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l. Introducao

O estagio curricular surge como um componente obrigatério do plano curricular de
todos os estudantes matriculados no Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas. Com
uma duragao de seis meses, € dada ao estudante a oportunidade de escolher estagiar somente
em Farmacia Comunitaria, ou dividir o seu tempo de estagio e optar por estagiar também
noutra vertente da area farmacéutica. Tendo optado por realizar o estagio em dois locais
diferentes, candidatei-me a um estagio em industria farmacéutica, na Bluepharma Industria,
S.A,, tendo sido aceite. Iniciei o referido estagio no dia 6 de janeiro e terminei no dia 30 de

abril do presente ano de 2020.

Este relatorio diz respeito ao estagio realizado na Bluepharma Industria S.A., com sede
em S. Martinho do Bispo, em que integrei, na qualidade de estagiario, o Departamento de
Garantia de Qualidade, sob a orientagao da Dra. Diva Silva. Neste Departamento fiquei
encarregue de providenciar apoio a equipa de Gestao de Fornecedores, nomeadamente no
campo dos Fornecedores de Servigos e Materiais Subsidiarios. Numa segunda instancia, dei
apoio a equipa encarregue de fazer as avaliagoes de risco relativamente a presenca de
nitrosaminas. Tive também oportunidade de conhecer o trabalho desenvolvido pelos restantes
membros da Garantia da Qualidade, o que tornou a minha experiéncia ainda mais

enriquecedora.

O presente relatério é escrito segundo as Normas Orientadoras da Unidade
Curricular “Estagio” do ano letivo 2019/2020, apresentando-se sob a forma de uma andlise
SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats), que me permite avaliar de um modo
sistematico o contributo deste estagio para o meu desenvolvimento pessoal e profissional,
como elemento complementar da aprendizagem durante o Mestrado Integrado em Ciéncias

Farmacéuticas.



2. Bluepharma

A Bluepharma, fundada em fevereiro de 2001 apés aquisi¢ao de uma unidade industrial
da farmacéutica Bayer, é uma empresa que se divide em trés principais areas: a produgao de
medicamentos genéricos para a Bluepharma e para outras empresas em todo o mundo; a

pesquisa, desenvolvimento e registo de farmacos e ainda a promogao dos seus produtos.

A Bluepharma tem a sua sede industrial e administrativa em S. Martinho do Bispo, na
qual realizei o meu estagio. O Departamento da Garantia de Qualidade dedica-se a uma
miriade de fung¢oes, que apoiam todo o ciclo do medicamento, desde o desenvolvimento,
produgao, andlise distribuicao e saida do mercado. Assim, o trabalho desenvolvido abrange,
entre outros a preparagao de documentagao de suporte a produgao (protocolos e relatorios
de validagao de processos), a execugao de avaliagoes periddicas de produto/processo (por
exemplo através dos Product quality review (PQR)), a andlise e seguimento de parametros de
qualidade (desvios, alteragoes, agoes corretivas e preventivas), a gestao de reclamagoes, de
resultados fora de especificagao ou out of specification (OoS) e de tempos de espera ou holding
times (HT), a qualificagao e avaliagao de fornecedores, a revisao da documentagao de fabrico

e embalagem, a supervisao da fabricagao e a libertagao de produto.

O meu estagio incidiu no apoio a equipa de Gestao de Fornecedores, que ¢é
essencialmente responsavel pela compilagao da documentagao de qualidade dos diferentes
fabricantes e/ou fornecedores, assim como a sua qualificagao e posterior avaliagao, como um
modo de garantir que as matérias-primas, os materiais e os servigos adjudicados obedecem a
padroes de qualidade definidos pelas BPF e pelos padroes de referéncia de qualidade aplicaveis.
Todo o suporte de resposta a pedidos relacionados com fabricantes/fornecedores, é dado por

esta equipa que atua como elo entre a Bluepharma e entidades exteriores a empresa.

3. Analise SWOT

A andlise SWOT efetuada neste relatério pretende avaliar o estagio efetuado na
Bluepharma, procedendo a uma avaliagao interna e externa. Na avaliagao interna sao descritos
os pontos fortes (Strengths) e os pontos fracos (Weaknesses) do estagio e a nivel externo sao

aqui descritas potenciais oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats).



Pontos Fortes (Strengths) Pontos Fracos (Weaknesses)

€ Programa de integragio. € Reestruturagio da empresa.
€ Formacio interna. € Data das formacgdes internas.
€ Gestio de fornecedores.

€ Equipa Técnica - Garantia de Qualidade.

€ Competéncias profissionais adquiridas

durante o estagio.

Oportunidades (Opportunities) Ameacas (Threats)
€ Auditorias a Bluepharma. € Tempo de resposta de fornecedores.
€ Pandemia global por COVID-19. € Constrangimento de prazo na avaliagdo
€ Requisi¢io de avaliagio de Nitrosaminas de nitrosaminas.
pela EMA. @ Plano Curricular do Mestrado Integrado

em Ciéncias Farmaceéuticas.

3.1. Pontos Fortes (Strengths)

3.1.1 Programa de integracao

A entrada de um novo colaborador na Bluepharma, ainda que no 4mbito de um estagio
curricular, existe um plano de integragao em que o Departamento de Recursos Humanos
organiza uma sessao de boas-vindas, a qual se segue uma breve apresentagao dos novos
elementos aos colaboradores dos diferentes departamentos da empresa e vice-versa. Esta
pratica permite uma familiarizagao com os colaboradores que ja se encontram na empresa.
Adicionalmente, a cada estagiario curricular é atribuido um colaborador que desempenha o
papel de tutor, auxiliando o estagiario nas tarefas em que este apresenta dificuldades e

oferecendo indicagoes relativamente as fungoes a desempenhar.

Este programa permite aos novos colaboradores uma integragao rapida e uma
desinibicao na exposicao dos seus problemas e questoes, que contribui para uma maior
eficiéncia e para um ambiente saudavel no local de trabalho. Assim, existem grandes beneficios

em termos das relagoes interpessoais desenvolvidas e do rendimento do trabalho realizado.



3.1.2. Formacao interna

A Bluepharma promove, como parte do seu plano de integragao, um conjunto de
formagoes internas, que permitem o aumento do conhecimento dos seus colaboradores em
diferentes areas da industria farmacéutica, dando a conhecer as praticas da empresa e os

procedimentos adequados adotar no exercicio das nossas fungoes.

Como resultado, nos primeiros dias de estagio, € necessaria a leitura de algumas
Normas Operativas Padrao ou Standard Operating Procedures (SOPs), adequadas as fungoes a
desempenhar. Ao meu caso foram aplicaveis SOPs de gestao documental, gestao de
fornecedores e ainda auditorias. Num ambito geral, foram ministradas formagées como, por
exemplo, Ambiente e Seguranga, Assuntos Regulamentares, Sistema de Gestao Integrado,

entre outras.

Para além das formagoes em sala, tive a possibilidade de visitar o Departamento de
Controlo de Qualidade e seguir alguns colaboradores, o que me permitiu alargar a
compreensao do trabalho aqui realizado. Foram também realizadas visitas ao Armazém, em
que foi possivel compreender de que forma as matérias-primas, produto semiacabado e
acabado sao identificados em ambiente industrial e de que forma é avaliado o seu estado de

conservacao.

Adicionalmente, foi-me concedida a oportunidade de participar numa auditoria interna
ao Armazém, em S. Martinho do Bispo e em Taveiro, o que me permitiu testemunhar de que
forma se desenrola este processo e ainda compreender a partir de uma nova perspetiva, de

que forma funciona este departamento da industria.

3.1.3. Gestao de fornecedores

O trabalho que desenvolvi no ambito da Gestao de Fornecedores foi enriquecedor na
medida em que me permitiu aplicar conhecimentos de Garantia e Gestao de Qualidade em
prol de uma melhoria no registo documental de fornecedores da Bluepharma. No trabalho
que desenvolvi apliquei ainda conhecimentos de Assuntos Regulamentares do Medicamento e

de Tecnologia Farmacéutica.

Assim, encarreguei-me de providenciar apoio a equipa de Gestao de Fornecedores no
ambito dos fornecedores de servicos e materiais subsidiarios. O meu trabalho consistiu na
caracterizagao dos fornecedores de servicos e materiais subsidiarios, juntamente com a sua

avaliagdo, um procedimento anual que deve ser realizado, preferencialmente, no primeiro
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trimestre do ano. A tarefa de caracterizacao dos fornecedores de servicos e materiais
subsidiarios envolve o contacto constante com estes fornecedores e também com os
diferentes departamentos internos, que serao responsaveis pela adjudicacao destes
fornecedores e, por consequéncia, pela sua comunicagao ao departamento de Garantia de
Qualidade onde é efetuada triagem e compilagio dos fornecedores adjudicados no ano

transato e € efetuada uma avaliagao destes consoante as informagoes disponibilizadas.

Adicionalmente, integrei também a equipa de avaliagao de risco das nitrosaminas, em
que participei na avaliagdo de declaragoes, questionarios e informagoes de fabricantes e
fornecedores de matérias-primas como excipientes, principios ativos (APl) e materiais de

embalagem.

3.1.4. Equipa Técnica - Garantia de Qualidade

Outro dos pontos fortes do meu estagio curricular foi a oportunidade de colaborar
com a equipa do departamento da Garantia de Qualidade, uma equipa de grande valia,
competéncia e qualificagdo, com formagao académica e profissional que assenta
maioritariamente no ramo farmacéutico, quimico e engenharia. Esta equipa sempre me
auxiliou no esclarecimento de duvidas e questoes relacionadas com o trabalho que

desempenhei e também relacionadas com diversos aspetos da vida profissional.

Para além do grupo responsavel pela Gestao de Fornecedores, que atualmente conta
com quatro colaboradores, existem ainda o grupo de apoio ao Desenvolvimento Analitico e
Galénico, o grupo da Rotina ou Fabricagao, o grupo de Gestao de Auditorias e ainda o grupo

de Gestao Documental.

3.1.5. Competéncias profissionais adquiridas durante o estagio

Um dos principais pontos fortes que o estagio curricular na Bluepharma me
providenciou foi a oportunidade de adquirir um conjunto de competéncias profissionais, que
contribuiram para o meu desenvolvimento. Competéncias relacionadas com comunicagao
com entidades externas em portugués e inglés, comportamento em contexto de trabalho,
relacionamento com colegas de trabalho, trabalho em equipa e compreensao da importancia
do trabalho desempenhado pelos diferentes departamentos internos e de que forma estes se

interligam. Revalidei ainda o meu entendimento relativamente a valores como



responsabilidade, empenho e dedicagao necessarios ao bom desempenho profissional em

contexto industrial, nomeadamente na area da Garantia da Qualidade.

3.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

3.2.1 Reestruturagao da empresa

Embora a experiéncia de estagio na Bluepharma tenha sido muito positiva, devo
salientar que a data da minha chegada coincidiu com uma reestruturagao interna na empresa,
no que concerne ao seu organigrama global. Apesar de as alteragoes de natureza logistica
terem ocorrido maioritariamente na minha primeira semana de estagio, estas foram-se
prolongando, em menores proporgoes, ao longo do primeiro e segundo més de estagio, o que
provocou um aumento da necessidade de entreajuda entre colaboradores, na contextualizagao

das novas tarefas atribuidas e na execugao das novas fungoes em situagoes pontuais.

Por esta razao, devido a mudanga de locais de trabalho em alguns casos, houve
inicialmente alguma dificuldade na organizagao do espago de trabalho, uma situagao que foi
rapidamente ultrapassada pela prontidao com que a equipa se apresentou disponivel para

ajudar.

3.2.2. Data das formacoes internas

A existéncia de formagoes internas, apesar de benéfica para a nossa instrucao em
praticas corretas e ainda no ambito do desenvolvimento do colaborador em areas aplicadas
exclusivamente a indUstria farmacéutica, nem sempre surgiu na melhor ocasiao, coincidindo
com reunioes ou tarefas urgentes. Assim, a uniformizagao de horario para administragao das
formacgoes seria uma mais-valia para que nao houvesse sobreposicao entre o trabalho e as

formacoes.

3.3. Oportunidades (Opportunities)

3.3.1. Auditorias a Bluepharma

Enquanto industria farmacéutica, a Bluepharma tem diversos clientes que se situam um
pouco por todo o mundo e, periodicamente, realizam auditorias a Bluepharma como forma
de aferir se os procedimentos de fabrico e qualidade aplicados cumprem as BPF e melhor

conhecer de que forma funciona a inddstria que subcontrataram.



No decorrer do periodo de estagio curricular, tive a oportunidade de assistir a varias
auditorias de clientes, representadas por servigos subcontratados ou por uma Equipa Auditora
da propria empresa. Fiz também parte das reunices de preparagao e balango das mesmas. Esta
foi uma pratica que me permitiu compreender que os requisitos de qualidade e as BPF sao

requisitos essenciais e transversais a nivel mundial.

3.3.2. Pandemia global por COVID-19

Durante o més de margo de 2020, o uUltimo més do meu estagio na Bluepharma, foi
decretado o Estado de Emergéncia pelo Estado Portugués, o que conduziu ao fecho de grande
parte dos estabelecimentos comerciais e confinou uma grande percentagem da populagao ativa
as suas proprias residéncias, como forma de impedir o contagio da nova estirpe de
coronavirus, COVID-19. No ambito do Plano de Contingéncia definido pela Bluepharma, os
estagiarios curriculares juntamente com grande parte dos colaboradores passaram a trabalhar

a partir de casa, num regime de teletrabalho.

Assim, este acontecimento de grande impacto para a salde publica portuguesa e
mundial, que em muitos casos amedrontou a populagao, nao reduziu a vontade de trabalhar
dos colaboradores da Bluepharma e traduziu-se, no que me diz respeito, numa oportunidade
de contactar com novas tecnologias, como € o caso do software Microsoft Teams, utilizado para
reunioes didrias e chamadas durante o periodo de trabalho, permitindo-me trabalhar apesar

da adversidade.

Esta oportunidade ajudou-me a compreender a dedicagao da Bluepharma ao
cumprimento da sua missao: a produgao e distribuicio de medicamentos aos que, para além
do virus pandémico, tém que lidar com outros problemas de salide e que necessitam de

medicagao para continuar as suas vidas com a maior normalidade possivel.

3.3.3. Requisicao de avaliacao de Nitrosaminas pela EMA

Em 2018, foi detetada a presencga de impurezas em lotes de antagonistas dos recetores
da angiotensina (ARA), conhecidos como sartans. Estas impurezas, entre as quais se incluiam
o N-Nitrosodimetilamina (NDMA), pertencem ao grupo quimico das nitrosaminas e tém
propriedades carcinogénicas quando consumidas durante longos periodos. Esta agravante
desencadeou um conjunto de medidas regulamentares que visavam aumentar os

requerimentos para o fabrico de sartans, com o objetivo de reduzir ao maximo a possibilidade
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de contaminagao da medicagao. Recentemente, estas mesmas impurezas foram detetadas em
lotes de ranitidina e a Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) tomou a decisao
de que todos os Titulares da Autorizagao de Introdugao no Mercado deveriam iniciar uma
avaliagao global da possibilidade de contaminagao com nitrosaminas dos medicamentos com
principios ativos quimicamente sintetizados, produzidos por todas as industrias que se

encontram sob jurisdicao da European Medicines Agency (EMA).

A avaliagao quanto a presenca de impurezas divide-se em trés fases. Numa primeira
fase, que envolve a avaliagao de risco, os Marketing Authorisation Holders (MAH) devem efetuar
a avaliagdo dos medicamentos que contém produtos quimicamente sintetizados, de acordo
com principios de Gestao de Qualidade. Esta avaliagao devera ser efetuada em conjunto com
os fabricantes de APl e de produto acabado, se aplicavel. Na eventualidade de existirem
produtos que apresentam risco de presenga de nitrosaminas, deverao proceder-se a testes
confirmatorios, que constituem o segundo passo desta avaliagao. Estes testes realizam-se de
acordo com métodos sensiveis e devidamente validados, de acordo com a ordem de
prioridade estabelecida na primeira fase. Na terceira fase, o MAH devera requerer uma
alteragao da autorizagao de introdugao do medicamento no mercado, de forma a corrigir os
passos do processo de manufatura ou especificagoes do produto passiveis de gerar estas

impurezas.

Para a primeira fase e a Bluepharma preparou anadlises de risco com base na analise de
informagao enviada pelos fornecedores de API, materiais de embalagem e excipientes, bem
como o processo de fabrico utilizado para produgao do produto final e, da analise do produto
em estabilidade. Este foi um trabalho que muito me realizou a nivel profissional, pois permitiu-
me compreender verdadeiramente as dinamicas de trabalho em equipa e a organizagao de
diferentes departamentos para o cumprimento de um objetivo comum, ja que o prazo

estimado inicialmente pela EMA para a execugao da primeira fase era 26 de margo 2020.

3.4. Ameacas (Threats)

3.4.1. Tempo de resposta de fornecedores

No ambito do trabalho que desenvolvi na Avaliagao de Fornecedores de Servicos e
Materiais Subsididrios da Bluepharma considero como ameaga o tempo elevado de resposta
destes fornecedores, que provocava um atraso no arquivamento e compilagao da informacgao
necessaria para estabelecer uma base de dados fidvel. Tendo em conta que o estigio que
realizei teve um prazo bastante limitado, foi frequentemente necessario encetar multiplas
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tentativas de contacto com estes fornecedores, nao sé para a entrega da documentagao
aplicavel ao servico que providenciavam, como também para efetuar as corregoes as

informagoes enviadas.

3.4.2. Constrangimento de prazo na avaliagao de nitrosaminas

Apesar de o trabalho na avaliagao do risco relativamente a presenga de nitrosaminas
me tenha realizado do ponto de vista profissional, devo reconhecer que o prazo de 26 de
margo de 2020, definido pela EMA para a entrega das mesmas podera nao ter sido o ideal,
tendo em conta o cenario global de pandemia que acometeu todos os paises do continente

europeu.

Posteriormente, a EMA tomou a decisao de adiar a entrega das avaliagoes de risco dos
diferentes produtos para | de outubro de 2020, contudo, uma vez que esta alteragao surgiu
no proprio dia 26 de margo, a equipa encarregue de efetuar as avaliagdes trabalhou
exaustivamente para cumprir o prazo inicialmente delineado. Para além disto, a pandemia
global da doenga COVID-19 condicionou a resposta de alguns fornecedores, nomeadamente

em lItdlia, o que dificultou a elaboragao das avaliagoes.

Pessoalmente, os constrangimentos no prazo de entrega das avaliagoes de risco
condicionaram-me nao s6 devido as horas extraordinarias necessarias para o cumprir, mas
essencialmente devido a necessidade constante que os meus colegas tinham do trabalho que
eu desenvolvia, devido ao curto prazo para entrega, o que me obrigava a trabalhar com grande

rapidez.

Em retrospetiva, considerando a situagao de saude publica excecional que se
atravessava, penso que teria sido uma mais-valia o adiamento preventivo do prazo como forma
de possibilitar a realizagao de avaliagoes de risco menos conservadoras, embora reconheca
que este mesmo constrangimento tenha contribuido para o desenvolvimento de competéncias

como trabalho em equipa, comunicagao e trabalho sob pressao.

3.4.3. Plano Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Como referi anteriormente, a oportunidade que nos é conferida pela FFUC de estagiar
em industria farmacéutica, ao contrario do que acontece em outras instituicoes de ensino, é
uma grande vantagem para os estudantes que procuram ingressar nesta area da profissao

farmacéutica. Contudo, o Plano Curricular administrado durante o Mestrado Integrado em
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Ciéncias Farmacéuticas tem algumas lacunas para os estudantes que desejam trabalhar no
ramo industrial. Estas lacunas encontram-se maioritariamente na area da Qualidade e na forma
como as normas BPF se interligam com a Quimica Farmacéutica e a Tecnologia Farmacéutica.
O desenvolvimento do conhecimento nestas areas revelar-se-ia de extrema utilidade para os

estudantes que escolhem enveredar pela industria como opgao profissional.

Embora durante o periodo de estagio tenha efetivamente reconhecido a existéncia de
algumas lacunas no meu conhecimento devo salientar que os colaboradores do departamento
da Garantia da Qualidade sempre me prestaram auxilio no esclarecimento de duvidas que
surgiram. Contudo, reconhego que o Plano Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas é bastante vasto e diversificado, considerando a variedade de areas de trabalho

disponiveis para o farmacéutico contemporaneo.



4. Consideracoes Finais

O estagio curricular que realizei em industria farmacéutica, na area da Garantia da
Qualidade, constituiu uma oportunidade de vivenciar o dia-a-dia numa empresa farmacéutica
com colaboradores dedicados e trabalhadores, com capacidade de ultrapassar a adversidade
em equipa, ajudando o proximo com a certeza de que apenas juntos progredirao e
desempenharao as suas fungoes de forma eficaz, competente e correta. Foi um periodo de
aprendizagem em que cresci do ponto de vista profissional, cientifico e pessoal e em que em
mim descobri uma capacidade de adaptagao, trabalho e dedicagao que desconhecia em
contexto de trabalho. Por estas razoes, termino o periodo de estagio satisfeito com a minha
prestacao, ciente de que tudo fiz para contribuir da melhor forma para a progressao da

empresa e facilitar o trabalho dos restantes colaboradores que comigo trabalharam.

Gostaria de deixar uma palavra de enorme agradecimento a todos os colaboradores
do Departamento da Garantia de Qualidade, que desde o primeiro dia me ajudaram no
desempenho das fungdes que me foram atribuidas e me permitiram compreender melhor a
realidade industrial e do mundo do trabalho. Um agradecimento especial a equipa de Gestao
de Fornecedores, que me delegaram responsabilidades, que me permitiram compreender

melhor a area da Qualidade e que me instruiram nos meandros do trabalho que desenvolvem.

Findo o periodo de estagio na Bluepharma, o balango que fago é muito positivo. Por
ser uma industria que aposta na produgao de medicamentos com elevados requisitos de
qualidade e também na investigacao e desenvolvimento de medicamentos, tendo em vista a
inovagao no setor industrial farmacéutico, posso concluir que a Bluepharma se revelou como

o ponto de partida ideal para a minha vida profissional.
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Parte Il

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Santa Isabel



Lista de Abreviaturas

COVID - 19 — Doenga provocada pelo SARSCoV-2
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
PVP — Preco de Venda ao Publico

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

No ambito do plano curricular do 5° ano do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas (MICF) insere-se o estdgio curricular em farmacia comunitdria, que
corresponde a um total de 670 horas de formagao numa das areas centrais do ramo
farmacéutico. Assim, iniciei o meu estagio no dia | junho, terminando no dia 26 de setembro

de 2020.

A farmacia que escolhi para a realizagao do estagio curricular foi a Farmacia Santa
Isabel, localizada na Avenida Sa da Bandeira, em Coimbra, que é reconhecida e referenciada

pela sua componente veterinaria e pela simpatia e competéncia do seu pessoal farmacéutico.

Apos o término de um estagio curricular em industria farmacéutica, o ingresso num
estagio em farmacia comunitaria trouxe desafios fisicos e mentais, que motivaram uma
mudanca na forma de pensar e estimularam a minha capacidade de resolugao de problemas,

sentido de responsabilidade e atengao ao detalhe.

O estagio em farmacia comunitaria permitiu-me também aplicar conhecimentos
adquiridos ao longo dos anos de estudo na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
e, em simultaneo, compreender as repercussoes da atividade farmacéutica na manutengao da
saude e bem-estar do cidadao comum. Para além da aplicagao de conhecimento tedrico, o
tempo de estagio contribuiu também para o meu desenvolvimento pessoal e profissional,

através da prestagao de servigos farmacéuticos e atendimento as necessidades do utente.

O presente relatorio procura examinar a minha experiéncia em farmacia comunitaria
através de uma anadlise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats), que tem como
objetivo salientar pontos fortes (Strengths), pontos fracos (Weaknesses), oportunidades
(Opportunities) e ameagas (Threats), que se apresentaram benéficos ou prejudiciais para a minha

aprendizagem durante o periodo de estagio.
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2. Analise SWOT

A andlise SWOT que se realiza neste relatério pretende avaliar e sumarizar o estagio
curricular efetuado na Farmacia Santa Isabel, procedendo a uma avaliagao interna e externa.
Na avaliagao interna sao descritos os pontos fortes (Strengths) e os pontos fracos
(Weaknesses), enquanto a nivel externo sao identificadas oportunidades (Opportunities) e

ameagas (Threats).

Pontos Fortes (Strengths) Pontos Fracos (Weaknesses)

€ Plano de estigio. € Duragio do estégio.

€ Equipa profissional e competente. € Rutura de stock de medicamentos.
€ Localizagio da farmacia.

€ Especializagdo em farmadcia veterinaria.

@ Preparagio de manipulados.

Oportunidades (Opportunities) Ameacas (Threats)

€ Formacio continua. € Pandemia de COVID-I9.

€ Associacao com uma instituicio. € Desconfianca do utente.

2.1. Pontos Fortes (Strengths)

2.1.1 Plano de estagio

O estigio em farmacia comunitaria que tive a oportunidade de experienciar na
Farmacia Santa Isabel foi planificado para que existisse uma interiorizagao gradual de conceitos

farmacologicos e das diferentes fungoes do farmacéutico.

Assim, iniciei o meu estigio pela familiarizagio com o software Sifarma 2000° e
localizagao de medicamentos na farmacia. Procedi ainda a rececio de encomendas, que
envolve a comparacio do conteludo da fatura de diferentes fornecedores com o que
efetivamente chega a farmacia, juntamente com verificacao de pregos de custo, bonificagoes,
datas de validade e alteracoes de preco de venda ao publico (PVP), que poderao
potencialmente ocorrer. Durante a rececao de encomendas procedia ainda a verificagao de
stocks dos medicamentos presentes na farmacia, de acordo com o que se encontrava expresso

na base de dados do Sifarma 2000,

Para além de rececao de encomendas, inteirei-me também da organizagao documental

da farmacia, através do arquivo de faturas, notas de encomenda, notas de crédito, guias de
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devolugao e declaragoes de consentimento. Compreendi neste periodo que a organizagao
documental é essencial para o correto funcionamento de uma farmacia comunitaria.
Adicionalmente, procurei recordar conhecimentos de farmacologia e indicagao farmacéutica,

através do estudo de fluxogramas e guias de aconselhamento presentes na farmacia.

Apos o término do primeiro més de estagio, iniciei a pratica de servigos farmacéuticos
através da medigao de parametros bioquimicos, como a glicémia, colesterolémia e tensao
arterial, acompanhados do respetiva avaliagao e aconselhamento farmacéutico. Em simultaneo,
assisti a praticas de aconselhamento farmacéutico e manuseamento de diferentes tipos de
receitas médicas durante o atendimento, o que me permitiu a familiarizagao com o médulo de

atendimento do software Sifarma 2000® e com os diferentes planos de comparticipagao.

Posteriormente, foi-me concedida a oportunidade de prestar servigos de atendimento
ao publico acompanhado por um farmacéutico, que corrigia os erros que cometia e colmatava
as falhas iniciais no manuseamento do Sifarma 2000°. Com o decorrer do periodo de estigio
o auxilio necessario para a prestagao de um bom atendimento revelou-se cada vez menor,
embora existissem com frequéncia conselhos por parte dos farmacéuticos presentes, de

grande valia para a melhoria do aconselhamento farmacéutico que prestava.

2.1.2 Equipa profissional e competente

Durante o estagio curricular tive a oportunidade de aprender com uma equipa
constituida pela diretora técnica, duas farmacéuticas e um técnico de farmacia,
experimentados nas diferentes vertentes do aconselhamento farmacéutico e de grande
competéncia e dedicagao a qualidade do servigo prestado pela Farmacia Santa Isabel e ao bem-

estar dos seus clientes, procurando a cada dia superar-se e dinamizar a farmacia.

A diretora técnica, juntamente com os restantes colaboradores da farmacia, em
momento algum deixaram de responder as minhas questoes ou ajudar em tarefas em que
demonstrava maior dificuldade, demonstrando desde o inicio do meu periodo de estagio, uma
atitude pedagdgica e integradora, que me fez sentir parte daquela equipa que todos os dias
trabalha para providenciar o melhor atendimento para os utentes que se dirigem a Farmacia

Santa Isabel.
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2.1.3. Localizacdo da Farmacia

A Farmacia Santa Isabel, localiza-se na Avenida Sa da Bandeira, em Coimbra, que separa
a Praca da Republica do Mercado D. Pedro V, com proximidade relativa ao Jardim da Manga
e a zona baixa da cidade e Rua da Sofia. Assim, nesta avenida a miriade de locais de restauracao
e de comércio apresenta-se convidativa a visita de turistas e estudantes da Universidade de
Coimbra, sendo ainda local de residéncia de um numero consideravel de conimbricenses,

alguns dos quais utentes regulares da Farmacia Santa Isabel.

Deste modo, a localizagao estratégica da farmacia permitia que a prestagao de cuidados
farmacéuticos fosse variada, no que respeita as necessidades do utente, aconselhamento
farmacéutico e ainda no idioma verbalizado durante a prestagio destes servigos, o que
contribuiu para uma aprendizagem enriquecedora e multifacetada dos meandros da farmacia

comunitaria.

2.1.4 Especializagao em farmacia veterinaria

Apesar de o conjunto de medicamentos e produtos de venda livre existentes na
farmacia Santa Isabel ser amplo e variado, esta farmacia de oficina é conhecida pela procura
de produtos na area da veterinaria. Assim, muitos utentes dirigem-se a esta farmacia para
adquirir a sua medicagao ou produtos de venda livre que nao encontrariam noutro local,
obtendo também aconselhamento sobre praticas profilaticas, como a desparasitagao interna e
externa ou vacinagao, e de combate a patologias menores como dermatites, problemas
oculares ou respiratorios, de animais de estimagao, como caes, gatos, hamsteres ou coelhos,
ainda gado ovino, caprino ou bovino e de diferentes espécies de aves, como galinhas, canarios

ou pombos.

A especializacao e procura de aconselhamento na area da veterinaria contribuiram para
o aprofundamento dos meus conhecimentos em temas como ciclos de desparasitagao,
controlo de natalidade de diferentes espécies animais e aconselhamento no ambito de

patologias diversas de indole respiratoria, digestiva ou mesmo circulatoria.

2.1.5 Preparacao de manipulados

Um ponto forte da farmacia Santa Isabel é a preparagao de uma ampla variedade de
manipulados, desde pomadas ou cremes até solugoes auriculares ou solugdes cutineas com

diferentes fins.
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Assim, a observagao desta pratica de forma recorrente permitiu-me, num ponto mais
avangado do meu estagio, preparar alguns manipulados, sob supervisio de um dos
farmacéuticos da farmacia. Permitiu-me ainda uma maior familiarizagio com as tabelas de
célculo do custo do proprio manipulado, com base no prego de custo dos diferentes principios

ativos e excipientes utilizados e de acordo com a forma farmacéutica preparada. [I]

2.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

2.2.1 Duracio do estagio curricular

Um dos pontos negativos do estagio curricular €, no meu ponto de vista, a sua curta
duragao para a aprendizagem de uma profissao, que apesar de requerer conhecimento teérico
na area da farmacologia e indicagao farmacéutica, necessita também de experiéncia para o seu

desempenho de forma efetiva.

A experiéncia no atendimento ao publico é necessaria para o manuseamento rapido e
agil do software Sifarma 2000° conhecimento completo de diferentes planos de
comparticipagao e, acima de tudo, compreensao das necessidades de cada utente de forma
individual, nomeadamente utentes regulares, que nao sé adquirem os seus medicamentos na

farmacia como procuram também uma palavra amiga ou de conforto.

Um periodo de estagio superior seria também benéfico para o aprofundamento e
conhecimentos de back-office, como uma maior compreensao da organizagao do receituario

no final de cada més e mesmo principios mais avangados de gestao do stock da farmacia.

2.2.2 Rutura do stock de medicamentos

Durante o periodo de estigio foi possivel assistir ao esgotamento de alguns
medicamentos como Victan® e rateamento de muitos outros por parte de diferentes
distribuidores, como Victoza®, Mixtard Penfill®, Prevenar 13®, Eliquis® ou Broncho-Vaxom®, o

que impediu ou limitou a sua dispensa por parte de diferentes farmacias de oficina.

A auséncia destes medicamentos, nao s6 na Farmacia Santa Isabel, como também em
muitas outras farmacias, demonstrou ser um grande inconveniente no dia-a-dia de muitos
utentes que recorrem a alguns destes medicamentos de forma cronica, e que em alguns casos
tiveram de se deslocar a institui¢coes de saude publica em busca de moléculas alternativas, que

pudessem suprir as suas necessidades. Estas instituicoes encontravam-se, por vezes, altamente
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congestionadas, num tempo de pandemia, em que as precaugoes para evitar possiveis

contagios deverao ser redobradas.

2.3. Oportunidades (Opportunities)

2.3.1 Formacao continua

Na Farmacia Santa Isabel tive oportunidade de aprofundar os meus conhecimentos de
farmacologia e indicagao farmacéutica através do estudo de fluxogramas cuidadosamente

compilados para estudo e consulta por parte de colaboradores e estagiarios.

Durante o meu periodo de estagio tive inclusivamente a oportunidade de assistir a
formagdes no ambito de cuidados de veterinaria, nomeadamente indicagao e aconselhamento
de suplementos para animais de companhia e também a uma formagao em primeiros socorros

em caso de paragem respiratoria.

As formagoes ocorreram também virtualmente sob a forma de webinares e, recorrendo
a esta plataforma, tive oportunidade de assistir a formagoes sobre produtos de protegao solar
e cuidados de pele durante o periodo de verao, o que se revelou util para relembrar e
aprofundar conhecimentos acerca destes produtos e diferentes praticas a adotar de uma forma
profilatica para impedir a ocorréncia de patologias e danos para a pele. Estas sessoes de
aprendizagem demonstraram-se também imprescindiveis para a melhoria do atendimento e

aconselhamento prestado aos utentes da farmacia.

2.3.2 Associacao a uma instituicao

A Farmacia Santa Isabel encontra-se associada a uma instituicao de solidariedade social,
auxiliando através da gestao de receituario e dispensa de medicagao adequada as necessidades

das utentes.

Assim, durante o meu periodo de estagio, auxiliei os colaboradores da farmacia na
gestao do receituario, escrita de posologia nas embalagens de forma a facilitar a sua correta
utilizacao e ainda criagao de uma base de dados em suporte informatico para o ano de 2020,
a partir de uma base de dados previamente existente em papel, de modo a proporcionar
rapido e eficaz acesso ao histérico de medicamentos dispensados a utentes pertencentes a

esta instituicao. Este projeto permitiu-me assim expandir o meu conhecimento do software
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Sifarma 2000® e da farmacologia de medicagio variada e em simultineo prestar apoio a uma

instituicao de solidariedade social.

2.4. Ameacas (Threats)

2.4.1 Pandemia por COVID-19

No primeiro trimestre do presente ano de 2020 ocorreu o contagio em massa por
parte de um virus do grupo coronavirus, vulgarmente conhecido por SARSCoV-2. A pandemia
em larga escala que assolou o nosso pais teve severas consequéncias sociais € economicas,

paralisando Portugal durante um periodo de 4 meses.

Assim, o meu estagio curricular que se deveria ter iniciado em abril, iniciou-se somente
em junho, por constrangimentos que respeitavam nao sé a dificuldade dos colaboradores em
orientarem novos estagiarios em tempo de pandemia, como também para propria protegao

dos estudantes da Universidade de Coimbra.

A farmacia comunitaria a que cheguei encontrava-se ainda marcada pelas medidas de
protecao que tive de adotar, como a utilizagao de mascara durante todo o periodo de estagio,
a utilizagao de placas de acrilico como forma de minimizar o contacto entre os colaboradores
da farmacia e utentes potencialmente contaminados e ainda as medidas de desinfe¢cao das maos

e do espago de trabalho.

O alarme de alguns utentes da farmacia perante ajuntamentos de pessoas e a criagao
de filas a entrada da farmacia, por limitagao do nimero de pessoas no seu interior, constituiu
por vezes uma ameaga ao bem-estar do utente, algo que nesta conjuntura se faz sentir na

maioria dos estabelecimentos e instituicoes de saude.

A constricao das condigoes de trabalho pelas precaugoes a adotar devido a pandemia
revelou-se também uma ameaga. Nao obstante a sua obrigatoriedade e salutar utilizagao para
nossa protecao e dos utentes, o equipamento de protecao dificultava a comunicagao durante
o atendimento ao publico e a compreensao de aconselhamento farmacéutico e de pedidos
dos utentes. O uso constante de mascara e as praticas de desinfecao danificavam a pele das

maos e face, o que era ainda assim preferivel a contrair a infegao por COVID-19.

2.4.2 Desconfianca do utente

Durante o meu periodo de estagio, nomeadamente durante o atendimento ao publico

deparei-me com utentes que preferiam ser atendidos por um dos colaboradores, que
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conheciam previamente as suas necessidades e estavam capacitados a efetuar um atendimento

rapido e conciso, algo que em primeira instancia eu era incapaz.

Contudo, com o decorrer do estagio, a familiarizagdo com os medicamentos presentes
na farmacia e com o software Sifarma 2000®, bem como a orientacio dos colaboradores da
Farmacia Santa Isabel permitiu-me agilizar o processo de atendimento e auxiliar os utentes da

farmacia de forma agil e eficaz.

3. Casos Praticos

3.1. Desparasitagao animal

Uma utente deslocou-se a Farmacia Santa Isabel, procurando desparasitar os seus caes

a nivel externo, afirmando desde logo que desconhecia a posologia indicada.

Apos indagar o peso dos dois caes, apercebi-me que um era de grande porte (40kg),
enquanto o outro era de pequeno porte (5kg), o que condiciona a concentragao de principio

ativo a administrar e, por consequéncia, o produto mais indicado para cada um dos animais.

Assim, a nivel externo, indiquei um desparasitante externo comercialmente conhecido
por Advantix ® e composto por uma associagao entre imidacloprida e permetrina, indicado
para infestagoes causadas por pulgas, piolhos e carragas nao s6 como desparasitante, mas
como repelente de futuras infestagoes. Uma vez que os pesos dos animais eram diferentes a
concentragao seria também diferente, o que se traduz em diferentes volumes da pipeta e
envolveu a compra de Advantix® [2] especifico para os dois pesos, cada embalagem com 4

pipetas, com administragao de uma pipeta por més.

3.2 Pirose e desconforto gastrointestinal

Um utente deslocou-se a Farmacia Santa Isabel queixando-se de uma sensagao de ma
disposicao e ardor na regiao do esofago, que ocasionalmente afetava a regiao faringea. Apos
questoes acerca da recorréncia destes sintomas e em que circunstancia ocorriam, apercebi-

me que se tratava de pirose ou azia.

Perante isto, optei por aconselhar a toma de Kompensan® [3], uma associacio entre
duas moléculas com propriedade antiacida, o carbonato de hidréxido-aluminio e carbonato
de sodio, que mitigam a sensagao de ardor do utente. Indiquei que deveria comegar por tomar

um comprimido para chupar entre as refeicoes e antes de deitar, advertindo que nao deveria
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comer duas a trés horas antes de adormecer, moderar o consumo de café e ainda chocolate
e alimentos excessivamente condimentados. Informei ainda que efetuar refei¢oes em horarios

regulares e evitar situagoes de stress poderiam ajudar no alivio da sintomatologia.

4. Consideracoes Finais

No final do estagio curricular na Farmacia Santa Isabel posso concluir que ganhei
competéncias que serao indubitavelmente Uteis para o meu futuro profissional. Destas
competéncias destacam-se o manuseamento do software Sifarma 2000°, nomeadamente do
moédulo de atendimento, rececao e gestaio de encomendas, a prestagao de servigos
farmacéuticos, a aprendizagem na prestagao de aconselhamento farmacéutico e o aumento de
competéncias na area das relagdes interpessoais, no que respeita a relagio entre utente e

farmaceéutico.

A Farmacia Santa Isabel destaca-se pelo seu foco em produtos e medicamentos de uso
veterinario, o que me permitiu expandir os meus conhecimentos nesta area, que se encontra
omnipresente, em maior ou menor escala, em todas as farmacias. Destaca-se também pelos
seus colaboradores que tudo fazem para assegurar o bem-estar dos utentes, razao pela qual

muitos regressam e sao utentes regulares desta farmacia de oficina.

De igual modo, o apoio que me foi dado foi absolutamente indispensavel para a
retencao e aprendizagem de uma ampla variedade de conhecimentos inerentes a profissao
farmacéutica, desde aconselhamento farmacéutico até reposicdo de stocks e mesmo

preparacao de manipulados.

Desde o inicio do meu estagio curricular que me senti completamente integrado, pelos
colaboradores, que sempre me ajudaram e nunca hesitaram em responder as minhas questoes,
e também pela diretora técnica, Dra. Ana Baptista, que me integrou e me ensinou principios
de atendimento e back-office, participando ativamente na orientagao do meu estagio e nunca

negando auxilio ou esclarecimento de duvidas.

Por tudo isto, apenas tenho de agradecer o acolhimento e ensinamentos que me
transmitiram. Concluo que este estagio se tratou de um periodo de crescimento a nivel

pessoal e profissional, superando largamente quaisquer expectativas que poderia ter criado.
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PTX-3 — Proteina Pentraxina-3

35
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TAA — Antigénios associados a tumores

TGF-B — Fator de transformagao de crescimento beta
TNF-a — Fator de Necrose Tumoral Alfa

TLR9 — Recetor tipo Toll 9

TSA — Antigénio especifico tumoral

UV — Ultra-Violeta

VEGF - Fator de Crescimento Vascular Endotelial
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Resumo

A imunoterapia é uma area em constante evolugao, que pode ser aplicada como
estratégia terapéutica para diferentes tipos de cancro, seja como adjuvante de terapias
convencionais, como a radioterapia ou a quimioterapia, seja em monoterapia,
maioritariamente na forma de vacinas. Estas vacinas tém como objetivo a sensibilizagao do
sistema imunitario para antigénios especificos da superficie celular de células tumorais,

promovendo assim uma resposta dirigida para o tumor.

Algumas areas de destaque no desenvolvimento de vacinas antitumorais sao as vacinas
baseadas nos lisados de célula tumoral inteira, na utilizagao de células dendriticas sensibilizadas
para os antigénios tumorais, na utilizagdto de DNA e RNA para expressao de antigénios
suscetiveis de desencadear processos de morte celular e ainda a utilizagao de péptidos para o

recrutamento de células do sistema imune através de interagcao com diferentes recetores.

Nas duas dltimas décadas, muitos foram os estudos e ensaios clinicos que exploraram
solugoes terapéuticas para diferentes tipos de cancro e o progresso atingido foi significativo.
Nesta monografia, sao sumarizados os diferentes tipos de vacinas antitumorais, bem como as
caracteristicas-chave do ambiente tumoral que induzem processos de imunoedicao e de
escape a mecanismos de imunidade inata e adquirida. Adicionalmente, sao apresentados
diferentes estudos e ensaios clinicos indicativos de possiveis aplicagoes destas vacinas e ainda
alternativas inovadoras, que se concentram em estratégias de terapia personalizada, e que

possivelmente desvendam o proximo capitulo da terapéutica antitumoral.

Palavras-chave: Vacinas; Cancro; Sistema Imunitario; Imunoterapia; Imunoedigao.
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Abstract

Immunotherapy is an evolving field, that can be applied as a therapeutic strategy to
different types of cancer, either as an adjuvant to conventional therapies, such as radiotherapy
or chemotherapy, or as a monotherapy solution, mainly in the form of vaccines. These vaccines
aim to sensitize the human immune system to antigens that are specific to the tumoral cell

surface, therefore, promoting a targeted response to the tumor.

Some prominent areas in the development of these vaccines are vaccines based on
whole tumoral cell lysate, on dendritic cells sensitized for tumoral antigens, on DNA and RNA,
that code antigens capable of promoting cellular death processes and based on peptides that

present specificity for key receptors that enable recruitment of different types of immune cells.

In the past two decades the amount of studies and clinical trials that explored
immunotherapeutic solutions to different types of cancer is vast, and the progress achieved is
significant. In this work, an overview of the different types of vaccines is given, as well as key
characteristics of the tumoral microenvironment that enable mechanisms of immune-editing
and escape from innate and adaptive immunity systems. Additionally, promising clinical trials
and studies are presented as possible applications of these vaccines and innovative alternatives,

that focus on personalized cancer therapy, unveiling a possible future in antitumoral therapy.

Key words: Vaccine; Cancer; Immune System; Immunotherapy; Immunoediting.
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l. Introducao

As vacinas terapéuticas antitumorais apresentam-se como parte da solugao para uma
terapia anticancerigena bem-sucedida, sendo exemplos as vacinas do lisado tumoral, vacinas
baseadas em células dendriticas (DCs), em neoantigénios, em acidos nucleicos, entre outras.
Juntamente com novas vertentes da imunoterapia, um grande numero de vacinas encontra-se
em investigagao e desenvolvimento ou em ensaios clinicos, no sentido de avaliar a sua

capacidade de melhorar as perspetivas de sobrevivéncia do doente. [1]

As células somaticas encontram-se em risco iminente de transformacao em células
cancerigenas e, por esta razao, os organismos vivos estao imbuidos de mecanismos de
vigilancia que sao da responsabilidade do sistema imune. [2] Estes mecanismos consistem no
controlo da infegao por patogénios oncogénicos, a diminuigao de estados de inflamagao local
com o objetivo de diminuir a possibilidade de formagao de um microambiente inflamatério
tumorogénico crénico, que potencia o desenvolvimento do tumor e ainda a eliminagao de
células com mutagoes que poderao conduzir a formagao de um tumor. [2] Apesar de alguns
tumores solidos demonstrarem capacidade para evitar a detegao e erradicagao por parte do
sistema imunitario, o sistema imunitario tem ainda assim capacidade para reagir a presenga do
tumor juntamente com terapias antitumorais, de forma a que um estado de equilibrio sem

progressao ou mesmo de regressao seja alcangado. [3,4]

Ao contrario dos tratamentos antitumorais convencionais, como a quimioterapia e a
radioterapia, a imunoterapia disponibiliza um conjunto diversificado de mecanismos de
modulagao do sistema imunitario do individuo. Este tipo de tratamento tem como principal
objetivo o fortalecimento deste sistema, de forma a que exista uma agao ao nivel do
microambiente tumoral, com ataque e eliminagdo de células do tumor e consequente

impedimento da sua progressao. [1]

Uma das aplicagées da imunoterapia em células tumorais é a vacinagao terapéutica
antitumoral, que se distingue da vacinagao preventiva antitumoral pela sua agao reativa face a
presenca de um tumor. A imunoterapia revela maior efetividade por ter como alvo um tumor
ja formado, procurando eliminar a heterogeneidade tumoral como fator limitante da
terapéutica. [1,5] Esta € uma promissora estratégia de mitigagao da progressao tumoral, que
depende da ativagao de células do sistema imune adaptativo, especificas para detegao e

eliminagao das células tumorais. [5]

Neste trabalho apresentam-se os principais tipos de vacinas antitumorais e ainda alguns

estudos e ensaios clinicos promissores em diferentes tipos de cancro. Sao também descritas

39



peculiaridades do ambiente tumoral que condicionam a aplicagao destas vacinas, bem como
estratégias alternativas no campo da imunoterapia, com potencial para substituir ou coadjuvar

a aplicagao de vacinas antitumorais.

2. Ambiente tumoral

Os tumores sao compostos por células cancerigenas e nao cancerigenas. Entre as
diferentes células nao cancerigenas incluem-se fibroblastos, células do sistema imune, células
endoteliais e ainda células especificas do 6rgao em que se encontra o tumor, como astrocitos
no tecido nervoso ou osteoblastos no tecido Osseo. Este agregado celular denomina-se
estroma tumoral e, juntamente com condicionantes como o pH, constituicao da matriz
extracelular ou concentragao de oxigénio, constitui o ambiente tumoral. Abordar-se-ao, de
seguida, algumas das principais caracteristicas que constituem o ambiente tumoral e que

representam obstdculos a estratégias de imunoterapia. [6,7]

2.1. Células endoteliais e Angiogénese Tumoral

As células endoteliais constituem as paredes dos vasos sanguineos presentes no tumor,
que sao criticos para a distribuicao de diferentes nutrientes e oxigénio, representando a
principal via para saida de metabolitos e células cancerigenas com potencial de metastizagao.
O conjunto de vasos sanguineos, que irrigam o tumor, apresenta-se irregular e desorganizado,
o que conduz a variagoes no transporte de oxigénio e metabolitos, que se traduz, por sua vez,

na alteragao das condi¢coes ambientais do tumor. [6]

A obtengao de energia pelas células tumorais ocorre maioritariamente por glicolise e
nao por fosforilagao oxidativa, como modo de sobrevivéncia face a escassez de oxigénio, o
que contribui para a produgao de diversas moléculas que estimulam a proliferagao celular,
como o fosfato dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH) e diversos acidos nucleicos.
Em contrapartida, é possivel assistir a um aumento dos niveis de lactato, o que gera uma

diminuicao de pH, caracteristica do ambiente tumoral. [6]

A angiogénese tumoral ocorre por meio de angiogenic switch, que varia de acordo com
o tipo e estagio do tumor e ainda com as caracteristicas do ambiente tumoral. Este estimulo
que potencia a angiogénese mantém-se continuamente ativo, o que potencia a criagao de vasos

sanguineos e a proliferagao tumoral. [6,7]
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As células endoteliais nem sempre formam uma monocamada e possuem baixa
coesividade intercelular, pelo que a sua baixa fungao de barreira se reflete num caédtico e
hemorragico fluxo sanguineo. Os vasos sanguineos tumorais apresentam um aspeto tortuoso,
devido a compressao de células endoteliais pelo restante estroma tumoral e pela pressao
exercida pela quantidade elevada de fluido intersticial, que pode provocar o seu colapso ou
impedir a normal circulagao sanguinea. A deficiente circulagao sanguinea € uma das causas do
ambiente acidico e hipoxico do tumor (Fig.l). [7]

Célula estaminal
cancerigena Célula cancerigena

Fibroblasto associado ao

cancro Celulas inflamatonas do

% sistema imune
\

Célula endotelial ) \ |

‘\ Célula cancerigena invasiva

Figura |. Imagem ilustrativa dos principais grupos de células caracteristicos do ambiente
tumoral dos tumores sélidos. Os vasos sanguineos tumorais apresentam uma arquitetura cadtica com
células endoteliais organizadas de forma conducente ao extravasamento plasmatico para o estroma tumoral.
O tumor é maioritariamente constituido por células tumorais, com grande capacidade de replicagao e
promocgao do crescimento e progressao tumoral, mas também por elementos do sistema imunitario, com

.....

A estrutura aberrante dos vasos sanguineos e a sua rapida proliferagao pode ser
causada pela expressao modificada de fatores de angiogénese, como o fator de crescimento
basico dos fibroblastos (bFGF), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), interleucina-

8 (IL-8), angiopoetinas, entre outros. [7]

As células endoteliais apresentam também capacidade para sobreexpressar o fator de
crescimento vascular endotelial A (VEGF-A), o que resulta de uma proteina denominada
antigénio Hu (HuR) que, ligando-se ao mRNA do VEGF, provoca a sua estabilizagao
citoplasmatica, permitindo um aumento da sua tradugao. Assim, a presenca de HuR nestas
células encontra-se diretamente relacionada com a malignidade do tumor, porque gera um

aumento da vascularidade tumoral, contribuindo para a sua proliferagao. [8]
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A existéncia de uma elevada concentragao citocinas e também fatores de crescimento
no ambiente tumoral pode ser uma das causas de geragao de mudangas epigenéticas adicionais,
nao s6 em células tumorais como em células endoteliais tumorais, que potenciam a sua

sobrevivéncia a farmacos antiangiogénicos. [7]

2.2. Inflamacao e Células do Sistema Imunitario

Os tumores sao constituidos por células infiltrantes provenientes do sistema
imunitario, com capacidade de produgao de moléculas indutoras de inflamagao. Estas células
poderao ter um efeito antagonista da progressao tumoral ou promotor da mesma. Alguns
tipos de células, como macrofagos, mastocitos, neutrofilos e também linfocitos B e linfocitos
T, sao produtores de moléculas como VEGF, fator de crescimento epidermal (EGF) e outros
fatores promotores da angiogénese, bem como citocinas e quimiocinas, que exacerbam o
estado de inflamagao do ambiente tumoral. Consequentemente, pela producao dos fatores
mencionados, estas células apresentam capacidade de promogao da proliferagao de células
tumorais, manutengao e proliferagao de angiogénese tumoral, que provoca a dispersao de
células com potencial para a metastizacao, devido a promog¢ao do desenvolvimento de vasos

sanguineos no tumor. [6]

O tumor encontra-se habitualmente em estado de inflamacao, devido nao so a
moléculas produzidas pelas células do sistema imune, mas também pelas proprias células
tumorais, que ativam vias que originam a sobreexpressao de citocinas e quimiocinas. A
inflamagao é uma caracteristica do ambiente tumoral que podera ter uma origem intrinseca,
em que por ativacao de oncogenes se geram fatores de transcrigao ou proteinas, que por sua
vez promovem a produgao excessiva de moléculas indutoras de inflamagao. A origem do
processo inflamatério podera ser também extrinseca, em que células que migram para o
ambiente tumoral produzem estes mesmo fatores, originando moléculas como quimiocinas,

citocinas e prostaglandinas. [9]

No estroma tumoral existem também algumas células parcialmente diferenciadas. Estas
células encontram-se num estado intermédio entre células indiferenciadas presentes na
medula 6ssea e células totalmente diferenciadas do sistema imune, também existentes em
tecidos nao tumorais com ou sem inflamagcao. Denominam-se células mieldides
imunossupressoras (MSDC) e sao precursoras de células como mondcitos ou neutrofilos,
apresentando capacidade de induzir inflamagao e promover angiogénese, mas também de inibir

a ativagao de linfécitos T e células NK e ainda suprimir a maturagao de DCs, que terao agao
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no tumor. Esta supressao ocorre por produgao de moléculas como a arginina e também por
acao da oxido-nitrico sintetase induzida por citocinas (iNOS), que anulam a atividade efetora

de células NK e T para células tumorais (Fig.1). [10]

2.3. Imunovigilancia e Imunoedicao

A imunovigilancia consiste na promogao de mecanismos preventivos da ocorréncia de
tumores e do desenvolvimento tumoral pelo sistema imunitario, através de imunidade inata e
adquirida. Um teste elucidativo relativamente a importancia de imunovigilancia no combate ao
tumor foi desenvolvido em modelos animais, que careciam do gene ativante de recombinagao
2 (RAG-2), responsavel pela ativagao da proteina recombinase. Em caso de subexpressao do
RAG-2 em células do sistema imune, estes modelos demonstraram tendéncia para o rapido
desenvolvimento de tumores. Assim, este gene contribui para o rearranjo do perfil de
recetores de antigénios de diferentes células do sistema linféide, pelo que, na sua auséncia é
impossivel ocorrer uma resposta imune efetiva face a progressao tumoral, o que demonstra a

importancia das células do sistema imune para a prevengao da ocorréncia de tumores. [11]

Contudo, para além de promover o controlo do desenvolvimento tumoral, as células
tumorais podem, paradoxalmente, promover o desenvolvimento do proprio tumor através de
um processo denominado imunoedi¢ao. A imunoedi¢ao divide-se em fase de eliminagao,

equilibrio e, por fim, fase de escape. [12]

Na fase de eliminagao, as células pertencentes ao sistema de imunidade inata e
adquirida, reconhecem e eliminam células que sofreram transformagdes e escaparam aos
mecanismos celulares de reconhecimento e supressao tumoral. Na fase de equilibrio, clones
de células tumorais eliminadas, que sobreviveram aos mecanismos de eliminagao do sistema
imune, avangam para a fase de equilibrio onde a progressao tumoral é limitada e as células
permanecem num estado de laténcia. A pressao constante exercida pelo sistema de imunidade
adquirida e a tendéncia mutagénica das células tumorais, que resulta da sua instabilidade
genética, conduz a um possivel escape de células tumorais, que contornam os mecanismos de
reconhecimento e destruicao do sistema imunitario. A selecao pode ocorrer, nao s6 por
morte de células tumorais com maior imunogenicidade, mas também por modificagao do perfil
de antigénios destas células, que se reflete na subexpressao de antigénios como o Programmed
Cell Death Ligand | (PD-L1) ou na perda de capacidade de apresentagao a células do sistema

imune. Estas células tumorais imunoeditadas entram na fase de escape devido a estas
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modificagoes, proliferando sem restrigoes, o que conduz ao crescimento do tumor até este

se revelar clinicamente aparente. [12]

Este processo de imunoedigao é uma caracteristica de grande importancia do ambiente
tumoral, uma vez que ocorre naturalmente durante o desenvolvimento do tumor, mas
também como resposta a imunoterapia. Assim, existem tumores que expressam resisténcia a
imunoterapia de uma forma inata ou adquirida. A resisténcia inata define-se como uma
auséncia de resposta objetiva a diferentes técnicas de imunoterapia. Pode ocorrer por
imunossupressao do individuo, mas também pela existéncia de tumores cujas células tumorais
apresentem um perfil antigénico pobre em moléculas que permitam um reconhecimento por
células do sistema imune e ainda células tumorais imunoeditadas e que escapem ao sistema
imune durante o desenvolvimento tumoral. A resisténcia adquirida pode ser definida como a
diminuicao gradual da efetividade da imunoterapia. Ocorre, por exemplo, quando células
tumorais de um tumor em desenvolvimento entram em fase de equilibrio durante o
tratamento imune, passando subsequentemente a uma fase de escape que diminui a eficacia da

imunoterapia. [12]

Para que esta barreira a terapia imune seja ultrapassada é necessaria uma compreensao
profunda dos mecanismos de resisténcia e de que forma se encontram ligados ao ambiente
tumoral durante o tratamento, sendo ainda necessario o entendimento das semelhancgas das
vias de resisténcia entre diferentes tipos de cancro, de modo a encontrar uma solugao

transversal, que permita o aumento da eficacia da imunoterapia. [12]

3. Tipos de vacinas antitumorais

3.1. Vacina de célula tumoral inteira (Whole tumoral cell vaccine)

As vacinas de células tumorais inteiras apresentam-se como um método eficaz de
disponibilizagao de uma ampla diversidade de antigénios tumorais, evitando o processo de
identificacao e teste de neoantigénios ou antigénios associados a tumores (TAA). Este tipo de
vacina podera desencadear uma forte resposta antitumoral, reduzir a possibilidade de

reincidéncia do tumor e reduzir os efeitos da capacidade de imunoedi¢ao tumoral. [|3]

No ambito da terapia imunogénica para diferentes tipos de cancro, as vacinas de células
tumorais inteiras trazem beneficios pela sua capacidade de abranger uma grande quantidade
de antigénios na forma de um Unico lisado de células tumorais, permitindo assim uma atuagao

eficaz na maioria das células de um tumor em crescimento. Esta funcionalidade traduz-se, em
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certa medida, na diminuicao da possibilidade de escape das células cancerigenas a agao do
sistema imunitario, por mecanismos promovidos pelo ambiente tumoral.

Como em tantos outros tipos de vacinas, a principal barreira surge na incapacidade de
ativar a resposta imune, por geragao de sinais inibitérios nao conhecidos por completo, que
inativam linfocitos T e células apresentadoras de antigénios (APC) e impedem o

reconhecimento de antigénios por parte das células do sistema imunitario. [14]

O reconhecimento tumoral por parte do sistema imunitario ocorre através de um
conjunto de antigénios associados a tumores. Apesar de a vacinagao baseada em TAAs
especificos se apresentar como uma opg¢ao viavel, uma alternativa a este tipo de vacinagao
consiste nas vacinas de lisados tumorais. Estas vacinas apresentam uma grande variedade de
antigénios na sua composi¢ao, uma vez que os lisados tumorais tém origem em células
tumorais, que sao abundantes em TAAs caracterizados ou por caracterizar. Assim, a
prevaléncia de epitopos para células CD8+ com agao citotoxica e ainda células CD4+ é
elevada, permitindo a apresentagao de antigénios tumorais ao Complexo Major de
Histocompatilibilidade (MHC) de classe | e 2, o que maximiza a resposta imunitaria
antitumoral e promove a formagao de células de memoria do tipo CD8+ através das células

auxiliares CD4+. [14]

Outros fatores relevantes para a utilizagdo destas vacinas sao a diminuicao da
capacidade de escape das células tumorais a agao do sistema imunitario, em comparagao com
as vacinas que utilizam um Unico epitopo e ainda a eliminagao da necessidade de definir e

selecionar os epitopos que provocam maior agao antitumoral. [14]

Este tipo de vacina pode dividir-se em autdloga e alogénica. Uma vacina autologa é
composta pelo lisado tumoral extraido do paciente, que é vacinado com os mesmos antigénios
que o seu proprio tumor expressa. Este tipo de vacinagao apresenta-se como uma técnica
limitada, uma vez que a colheita e a preparagao do lisado tumoral a partir de células do proprio
individuo pode mostrar-se dispendiosa e demorada. [14] A vacinagao alogénica procura
solucionar a questao da individualizagao da terapéutica e consiste na preparagao de linhas
celulares provenientes de diferentes tumores, com o objetivo de aumentar a probabilidade de
partilha de antigénios entre a vacina e o tumor do paciente. Uma das principais preocupagoes
associadas a este tipo de vacinagao é a possibilidade de existir um desfasamento entre o MHC
do paciente e das linhas celulares presentes na vacina. Este fenomeno desencadearia uma
reacao do sistema imunitario do paciente as moléculas do MHC estranho, em detrimento dos
antigénios tumorais. Contudo, embora estas reagdes por vezes ocorram, comprovou-se que

este desfasamento nao inibe a resposta tumoral, promovendo até a agao das APC. [14]
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A produgao de vacinas baseadas em células tumorais inteiras ocorre segundo diferentes
métodos, devido a grande quantidade de antigénios das células tumorais, adaptados para

induzir tolerancia imune. [14]

3.1.1. Vacinas baseadas em exossomas tumorais

Os exossomas sao vesiculas com origem em endossomas ou outros Ccorpos
multivesiculares do meio intracelular, sendo habitualmente secretados por processos de
exocitose, a partir de uma miriade de células, incluindo células tumorais. Em ambiente tumoral,
os exossomas contém um perfil proteico diferente da membrana celular da célula que os
originou, encontrando-se enriquecidos em antigénios e moléculas responsaveis pela

apresentagao de antigénios ao MHC de classe | e 2. [14,15]

O efeito imunogénico deste tipo de vesiculas de origem tumoral é incrementalmente
elevado quando as células cancerigenas das quais sao extraidas foram sujeitas a condigoes de
stress. Um exemplo deste fendmeno é a extragao de exossomas a partir de células tumorais
que sofreram stress, gerando heat-shock proteins (Hsp), nomeadamente Hsp 70, que provocam

um aumento da migragao para o local do tumor, da atividade citolitica das células NK. [14,16]

As Hsps atuam ainda como imunomoduladores, apresentando-se como um sinal de
perigo a superficie dos exossomas tumorais e aumentando a secregao do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) em macrofagos, no sentido de iniciar uma resposta imunologica a um

fenomeno localizado, indutor de stress. [14,17]

3.1.2. Vacina baseada em lisado de célula tumoral necrética

Este é um método que envolve a criagao de um lisado a partir de células tumorais,
submetidas a um processo de necrose, através de ciclos de congelamento-descongelamento
(freeze-thaw cycles). Como resultado, esta vacina contém uma mistura do conteudo
intracelular, que inclui acidos nucleicos, organelos celulares, mitocondrias e fragmentos da

membrana celular. [14]

Estudos comprovaram que esta vacina tem capacidade de inducao da maturagao de
DGCs, sem qualquer estimulo adicional, provavelmente devido a presenca de
imunomoduladores como Hsp, presentes nas células tumorais que sofreram necrose. A ligagao
de recetores tipo toll 4 (TLR-4), presentes nas DCs, a recetores da proteina box | do grupo

de alta mobilidade (HMGB-1), presentes no lisado tumoral, previne ainda a degradacao de
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antigénios tumorais e facilita a sua circulagdo para os locais de apresentagao de antigénios.

[14]

As vacinas baseadas em lisados de células tumorais necréticas podem ser administradas
diretamente no organismo, sem administragao conjunta de DCs sensibilizadas para o lisado,

sendo que adjuvantes poderao ser associados a vacina para potenciar a sua agao. [ 4]

3.1.3. Vacinas baseadas em células tumorais apoptoticas

Um método alternativo para produgao de vacinas de células tumorais inteiras é a
utilizagao de radiagao ultravioleta (UV) para promover apoptose em células tumorais. Como
resultado do fenomeno apoptotico, os fosfolipidos presentes na membrana celular perdem a
sua assimetria, o que provoca a exposi¢ao de moléculas de fosfatidilserina (PS) a nivel externo.
As DCs contém recetores de PS, que promovem a captagao de células tumorais e a
apresentagao dos seus antigénios, pelo que a exposicao de PS a superficie das células tumorais

facilita o seu reconhecimento e a agao do sistema imunitario. [ 4]

Uma vantagem adicional que decorre da utilizagao de células tumorais apoptoticas € a
presenca de calreticulina a superficie da célula em apoptose, uma proteina responsavel pela
homeostase e regulagao dos sinais idnicos de calcio, que é um fator importante na promogao

da atividade de macrofagos e DCs. [14]

Fases avangadas do processo de apoptose em células tumorais promovem a producao
da proteina pentraxina-3 (PTX-3) por parte de DCs maturadas. A PTX-3 promove a produgao
de citocinas e impede a ocorréncia de uma reposta autoimune, através da restricao da
apresentacao de antigénios, que derivam do reconhecimento de células em apoptose. Na
presenca de células em apoptose, a PTX-3 promove a libertagao de interleucina 10 (IL-10) e
TNF-a e induz um aumento da producao do fator de transformacgao do crescimento B (TGF-
B) por parte de DCs. Esta proteina encontra-se, por um lado, ligada a DC em desenvolvimento
e, por outro, a membrana celular da célula em apoptose. A PTX-3 nao se liga aos fragmentos
resultantes da apoptose, estabelecendo, contudo, a ligagao entre a célula fagocitaria e a célula

tumoral durante todo o processo de morte celular programada. [14]
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3.1.4. Aplicacoes

As vacinas de lisado de célula tumoral inteira possuem diferentes aplicagoes. Uma
aplicagao relevante surgiu na sequéncia de um estudo (Xiang Yu et al., 2020) [18] através da
associagao de nanoparticulas compostas por melitina como distribuidoras de lisados tumorais
que, como referido anteriormente, providenciam uma grande diversidade de antigénios,
contornando assim a complexa tarefa de identificar antigénios de forma individual para cada
tipo de cancro estudado. Adicionalmente, por compreender uma maior variedade de
antigénios, o lisado tumoral podera promover uma resposta imune mais eficaz, reduzindo
ainda a probabilidade de escape do tumor a mecanismos de imunovigilancia e diminuindo a

probabilidade de ressurgimento do tumor. [18]

A melitina é uma proteina que tem origem no veneno de abelha, e que possui atividade
antitumoral pela indugao de fendmenos de necrose e apoptose em tecidos tumorais e através
de alteragoes membranares, que permitem a libertagao intracelular dos antigénios tumorais
em células APC. A vacina, inoculada a nivel intratumoral, tem como alvo os nddulos linfaticos,
ativando APCs, que, por sua vez, desencadeiam uma resposta imune antitumoral. A injegao
intratumoral potencia a capacidade apoptotica da melitina, conduzindo a morte das células
tumorais e a libertagao de uma maior quantidade de antigénios, contribuindo para uma
resposta imune aumentada. Num estudo em que se testou esta formulagao em modelos
animais, murganhos tratados com a vacina sofreram uma reducao de 95% no tamanho do
tumor primario, ocorrendo também diminui¢ao de tumores distantes na ordem dos 92%, num

modelo terapéutico de melanoma. [18]

Assim, as nanoparticulas de melitina apresentam um duplo efeito que potencia a
resposta imune face ao tumor. Pela sua atividade apoptotica, a melitina contribui para a
libertagao de antigénios in situ, por morte de células tumorais e, pelo seu tamanho ideal, as
nanoparticulas de melitina sao drenadas pela linfa onde atingem os nédulos linfaticos, o que

permite a ativagao de APCs e o desenvolvimento de uma resposta imune antitumoral. [18]

Outra aplicagao das vacinas antitumorais que recorrem a lisado tumoral de célula
inteira ocorreu no ambito de um estudo (Dabing Xue et al.,, 2016), [19] que utiliza este tipo
de vacina em associagao com o epitopo galactose-alfa-1,3-galactose (Gal-a), que nao existe
em seres humanos, desencadeando respostas humorais com rapidez e respostas celulares
intensas, o que contribui positivamente para a divisao de células T e para a secregao de
moléculas determinantes para a resposta antitumoral, nomeadamente TNF-a e IFN-y. Neste

estudo, foram utilizadas linhas de celulares tumorais MDA-MB-231, previamente transfectadas
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com o gene recombinado a -1,3-GT, codificante do epitopo Gal-a. As vacinas que recorreram
a estas células tumorais demonstraram capacidade de inibir a proliferagcao tumoral bem como
o seu crescimento. Por sua vez, estas células demonstraram ainda capacidade de promover
um incremento nos niveis de citocinas libertados e na resposta imune antitumoral por parte
de células efetoras do sistema imunitario. Apos inoculagao em murganhos, registou-se uma
diminuigao citocinas com propriedades imunossupressivas e uma promogao da secregao de
IFN-y e também de interleucina 12 com heterodimero ativo p70 (IL-12p70). O IFN-y apresenta
capacidade antitumoral por ativagao de diversas células do sistema imune, como células NK,
células T efetoras, entre outras. A IL-12 apresenta também propriedades antitumorais pela

indugao de ativacao de células NK e linfocitos Thl. [19]

Assim, pela promogao de secregao de citocinas e pela ativagao de células efetoras do
sistema imune, é possivel inferir a eficacia antitumoral em vacinas que recorram a células MDA-

MB-231, transfectadas com o epitopo Gal-a, em murganhos portadores de tumor. [19]

Um exemplo adicional da aplicagao deste tipo de imunoterapia, foi desenvolvido num
ensaio clinico de fase Il (Jacek Mackiewicz et al., 2015),[20] em que a seguranca e a eficacia de
uma vacina alogénica geneticamente modificada (AGI-101H) é testada, juntamente com
interleucina 6 (IL-6) e ainda o recetor para IL-6. Esta vacina apresenta bons resultados
relativamente a sobrevivéncia de pacientes com melanoma em estagios lll e IV. De acordo
com este estudo, realizado em 77 pacientes, a vacina AG|-101H é uma opgao viavel. A taxa
objetiva de resposta a vacina foi de 28,6%, observando-se uma resposta parcial ou completa.
O controlo da doenca, obtido por resposta completa, parcial ou por estabilizagao do
melanoma foi observado em 54,5% dos pacientes. A duragao de resposta obtida pela utilizagao
de AGI-101H foi em média de 32 meses para pacientes com resposta completa e ainda 6,3
meses para doentes com resposta parcial. Dado o estagio avan¢cado de melanoma, ocorreram
72 mortes, sendo que os sobreviventes obtiveram uma resposta completa ao tratamento.
Apesar de os valores nao serem diretamente comparaveis com outras estratégias de
imunoterapia, abordagens como ipilimumab, o anticorpo para proteina 4 associada ao linfécito
T citotdoxico (CTLA-4) registou resposta em | 1% dos pacientes, com uma taxa de controlo
do melanoma de 28,5% e um tempo médio de sobrevivéncia de 10,5 meses, enquanto 54%
dos pacientes deste estudo com AGI-10IH registaram controlo da doenga e um ter¢o
responderam ao tratamento com um tempo médio de sobrevivéncia de 17,3 meses. O
anticorpo nivolumab, com propriedades imunomodulatérias anti-PD-L| revelou uma taxa de
resposta de 17% numa populagao total de 52 pacientes em estagio avangado de melanoma e

um tempo médio de sobrevivéncia de 20,3 meses. [20]
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O tratamento com AGI-101H revelou-se seguro e a probabilidade de sobrevivéncia a
5 anos é de | 1%, demonstrando resultados promissores no tratamento do melanoma em
combinagao com diversos anticorpos monoclonais, como os ja referidos nivolumab ou
ipilimumab ou ainda em conjunto com agentes de normalizagao das condigoes de hipoxia do

tumor. [20]

3.2. Vacinas com base em peptideos (Peptide vaccines)

As vacinas baseadas em peptideos apresentam-se como uma Opgao promissora no
tratamento de alguns tipos de cancro, através da indugao de reatividade em células T para
antigénios tumorais e da possibilidade de aferir o efeito da vacinagao, pela monitorizagao da

resposta das células T especificas para os antigénios tumorais. [21]

As células tumorais expressam antigénios peptidicos, constituidos por 8 a 10
aminoacidos, que sao reconhecidos por linfécitos T citotoxicos do tipo CD8+. Estes peptideos
sao apresentados diretamente ao MHC de classe I. Os antigénios peptidicos com origem
tumoral reconhecidos pelo MHC de classe Il permitem o reconhecimento de antigénios pelas

células T helper, do tipo CD4+, sendo compostos por |3 a |8 aminoacidos. [21]

A existéncia de afinidade por parte dos antigénios peptidicos para com os recetores
TLR ou para o MHC ¢ essencial para a produgao de células CD4+ e CD8+, de modo a

desencadear a resposta imune. [22]

3.2.1. Vacinas com peptideos curtos e peptideos longos

As vacinas compostas por peptideos curtos ligam-se diretamente as moléculas do MHC
em células que nao sao APC, o que podera ser uma causa de tolerancia na resposta dos
linfocitos T a esta solugao terapéutica. Todavia, peptideos longos apresentam maior
viabilidade, uma vez que devido ao seu comprimento exibem a capacidade de formar uma
estrutura proteica terciaria, que providencia maior protecao face a possivel degradagao
mediada pela enzima exopeptidase. Estes peptideos sao demasiado longos para apresentagao
direta ao MHC, existindo necessidade de internalizagao, por APC, e posterior processamento,
o que permite que ocorra uma selecio favoravel as APC e, por consequéncia, ao

reconhecimento dos antigénios pelos linfécitos T CD4+. [21]

Os peptideos longos sao também responsaveis pela indugao de resposta em linfécitos

do tipo CD8+ de memodria, ao contrario dos peptideos com menor comprimento. A indugao
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de linfécitos CD4+ helper com reatividade para epitopos tumorais é imprescindivel para o
estabelecimento de memoéria em células T. Em estudos knockout para CD4 ou CD40, verificou-
se que o controlo tumoral e respostas imunologicas melhoradas foram bloqueadas na auséncia

das células anteriormente referidas. [21]

Assim, as vacinas baseadas em peptideos tém algumas vantagens relativamente a outros
tipos de vacinas antitumorais, caracterizando-se pela sua facilidade de sintese, seguranga,
efetividade, termo-estabilidade e efeitos secundarios minimos devido a resposta imune

direcionada. [21,23]

As vacinas baseadas em peptideos curtos degradam-se com maior rapidez apos
administragao, tendo uma efetividade transitoria devido a baixa imunogenicidade e baixa
solubilidade. As vacinas peptidicas baseadas em peptideos curtos tém desvantagens adicionais
devido a possibilidade de estabelecerem ligagoes com MHC de classe | pertencentes a células
nao APC, nao ocorrendo uma resposta imunoldgica 6tima a vacina e podendo possivelmente
provocar tolerancia. Esta limitagao deve-se a auséncia de estrutura terciaria proteica, que
decorre do seu tamanho, o que se reflete igualmente numa degradagao enzimatica rapida.

[21,23]

Apos a administragao da vacina na pele, a apresentagao do antigénio tumoral devera
ocorrer por contacto com DCs, que migrarao para os nédulos linfaticos onde apresentarao
o antigénio a linfécitos naive. Porém, no caso das vacinas peptidicas com base em peptideos
curtos, a apresentagao aos linfécitos no nodulo linfatico encontra-se dependente da sua
capacidade para se manter ligado ao MHC, dado que a apresentacao do peptideo ocorre de
forma continua. Assim, a afinidade na ligagao entre o MHC e o antigénio curto presente na

vacina é um fator determinante para a efetividade da resposta imune. [21]

3.2.2. Vacinas de epitopo unico e multipeptidicas

As vacinas peptidicas podem apresentar-se com um sé epitopo ou multipeptidicas,
quando sao desenvolvidas com mais de um epitopo. As vacinas multipeptidicas sao
desenvolvidas no sentido de contornar obstaculos inerentes ao ambiente tumoral, como a
heterogeneidade antigénica e a perda de fenotipo dos antigénios administrados. Em cancros
como o melanoma, a expressao de um antigénio podera nao ser exclusiva de todas as células
do tumor, existindo perda de antigénios de diferenciacao melanocitica ao longo da progressao

do cancro e sua expressao somente numa fracdo dos pacientes. Assim, o tratamento do
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melanoma requer a utilizagado de multiplos antigénios para induzir uma resposta imune eficaz.

[21]

3.2.3. Aplicacoes

O melanoma maligno constitui uma ameaga crescente, com cerca de cinco casos
confirmados por 100 mil individuos, sendo que pacientes em estagio lll e [V de melanoma
maligno tém um elevado potencial de reincidéncia apos excisao inicial do melanoma. Com o
intuito de prevenir a reincidéncia de melanoma, varias estratégias no campo da imunoterapia
foram estudadas, incluindo administragao de interferao-alfa (IFN-a) em individuos com
melanoma em estagio lll, imunoterapia com inibidores das proteinas de checkpoint imune (CPI)
e ainda conjugagao entre o inibidor do gene da proteina cinase serina-treonina (BRAF) e o
inibidor da cinase da proteina de mitogénese ativada (MEK). Os inibidores da cinase e CPI
apresentam, porém, problemas de toxicidade e elevado custo, o que limita a sua utilizagao,
sendo que o paciente inoculado com estes compostos podera nao desenvolver uma resposta

decisiva ou demonstrar auséncia de resposta ao tratamento. [24]

Assim, da necessidade de contornar estes obstaculos pela produgao de uma terapia
imune de baixo custo e baixa toxicidade, surgiu a hipotese de combinar vacinagao peptidica
com IFN-a. Num ensaio clinico de fase Il (Francesca Urbani et al., 2020), [24] em que se
procuraram conjugar os peptideos do carcinoma celular escamoso esofagico de Nova lorque
(NY-ESO-1) e um antigénio de melanoma reconhecido pelas células T (Melan-A) com IFN-q,
foi efetuada a administragao dos diferentes peptideos em locais separados de forma a evitar a
competicao na ligagdo ao MHC e, por consequéncia, diminuir a competi¢cao para ligagao a
células CD8+. Como resultado da administracao de Melan-A, ocorreu um aumento da
producao de linfocitos CD8+ Melan-A especificos, ocorrendo ainda um aumento dos niveis
de interleucina-2 (IL-2) e atividade proliferativa. A administracao de IFN-a provocou um
aumento de diferentes tipos de células NK, nomeadamente em pacientes nao reincidentes,
conjeturando-se que exista uma citotoxidade tumoral, que provoca uma resposta antitumoral
mediada por células NK. Em suma, a combina¢ao de vacinagao com IFN-a é uma alternativa
viavel na prevencao da reincidéncia e parte da terapia do melanoma maligno em estagios
avancados, representando uma opgao segura, economica e polivalente, uma vez que induz a
producao de linfécitos CD8+ especificos para o peptideo Melan-A e também a promogao da

atividade antitumoral de células NK. [24]
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Outra possivel aplicagao das vacinas peptidicas (Tommy A. Brown Il et al., 2019)[25]
surgiu no contexto do cancro da mama, através do recetor 2 da tirosina proteina cinase
(HER2), que tem uma prevaléncia de 60 a 70%, encontrando-se sobrexpresso em 20 a 30%
dos casos deste cancro, o que gera interesse do ponto de vista do desenvolvimento de
possiveis estratégias na area da imunoterapia. A vacina com nelipepimut-S é constituida por
este epitopo tumoral que deriva do dominio externo do antigénio HER2. O nelipepimut-S
induz a ativagao de linfocitos CD8+ citotoxicos para HER2, comprovando-se em ensaios
clinicos de fase Il que se trata de uma alternativa segura e que promove imunidade especifica

para o antigénio HER2, e um incremento na sobrevivéncia dos pacientes. [25]

No sentido de explorar peptideos alternativos com capacidade de induzir respostas
imunoldgicas em células CD4+ helper surgiu a vacina com o péptido AE37, que é um peptideo
do MHC de classe ll, modificado pela jungao entre o peptideo AE36, que deriva do dominio
intracelular do antigénio HER2, e a cadeia de 4 aminoacidos conhecida como o peptideo longo

li-Key (LRMK), que aumenta as propriedades imunogénicas do AE36. [25]

O peptideo AE37 nao apresenta restrigoes para o antigénio leucocitario humano, o
que permite uma utilizagao alargada a um maior espetro de pacientes. Uma alternativa
adicional ¢ a utilizagao da glicoproteina do granulo de secregao pancreatica (GP2), que deriva

do dominio transmembranar do antigénio HER2. [25]

Como resultado de ensaios clinicos de fase Il, comprovou-se que os peptideos AE37 e
GP2 apresentam toxicidade limitada, que se deve principalmente a utilizagao do fator
estimulante de coldnias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF) como adjuvante terapéutico.
O peptideo GP2 demonstrou beneficios no tratamento de tumores em que existe
sobreexpressao de HER2 e que adicionalmente sofreram tratamento com trastuzumab. O
peptideo AE37 provou ser benéfico em pacientes em estado avangado de cancro da mama,
nomeadamente com baixa expressao de HER2. Dado que a principal resposta a vacinagao com
AE37 é uma resposta por parte de células CD4+ helper, esta vacina tem mais que um efeito
imunoadjuvante, contribuindo para a geracao de uma imunidade a longo prazo. AE37 promove

ainda um incremento da resposta de linfocitos T citotoxicos.

Deste modo, a indugao de respostas combinadas em linfécitos T citotoxicos e células
T helper, podem provocar efeitos citoliticos a curto prazo e memoria imunologica estimulada

pelas células T helper, prevenindo a reincidéncia de cancro da mama. [25]
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3.3. Vacinas com base em células dendriticas (Dendritic Cell Cancer Vaccines)

As células dendriticas (DCs) sao as mais eficazes APCs para respostas primarias a nivel
imunitario e possuem elevados niveis de antigénios compativeis com o MHC de classe I, bem
como varias moléculas com propriedades de adesao e co-estimulagao. Os antigénios poderao
ser endogenamente processados apos distribuicao por proteossomas para o MHC de classe
I, enquanto exogenamente o processamento podera ocorrer pelo MHC de classe Il, apos
distribuicao por lisossomas endociticos. Um mecanismo alternativo de processamento
consiste na migragao de antigénios enddgenos para o MHC de classe | por um mecanismo de
cross-priming. Adicionalmente, proteinas chaperones como as Hsps, poderao ser utilizadas para

distribuicao de antigénios para o MHC de classe I. [26]

Enquanto células precursoras, as DCs migram a partir da medula dssea para diversos
orgaos, onde permanecem imunologicamente inativas. A sua ativagao ocorre por estimulagao
inflamatoria, que despoleta uma diferenciacao que diminui as suas capacidades de
processamento de antigénios, aumentando a expressao de moléculas co-estimulatorias, MHC
e outros elementos relevantes para a apresentagao de antigénios. Apos diferenciagao, as DCs
migram para orgaos linféides no sentido de estimularem células T naive. Esta capacidade de
migragao para regioes prolificas em células T € essencial para o desenvolvimento da resposta
imune do individuo [27]. As DCs revelam-se assim fulcrais para o desenvolvimento e
proliferagao de células T helper, bem como linfocitos T citotoxicos, com especificidade para

os antigénios presentes no tumor. [26]

A inducao de uma resposta imune por parte de células T com especificidade para um
determinado antigénio exige distribuicao de dois sinais imunolégicos de uma forma
coordenada, por parte das DCs. Primeiramente, a informagao exclusiva do antigénio é
transmitida a célula através de peptideos do MHC a superficie da membrana extracelular das
DCs para os recetores das células T naive. Seguidamente, ocorre a geragao de um segundo
sinal pela interagao entre células T que expressam o antigénio CD28 e as moléculas com

propriedades de co-estimulagao que sao expressas pelas DCs. [28]

O Sipuleucel-T® foi a primeira vacina aprovada pela Food and Drug Administration (FDA)
para a terapéutica cancerigena, utilizada em estagios avancados de cancro da proéstata, o que

iniciou uma nova era na terapéutica antitumoral. Esta vacina utiliza DCs maturadas ex vivo. [29]
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3.3.1. Pulsacao de vacinas baseadas em DCs

As vacinas baseadas em DCs envolvem um processo de pulsagao, em que sao
carregadas com antigénios tumorais e maturadas em condigoes favoraveis, num ambiente ex
vivo. As células, resultantes do processo de maturagao, sao administradas ao paciente com o
intuito de desencadear uma resposta imunitaria para antigénios especificos. A maturagao de
DCs ex vivo € vantajosa relativamente ao processamento do antigénio in vivo, ja que ha uma

diminuicao do risco e dificuldades técnicas e um aumento da eficiéncia da vacinagao. [29]

No contexto da vacinagao com DCs, existem duas abordagens principais para o
reconhecimento de antigénios pelas DCs. A primeira consiste no processamento de um Unico
antigénio especifico para o tumor, de forma a induzir a ativagao de linhagens de linfocitos T
citotoxicos com especificidade para esse mesmo antigénio. Outra abordagem consiste na
maturagao com lisado tumoral ou derivados para a indugao de linhagens policlonais de
linfocitos T citotoxicos. Algumas variagoes da maturagao com lisado tumoral sao a utilizagao
de DCs pulsadas com peptideos derivados de antigénios tumorais, restritivos o MHC de classe
l, a transfecgao de DNA complementar em DCs e ainda a pulsagao de exossomas que derivam
de DCs maturadas com peptideos tumorais. A utilizagdo de multiplos antigénios oferece um

conjunto de vantagens relativamente a utilizagao de um antigénio Unico. [26]

As vantagens a destacar serao o incremento na quantidade de antigénios apresentados
pelas DCs, o que permite uma maior personalizagao da resposta imune, e também a redugao
da possibilidade de escape a resposta imune por perda de antigénios por parte das células
tumorais. Outra vantagem € a possibilidade de ativar células T CD8+ citotoxicas e CD4+
helper. Este fendbmeno ocorre pelo aumento do nimero de antigénios apresentados, que
favorece a apresentagao a linfocitos T. Pela ativagao de células CD8+ e CD4+ temos uma

otimizacao da resposta imune antitumoral. [30]

A pulsagao de DCs com antigénios tumorais € um dos principais passos na preparagao
de vacinas com base em DCs, sendo estas normalmente carregadas com lisados tumorais,
através de um processo de ultrasonicagio ou multiplos ciclos de congelamento e
descongelamento, podendo também ser carregadas com antigénios de natureza peptidica,

DNA e mesmo exossomas com origem em células tumorais.

Os antigénios sao sintetizados com base em epitopos cancerigenos, cuja existéncia se
encontra prevista ou verificada no cancro em tratamento. Contudo, denotam-se fraquezas
nesta abordagem, uma vez que os epitopos se encontram restritos de acordo com o tipo de

antigénio leucocitario humano (HLA) do tratamento e muitos dos epitopos tumorais nao estao
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elucidados por completo, sendo que os peptideos podem também ativar exclusivamente
linfécitos CD8+ ou CD4+. O tempo relativamente curto de semivida destes antigénios limita

a duragao da apresentagao as DCs.

Os exossomas originados a partir de células cancerigenas sao abundantes em epitopos
tumorais, sendo que as vacinas que utilizam DCs pulsadas com exossomas apresentam eficacia
superior em comparagao com lisados tumorais, possivelmente devido a ativagao da via da
Sintetase de GMP-AMP ciclico/ estimulador de genes de interferao (cGAS/STING). A ativagao
destas vias incita maior maturagao de DCs e apresentagao de antigénios, o que resulta numa

resposta imune com maior poténcia. [29]

As DCs podem também ser carregadas com células tumorais em estado de necrose
ou apoptose, através de processos de fagocitose. As vantagens que decorrem da utilizagao de
células tumorais em processo de morte celular sao a independéncia de haplotipos de HLA,
que resulta na aplicagao da vacina a um espetro amplo de pacientes e na possibilidade de
apresentagao cruzada de um antigénio ou de um conjunto de antigénios especificos a epitopos

do MHC de ambas as classes. [30]

No que respeita as células tumorais em apoptose, o estagio do processo de apoptose
é fulcral para a resposta imune induzida pela vacina. As células tumorais em estagios mais
avancados de apoptose potenciam a maturagao de DCs e a imunidade adquirida por inoculagao
da vacina. O carregamento de DCs por fagocitose de células tumorais em necrose sao
igualmente eficientes, sendo que a capacidade de indugao de imunidade antitumoral por DCs

carregadas com células em necrose e a sua maturagao encontra-se dependente da expressao

de Hsp. [30]

Assim, as DCs que fagocitam células tumorais em estado de necrose ou apoptose sao
alvo de forte maturagao, expressao de elevados niveis de moléculas pro-inflamatorias, como
citocinas e quimiocinas e também moléculas co-estimulatorias, que induzem uma resposta

imunoldgica eficaz apos inoculagao da vacina. [30]

O RNA mensageiro (MRNA) tumoral surge como uma estratégia alternativa de
carregamento de antigénios em DCs, através da transfeccao deste acido nucleico proveniente
de células tumorais e codificante de proteinas tumorais para o interior destas células. Em
ambiente intracelular, ocorrera a tradugao do acido ribonucleico (RNA) com posterior
formacao de proteinas caracteristicas das células tumorais das quais o mRNA foi extraido, que
sofrerao clivagem e formarao peptideos. Estes peptideos serao posteriormente integrados na

superficie da DC, por ligagao ao MHC. A utilizagao de mRNA é uma alternativa que apresenta
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menores custos que a produgao de proteinas ou vetores virais. Adicionalmente, o mRNA nao

é integrado no genoma humano, apresentando por isso maior seguranga que o DNA. [30]

3.3.2. Processos de maturacao de DCs

Os processos de maturagao de DCs in vitro envolvem métodos como a eletroporagao
e a co-incubagao, que se provou exequivel e nao tdxica em contexto de ensaio clinico,

provocando respostas especificas por parte das células T para antigénios tumorais. [30]

Todavia, a co-incubagao nao se comprovou eficaz para mRNA codificante para
antigénios tumorais. Este induziu uma resposta imune minima em pacientes inoculados com a
vacina, quando esta era composta por DCs sensibilizadas por co-incubagaio com mRNA

codificante de antigénios. [30]

Por oposicao, a eletroporagao, pela sua capacidade de provocar aberturas
momentaneas na membrana celular das DCs, facilita a translocagao de antigénios para o seu
interior, contribuindo para uma maior distribuicao de antigénios nas DCs, quando em contacto
com lisado tumoral ou mRNA codificante de antigénios especificos das células tumorais. Varias
moléculas poderao ser adicionadas, com o intuito de maximizar o processo de maturagao de

DCs in vitro, como TNF-q, a prostaglandina E2, entre outras moléculas. [30]

Algumas vantagens resultantes da utilizagao da eletroporagao sao a baixa quantidade
de tecido necessaria para a transfeccao dos antigénios, sendo uma técnica vantajosa em

situagoes em que a disponibilidade de material tumoral € limitada. [30]

3.3.3. Aplicacoes

Num ensaio clinico de fase Il (Linda M. Liau et al., 2016) [31] de uma vacina com base
em DCs como tratamento para o glioblastoma, o mais agressivo tumor cerebral, os pacientes
foram agrupados de forma aleatoria apos a realizagao de cirurgia e apés quimioterapia. O
grupo de controlo recebeu somente temozolomida e placebo, enquanto um grupo de
tratamento recebeu uma vacina autologa com DCs, juntamente com temozolomida. Na vacina
DC Vax-L, foram utilizadas DCs autologas em que foi induzida ativagao por contacto com
lisados tumorais resultantes de excisao cirurgica de células tumorais. A vacina, administrada
por via intradérmica é especialmente favoravel em doentes com metilagio no gene da
metiltransferase da DNA-O6-metilguanina (MGMT), levantando-se ainda a possibilidade de um

possivel efeito cooperativo, que advém da combinagao entre a temozolomida administrada em
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quimioterapia e a terapéutica imunitdria resultante da agao da DC Vax-L. Os pacientes que
participaram no ensaio tiveram um aumento do tempo médio de sobrevivéncia, ocorrendo
uma mudanga de |5-17 meses para 23,1 meses. Um subgrupo de pacientes sobreviveu em

média 36 meses, sendo que apenas 2,1% registou efeitos adversos de grau lll ou IV. [31]

Outra aplicagao das vacinas antitumorais que recorrem a DCs, surgiu no contexto de
cancro da prostata (Axel Heiser et al., 2020), em que o antigénio especifico da prostata (PSA)
se encontra presente em células tumorais da camada epitelial da prostata, mas também em
células benignas. A utilizagao de vacinas antitumorais surgiu, neste caso, através da transfecgao
de mRA codificante para PSA em DCs autdlogas, com o propésito de induzir a ativagao de
linfocitos T citotoxicos, com agao especifica para PSA, num ambiente in vitro. Os linfocitos T
citotoxicos nao apresentam reatividade para compostos como a calicreina, que exibem uma
estrutura semelhante ao PSA, demonstrando que o potencial para a ocorréncia de problemas
autoimunes nao é significativo. Assim, os resultados deste estudo sugerem que as vacinas
antitumorais com base em DCs, transfectadas com mRNA, de PSA sao uma estratégia viavel
no combate a tumores na prostata, nao se encontrando limitada a disponibilidade de PSA, e

com possibilidade de minimizar o escape tumoral ao sistema imune. [32]

No ambito de uma potencial aplicagado como adjuvante no tratamento de cancro
pancreatico, foi estudada num ensaio clinico de fase | (Ryu Yanagisawa et al., 2018) [33] a
eficacia de DCs, quando pulsadas com o péptido de tumor de Wilms | (WTI), que é um
antigénio frequentemente expresso nas células pancreaticas com atividade tumoral, e que se

apresenta como um dos alvos da terapéutica imune para o cancro pancreatico.

Algumas descobertas associadas a vacina com base em DCs pulsadas com WT-|
(WT1-DC) sao bastante positivas, nomeadamente a especificidade para células que expressam
WTI, o aumento da expressao de CD83 em DCs, a diminuigao a nivel do sangue periférico
da razao entre neutrofilos e linfocitos e a manutencao da concentracao de IL-6. A utilizagcao
de estratégias na area da imunoterapia contribui para a prevengao de uma potencial
reincidéncia de tumores pancredticos, em combina¢cdo com quimioterapia e apos eliminagao
cirdrgica do tumor inicial. Neste contexto, foi demonstrada a seguranga da vacina WTI-DC,
registando-se apenas reagoes no local de administragao, bem como alguns casos de febre. Em
7 de 8 pacientes testados comprovou-se que ocorreu a producao de linfécitos T citotoxicos,
com especificidade para o antigénio WTI. Todavia, embora a produgao de linfocitos T
citotoxicos seja um bom indicador para o efeito imunoterapéutico da vacina, a eficacia da
mesma nao é garantida com base nestes dados. Uma resposta imune mais eficaz ocorreria por

apresentacao de uma maior quantidade de antigénios ao paciente. Mais estudos deverao ser
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efetuados de forma a comprovar a agao e seguranga da vacina WTI-DC, contudo, esta é uma
Opgao interessante para a terapia adjuvante em casos de cancro do pancreas cirurgicamente

removido, como medida de prevengao de uma potencial reincidéncia do tumor. [33]

3.4. Vacinas de DNA e RNA (DNA and RNA Vaccines)

As vacinas baseadas na inoculagao de acidos nucleicos apresentam-se como uma
alternativa viavel na terapia imunologica de diferentes tipos de cancro, pela sua seguranga,
simplicidade e facilidade de fabrico. A administragao destas vacinas podera ocorrer in vivo, por
inoculagao direta no tecido do individuo, ou ex vivo, por transfec¢ao de DNA ou RNA para
APCs autdlogas, posteriormente introduzidas no corpo do individuo. As vacinas baseadas em
DCs sao uma abordagem bastante utilizada em imunoterapia tumoral e um exemplo de
administracao ex vivo. Contudo, esta abordagem é complexa e dispendiosa, existindo ainda
diferengas relevantes no processo de maturagao de células DCs em laboratorio e em contacto
com o ambiente pro-inflamatério que caracteriza o corpo humano, pelo que a administragao
in vivo é desejavel. A administragao destas vacinas podera, entre outras, ocorrer por via
subcutanea, intramuscular, intravenosa, injegao intranodal e os veiculos utilizados poderao
recorrer a estratégias fisico-quimicas ou bioldgicas, para ultrapassar diferentes barreiras

bioldgicas. [34]

As vacinas de DNA apresentam varios exemplares deste acido nucleico que, apos
edicao genética, codifica diversos antigénios tumorais, podendo ainda conter moléculas com

capacidade de imunomodulagao, com o objetivo de potenciar a agao da vacina. [34]

Estas vacinas atravessam a membrana plasmatica da APC e migram até ao nucleo, no
sentido de iniciar a transcricao da molécula de DNA e originar a molécula de mRNA
codificante dos antigénios caracteristicos das células tumorais. Seguidamente, o mRNA sofre
tradugao no citoplasma, o que resulta na geragao destes antigénios tumorais especificos. Apos
tradugao, as recém-formadas proteinas sao degradadas em ambiente intracelular, por agao de
proteossomas ou através de processamento no reticulo endoplasmatico, formando peptideos

que se ligarao ao MHC de classe | e serao apresentados a linfécitos naive. [34]

Alternativamente, a degradacao proteica dos antigénios tumorais pode ocorrer por via
endossomal a nivel extracelular, originando peptideos que se ligarao ao MHC de classe Il e
serao apresentados pelas APCs a linfocitos B e T. A ativagao destas células ocorre em orgaos

linfaticos, nomeadamente no bagco e em nodulos linfaticos. [34]
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As vacinas que recorrem diretamente ao mRNA como molécula responsavel pela
distribuicdo da informacgao genética codificante de antigénios tumorais, sao resultado de
transcri¢do em ambiente in vitro, recorrendo a moléculas de DNA polimerase e moléculas de

DNA codificantes destes mesmos antigénios.

O mRNA podera ainda ser replicado por PCR, aumentando a quantidade de sequéncias
codificantes, o que se traduz num aumento da resposta imune por parte do sistema imunitario
do paciente. As vacinas com base em mRNA necessitam apenas de atravessar a membrana
plasmatica das APCs, pelo que a sua imunogenicidade é superior as vacinas com DNA. Todavia,
a molécula de mRNA exibe carga negativa, natureza hidrofilica e uma estrutura secundaria ou
terciaria, denotando-se problemas na difusio intermembranar desta molécula e na sua
distribuicao por métodos quimicos, nomeadamente na sua combinagao com nanoparticulas

cationicas, lipidos catidnicos ou outros biomateriais.

As vacinas de DNA sao mais estaveis, apresentando maior tempo de semivida do que
as vacinas de mRNA, dada a prevaléncia de RNAses em ambiente celular e as diferengas

estruturais entre estas moléculas.

Algumas estratégias que contrariam estas dificuldades consistem na utilizagao de
transportadores para moléculas de RNA, enriquecimento do seu conteudo em nucleétidos de
guanina e citosina e ainda a utilizagao de mMRNA com uma conformagao circular, por oposi¢ao

a mRNA de estrutura linear. [34]

3.4.1. Respostas imunes desejaveis e indesejaveis

Apesar do principal objetivo das vacinas antitumorais consistir na obtengao de uma
resposta imune direcionada para os antigénios tumorais, poderao ocorrer respostas imunes
indesejadas quando existe um direcionamento do sistema imune para os proéprios acidos
nucleicos. Este podera resultar num decréscimo da poténcia da vacina e traduzir-se numa

diminuicao da sintese da proteina alvo.

As respostas imunes de natureza inata podem, porém, demonstrar-se positivas, por
melhoria do efeito adjuvante da vacina, incremento da ativagao de APCs e sua maturagao, o
que diminui a tolerancia para os antigénios caracteristicos das células tumorais. Possiveis
respostas imunes de natureza inata sucedem por ligagao dos acidos nucleicos ao recetor tipo
Toll 9 (TLR9), que resultam da existéncia de ilhas de pares de citosina-guanina (CpG)

hipometilados no DNA e a estrutura transitoria em dupla hélice do RNA. A ligagcao ao TLR9
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promove a produgao de interferoes, nomeadamente interferoes do tipo |, que, juntamente
com IL-12, promovem a maturagao de DCs. Adicionalmente, a estrutura do DNA, que se
apresenta em dupla hélice, pode também funcionar como gatilho e induzir uma resposta imune

de natureza inata, produzindo moléculas proé-inflamatorias. [34]

A ativagao do sistema de imunidade inata podera ter efeitos positivos ou negativos. A
sua ativagao excessiva inibe a expressao de antigénios tumorais e a tradugao proteica a nivel
celular. Porém, a promogao de uma resposta imune de natureza inata podera promover a

maturagao de APCs e a estimulagao de linfocitos B e T. [34]

3.4.2. Seguranca

Relativamente a seguranga das vacinas que recorrem a utilizagao de acidos nucleicos,
o DNA e o mRNA apresentam-se como nao-infeciosos. Contudo, existe alguma toxicidade
associada a estas moléculas. Assim, as vacinas de DNA apresentam risco de mutagénese
insercional, integracao de plasmideos no genoma humano e ainda presenga de microrganismos
contaminantes, que se deve ao moroso processo de fabrico e utilizagdo de culturas de

bactérias. [34]

As vacinas de mRNA exibem maior rapidez e nao necessitam de culturas de bactérias
para a sua sintese, o que aumenta a sua seguranga comparativamente ao DNA. Porém, o
mRNA é uma molécula com uma natureza pro-inflamatéria mais prevalente que o DNA, o
que se traduz em potencial para inflamagao a nivel local e sistémico, bem como um aumento
de respostas autoimunes. A formulagao, o método de distribuicao, a via de administragao e
ainda a presenca de nucleotidos modificados sao fatores que influenciam a seguranga destas

vacinas, podendo reduzir a toxicidade e a atividade inflamatéria da molécula de mRNA. [34]

A potencial toxicidade destas vacinas podera advir ainda de nucleétidos modificados
de natureza nao nativa em moléculas de mRNA e também de componentes em sistemas de

distribuicao, que sao utilizados em vacinas de DNA e mRNA. [34]

As vacinas baseadas em acidos nucleicos utilizadas na area da imunoterapia tumoral
estao em otimizagao constante, sendo que a sua efetividade é ainda incerta. Esta incerteza
deve-se principalmente a incompreensao da biologia associada a células tumorais, bem como
a dificuldade na identificagdo de antigénios, que permita a indugao de uma reposta imune

efetiva em diferentes tipos de cancro. Outra possivel causa de insucesso destas vacinas esta
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relacionada com a geragao de respostas inflamatorias e suscetibilidade a moléculas envolvidas

no mecanismo de agao da vacina, como o interferao do tipo |. [34]

3.4.3. Vetores biologicos e nao biologicos

A transfecgao de material genético para virus com propriedades oncoliticas € uma
possibilidade para o transporte de material genético para o ambiente tumoral, com indugao

de uma resposta imune por parte do hospedeiro.

O virus devera ter determinadas caracteristicas, como auséncia de patogenicidade,
especificidade para células tumorais, de forma intrinseca ou ap6s manipulagao. A seletividade
podera ocorrer a nivel da entrada, por selegao de células que expressem antigénios tumorais,
pela capacidade de indugao de respostas retrovirais em ambiente intracelular e ainda pelo
potencial de agao de fatores de restrigao, determinantes para aferir a suscetibilidade da célula

para transcrever e traduzir o material genético de origem viral.

A vasta diversidade de virus com potencial utilizagao neste contexto compreende
espécies como adenovirus, echovirus e mesmo o virus do herpes simplex-1. Um exemplo
relevante é o Rigvir, em que uma estirpe de riga virus é utilizada no tratamento pés-cirdrgico
de melanoma. O seu potencial de diminuigao da recorréncia do tumor em melanomas de grau
inferior encontra-se aprovado para utilizagao na Leténia desde 2004, sendo o primeiro virus
a receber aprovagao no ambito da terapia antitumoral. Também o Oncorine, composto por
uma estirpe de adenovirus geneticamente modificada, se encontra aprovado na China para
utilizagao, em associagdo com quimioterapia, no tratamento de cancro na regiao do pescogo
e da cabega. Outro caso de sucesso, € o T-VEC, que foi aprovado nos Estados Unidos da
América em 2015, através da FDA, no tratamento de metastases de melanoma.
Posteriormente, na Uniao Europeia, foi aprovado para o tratamento de melanoma cutaneo
localizado em estagio avangado ou melanoma metastizado, composto por uma estirpe do virus

herpes simplex- |, geneticamente modificado. [35]

Adicionalmente, vetores como Bifidobacterium produzem proteinas semelhantes a
endoestatina, essencial para o controlo da angiogénese e um dos principais fatores para a
progressao tumoral. Bactérias como S.typhimurium sao também capazes de expressar
moléculas imunes, que contrariam as caracteristicas imunossupressoras do ambiente tumoral,

como a interleucina-18 (IL-18) e a linfotoxina. Assim, as bactérias e virus, enquanto vetores
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para as moléculas de DNA, sao também utilizados para a ativagao da resposta imune em

ambiente tumoral e diminuigao da progressao do tumor. [35]

Os vetores nao bioldgicos de natureza fisica ou quimica podem apresentar-se na forma
de lipidos catidnicos ou de estruturas poliméricas policationicas, sendo que estas moléculas
protegem o material genético de agressoes por nucleases ou outros mecanismos de defesa
celular. Estes vetores, apesar da sua seguranga, sao geralmente menos eficientes que os

vetores biologicos em terapia tumoral. [35]

3.4.4. Aplicacoes

Uma potencial aplicagao das vacinas de DNA é a sua utilizagao no tratamento de cancro
da prostata. Em estudos pré-clinicos foi demonstrado que vacinas de DNA codificante da
fosfatase acida prostatica (PAP) provocam uma resposta imune especifica por parte de células
T CD8+. Ensaios clinicos (McNeel DG et al., 2009) [36] posteriormente realizados em 22
pacientes com cancro da prostata em estagio DO, revelaram que 3 dos 22 pacientes
desenvolveram células T CD8+ com especificidade para PAP e também IFN-y e 9 dos 22
pacientes registaram uma proliferagao de linhagens de células T CD8+ e CD4+ com
especificidade para PAP. Ainda no ambito do cancro da prostata, um ensaio clinico de fase I/Il
(Chudley L et al., 2012) [37] demonstrou a eficacia de uma vacina de DNA codificante de um
epitopo tumoral derivado do antigénio membranar especifico da prostata (PSMA) fundido com
um dos dominios da toxina do tétano, o fragmento C, demonstrando eficacia na ativagao de
anticorpos e células T CD4+. As células T CD8+ com especificidade para PSMA foram também

encontradas apés inoculagao com vacinas de DNA.

As vacinas de DNA sao também aplicaveis no ambito do cancro cervical, uma vez que
a sua etiologia se encontra relacionada com a infecao por papilomavirus. Antigénios como a
oncoproteina 6 do Papiloma Virus Humano (HPV E6) e oncoproteina 7 do Papiloma Virus
Humano (HPV E7) sao apenas expressos em células cancerigenas, sendo que vacinas de DNA
codificante destes antigénios se demonstram eficazes na indugao de respostas imunes a nivel
celular e humoral em modelos animais. Um ensaio clinico de fase | (Trimble CL et al., 2009)
[38] recorreu a uma vacina de DNA que codifica uma versao do antigénio HPV E7,
administrada através de injecao intramuscular, em pacientes em estagio Il ou lll de cancro
cervical. A avaliagao ocorreu na semana |5 do tratamento, em que se observaram regressoes

histoldgicas em 33% da populagao participante no ensaio.
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No ambito do cancro colorretal, as vacinas de DNA também tém potencial aplicagao.
No decorrer de um ensaio clinico de fase | (Staff C. et al.,, 2011) [39], em que foi testada a
eficacia de uma vacina de DNA codificante do antigénio carcinoembrionico humano (CEA),
fundido com um epitopo modificado a partir da toxina tetanica direcionado para as células T
CD4+ helper, foi demonstrada capacidade para induzir resposta imune em modelos animais.
Assim, numa populagao de 10 pacientes, a vacina foi administrada apos injegao intravenosa de
ciclofosfamida. A vacina de DNA foi administrada por via intramuscular ou intradérmica,
acompanhada de GM-CSF, e demonstrou efeitos adversos menores como mialgia no local de
administragao, fadiga, artralgia e cefaleias. Apenas um dos pacientes demonstrou reincidéncia

do tumor numa avaliagao posterior.

4. Estratégias alternativas e terapéuticas adjuvantes a vacinacao tumoral

4.1. Vacinagcdao com células cancerigenas estaminais

As células cancerigenas estaminais sao um grupo de células pluripotentes encontrado
em diferentes tipos de cancro, nomeadamente cancro da mama, pulmao, figado, cérebro,
gastrico, pancreatico, entre outros. O seu comportamento é semelhante ao das células
estaminais em tecidos normais, contudo, a capacidade de diferenciagio em ambiente tumoral
apresenta-se como promotora do crescimento tumoral e génese de novos tumores. Enquanto
células estaminais, estes elementos tumorais mantém uma capacidade de auto-renovagao que
os torna imortais. As propriedades estaminais que caracterizam este tipo de célula encontram-
se restritas a uma fragao do tumor, porém, a sua existéncia é determinante para a definicao

da diversidade celular e da heterogeneidade do tumor. [40]

Na sua generalidade, as células cancerigenas estaminais apresentam-se resistentes a
terapias convencionais, como a radioterapia e a quimioterapia, o que indica que, apesar destas
abordagens clinicas conduzirem a eliminacdo de uma proporgao significativa de elementos
tumorais, a populagao de células com capacidade ilimitada de diferenciagio mantém a sua
atividade promotora do desenvolvimento tumoral. De facto, o tratamento recorrendo a estas
terapias demonstrou-se nao sé ineficaz, como também um fator no incremento da capacidade

de auto-renovagao em células nio-estaminais. [40]

Assim, possiveis terapéuticas antitumorais que incidam na eliminagao de elementos
desta populagao de células cancerigenas poderao provar-se bem-sucedidas. Tais estratégias
poderao passar pela utilizagao de inibidores especificos de antigénios caracteristicos destas
células, por exemplo CD44 ou CD 33, ou de vias essenciais para o desenvolvimento de células
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estaminais cancerigenas como a transigcao epidermo-mesenquimal, ou para o desenvolvimento
do tumor, como a via JAK2/STAT3 e ainda PI3K/mTOR. Um anticorpo monoclonal com agao
em células cancerigenas estaminais € o bevacizumab, que promove a regularizagao dos vasos
sanguineos tumorais, minimizando condi¢oes do ambiente tumoral que induzem a proliferagao

tumoral e inibindo o crescimento deste tipo de células tumorais. [40,41]

Opgoes adicionais que se poderao demonstrar eficazes serao a ativagao de células NK,
significativamente eficazes em populagoes de células cancerigenas presentes em glioma e ainda
em carcinoma escamoso. Também vacinas antitumorais, recorrendo a DCs sensibilizadas para
a apresentagao de antigénios especificos, demonstram potencial como estratégia adjuvante a

terapias convencionais.

Uma das barreiras a eliminagao de células cancerigenas estaminais € o seu perfil
antigénico, que se assemelha a células estaminais de tecidos normais e ainda a descoberta dos
antigénios responsaveis por fungoes ou propriedades peculiares destas células tumorais, que
permitam efetuar a distingao entre a populagao de células estaminais tumorais e nao tumorais.

[40,41]

4.2. Vacinagao com neoantigénios

Os neoantigénios sao moléculas de origem proteica nao-autédloga, que resultam de
mutagoes nao sindnimas presentes no genoma de células tumorais, e possuem especificidade
individual para o tecido tumoral, pelo que diferem dos TAAs. Estes antigénios possuem maior
imunogenicidade em comparagao com os TAAs e também uma maior afinidade para o MHC,

nao sendo alvo de tolerancia imunologica como acontece com os restantes antigénios. [42]

A extensao da mutagao de que resulta o neoantigénio encontra-se também
diretamente relacionada com a sua imunogenicidade. Assim, se a molécula resultar de uma
delecao, inser¢ao ou ainda de uma mutagao frame-shift, que correspondem a cerca de 5% das
mutagoes somaticas, a sua imunogenicidade sera maior por mudanga acentuada da estrutura

espacial da molécula e pela superior variagao da sequéncia de aminoacidos. [42,43]

A eficacia terapéutica de uma vacina que recorra a TAAs encontra-se dependente da
diferenga na sua expressao entre células normais e tumorais. Contudo, no caso de uma vacina
com neoantigénios a sua agao sera direcionada para as células tumorais, reduzindo a
probabilidade de ocorréncia de respostas autoimunes. Com a progressao das técnicas de

sequenciagao gendmica e o desenvolvimento de algoritmos de previsio de imunogenicidade,
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a pesquisa e identificacao de neoantigénios é cada vez mais promissora, o que contribui para

a evolugao da terapia personalizada no tratamento do cancro. [42]

A vacinagao com neoantigénios é objeto de estudo em variados tipos de cancro, sendo
que resultados promissores surgem no tratamento do melanoma. Diferentes estudos
recorreram a algoritmos computacionais com o intuito de prever a afinidade de diferentes
neoantigénios caracteristicos de células tumorais de melanoma para o MHC de classe |, de
forma a estabelecer uma lista de candidatos a inserir na vacina de acordo com a sua afinidade.

[43-45]

Todavia, permanecem varias barreiras que impedem o tratamento de uma maior
percentagem da populagao. O tempo de manufatura e o custo da vacina sao elevados. Os
algarismos de previsao de afinidade para o MHC de classe | ou classe Il necessitam também de
desenvolvimento, de modo a garantir a eficicia da vacinagio. E necessaria mais investigacio na
identificacao de biomarcadores, que apresentem informagao viavel acerca da resposta imune

desencadeada pela vacina, o que permitiria a aferigao da sua eficacia de forma sistematica. [43]

4.3. Outras terapias antitumorais

A imunoterapia antitumoral pode ser direcionada para moléculas-chave, que
contribuem para o desenvolvimento do tumor, sua proliferagao ou manutengao das condigoes
especificas do ambiente tumoral. Entre a diversidade de estratégias terapéuticas direcionadas
para estas moléculas, destacam-se os inibidores da transdugao de sinal, a terapia com
anticorpos e ainda os agentes modificadores de resposta biologica também conhecidos como

estratégias de imunoterapia nao-especificas. [46]

Os inibidores da transdugao de sinal, assim como a imunoterapia nao-especifica, tém
uma agao que se concentra na inibicio de fungdes essenciais das células tumorais ou da
integridade dos componentes intracelulares, utilizando moléculas de pequeno tamanho para
induzir morte celular. Alguns exemplos de inibidores de transdugao de sinal serao moléculas
como axitinib e o crizotinib, que atuam como inibidores de tirosina-cinases, nomeadamente
da familia VEGFR, no caso do axitinib e, entre outras, a cinase anaplastica do linfoma (ALK) e
também o fator do crescimento do hepatocito (HGFR), no que concerne ao crizotinib. No
que respeita a imunoterapias nao-especificas, o seu uso pode ocorrer como tratamento para
o cancro em monoterapia ou como adjuvante com objetivo de estimular o sistema imunitario.
Algumas moléculas utilizadas com este propésito sao o Aldesleukin, uma forma recombinante

da interleucina 2 (IL-2), que se encontra aprovada pela FDA para o tratamento de melanoma
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metastizado e ainda o Dinileukin Diftitox, que se trata de uma proteina de fusao constituida
por uma combinagao entre fragmentos de |L-2 e provenientes da toxina da difteria, que
permitem a ligagao a recetores celulares especificos para IL-2, inibindo ainda assim a sintese
proteica da célula tumoral. O Dinileukin Diftitox encontra-se aprovado pela FDA para o

tratamento de linfoma cutaneo das células T. [46]

A terapia com anticorpos monoclonais tem como alvos recetores especificos,
existentes a superficie das células de cancerigenas. Estes anticorpos poderao ter como alvos
elementos do sistema imunitario, de modo a potenciar a resposta imune para células tumorais,
provocar inibicao ou alteragao de vias de sinalizagao fulcrais para o desenvolvimento tumoral,

por ligagao a células responsaveis pela progressao do tumor. [46]

Alguns exemplos deste tipo de terapia incluem anticorpos como o cetuximab ou ainda

o panitumumab, com especificidade para o recetor do fator do crescimento epidérmico. [47]

O cetuximab comprovou ser eficaz no tratamento de cancros do colon, cabega, mama,
renal, entre outros, por inibicao da motilidade celular e metastizagdo e por indugao de
apoptose em células tumorais que expressem EGFR. Este anticorpo encontra-se aprovado
pela FDA para tratamento de carcinoma celular escamoso de cabeca e pescogo (SCCHN), em
conjunto com radioterapia. O panitumumab é um anticorpo monoclonal de origem humana
IgG2, que se encontra aprovado pela FDA para monoterapia de cancro colorretal ou em
associagao com regimes quimioterapéuticos com base na oxiplatina, em irinotecanos ou em

fluoropiramidina. [46,47]

4.3.1 Anticorpos direcionados para moléculas de checkpoint imunolégico

Uma caracteristica de grande importancia no sistema imunitario é sua capacidade para
se impedir de atacar a si mesmo. As moléculas de checkpoint imunolégico sao utilizadas para
este fim, necessitando de ser ativadas ou inativadas de forma a iniciar uma resposta imune. As
células cancerigenas utilizam estas moléculas como modo de evitar o ataque por parte do
sistema imunitario. As principais moléculas alvo de agao terapéutica sao o CTLA-4 e também

o antigénio de morte programada | (PDI), bem como o seu ligando PD-L1. [46]

Assim, CTLA-4 é um antigénio que se encontra expresso em células T, nomeadamente
células T CD4+ e CD8+. Esta molécula atua na fase de apresentacao de antigénios a células T
através da migragao para a superficie celular apés a formagao do complexo peptideo-recetor,

induzindo feedback inibitorio, o que impedira a ativagao de células T. A molécula CTLA-4
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encontra-se em competicao com CD38, para os locais de ligagao CD80, que existem a nivel
superficial nas células APC, provocando uma inibigao da resposta imune. O ipilimumab é um
anticorpo de origem humana que atua através do bloqueio de CTLA-4, encontrando-se
aprovado pela FDA para utilizagado em melanoma. O tremelimumab é também utilizado como
inibidor da CTLA-4, demonstrando eficacia no tratamento do cancro do pulmao celular nao

escamoso. [47,48]

A molécula PD-| é um antigénio existente em células T ativas, podendo também existir
em outros elementos do sistema imune, como células NK e linfocitos B. E responsavel pela
inibicao da resposta imune, através da ligagao aos seus ligandos PD-L| e PD-L2. O MDX-1106
€ um anticorpo humano que apresenta uma agao bloqueadora da PD |1, impedindo a ligagao ao
PD-LI e induzindo, por consequéncia, apoptose em células do sistema imune. Este anticorpo
demonstrou eficacia duradoura em individuos com diferentes tipos de cancro, como, por

exemplo, melanoma, cancro colorretal e ainda cancro celular renal. [47,48]

5. Perspetivas Futuras

No passado recente ocorreu uma grande evolu¢ao da imunoterapia no tratamento de
diferentes formas de cancro. As novas vacinas testadas apresentam maior eficacia, induzindo
respostas imunes com maior especificidade, maior poténcia e menos efeitos adversos. Um dos
aspetos chave deste desenvolvimento generalizado das vacinas antitumorais € a compreensao
do valor de antigénios tumorais especificos (TSAs) relativamente a TAAs, pela especificidade
que os primeiros conferem a resposta imune e pelo consequente decréscimo de efeitos
adversos, que resulta na diminuicao de resposta em tecidos nao tumorais. A descoberta de
TSAs, pela sua diversidade e também complexidade da metodologia associada a sua
identificagao, constitui ainda um obstaculo para o desenvolvimento de vacinas com elevado

grau de especificidade. [49]

Pela sua elevada especificidade, as vacinas baseadas em neoantigénios apresentam-se
como uma solugao promissora para questoes como a heterogeneidade do cancro e
dificuldades na previsao de resposta a vacina por parte do paciente ou mesmo sequenciagao
do perfil antigénico das células tumorais. Contudo, mesmo estas vacinas necessitam ainda de
aperfeicoamento de indole tecnolégica, com o objetivo de melhorar a precisao da capacidade
preditiva da resposta desencadeada e distinguir neoantigénios de maior valia, e de acordo com
a sua imunogenicidade. Esta melhoria podera ocorrer por desenvolvimento de novos métodos

tecnoldgicos ou sintese de moléculas que permitam distinguir antigénios de interesse. [49]
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No que concerne a capacidade tumoral de escapar aos mecanismos de imunovigilancia
impostos pelo sistema imunitario, é necessario o desenvolvimento de novas combinagoes
terapéuticas, nomeadamente com inibidores de recetores como a PD-I, PD-L| e CTLA-4,

que promovem este escape a respostas imunes induzidas pelas vacinas antitumorais.

A combinagao com estratégias terapéuticas convencionais como cirurgia, radioterapia
e ainda quimioterapia é uma alternativa que conduz a melhores resultados em pacientes com
diferentes tipos de cancro. O foco devera assim residir no aperfeicoamento de vacinas
seguras e personalizadas, e sua combinagdo com estratégias ja existentes ou em

desenvolvimento que incrementem a poténcia e eficacia da resposta imune. [49]
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