que o uso de imunossupressores, para evitar rejeicao do 6rgao, sera reduzido, ou

até mesmo nulo, aumentando assim o conforto e a qualidade de vida do doente.

Apesar das questoes éticas, é importante investir e apoiar o desenvolvimento destas
tecnologias com células humanas, de forma a se desenvolverem técnicas robustas e seguras,
para que seja possivel iniciar ensaios clinicos que demonstrem a sua eficacia e eficiéncia, sendo
assim possivel vir a dar resposta, o mais depressa possivel, a falta crescente de 6rgaos para

transplante.
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