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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.”

- Marie Curie
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I. Nota Introdutéria

O culminar da conclusao do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), pela
faculdade de farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), passa obrigatoriamente pela
realizagao de um periodo de estagio curricular. A todos os finalistas, € dada a possibilidade
de realizagio de estagios adicionais, para além do estigio em farmacia comunitaria,
indispensavel ao término do curso.

Assim sendo, desde o dia 6 de janeiro até ao dia || de margo de 2020, foi-me possibilitado
estagiar na Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P., abreviadamente
denominado de INFARMED, |.P. Durante estes cerca de dois meses, integrei a equipa de
Gestao do Sistema Nacional de Farmacovigilancia e Gestao do sinal, incluida na Diregao de
Gestao do Risco de Medicamentos (DGRM), sob a orientagio da Dra. Fatima Canedo e
respetiva equipa de trabalho.

Como aluna do ultimo ano e estudante prestes a entrar no mercado de trabalho, creio que
esta opgao que nos é proporcionada é uma mais-valia em diversos niveis, nomeadamente, a
nivel pessoal e profissional, tornando-nos profissionais técnico-cientificamente mais
competentes.

Ao longo destes meses, foram-me claramente proporcionadas diversas oportunidades e
elevados niveis de aprendizagem, tanto nacionais como internacionais. E foi, sobretudo
essencial, compreender e analisar a dinamica interna de um instituto publico de tamanha
dimensao.

A realizagdo destes estagios € o primeiro contacto que temos com uma parte mais
profissional e pratica da nossa area, o que por vezes pode ser assustador e desafiante. No
entanto, ter feito parte desta prestigiada instituicio e ter tido o apoio dos seus
colaboradores, fez-me sentir muito mais segura e estou consciente de que adquiri todas as
bases necessarias para o futuro que se seguira.

O exposto relatorio compreende uma apreciagao critica desta experiéncia profissional e
atividades desenvolvidas no decurso do processo, reservando e preservando o codigo de
conduta, atualmente em vigor, em anexo na Deliberagao n.°1141/2018 (I), respeitando o
sigilo e a confidencialidade do mesmo.

Irei comegar por fazer um breve enquadramento do INFARMED, I.P. e respetiva DGRM,
bem como a sua interligagao com a farmacovigilancia; seguidamente farei uma apreciagao
critica do estagio através de uma analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and
Threats) e por fim, terminarei expressando algumas conclusoes e opinioes, a reter acerca da

realizagao deste estagio.



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

Em 1993, foi fundado sob o nome de Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento.

Em 2006, o Infarmed passou a designar-se de Autoridade Nacional do Medicamento e
Produtos de Saude, I.P., conjuntamente com grandes mudancgas no estatuto do medicamento
(2).

A sua principal missao é a “promogao da saude publica” garantindo a seguranga, qualidade e
eficacia de medicamentos e produtos de saldde. Segundo o |1° e 2° artigo do Decreto-Lei n.°
46/2012 de 24 de fevereiro, este é designado como um “instituto publico, (...), integrado na
administrac¢do indireta do Estado, dotado de autonomia administrativa, financeira e patriménio
préprio; prossegue as atribuicoes do Ministério da Satde, sob superintendéncia e tutela do respetivo
ministro, (...) com jurisdi¢do sobre todo o territério nacional” (3).

A equipa dirigente é formada por um conselho diretivo (representada por um presidente,
um vice-presidente e um vogal), quatro orgao consultivos, oito diregdoes com fungoes de
negocio (onde se enquadra a DGRM) e, trés outras estruturas com fungoes de suporte -
como esquematizado em organograma, no Anexo | (4).

As atividades do Infarmed podem ser agrupadas nas principais areas de atuagao: na gestao de
informagao e comunicagao, gestao de medicamentos, gestio de produtos de saude,
licenciamento de entidades, vigilincia e supervisao, inspegao e controlo de qualidade, e
monitorizagao de mercado. Sendo pontos fulcrais, a avaliagao técnico-cientifica, a avaliagao

economica e comparticipagoes, bem como a comprovagao da qualidade (5).
2.1. A Direcao de Gestao do Risco de Medicamentos (DGRM)

A DGRM é uma das unidades organicas com fungao de negocio, pertencente ao Infarmed, e
cuja coordenagao é assegurada pela Dra. Fatima Canedo.

As suas principais fungoes correspondem a coordenagao e funcionamento do SNF, gestao de
sistemas de alertas da Uniao Europeia, monitorizagao de seguranga dos medicamentos,
promogao e realizagdio de estudos epidemiologicos, coordenagao de unidades de
farmacovigilancia nacionais, colaboragao com entidades internacionais e nacionais, divulgagao
de informagao, aconselhamento, entre outras. Estas fungoes encontram-se descritas
detalhadamente no Anexo Il, correspondente ao artigo 4°, do anexo da Portaria n.°
306/2015 de 23 de setembro, respetivo aos Estatutos (6).

Esta diregao encontra-se, do ponto de vista funcional, dividida, em duas equipas: a equipa de
Gestao do Sistema Nacional de Farmacovigilancia (SNF) e gestao do sinal; e a equipa de

Gestao de Risco e Implementagao de Medidas de Minimizagao do Risco (MMR).



A equipa de Gestao do Risco e Implementagao de MMR trabalha principalmente com
materiais educacionais, comunicagoes dirigidas aos profissionais de saude (DHPC), planos de
gestao do risco (PGR) e relatorios periodicos de seguranga (RPS). A equipa de Gestao do
SNF e gestao do sinal, foca-se essencialmente nas notificagbes de reagoes adversas
medicamentosas (essencialmente através do Portal RAM), comunica com as unidades
regionais de farmacovigilancia, identifica erros de processo e pede esclarecimentos de certas
notificagoes, identifica e gere potenciais sinais, e elabora circulares informativas.

A primeira semana de formagao passou pela apresentagao de ambas equipas e do trabalho
realizado por estas, bem como o contacto com o sistema de controlo de qualidade, e
legislacdo e regulamentagao em farmacovigilancia, nomeadamente através das Boas Prdticas
em Farmacovigildncia (GVP).

Ambas as equipas, nao obstante o facto de desempenharem fung¢oes diferentes, trabalham
em conjunto, continuamente e sempre em dinamica conjunta.

A equipa da qual fiz parte, corresponde a equipa de Gestao do SNF e gestao do sinal e por
isso, no corrente relatorio de estagio, focar-me-ei sobretudo no SNF e portal RAM.

O plano de formagao do estagio curricular especifica os principais temas abordados no

decorrer da primeira semana, de formagao tedrica, e apresenta-se no Anexo lll.

3. A Farmacovigilancia e a sua importancia

Como é sabido, os medicamentos nao sao isentos de risco.

Relagoes causais entre o cloranfenicol e anemia aplasica nos anos 50, ou marcos historicos
como o grande “desastre da Talidomida” em 1961, levaram a que em 1963, a
Farmacovigilancia passasse a ser reconhecida pela Organizagio Mundial de Saide (OMS)
como “uma prioridade para a saiude no Mundo” (7).

A farmacovigilancia compreende uma area fundamental associada ao medicamento, uma vez
que visa garantir a sua seguranga e a dos que todos, com ele contactam. Tem como pilares o
levantamento e gestao de sinais e a partilha de informagao por todos os utentes, titulares de
AIM ou profissionais de salide - com base a manter uma permanente atualizagao dos dados e
informagoes provenientes de diversificadas fontes.

O termo foi pela primeira vez descrito em 1966 pelo Centro de Farmacovigilancia da OMS
como, “a notificacdo, o registo e a avaliagdo sistemdtica das reacbes adversas aos medicamentos
dispensados com ou sem prescricdo” (2). No entanto, em 1972 esta definicao foi alargada a

“toda a atividade tendente a obter indicacbes sistemadticas sobre os lacos de causalidade provavel



entre medicamentos e reacdes adversas numa populacdo”. (7) E importante notar que esta
defini¢ao inclui também estudos farmacoepidemiologicos.

Quando um novo medicamento € introduzido no mercado, é essencial gerir o risco e a
segurancga deste, em contexto real apos a sua comercializagao. Isto porque, muitas vezes, os
estudos feitos pré comercializagao nao sao suficientes, porque a populagao estudada nao é
suficiente nem diversificada o suficiente e assim, a farmacovigilancia, revela-se

particularmente importante estudando a sua segurancga a longo prazo.

3.1. Gestdao do Sinal e Sistema Nacional de Farmacovigilancia - o portal

RAM

Em Portugal, o SNF foi criado em 1992 e é atualmente um sistema “de cardcter
descentralizado e de notificagdo obrigatéria” para titulares de AIM e profissionais de saude;
apresentando-se como um sistema maduro, robusto e eficiente, que opera entre varias
unidades tais como, o Infarmed, as URF e a EMA (7).

Em 1999 houve a primeira reorganizagao deste sistema, em unidades regionais de
farmacovigilancia e em 2017, reorganizou-se novamente nas atuais unidades regionais.
Atualmente é formado por nove URF: Guimaraes, Porto, Coimbra, Beira Interior, Lisboa,
Setubal e Santarém, Algarve e Alentejo, Acores e Madeira.

Este SNF recebe notificacoes, sendo que estas podem ser recebidas por via indireta
(titulares de AIM) ou via direta (profissionais de saude e utentes); via frontoffice (notificadas
diretamente no Portal RAM) ou backoffice (recebidas via fax ou e-mail, entre outros).

A notificagao de RAM ¢é essencial para um seguimento e monitorizagao da seguranga de um
determinado medicamento. E notério o crescimento das notificacdes rececionadas no SNF
entre 2012 e 2020, através do Anexo IV (8); no entanto, podemos verificar que apesar desta
evolugao, estas ainda sao notificadas maioritariamente pela industria (nomeadamente

titulares de AIM) e médicos, e nao tanto por farmacéuticos.

3.2. Exemplo de Caso Pratico
® Monitorizacdo de qualidade de casos DME, com avaliacdo da conformidade

de diferentes parametros

A primeira etapa consistiu no “download” (através do portal RAM) de uma lista de casos (das
diferentes URF do pais) que incluiam o termo designated medical event (DME) dos meses de
dezembro, janeiro e fevereiro. Estes casos poderiam ser notificagoes recebidas via backoffice

(BO) ou frontoffice (FO).



A minha fungao consistiu em analisar individualmente cada um desses casos, inserir o
numero do caso (num ficheiro Excel previamente preparado), diferenciados pelas
correspondentes unidades de farmacovigilancia, e verificar se parametros (tais como, por
exemplo: “data de inicio de toma do medicamento”, “indicagao terapéutica” “data de inicio e
fim da reagao adversa”, entre outros) estavam conforme, nao conforme ou nao aplicavel
(N/A).

Apos a andlise da conformidade, tendo em conta os erros de processamento ou pedidos de
esclarecimento, era minha fungao contactar as unidades (geralmente por e-mail e sempre
com o conhecimento de superiores), e informa-las / questiona-las acerca dos mesmos para

que pudessem proceder a corre¢ao ou realizar o follow-up, na plataforma Portal RAM.

Ficando sempre tudo registado.

4. Analise SWOT

Doravante irei expor uma apreciagao critica do meu estagio curricular, através de uma
andlise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats), tendo em conta fatores
externos que se revelaram como amegas ou como oportunidades. Por outro lado, tendo em
conta fatores internos, sao analisados pontos fortes ou fracos, que ajudaram ou dificultaram,

respetivamente, o meu trabalho no decorrer do estagio.

4.1. Pontos Fortes (Strengths)

4.1.1. Responsabilidade, capacidade de iniciativa e comunica¢ao, organizacao

Os primeiros pontos fortes correspondentes a dimensao interna deste estagio, foram as
minhas capacidades cognitivas, das quais saliento as mencionadas acima.

As palavras responsabilidade e organizagao estiveram desde o primeiro dia bem presente em
todas as tarefas que realizei no INFARMED, |.P. No entanto, saliento duas das quais,
requereram toda a minha maxima aten¢ao: a monotorizagao de casos do portal RAM e a
revisio e atualizacio do “Manual do Utilizador do Portal RAM”. Nestas duas tarefas
manifestada confianca na minha capacidade de trabalho sendo que, qualquer erro seria
responsabilidade minha e poderia originar consequéncias para terceiros.

Saliento também a minha capacidade de iniciativa e comunicagao uma vez que, desde o inicio
me senti empolgada e esperangosa de poder participar ativamente nas atividades do

departamento; inclusive, sempre ambicionei escrever um artigo ou desenvolver um poster,



que se relacionasse com a farmacovigilancia. Assim sendo, sugerimos escrever um artigo

para o Boletim de Farmacovigilancia (Anexo V), que mais tarde se veio a concretizar (9).

4.1.2. Plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas:

aplicacdo de conhecimentos adquiridos em unidades curriculares

Um dos maiores elogios que tenho a fazer a FFUC, é o seu plano de estudos do curso do
MICF, sobretudo das unidades curriculares do ultimo ano.

Como finalistas e futuras pessoas a ingressar no mercado de trabalho (e sabendo que este é
bastante concorrido), qualquer valéncia e conhecimentos adicionais, sio mais-valias na nossa
formacao.

Ao longo do meu estagio, deparei-me inUmeras vezes com diversos temas abordados ao
longo dos ultimos cinco anos e que nao me eram estranhos e com os quais nao estava
contactar pela primeira vez.

Por exemplo, durante o meu estagio na DGRM abordamos alteragoes que poderiam vir a
ser regulamentadas na area da farmacovigilincia (nomeadamente reagdes adversas que
poderiam surgir) tendo em conta a utilizagao da cannabis para fins terapéuticos. Unidades
curriculares como Fitoterapia ou Plantas medicinas abordaram varias vezes este tema, bem
como interagoes planta-medicamento.

Outros exemplos foram as unidades curriculares de Indicagao Farmacéutica ou as diversas
Farmacologias, na introdu¢ao de DCls (denominagao comum internacional) de substancias
ativas, e a classificagao de ATCs (Anatomical Therapeutic Chemical) de medicamentos suspeitos
de reagoes adversas. A plataforma INFOMED, neste caso especifico, foi utilizada diariamente
ao longo do meu estagio, sendo que ja me encontrava bastante familiarizada com a mesma,
devido a incentivagao da sua utilizagao, durante todo o curso. Devido ao conhecimento e
familiarizagdo com as classes farmacoterapéuticas dos medicamentos e substancias ativas,
esta atividade diaria tornou-se muito mais facil e menos exigente.

Também a unidade curricular de Biotecnologia, foi essencial na compreensao de conceitos
de palestras que nos foram concedidas.

Por ultimo, a mais importante e a base de todo o meu estagio, a unidade curricular de
Farmacovigilancia e Farmacoepidemiologia. Esta unidade curricular potenciou-me um maior
entendimento e compreensao de todo o estagio e de todo o trabalho desenvolvido por uma
unidade de Farmacovigilancia, bem como os seus conceitos tedricos que puderam ser

aplicados na pratica.



4.1.3. Comunicacido e contacto com as unidades de farmacovigilancia do pais

Durante o meu estagio, foi frequente a troca de e-mails, pedindo esclarecimentos ou
informando as diferentes URF, na resolugao de questoes praticas.

Este contacto, exigiu uma maior formalidade na minha eloquéncia e discurso, que considero
que sejam um ponto forte meu. Portanto, esta tarefa veio colmatar algumas lacunas que
pudessem existir e fornecer-me capacidades de comunicagao adicionais em termos de rigor

e profissionalismo que considero que serao importantes para o meu futuro profissional.

4.1.4. Equipa da DGRM e Multidisciplinaridade de equipas do INFARMED I.P.

A equipa da DGRM e a ligagao entre os diversos departamentos do INFARMED, I.P.,
proporcionaram-me melhorias e vantagens, no decurso do meu estagio.

Foi notéria a muldisciplinaridade nas varias equipas que constituem este instituto publico,
todas elas trabalhando em colaboragao e em prol do funcionamento exemplar e da
reputagao da instituigao.

O bom ambiente proporcionado por todos, foi vantajoso e isso influenciou o meu trabalho,
na medida em que sempre senti que podia fazer questoes ou apresentar sugestoes. Também
a equipa que trabalhou comigo, no meu departamento, mostrou-se sempre muito recetiva a
ajudar quando necessario, a esclarecer dlvidas que surgissem e a ajudar-me na realizagao do

meu trabalho.

4.1.5. Plano de Formacao e Sessao de Boas Vindas aos estagiarios

Outro ponto forte que saliento foi a recegao e integragao dos estagiarios no primeiro dia de
apresentagao. Esta apresentagao foi bastante informativa e possibilitou-nos ter um
conhecimento geral acerca de como seriam os proximos meses; forneceu-nos informagoes
do funcionamento interno do INFARMED, |.P, coédigos de conduta, regulamentos e

documentos institucionais, motores de busca internos, funcionamento da rede interna

(Intranet) e divisao das suas instalagoes e setores.

O plano de formagao da primeira semana de estagio na DGRM, que se encontra anexado,
apresentou-se muito diversificado e muito enriquecedor; encontrava-se bastante organizado
e restruturado. Durante esta primeira semana, foram-nos fornecidas diversas sessoes
tedricas onde foi possivel aprender novos conceitos e relembrar outros ja existentes. Estas
sessOes depressa se revelaram bastante Uteis e fundamentais, na realizagao de diversas
tarefas do estagio, pois todos os conceitos se interligavam e o acompanhamento de todo o

trabalho desenvolvido, ficou mais facilitado.



4.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

4.2.1. Duracdo do estagio

Um dos pontos fracos deste estagio, na minha opiniao foi a sua duragao.

O estagio geralmente apresenta uma duragao maxima de trés meses, sendo que este ano,
devido a pandemia COVID-19, este terminou ainda mais cedo. Esta decisao foi
fundamentada, tendo em conta o bem de todos e a maxima de satde publica.

No entanto, esta duragiao é relativamente curta tendo em conta o trabalho pedido e a
qualidade das tarefas desempenhadas. Isto porque, é necessaria uma fase de adaptagao inicial,
para nos adaptarmos aos softwares informaticos, a dindmica de grupo, ao seguimento de
normas na realizagao de processos, entre outros. Assim sendo, &€ pelo menos necessario um
més de adaptagao, restando dois meses para a realizagdo das tarefas; apesar de dois meses
parecerem bastante tempo, muitos processos e tarefas existem espagos temporais longos e
necessitam de uma continuidade ao longo do tempo.

Concluindo, devido a pouca duragao do estigio, muitas vezes acabamos por realizar as
mesmas tarefas, faltando tempo para incluir outras novas.

Outro aspeto apontado ¢ o facto que, devido aos processos serem bastante prolongados e
demorados (que aconteceu no meu caso), as tarefas realizadas pelos estagiarios acabarem

por ficar incompletas.

4.2.2. A utilizacdo de ferramentas e Sistemas Informaticos

Uma das dificuldades com as quais me deparei no decorrer do estagio, foi a minha falta de
capacidade de trabalho com ferramentas e sistemas informaticos.

Isto porque, durante a minha vida académica, sempre trabalhei muito com o Microsoft Power
Point e Word, e pouco, por exemplo, com o Microsoft Excel. Como é sabido e de esperar, as
grandes instituicoes utilizam muito esta ultima aplicagao, seja para fazer listagens, calculos,
reorganizagao pastas, entre outros.

Para além disto, também siao bastante utilizadas diversas ferramentas informaticas, de
suporte ao trabalho, com o objetivo de o tornar mais simples e rapido. Também a rede
interna do sistema operativo do INFARMED, I.P. — Intranet — foi uma novidade e necessitou
de algum tempo e atengao para adaptagao as suas diversas utilidades.

Nao obstante, apesar de saber que este era um ponto fraco, que dizia respeito a mim e a
minha preparagao; todos os colaboradores se mostraram sempre muito disponiveis e

atenciosos, sempre prontos a ajudar e sugerir dicas na utilizagao destes sistemas. Assim
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sendo, este ponto fraco tornou-se mais tarde numa oportunidade para melhorar estas
capacidades que considero serem competéncias adicionais nas quais me posso procurar

envolver mais, a fim de me ajudar no meu futuro profissional.

4.3. Oportunidades (Opportunities)

4.3.1. Boletim de Farmacovigilancia

A maior oportunidade que me foi fornecida no decorrer do estagio, foi a possibilidade de
escrever um artigo para o Boletim da Farmacovigilancia, da edicao de janeiro 2020 (Anexo
V), acerca das “Novas Recomendagdes de utilizagio do tofacitinib (Xeljanz®)” (9).

O boletim de farmacovigilancia é publicado desde 1997, inicialmente com uma frequéncia
trimestral e mensalmente desde 2017. Este boletim contém publicagoes sobre efeitos
adversos dos medicamentos autorizados a nivel nacional ou europeu, bem como alertas de

seguranca.

4.3.2. Conhecimentos de inglés técnico-médico cientifico

Ao longo do estigio, pude aperfeicoar os meus conhecimentos de inglés, mais
especificamente o inglés técnico-médico cientifico.

Por exemplo, através de efeitos adversos reportados em inglés ou termos médicos proéprios,
associados ao dicionario MedDRA, que geralmente eram reportados por titulares de AlM.
Esta foi sem duvida uma excelente oportunidade para completar o meu vocabuldrio nesta

area, tendo em conta que ao longo do curso, nao contactei o suficiente com estes termos.

4.3.3. SessoOes de formacao e palestras proporcionadas

Tive o privilégio de poder assistir a sessoes de formagao e palestras das quais saliento as
seguintes: oportunidade de assistir a uma sessao de formagao para médicos do internato em
Satde Publica (onde as diferentes areas do INFARMED, I.P. foram explicadas e onde se
debateram temas muito atuais de saide publica, tais como a atual pandemia COVID-19 ou o
desenvolvimento de estudos econdmicos na area da farmacoeconomia).

Outra grande possibilidade que me foi fornecida, foi assistir a comemoragao do vigésimo
sétimo aniversario do INFARMED, I.P.,, realizado no dia |5 de janeiro, e onde foram
apresentadas duas palestras informativas por 2 conceituados investigadores, com os temas
“Medicina de Precisdo e Novas Terapéuticas: Que Desafios?” e “A Inteligéncia Artificial Pode Ajudar

a Medicina?” (Anexo VI) (10). Palestras muito interessantes sobre assuntos ja tratados
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previamente ao longo do curso, especialmente neste Uultimo ano, na cadeira de

Biotecnologia.

4.3.4. Preparacao para uma auditoria

No decurso do estagio, foi-me dada a possibilidade de verificar como é feita uma auditoria
(neste caso externa) e qual o seu processo de preparacao pelas respetivas equipas. Esta foi
uma experiéncia nova e bastante diferente que certamente se revelera essencial uma vez
que, durante as carreiras profissionais € frequente realizarem-se auditorias aos

colaboradores e as respetivas unidades/diregoes.

4.3.5. Desenvolvimento das competéncias a nivel informatico

Uma das oportunidades que me foi oferecida durante o meu estagio, foi a possibilidade de
lidar diariamente com sistemas e ferramentas informaticas. Inicialmente, isto constituia uma
ameaga uma vez que, tinha tido muito pouco, ou quase nenhum contacto com grandes bases
de dados e registos. No entanto, durante o meu percurso acabou por se revelar uma
vantagem.

Foi-me possibilitado desenvolver competéncias na area do Microsoft Office Word, PowerPoint
(por exemplo, para a realizagio de uma apresentagao para uma sessaio de manha
informativa) e Excel (onde trabalhei mais através de listagens e andlises de dados; e
sobretudo, onde passei a descobrir a existéncia de inUmeras funcionalidades até entao,
desconhecidas).

A rede interna do INFARMED, I.P. é a Intranet e o envio e rececao de e-mails é realizado
através do Outlook (aplicagao que uso pouco no meu dia-a-dia). Através da Intranet, aprendi a
reportar erros técnicos e a pedir suporte a equipa informatica, sempre que preciso; por
exemplo, quando necessitava de autorizagao para aceder a notificagdes do Portal RAM. O
Outlook apresentava-se como uma ferramenta para comunicagao de e-mails internos ou
externos (por exemplo, com unidades regionais de farmacovigilancia), funcionando através
de sistemas de cores especificos para cada unidade e cada colaborador, tornando a gestao de
e-mails pela equipa, mais facil.

Considero assim, que para além do INFARMED, I.P., tantas outras instituicoes, companhias e
empresas farmacéuticas, utilizam estas mesmas ferramentas, dando-me assim um
conhecimento prévio (que pode ser visto como uma vantagem) em futuras fungoes que vier

a desempenhar.



4.3.6. O portal RAM

O portal RAM possibilitou-me entrar em contacto com formularios “online” para notificagao
de reagoes adversas por profissionais de saude (I1) e utentes (12), respetivamente, e
perceber que a linguagem utilizada é diferente, adequando-se aos conhecimentos cientificos
de cada um (Anexo VII).

Para além disto, enquanto futura profissional de saude e agente de saude publica este
contacto com o Portal RAM foi fundamental para no futuro, proceder a notificagoes de RAM
de que tenha conhecimento e também sensibilizar a populagao e profissionais de saude para

a importancia de notificar RAM. No Anexo VI, é possivel observar a infografia referente ao

Portal RAM (13).

4.4. Ameacas (Threats)

4.4.1. Dificuldade de notificacdo por parte dos utilizadores do Portal RAM

Sem duvida que a falta de formagao e conhecimento na notificagao de RAM por parte de
profissionais de saude, utentes e industria, foram uma ameaga ao longo do meu estagio. Isto

porque, foram constantes os erros na execugio e lacunas por preencher. Muitas vezes eram

notificados efeitos indesejaveis associados a suplementos ou pastas de dentes, (sem principio
ativo medicamentoso), sendo que o Portal RAM serve apenas para a notificagao de
medicamentos ou substancias ativas.

Através destes erros, foi notoria a falta de formacao prévia de médicos ou utentes, na

utilizagao deste portal.

4.4.2. Falta de formacao das URF

O mesmo aconteceu com as unidades regionais de farmacovigilancia.

Na andlise da monitorizagio de qualidade de casos DME das respetivas unidades de
farmacovigilancia, notei que eram sistematicamente realizados os mesmos erros no
preenchimento de parametros no portal RAM. Isto refletiu-se numa constante troca e
rece¢ao de e-mails para as unidades, com envio de pedidos de esclarecimento e notificagao
de erros de processamento; fazendo com que, este processo se tornasse mais demoroso e
dificil do que era esperado. Assim sendo, muitas vezes este ficou comprometido e nos

piores cenarios, mesmo inacabado.
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4.4.3. A pandemia COVID-19

A pandemia COVID-19 foi claramente a maior ameaga no decorrer do estagio.

Isto porque, me impossibilitou de acabar o estigio no tempo previsto e porque me
impossibilitou de aprender mais e por em pratica outros conhecimentos (por exemplo, o
adiamento da visita aos laboratorios do INFARMED I.P.).

Impossibilitou ainda a conclusao de trabalhos que ja tinha iniciado.

4.4.4. A falta de recursos humanos para a quantidade de trabalho existente

A Ultima ameaca encontrada, foi por fim, a falta de recursos humanos na DGRM para
assegurar a finalizagao do meu trabalho.

Apesar de toda a equipa se ter mostrado sempre muito disponivel para ajudar e esclarecer
duvidas, a finalizagdo do meu trabalho dependia sempre da supervisao e aprovagao prévia
pela restante equipa. Tendo em conta que todos os colaboradores da DGRM tém um
constante e elevado fluxo de trabalho, nem sempre era possivel estar, constantemente e no
prazo estabelecido, a confirmar o trabalho realizado por mim. Por isso, por vezes, tornou-se
dificil a finalizagdo do meu trabalho, uma vez que nao dependia de mim o seu progresso e
conclusao

No entanto, considero que esta ameaga tenha contribuido para o meu desenvolvimento

pessoal, pois aprendi a ser mais autbnoma e a gerir melhor o meu tempo.

5. Consideracoes Finais

O objeto de analise curricular correspondeu a cerca de dois meses de intensa aprendizagem,
e foi sem dlvida uma experiéncia marcante no meu percurso académico e profissional.

Esta oportunidade revelou-se extremamente enriquecedora pois tive o privilégio de
contactar com inlmeros profissionais extremamente competentes, melhorar as minhas
capacidades de trabalho em equipa e com maior capacidade de gestao de tempo e de
problemas. Aprendi a ser mais responsavel e maximizei os meus conhecimentos a nivel
farmacéutico e, sobretudo, na area da farmacovigilancia.

Gragas a este estagio, adquiri uma visao muito mais abrangente acerca da importancia do
setor farmacéutico e a sua relagao com o Servigo Nacional de Saide (SNS), bem como com
entidades internacionais tais como a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA). Considero

que hoje em dia, como futura profissional de saude, procuro manter-me constantemente
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atualizada através de fontes fidedignas e procuro dar o meu contributo com todas as
valéncias que adquiri.

Relativamente a area da farmacovigilancia, esta é claramente fundamental e indispensavel.
Isto porque, apos a permanéncia de medicamentos no mercado, por varios anos, novos
sinais e alertas de reagoes adversas podem ser gerados. Tendo em conta isto, trabalham em
conjunto diversos profissionais e sistemas de farmacovigilancia, nacionais e internacionais. A
cooperagao e partilha de informagao sao claramente as bases do sucesso de uma excelente
coordenacao e seguranga de todos.

Assim sendo, neste estagio, foi-me permitido contactar com maior proximidade com esta
realidade. Aqui, fiquei a conhecer procedimentos de farmacovigilincia e a saber informar
acerca da utilizagao do portal RAM; aprendi qual o papel exercido diariamente por um
profissional de farmacovigilancia; quais os processos pelos quais deve passar uma notificagao
(a partir do momento em que é recebida) e também, como se devem prevenir e minimizar
OS riscos.

Por fim, considero que este estagio foi claramente desafiante e colocou a prova as minhas
capacidades e conhecimentos, praticos e tedricos. Porém posso afirmar que me sinto
extremamente honrada e agradecida pela oportunidade dada, sentindo-me bem preparada

para o meu futuro profissional, bem como, claramente curiosa!
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https://www.infarmed.pt/documents/15786/1410451/Novo%2bPortal%2bR%20AM%2b-%2bInfografia/2886d0e4-5084-4240-8266-d67ae97f05f4
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Anexo Il

Funcoes da DGRM

Artigo 4°
Diregdo de Gestio do Risco de Medicamentos

A Diregiio de Gestdo do Risco de Medicamentos, abre-
viadamente designada por DGRM, compete:

a) Assegurar a coordenag¢do ¢ funcionamento do Sis-
tema Nacional de Farmacovigilancia de Medicamentos
de Uso Humano, designadamente no que respeita a
recolha, avaliacdo e divulgacdo da informagdo sobre
as suspeitas de reagdes adversas dos medicamentos, a
analise de relagdes de causalidade entre medicamentos e
reagoes adversas e a identificagdo precoce de problemas
de seguranga com a utilizacdo de medicamentos, bem
como a vigildncia de ensaios clinicos, através da co-
lheita, registo e avaliagdo dos acontecimentos adversos
ocorridos durante 0s mesmos;

b) Genir o sistema de alertas de farmacovigilancia da
Umido Europeia e assegurar a participacdo no programa de
monitoriza¢do de medicamentos da Organizagdo Mundial
de Saade (OMS);

¢) Assegurar a monitorizagao de seguranca dos medica-
mentos, através dos planos de gestdo de nisco, bem como
emitir pareceres sobre esses planos;

d) Promover e realizar estudos epidemiologicos, propor
¢ implementar medidas de seguranga ¢ elaborar relatorios
de beneficio-nisco;

€) Coordenar as atividades das unidades de farmaco-
vigilancia que integram o Sistema Nacional de Farma-
covigildncia,

/) Colaborar com outras entidades nacionais ¢ interna-
ctonais na promogdo ¢ realizagio de estudos na area da
epidemiologia do medicamento,

£) Assegurar a divulgagdo de informagdo de seguranca
Er“a‘ospmﬁssmsde satde e para o pablico em geral,

como a elaboragdo de normas ¢ orientagdes destina-
das aos utilizadores dos servigos do INFARMED, | P, no
dmbito das suas atnbuigdes;

h) Assegurar a articulagdo com a comissdo de avaliagdo
de medicamentos em matéria de farmacovigilincia, salvo
no que respeita aos relatorios penddicos de seguranga;

i) Colaborar nas atividades de aconselhamento regula-
mentar e cientifico;

J) Assegurar a articulagdo com os sistemas de informa-
¢d0 nacionais e europeus no dmbito das suas competéncias;

k) Assegurar a representacdo a nivel nacional ¢ interna-
cional do INFARMED, I P, no dmbito das suas atribui-
¢Oes, nomeadamente com o grupo de farmacovigilincia
da EMA — Agéncia Europeta de Medicamentos ¢ com
os centros de farmacovigilancia de outras agéncias do
medicamento.
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e Anexo Il

Plano de Formagao Inicial

o L
I ‘ -
bl 2

) -wos,tmo
7"'4 ‘ cowuonvm
— : :f;'; a ' COMPONENTE TEORICA
| Amadeformacto Formador Data/Periodo | forich
Titima Canedo 06/0% Tarde Vi
| Regulamentagio o legistagdo Fétima Canedo 06/01 Tarde 4
| Sistema de Gestao da Qualidade Magda Pedro 07/01 Manh
Relatdrios Periddicos de Seguranga (RPS) Ana Sofia Martins 07/04 Tarde
_Plano de gestdo do Risco (PGR) Siivia Duarte 08/01 Manhd | (°
Estudos do Seguranca Pos Autorizagdo (PASS) Slivia Duarte 08/01 Manha é//‘;—
e Marcla Silva 07/01 Tarde | f,
Comunicages aos Profissionais de Saude (DHRC) Ana Severiano 08/01 Tarde o
Materials educaclonals Ana Severiano 1 Tarde
Gestlio do Sinal (EPITT) Fitima Braganga 10/01 Tarde
'_ otln. d nounur”wu-do RAM enviadas Cristing Mousinho 09/01 Manhs
Fatima Harjy 09/01 Tarde
sandra Quelrox
Alics M
Cristina Mousinho
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Anexo IV

| e tipo de notificador, no SNF

icagoes por espago tempora

de notifi

Evolucao

0202/¥0/0z ‘OFezIene 2p e1eq {NIv1) OpEdIS|N OU OB3NPOIIU| 3P OESEZUCINY 3P $2U8|N1| S0P S9ARIE OPEDIUNWC D,y ‘(M) 531USIN 3 (Sd) Spnes 2p sieuoissyosd Jod 2USWEIRIIP OPEDIUNWIO ).,
‘epug|ifincoeULIE 3D [BUODE] BLUSISIS,

JiIN3LN 'S'd SOMLNO OHIANYIINT O21LNIDVINEYS OoIaIn Loz €102

YOAVDHILON 3 OdIL HOd OYIINgd1SIa ONV ¥Od SI0IVDIHILON SYd OYONTOAI

8YQL| S3ABID OBN 5305EI4N0N _ 7] £9¢ S2ARID S205E2U1ON _ Z91%6 's305ed1joN |ej0 ]

@>orenoeN @eneln  Y/N 10peuoidsias ouy

#CIRIPU 9 ERIA BIA = 210 2PS9P xdNS Od OHN3dW3S3d

28



Anexo V
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Anexo VI

Vigésimo sétimo aniversario INFARMED I.P. — Programa

Modcarerty

SAUDE

REPUBLICA VICO NACIONA
PORTUGUESA 0 | SNS 21 e lu Infar med

ANIVERSARIO

15 | janeiro | 2020

Auditério do INFARMED

Edificio Tomé Pires
Parque de Salde de Lisboa

PROGRAMA
15hoo - Sessao de Abertura

Marta Temido

Ministra da Sadde

Rui Santos Ivo

Presidente do Cor

selho Diretivo do INFARMED, |.P
15h30 - Desafios do Futuro

Medicina de Precisdo e Novas Terapéuticas: Que Desafios?

Mana Carmo-Fonseca

Instituto de Medicina Malecular

Alnteligéncia Artificial Pode Ajudar a Medicina?

Jorge Félix Cardoso
€

Faculdade de Medicina da Universidade do Porto e Centro de Investigagdio em Tecnologias e Servigas de Satide

16h1s - Painel “Envolver o Cidad3o”
Moderador

Anto
Vi

Mo Fari

e-president

e Luis Mend3o - Grupo de Ativistas em Tratamento
Ana Sampaio - Associagdo Portuguesa da Boenga Inflamatdria do Intestino

* Bemardo Gangalves - myPolis

* Margarida Oliveira - Projeto INCLUIR do INFARMED, 1.P.

* Vasco Mana - Presidente da Carssao de Avaliagao de Medicamen

o José Vinhas - Presidente da ComnissGo de Avaliagdo de Tecnolog

o Carlos Alves - Presidente da Comissao Nacional de Farmacia e Terapéutica
Conclusdo

Cléudia Belo Ferrera

Vogal do Consetho Diretivo do INFARMED, | £

17h30 - Sessdo de Encerramento

Jamila Madeir

Secretdria de Estado Adjunta e da Sadde
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Anexo VII

do profissional de saude e utente (para
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Anexo VIII

Infografia do Portal RAM

Notificar Efeitos Indesejaveis de Medicamentos

Novo Portal RAM

+ Rapido
+ Facil de preencher

Como Notificar

Portal RAM

em www.infarmed.pt

Basta indicar:

1 #3 s

O efeito O(s) medicamento(s) Os dados do Um contacto do
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Parte 1l

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

A Farmécia Estddio®

Sob orientagdo do Dr. André Paiva



Lista de Abreviaturas

ANF — Associacao Nacional de Farmacias

COVID -19 — Coronavirus Disease 2019

FC — Farmacia Comunitaria

FE — Farmacia Estadio

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
MSRM — Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

PIM — Preparagao Individualizada da Medicagao

PTS — Programa de Troca de Seringas

SGQ - Sistema de Gestao da Qualidade

SNS — Servico Nacional de Saude

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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I. Nota Introdutéria

No ambito do plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF)
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) e de acordo com a Diretiva
2013/ 55/ EU do Parlamento Europeu e do Conselho de 20 de novembro de 2013, para
aquisicao do titulo de farmacéutico é obrigatoria a complementagio de uma formagao
tedrica e pratica; com a obrigatoriedade de realizagao de um estagio (). Assim sendo, é
obrigatoria a realizagdo de um periodo de estagio em Farmacia Comunitaria (FC),
subsequente a formagao ministrada.

Cada vez mais, FC assume um papel preponderante, sendo uma das faces mais visiveis da
profissao farmacéutica, sendo por isto, essencial a experiéncia e o contacto com uma
farmacia.

Por esta razao, gragas a experiéncia proporcionada pelo MICF da FFUC, realizei um estagio
curricular na Farmacia Estadio (FE), em Coimbra, desde o inicio de maio até ao final de
agosto de 2020, sob a orientagao do Dr. André Paiva e colaboragao de toda a restante
equipa.

A realizagao deste estagio curricular teve como principal objetivo transmitir e fornecer as
ultimas valéncias, necessarias para a formagao de um profissional de saide qualificado, bem
como consolidar os conceitos tedricos adquiridos ao longo do curso.

Isto porque, um farmacéutico nao é apenas um especialista do medicamento mas também,

um agente de saude publica.

2. A Farmacia comunitaria e a sua importancia

De acordo com as Boas Praticas em Farmacia Comunitaria, “a principal responsabilidade do
farmacéutico é para a saide e o bem-estar do doente e do cidaddo em geral, promovendo o direito
a um tratamento de qualidade, eficacia e seguranga” (2). Assim sendo, inicialmente o
farmacéutico comunitario era sobretudo visto como um boticario, preparando e entregando
as substdncias medicamentosas. Atualmente, o seu papel assume uma importancia muito
maior, uma vez que, em muitos casos, as farmacias consistem nos primeiros locais que a
populagao procura, muito antes de procurarem um hospital ou um centro de saude. Por
este motivo, as FC passaram a ser locais, nao apenas de dispensa de medicamentos, mas
também locais que prestam os mais diversos cuidados e servigos, para além de

acompanhamento farmacéutico, educagao para a saude e promogao da saude publica.
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Por este motivo, € importante que um farmacéutico esteja em continuo processo de
aprendizagem, de modo a que possa prestar um servigo de exceléncia ao utente e a restante

comunidade.

3. A Farmacia Estadio® - Enquadramento

A FE encontra-se na Rua D. Joao lll, no n°l 1, integrada no edificio do Estadio Cidade de
Coimbra e atualmente a diregao técnica encontra-se assumida pela Dr.* Ana Isabel Costa
Neves Rebelo desde Junho de 2001.

E uma farmacia com mais de cerca de 60 anos de existéncia e renome tendo iniciado como
uma pequena farmacia, que mais tarde se veio a expandir para as atuais instalagoes.
Atualmente conta com cerca de |2 colaboradores, inseridos nas mais diversas areas.

A farmacia faz parte do grupo maisfarmacia, é aderente da Associagao Nacional de Farmacias
(ANF) e rege-se por um Sistema de Gestao da Qualidade (SGQ) de acordo com a norma
NP EN ISO 9001:2015 (2). Este sistema é suportado por documentacao de apoio a sua
implementagao, manutencdo e melhoria, sendo evidenciado através de registos da
Qualidade. Assim sendo, um dos principais objetivos da farmacia é a aposta na melhoria
continua dos seus servigos, através da “prestacdo de um servico de exceléncia, promovendo a
satisfagdo e fidelizagdo do cliente” (3).

A FE oferece diversos servicos para além de aconselhamento farmacéutico; nomeadamente
o fornecimento de consultas de Podologia e de Nutricao; a preparacao de manipulados
(mediante prescricao médica); a preparagao individual da medicagao (PIM) - para instituicoes
ou para utentes; avaliagoes de medigoes de parametros bioquimicos, entre os quais: medi¢ao
de glicémia, triglicéridos e colesterol; e medigao de pressao arterial. Por fim, a farmacia
realiza ainda a administragao de injetaveis ou vacinas, passiveis de serem administrados em
FC.

Para além destes servigos, a FE participa ativamente em campanhas do grupo e projetos de

salde publica, nomeadamente: no Programa de Troca de Seringas (PTS) (Anexo I); a

Valormed (Anexo Il); e na promogio e utilizacio do cartio SAUDA/ Cartio das Farmacias
Portuguesas que permite a acumulagao de pontos, nas Farmacias aderentes, que podem
consequentemente ser trocados por produtos de salude ou originar vales de desconto no
ato da compra. O PTS tem como principal objetivo evitar a partilha de seringas,
contribuindo assim, essencialmente, para a diminuigao de VIH e Hepatite B e C, entre outros
objetivos. Os utilizadores de drogas injetaveis, podem assim dirigir-se a farmacia,

depositando as suas seringas utilizadas e recebendo um “kit redugdo de riscos” (Anexo |), que
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inclui duas seringas, dois toalhetes desinfetantes, dois filtros, duas ampolas de agua

bidestilada, dois recipientes (caricas), duas carteiras de acido citrico e um preservativo (4). A

Valormed, iniciada em 1999 (5) faz parte de uma colaboragao entre diversos organismos,
tendo como finalidade a recolha de embalagens de medicamentos utilizados ou fora do
prazo; e a sua posterior recolha e tratamento. Assim sendo, os utentes sao sensibilizados
para esta tematica, com a presenca de um contentor na entrada da farmacia (Anexo II).

Feita esta breve contextualizagao, através do presente relatorio irei dar a conhecer a minha
experiéncia profissional na Farmacia Estadio, através de uma analise SWOT. Reservando e

preservando o sigilo e a confidencialidade de assuntos tratados no decorrer da mesma.

CASO CLiNICO

Utente, do sexo feminino, cerca de 30 anos. Vem pedir um medicamento para o
desconforto urinario; apresentava sintomas de ardor, comichao e aumento da frequéncia
urinaria durante o dia. Apos analisar o caso, constatei que provavelmente seriam sintomas
de uma possivel infegao urindria, ao qual a utente me responde que ja tinha marcado
consulta mas esta seria sé nos proximos dias. Devido a pandemia COVID-19 nao se queria
deslocar as urgéncias previamente e por isso, decidiu recorrer a farmacia para “aliviar os
sintomas”’.

Assim sendo, foi-lhe aconselhado um suplemento alimentar a base de arando vermelho rico
em proantocianidinas denominado Cysticlean® 240 PAC (para a prevencio e tratamento da
cistite e bem estar das vias urinarias) (7) ; e um gel de lavagem intima antisséptico da marca
Lactacyd® (aconselhado para o uso em situagdes aumentadas de risco de infecdes) (8) .

Foi aconselhada a toma de uma capsula, por dia e por ultimo, foram-lhe recomendadas
medidas nao farmacologicas. Nomeadamente, a ingestao de um elevado nimero de liquidos
(sobretudo agua) com valores compreendidos entre |, 5L - 2L, todos os dia, evitar a
utilizacao de pegas de roupa desconfortaveis e muito apertadas e lavagem intima com agua

tépida.

4. Analise SWOT

Através da seguinte andlise SWOT — acronimo anglo-saxonico para Strengths, Weaknesses,
Opportunities e Threats — procuro agrupar os aspetos fundamentais do estdgio que
contribuiram para o meu processo de aprendizagem, nomeadamente através de uma
dimensao interna (Pontos Fortes e Pontos Fracos) e uma dimensao externa (Oportunidades

e Ameagas).
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4.1. Pontos Fortes (Strengths)

4.1.1. Equipa técnica da Farmacia Estadio®

A equipa técnica da FE é uma equipa jovem, formada por excelentes profissionais, que
desempenham um brilhante trabalho nas mais diversas atividades da farmacia.

A equipa da farmacia estou muito grata, porque sinto que contribuiram para melhorar o meu
conhecimento cientifico e crescimento a nivel profissional. Mostraram-se sempre prontos
para partilhar conhecimentos de caracter técnico-cientifico, esclarecer duvidas e sugerir
melhorias no decorrer do meu trabalho. Senti que depositaram confianga nas minhas
capacidades, tendo-me sido dada bastante autonomia no decorrer do estagio,
nomeadamente no periodo de atendimento ao balcao.

Para além disto, proporcionaram a realizagdo de diversas atividades extralaborais
desenvolvidas pelo departamento de recursos humanos, com o principal objetivo de integrar
os estagiarios e promover a criagao de lagos interpessoais. Estes lagos, mais tarde vieram a
transmitir-se na boa dinamica de trabalho da FE, gragas a boa relagao entre todos e espirito

de entreajuda.

4.1.2. Heterogeneidade de utentes

Durante o meu estagio, um dos pontos fortes foi o contacto com um diverso numero de
utentes, heterogeneamente diversos. Isto é, para além dos habituais clientes que vinham
adquirir a sua medicacao habitual, muitos outros procuravam um atendimento mais
personalizado. Assim sendo, contactei com clientes que necessitavam de produtos
especificos para as mais diversas situagoes; muitas das vezes, confrontando-me com
produtos que nem sabia que existiam e ainda com utentes oriundos de outros paises.

A excelente localizagao da FE, perto de clinicas, ginasios e escolas, deu-me a possibilidade de
entrar em contacto com os mais diversos casos clinicos, que contribuiram para uma

experiéncia de estagio mais alargada e enriquecedora.

4.1.3. Diversidade de funcdes desempenhadas

No decorrer do estagio, foi-me permitido experienciar as mais diversas areas de atuagio na
farmacia comunitaria, tanto a nivel de backoffice como frontoffice.

A nivel de backoffice, durante o meu periodo de estagio, rececionei encomendas;
aprovisionei e armazenei medicamentos e produtos de salde; preparei pedidos de entrega

ao domicilio; realizei PIMs para diversas instituicoes e observei a preparagao de manipulados.
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A nivel de frontoffice, tive um contacto mais direto com os utentes, dispensando MSRM ou
dando aconselhamento para MNSRM e ainda realizando a avaliagao de parametros
bioquimicos e pressao arterial.

Todas estas atividades permitiram-me ter uma ideia geral de todo o sistema que envolve a
farmacia, contribuindo assim para uma experiéncia diversificada, durante os cerca de quatro

meses que aqui estagiei.

4.1.4. Aplicacdo de conhecimentos

Considero que durante todo o meu periodo de estagio, a fase mais desafiante e
emocionante foi a fase de atendimento ao publico. Esta fase envolve um enorme sentido de
responsabilidade e uma elevada capacidade de demonstragao e confianga (sendo que, muitas
da vezes, nao dominava determinados assuntos e por isso o sentido de ajuda por parte da
equipa da farmacia foi essencial).

No entanto, esta aplicagdo de conhecimentos é também a parte mais gratificante, onde
podemos por em pratica tudo o que aprendemos nos Ultimos cinco anos; desde ja destaco a
importancia da cadeira de Indicagao Farmacéutica, que considero, essencialmente, que nos
proporciona bases fundamentais para este estagio.

Sem duvida, este foi um dos pontos mais dificeis mas seguramente dos mais fortes, porque
realmente senti que o utente recebia todas as informagoes necessarias, para o éxito da
terapéutica.

Assim sendo, anteriormente encontra-se descrito um caso pratico que sucedeu no decorrer

do meu estagio.

4.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

4.2.1. Duracio da fase de atendimento e contacto com o publico

Como explicado anteriormente, foram diversas as fungoes desempenhadas no decorrer do
estagio, obtendo assim um plano de estagio bem estruturado, gradualmente envolvendo cada
vez mais responsabilidades.

No entanto, e como também mencionado acima, a fase de atendimento ao publico é a mais
emocionante e onde a pratica passa a ser aplicada. Assim sendo, na minha opiniao, durante o
tempo que experienciei ao balcao (individualmente ou a ouvir atendimentos de colegas),
aprendi bastante e penso que poderia ter aprendido ainda mais. Por esta razao, creio que
durante um estigio desta dimensio temporal, o tempo de atendimento ao balcio e
aconselhamento farmacéutico, deveriam ser alongados.
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4.2.2. Elevado nimero de estagiarios

O elevado nimero de estagiarios acabou por se revelar também um ponto fraco deste
estagio. Isto porque, comprometeu em alguns momentos uma aprendizagem mais completa.
A principal razao relacionou-se com a dificuldade de dar a mesma atencao a todos, acabando
por explicar aprofundadamente certos assuntos a uns, e nao tanto pormenorizadamente a
outros. Esta discrepancia revelou-se essencialmente no periodo em que estdvamos por
turnos, uma vez que com varios estagidrios tornava-se dificil gerir uma preparagao igual em

turnos diferentes.

4.2.3. Diferenciacao das cores das batas dos estagiarios

A FE é conhecida pelos seus estagiarios, que apresentam uma bata verde, diferente da
restante equipa, que utiliza batas brancas. Tendo isto em consideragao, senti que este ponto
era sobretudo um ponto fraco, apesar de também poder ser um ponto forte. Por um lado,
esta logistica acaba por ser positiva, uma vez que os utentes acabam por ter mais paciéncia e
compreensao com os estagidrios, percebendo que ainda esta a decorrer todo um processo
de aprendizagem.

Por outro lado, esta abordagem acaba por ter um efeito negativo no utente e no estagiario,
ou porque o utente apresenta uma desconfianga no estagidrio e nos seus conhecimentos; ou
porque desmotiva o proprio estagiario, que muitas vezes sabe porque tem os
conhecimentos e as bases, mas nao |lhe é dada a oportunidade para o demonstrar.

Apesar disto, a equipa da FE sempre depositou enorme confianga em nés, motivando-nos e
tranquilizando os utentes que se sentiam pouco seguros com os nhossos atendimentos;

estando sempre a disposigao para nos auxiliar no que fosse preciso.

4.3. Oportunidades (Opportunities)

4.3.1. Preparacao individualizada da medicacdao (PIM) e instalacao da maquina

de preparacao da medicacao

Uma das maiores oportunidades que me foi dada neste estagio foi a PIM (Anexo lIl). A FE
realiza a PIM para diversas instituicoes, bem como para alguns utentes.

No inicio do meu estagio esta preparagao era feita manualmente, por nos (estagiarios) em
conjunto com farmacéuticos aptos para isso. No entanto, no inicio de Junho, a FE instalou

uma maquina de preparagao da medicagao (Anexo |V) que veio a permitir a otimizagao do
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processo, revelando-se uma vantagem, através do controlo e registo de stocks, prazos de
validade e lotes de medicagcao de utentes.

Na minha opiniao, a PIM, constituiu uma grande oportunidade durante o meu estagio, pois
pude contactar com os mais variados medicamentos, passando a associar as substancias
ativas as marcas comerciais; a reconhecer medicamentos por embalagens (revelando-se
particularmente util na fase de atendimento ao publico) e ainda a ter um contacto mais
direto com o préprio medicamento. Por ultimo, possibilitou-me ainda ter uma percegao de
medicagao mais comum de ser prescrito em certas faixas etarias, e as possiveis interagoes
medicamentosas, onde o farmacéutico exerce um papel preponderante na sua identificagao e

intervencao.

4.3.2. Gabinete do utente e a prestacao de servicos farmacéuticos

O gabinete do utente e a prestacio de servicos farmacéuticos ao utente, tais como, a
avaliacao de parametros bioquimicos e antropométricos, constituiu uma oportunidade de ter
formacao para determinagoes de glicémia, colesterol, triglicéridos e pressao arterial, uma
vez que a farmacia disponibiliza a populagao estes servicos. No entanto, foi também uma
oportunidade, sobretudo, para estreitar lagos com o utente. Isto porque, constituem
momentos em que o utente se sente mais a vontade, permitindo assim ao farmacéutico ter
mais tempo para se dedicar ao aconselhamento farmacéutico, verificando a adesao a
terapéutica, analisando e interpretando casos clinicos e sugerindo medidas nao

farmacologicas, de acordo com cada caso.

4.3.3. Criacdo e adocao de novas estratégias em tempos de pandemia

O meu estagio realizou-se durante a ainda atual, pandemia COVID-19. Assim sendo, as
farmacias tiveram que se adaptar, de modo a conseguirem continuar a proporcionar os seus
servigos de exceléncia.

Na FE foram criadas e adotadas novas estratégias para o continuo processo de satisfagao do
cliente. Desde ja destaco, as entregas ao domicilio e a dispensa de medicamentos
hospitalares (de utentes em ambulatorio) na farmacia. Esta ultima abordagem demonstrou-se
muito interessante para a minha formagao profissional porque foi uma oportunidade de
alargar os meus conhecimentos. Possibilitou-me entrar em contacto com medicamentos
hospitalares, nomeadamente com substancias ativas nao passiveis de serem comercializadas
em FC, fazer o registo da dispensa no Sifarma2000® e avaliar sinais sugestivos de

agravamento da doenca, relacionados com o uso do medicamento.
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4.3.4. Dispensa de medicamentos veterinarios

A dispensa de medicamentos veterinarios acabou por se revelar uma oportunidade, apesar
da minha relutancia inicial, relativamente a este ponto.

Apesar de sentir que tinha poucas bases na area de dispensa de medicamentos e produtos
veterinarios, toda a equipa se mostrou sempre bastante suscetivel para me ajudar, tendo
aprendido bastante acerca desta area na farmacia. Este fator constituiu uma oportunidade
para perceber que, na FE, existe uma linha de apoio aos farmacéuticos para aconselhamento
de produtos veterinarios de venda livre (por exemplo, desparasitantes) (Anexo V)

promovendo deste modo uma utilizagao correta e segura dos mesmos.

4.4. Ameacas (Threats)

4.4.1. Medicamentos esgotados (ex: Victan® 2mg/ Serenal®50mg)

Durante o decorrer do meu estagio, foram inUmeras as vezes que os utentes vinham a
farmacia com prescrigoes, sendo que alguns dos medicamentos prescritos se encontravam
esgotados. De entre estes medicamentos, saliento o Victan®2mg (loflazepato de etilo) e o
Serenal® 50mg (oxazepam), que foram os que mais interferiram com o decorrer do meu
estagio, encontrando-se indisponiveis por tempo indeterminado.

Ambos sao medicamentos para os quais nao existe um medicamento igual ou um genérico.
Para além disto, ainda que pudessem existir outras op¢oes de MNSRM com efeito similar, e
onde o farmacéutico pudesse desenvolver um papel crucial muitas das vezes, os utentes ja
estavam bastante habituados aquela medicagao, reportando grandes dependéncias e
rejeitando as alternativas fornecidas. Assim sendo, esta situagao de medicamentos esgotados
levou a que muitos procurassem Victan®2mg, nomeadamente em Espanha (6).

Esta realidade poe em causa a credibilidade da farmacia e o préprio farmacéutico, uma vez
que representa uma ameaga a terapia continuada, devido a motivos alheios a propria

farmacia.

4.4.2. Dificuldade na proximidade ao utente - COVID-19

No decorrer do estagio outra problematica associada a motivos externos a farmacia, foi a
dificuldade na aproximagao ao utente, devido a pandemia. Devido a implementagio de
medidas de diminui¢ao do risco de propagagao do virus, foram implementados acrilicos nos
balcoes assim como tornado obrigatério o uso de mascara ou viseira, no interior do espago.

Estas medidas levaram a um aumento da dificuldade de comunicagao entre o farmacéutico e
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o utente, originando algumas vezes erros no pedido de MNSRM durante o atendimento. Por
exemplo, situagoes onde os produtos se apresentavam com nomes muito semelhantes tais

como o caso da “cecrisina®’ e da “cetirizina”.

4.4.3. Sazonalidade do estagio

A sazonalidade do estagio foi também outro motivo influenciador do meu percurso durante
o estagio.

Durante o periodo que estagiei na FE, contactei sobretudo com situagoes caracteristicas do
espago temporal em que me enquadrava, nomeadamente durante a época da Primavera e do
Verao (sobretudo). Durante esta fase, observei e realizei aconselhamento farmacéutico
direcionado maioritariamente a alergias ou a picadas de insetos. No entanto, infelizmente, o
contacto com afegoes tipicas do periodo do Outono e Inverno (nomeadamente
constipagoes e sindromes gripais) ficou um pouco mais incompleto em termos de

aprendizagem.

4.4.4. Falta de formacoes das gamas e de produtos devido a pandemia

Para um bom trabalho em FC, é necessario que o farmacéutico seja capaz de estar em
constante atualizagao e tenha um bom conhecimento cientifico dos diversos produtos de
salde, medicamentos, produtos de dermocosmética e tantos outros, que existem na
farmacia. Isto é fundamental para depositar uma maior confianca nos utentes que os
adquirem.

Desde modo, as farmacias sao privilegiadas com formagoes oferecidas pelos laboratorios,
muitas vezes através dos seus delegados e representantes. No entanto, devido a situagao
atual que nos encontramos, durante o meu estagio, o contacto com estas entidades foi
diminuido, reduzindo assim a oportunidade de poder adquirir conhecimentos de produtos e
tecnologias inovadoras, e conhecimentos técnico-cientificos em relagao a determinados
temas.

Penso entao que esta foi uma limitagao durante o decorrer do estagio, no entanto, por
motivos alheios a farmacia. Assim sendo, pretendo ainda destacar que apesar de nao ter tido
a oportunidade de assistir a estas formagoes, como muitos colegas meus assistem todos os
anos, a FE procurou sempre criar alternativas. A equipa técnica esteve sempre disposta a
explicar e a dar a conhecer as mais diversas gamas (nomeadamente a nivel de
dermocosmética e suplementos alimentares), bem como a incentivar-nos a ouvir webinars,

realizados pelas proprias marcas.
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5. Considerac¢oes Finais

Este estagio curricular possibilitou-me complementar conhecimentos em diversas areas,
oferecendo-me valéncias para construir uma atitude deontoldgica e eticamente correta em
FC. Ao longo do estagio procurei aprender a adequar a minha postura, nivel de linguagem e
discurso cientifico, facilitando a comunicagao e garantindo a maxima compreensao, por parte
dos utentes. Deste modo, foi-me permitido adquirir a confianga e empatia dos mesmos,
diariamente, atuando nao sé como futura farmacéutica mas também como agente de saude
publica.

Refletindo acerca dos ultimos quatro meses, sinto que aprendi bastante e evolui nos mais
diversos niveis, tendo esta sido uma experiéncia marcante no meu percurso académico e
profissional.

Do meu ponto de vista, estou segura que este estagio € essencial para compreender o
verdadeiro papel de um farmacéutico comunitario e do compromisso que todos os dias é
assumido para com a profissao e para com os utentes, sendo a vertente humana a chave
para o sucesso.

Acabo este estagio com um grande sentimento de orgulho na minha futura profissao e em
todos os conhecimento que adquiri nos Ultimos tempos. Sinto-me honrada e agradecida pela
oportunidade que me foi dada, possibilitando-me toda uma experiéncia que acredito que
sera essencial para o meu futuro.

Termino assim, agradecendo, essencialmente a Farmacia Estadio e a toda a sua equipa, pois
tenho a certeza que tudo o que me ensinaram me tornara numa melhor profissional no meu

futuro. Sem vocés nada disto teria sido possivel. Muito obrigada!
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e Anexol

“Kit redugao de riscos” - Programa de troca de seringas (PTS) usadas

REDUCADO DE RISCOS
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Anexo |l

Programa VALORMED
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Anexo Il

Preparagao Individualizada da Medica¢ao (PIM) — Diferentes tipos:

(A) PIM para utente de uma instituigao

(B) PIM para utente da farmacia
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e AnexoV

Linha de apoio para farmacéuticos, de aconselhamento de produtos de uso
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Abstract

Pancreatic cancer, also known as the “silent killer,” is one of the deadliest cancers with a
very short rate of survival. It received this name due to the disease’s fast progression, during
which one does not usually show symptoms in its early stage. This absence of symptoms can
lead to a late diagnosis associated with an advanced metastasis process, for which therapy is
not effective. Even though extensive research efforts are being developed by the scientific
and clinical communities all over the world, the 5 year survival rate has not increased
significantly. Notwithstanding, these achievements were useful to acquire knowledge
regarding new risk factors, genetic mutations, molecular mechanisms and novel therapeutics.
Novel therapeutics deserve special attention in this type of cancer because it is very
common for patients to present resistancy to chemotherapy treatments. In this way, the
development of new therapeutic strategies is particularly relevant. Interestingly, exosomes
are presented as a promising strategy, working as delivery systems, since that they can
transport and release their cargoes after fusing with the membrane of pancreatic cells. The
exosomes present advantages over liposomes because they are less toxic and reach higher
levels in the bloodstream. Thus, exosomes work as molecules’ carriers that can inhibit
oncogenes, activate tumour suppressor genes, and induce immune responses as well as
control cell growth.

However, much cientific and clinical studies are still needed regarding the entire process,
from isolation and purification of exosomes, to their design and transformation into anti-

oncogenic drug delivering systems, particularly to target cells.

Keywords: exosomes, pancreatic cancer, cancer therapy, delivery system.
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Resumo

O cancro do pancreas, também conhecido como o "assassino silencioso"”, € um dos cancros
mais mortiferos, com uma taxa de sobrevivéncia muito curta. Recebeu este nome devido a
uma rapida progressao da doenga, muitas vezes nao apresentando sintomas no seu estado
inicial. Esta auséncia de sintomatologia podera conduzir a um diagnostico tardio associado a
um avangado processo de metastizagao, para o qual a terapéutica nao apresenta eficacia.
Embora extensos esforgos de investigagao estejam a ser desenvolvidos pelas comunidades
cientificas e clinicas de todo o mundo, a taxa de sobrevivéncia de cinco anos nao aumentou
significativamente. Nao obstante, estas conquistas foram Uteis para adquirir conhecimentos
em relagao a novos fatores de risco, novas mutagoes genéticas, mecanismos moleculares e
novas terapias inovadoras.

Novas terapias merecem especial atengao neste tipo de cancro, pois € muito comum os
doentes apresentarem resisténcia a quimioterapia. Neste sentido, assume particular
relevancia o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Curiosamente, os
exossomas sao apresentados como uma estratégia promissora, funcionando como sistemas
de entrega, uma vez que podem transportar e libertar as suas cargas apos fusao com a
membrana das células pancreaticas. Os exossomas apresentam vantagens relativamente aos
lipossomas pois sao menos toxicos e atingem niveis mais elevados na corrente sanguinea.
Assim sendo, os exossomas funcionam como portadores de moléculas que podem inibir
oncogenes, ativar genes supressores de tumores e induzir respostas imunes, além de
controlarem o crescimento celular.

No entanto, ainda sao necessarios mais estudos cientificos e clinicos, considerando todo o
processo, desde o isolamento e purificagao dos exossomas, ao seu design e transformagao

em sistemas de entrega de farmacos anti-oncogénicos, particularmente as células-alvo.

Palavras-Chave: exossomas, cancro do pancreas, terapéutica do cancro, sistema de

entrega.
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I. Introduction

The mortality and incidence of cancer are facing increasing growth on a large scale
worldwide. Targeted and immune therapies against cancer have been developed as
alternative treatments to overcome the side effects and toxicity of systemic chemotherapy,
because most chemotherapeutic agents are extremely harmful for both cancerous and
healthy cells (ZHANG et al., 2019).

Pancreatic cancer (PC) ranks thirteenth place for incidence and is the seventh most lethal
cancer in the world (GLOBOCAN OBSERVATORY, 2019), with 93% of patients dying
within 5 years of diagnosis (NIPP et al, 2018) and according to statistics, by 2030 PC will
likely become the second most common cause of cancer-related deaths (THOBIE et dl,
2018).

Through life, the risk of developing PC is of 1.49%, which corresponds to about | in 67
cases, with the peak of age between 60 to 80 years old (BECKER et al., 2014).

Reports indicate that PC is more frequent in developed countries (VEISANI et al., 2018), and
has, less than a 20% one-year survival rate (GIAMPIERI et al, 2019). Additionally, the
incidence seems to be increasing in the western world. SAAD et al. tried to prove this
theory by studying the age-standardised incidence rates in the United States between 973
and 2014 and found surprising increases of 1.03% per year (SAAD et al, 2018). Additional
research, followed by WONG et al. even demonstrated that developed countries, in
comparison with developing countries, presented higher incidences (WONG et al, 2017).
This can be explained by different lifestyles and risk factors associated with either type of
country.

Socioeconomic development is often associated with the ageing and growth of the
population, as well as a higher prevalence of some risk factors (Figure 1) that have an
important role in the rising prominence of cancer (BRAY et al, 2018). Along with age,
geriatric issues, medical comorbidities, poverty-stricken nutrition, low cognitive function
(along with limited social and family support) are responsible for the higher incidence rate of
PC (NIPP et al., 2018). According to studies, one-third to two-fifths of new cancer cases

could be avoided by changing daily lifestyle habits and reducing exposure to environmental
risk factors (THOBIE et al., 2018; BRAY et al., 2018).

Different socioeconomic levels have an important influence in therapeutic approaches and
premature diagnosis causing disparities in the costs, quality, and access to treatments.
Reduced access to chemotherapy, inefficient health care systems, low survival rates and

recurrence of pancreatic cancer are mainly associated with low socioeconomic conditions

and status (THOBIE et al., 2018).
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Better outcomes have been presented when patients are treated at high-volume institutions
and undergo surgery along with chemotherapy. Other factors, such as ethnicity and
education, according to academics, seem to play an important role (MAKAR et al, 2019;
SHAIB et al., 2018). For example, the problem with a low level of education seems to be the
negligence of symptoms that can be important, and require medical attention. Individuals
from rural areas are also more likely to struggle with language and cultural barriers as well as
time away from work given that they need to spend time in treatments and are too fragile to
continue workings. The inability to work can result in job loss, having as a consequence, a
loss of incomes. However, it is important to underline that association with all these factors
remains still unclear and requires further study (MAKAR et al,, 2019; SHAIB et al., 2018).

Epidemiologically, it seems that PC mortality rates are higher in males, African Americans
(Figure 1), and groups with low socioeconomic status (SMITH et al., 2013).

MARQUES DA COSTA et al. studied the PC mortality rate in Portugal, from 1991 to 2015
since it is a type of tumour with persistent growth in mortality in Europe (MARQUES DA
COSTA et al,, 2020).

Their analysis showed that deaths attributed to malignant pancreatic cancer doubled from
701 to 1415 during this period, with an increment of approximately 3% per year. Age-
adjusted mortality rates were an important factor, higher in males than in females.
Geographic inequalities were also notable, with the highest rates of incidence and increase in
mortality occurring in the Azores Islands and Alentejo. This seems to be related to the risk
factors of PC. Azores and Alentejo show the highest population of active smokers and obese
individuals in Portugal.

It is expected that from 2035 onwards, each year, more than 2000 people will die due to PC
in the world. Therefore, it is extremely necessary to work together to raise awareness
regarding the importance of precocious diagnosis and risk factors among the Portuguese
population and worldwide, as well as to develop new therapeutic strategies.

Exosomes play a main role in intercellular and intertissue communication by cargoes
contained inside the membrane (TRAN et al, 2019). Exosomes, nanosized vesicles, can be
secreted by different types of cells, being able to represent a fundamental tool for
diagnostics and therapeutics (BATRAKOVA and KIM, 2015). It is important to understand
how exosomes are formed, their function, where and how they can be used as novel drug
delivery systems and how the future of science, and more specifically, patients, can benefit
from this research.

Therefore, this thesis will explore the state of the art of exosomes as new therapies for

pancreatic cancer moving forward.
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2. Pancreatic Cancer

PC is well known as a disease of ageing. It is more often to appear at increased rates in older
adults. A large majority is diagnosed at a late stage of the condition with the lack of early
symptoms and when the only available treatments, in many cases, are the palliative ones.

20% of patients can undergo surgery for resectable tumours (WERNER et al, 2013);
however, recurrence is very frequent (GROOT et al, 2018) in these types of cancer and
patients rarely surviving for more than two years following the initial diagnosis
(KARACHRISTOS and ESNAOLA, 2014; ARTINYAN et al, 2011). Therefore, precocious
diagnosis and detection of precursor lesions seem to be essential in decreasing cancer

morbidity and mortality (NIPP et al, 2018) as well as other targetable mechanisms listed in
Table I.

Table | - Methods to control PC progression through new targetable mechanisms.
(Adapted from (Ansari et al, 2016; Hanahan and Weinberg, 201 1))

Targetable Mechanisms in Pancreatic Cancer:

Controlling invasion and metastasis

e Controlling angiogenesis

o |dentifying genome instability and mutations through genome mapping

* Avoiding resisting cell death

e Disabling replicative immortality

e Controlling tumour-promoting inflammation

e Allowing immune destruction through immunotherapy

e Regulating cellular energetics

e Disclosing growth suppressors

e Controlling proliferative signalling

2.1. Physiopathology

The pancreas is an organ that resides deep in the abdomen. It is covered by the stomach and
the liver and it is formed by two types of separate functional units; the exocrine and
endocrine pancreas. The exocrine part of the pancreas is constituted by acinar and duct cells
and acts by sending digestive enzymes to the small intestine. The endocrine part is
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composed by four specialized cell types that all together form the Islets of Langerhans, which
act by regulating the metabolism of the body; for example, controlling and regulating the
normal levels of glucose in the blood. Nevertheless, most tumours evolve from pancreas
exocrine tissues (80% of the pancreas tissue mass).

Although the pancreas is composed by head, body, and tail, the majority of the cancers are
more prone to develop in the epithelial cells that cover the pancreatic ducts of the head or
neck of the pancreas. Further infiltration can be followed by spreading into the tissues,
including the spleen and peritoneal cavity, and metastasis to the lungs and liver (HEZEL et al.,
2006).

PC can be also referred to as “Pancreatic Ductal Adenocarcinoma” (PDAC) once the cells
under the microscope, can be seen with a glandular-like appearance (adeno) embedded in an
extensive fibrotic stroma (PORUK et al, 2013). PDAC is the major form of pancreatic
tumour cases (more than 85%) (HEZEL et al., 2006).

In PDAC there are three known human precursors: pancreatic intraepithelial neoplasia
(PanIN), mucinous cystic neoplasm (MCN) and intraductal papillary mucinous neoplasm
(IPMN). The latter two precursors are the less common lesions, while the most common
lesion is PanIN (NOE and BROSENS, 2016). According to the most recent studies, less
common stages of PDAC can present a colloid, adenosquamous or sarcomatoid histology
and is though that exocrine dysfunction and pancreatitis, can present an essential role in the
development of PDAC due to the release of reactive oxygen species (ROS) and cytokines,

among other molecules (HEZEL et al., 2006).

2.2. Risk Factors

Risk factors associated with PC are tobacco consumption and chronic medical conditions,
such as diabetes mellitus, chronic pancreatitis, and obesity. Smoking habits are responsible for
30% of the condition’s occurrence and are the most important environmental risk factor
associated with the condition (BECKER et al., 2014). Also, individuals with a high body mass
index, chronic pancreatitis, diabetes mellitus, a high-fat diet, a high red meat consumption, an
inactive lifestyle, as well as certain abdominal surgeries or infections are more prone to
develop PC (VEISANI et al., 2018; SMITH et al,, 2013).

The majority of PC cases seem to be isolated, with only 10% associated with hereditary
reasons of a family history of pancreatic cancer. In fact, familial PC can only be considered as
such, if two or more first-degree relatives have had the disease (HRUBAN et al., 2010). In

these cases, genetic susceptibility and germline mutations are undoubtedly evidenced.
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Conditions like hereditary breast and ovarian cancer syndrome (HBOC), familial
adenomatous polyposis (FAP), hereditary pancreatitis (HP), cystic fibrosis (CF), Lynch
syndrome (HNPCC), ataxia-telangiectasia (AT), Peutz-Jeghers syndrome (PJs) and familial
atypical multiple mole melanoma syndrome (FAMMM), are associated with a higher
probability to develop PC (BECKER et al., 2014).

Plus, crucial findings have been made in molecular features. Genetic mutations, such as the
KRAS mutation, telomere shortening, CDKN2A mutations and mutations into the tumour
suppressors (like TP53 loss and SMAD4 mutations), reveal the importance that activated
oncogenes and inactivated tumour suppressor genes have in uncontrolled cell growth and
suppressor immune responses in PC development (NOE and BROSENS, 2016). Breast
Cancer Gene 2 (BRCA2) and Partner and Localiser of BRCA2 (PALB2) (Figure 1) seem to be two

of the most correlated mutated genes, associated with familial PC (ILIC and ILIC, 2016).

* Male « Activates oncogenes

* Inactivates tumour
suppressor genes

* African American
* Over 65 years old

Non-

modifiable risk Gene_tic . !
Aiaka Mutation Family History of
Pancreatic Cancer
With high risk of inherited
mutations in:
BRCA2
Modifiable risk Other PALB2
factors Diseases
* Smoking « Diabetes mellitus
* Obesity + Chronic pancreatitis
* Diet high in red meat * Obesity
Figure 1 — Summarized risk factors involved in Pancreatic Cancer. Genetic mutations can

activate oncogenes or inactivating tumour suppressor genes. Modifiable risk factors such as smoking
and obesity also play a major role in the development of PC. Individuals with inherited mutations in
BRCAZ2 gene and PALB2 gene, are also at higher risk for developing PC.

2.3. Symptoms and Diagnosis

PC symptoms are subtle and progress very fast. Usually, symptoms start with fatigue, nausea,
malaise, weight loss, and mid-epigastric pain diffusing to the back. In the advanced stage,
when the tumour can extend to the duodenum or stomach, it commonly causes gastric
outlet obstruction as well as a characteristic sign in the head of the pancreas known as

Jaundice, (causing a yellowing of the skin). Jaundice is caused because of the compression of
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the common bile duct. Symptoms are very insidious and, in many cases, the diagnosis is made
on a late stage of the disease progression, when there are only options for decreasing the
patient’s pain level — but no cure (BECKER et al,, 2014).

Many imaging methods can be used for the diagnosis. Computer tomography (CT) is still the
most used method, thanks to its capacity to show low attenuation mass in areas of the
pancreas (KLAUB et al, 2013); but there are other imaging methods, like endoscopic
ultrasonography  (EUS), magnetic resonance  and endoscopic retrograde

cholangiopancreatography (WU et al.,, 2019).

2.3.1. Methods for screening

Ideal screening methods need to be cost-effective, practical and easy to manage. For
example, CA19-9, a carbohydrate-associated antigen and serum marker for PC, has been
used in clinics and has become the preferred marker in monitoring tumour progression and
treatment outcomes. Unfortunately, its sensitivity and specificity for early-stage are very
reduced (GOONETILLEKE and SIRIWARDENA, 2007). Problems with the lack of this
antigen in some patients, as well as changed higher levels induced by cholestasis, make this
method inadequate to be used in screening (DUFFY et al, 2010). Consequently, there is a
need to find other biomarkers that are able to screen PC at an early stage because 90% of all
PC cases are sporadic no hereditary and therefore difficult to predict (NITSCHE et al,
2011).

2.4. Traditional therapies and promising tailored treatment options

Embracing treatments for cancer consists of a combination of chemotherapeutic agents,
surgery, and radiotherapy (ZHANG et al,, 2019).

In PC, treatments include the use of Gemcitabine (GEM) as first-line treatment. GEM can be
used in monotherapy or in combination with another drug, for unresectable or metastatic
PC. Mostly common associations are GEM plus ABRAXANE or GEM plus FOLFIRINOX.
ABRAXANE can be also known as nab-Paclitaxel or albumin-bound paclitaxel. FOLFIRINOX
is a combination of different types of drugs, used as a therapeutical protocol known as the
mixture of leucovorin, 5-fluorouracil, irinotecan and oxaliplatin (HILL and CHUNG, 2020).
However, the outcomes for treatments with GEM are very poor and the survival rates are
less than 9 months for monotherapy and between 10 to || months, for chemotherapy
combinations. Due to this, it is extremely important to find new therapeutic options that
create positive responses to treatments in order to achieve satisfactory results and increase

patient’s life expectancy once diagnosed with the disease (GIAMPIERI et al., 2019).

62



50 to 80% of tumour volume in PC is due to the abundant stromal reaction around islands of
cancer cells (APTE et al, 2015). Pancreatic stellate cells (PSCs), when activated, are
responsible for the production of this collagenous stroma (APTE et al., 2004). Dense stroma
is formed by fibroblasts, collagen, matrix proteins and hyaluronic acid that together form a
barrier and impede the delivery of therapeutic agents (HILL and CHUNG, 2020) For this
reason, in recent years, stroma targeting, key signalling pathways targeting, immunotherapy,
cancer metabolism targeting, stem cell therapy and nanotechnology have all been considered
achievable approaches for the interruption of cancer progression and metastasis (ANSARI et
al, 2016). Other attempts, such as integrating precision medicine, have also been made and
study genetic alterations (HILL and CHUNG, 2020) specifically with the use of

nanotechnology and tailored treatments.

3. Exosomes

3.1. Definition and function of exosomes

Exosomes are considered a subtype of extracellular vesicles (EVs) along with microvesicles
and apoptotic bodies.

Exosomes, with a size between 40-100 nm in diameter, are the smallest of all the EVs and
are acquired from endosomes. Microvesicles (100-500 nm in diameter) bud from the plasma
membrane of the cells, while apoptotic vesicles or bodies are formed by cells that have died
and are considered the biggest of the three groups (with a size from 500 to 1000 nm in
diameter) (BATRAKOVA and KIM, 2015).

Exosomes were first described in the ’80s in reticulocytes when releasing transferrin
receptors via small vesicles JOHNSTONE et al., 1984). For a long time, they were thought
to be “waste bags” of cells that removed excess or unnecessary membrane proteins, as well
as other components, in order to keep the cell’'s homeostasis. However, in the last decades,
these small vesicles have been arousing interest in the scientific community, thanks to their
ability to determine intracellular regulatory processes of the cells with which they interact.
These small vesicles can induce cellular immune responses and act as mediators in cell-to-
cell communication (GIAMPIERI et al., 2019) because they contain proteins, RNA, DNA, and
lipids that are crucial for this contact (BATRAKOVA and KIM, 2015). They can also interact
with targeted peptides, antibodies, and other biomolecules (YONG et al, 2019) to deliver

therapeutics in cancer treatments or to change the cell’s phenotype.
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Exosomes represent a mechanism for the paracrine-autocrine regulation and have a very
characteristic and particular size and structure, with an aqueous core and rich lipid bilayer
surface structure.

Besides, exosomes can present an enormous heterogeneity, often reflected on their
composition, size, and impact on recipient cells and even in their cellular origin, that can
dictate different exosome’s phenotype. Therefore, they can be considered vectors of
particular interest in new therapeutical investigation methods for a massive number of
diseases due to their capacity to interact with other extracellular environments and
consequently deliver cargoes or changing cell’s function. However, their effects on cells can
diverge. They can induce cell survival, apoptosis, and immunomodulation according to their
cell surface receptors or uptake by certain cells types (TRAN et al., 2019; BATRAKOVA and
KIM, 2015).

3.2. Biogenesis of exosomes

Originated from the late endosomal compartment, exosomes are formed by a double
invagination of the plasma membrane, resulting in the formation of multivesicular bodies
(MVBs) which contain intraluminal vesicles (ILVs). These latter are then released as
exosomes due to the fusion of MVBs with the plasma membrane (PM) and exocytosis
(TRAN et al, 2019).

The initial step in the formation of these exosomes is the first invagination of the plasma
membrane, including cell-surface and soluble proteins from the extracellular surroundings,
resulting in the formation of an early-sorting endosome (ESE). ESE give rise to late-sorting
endosomes (LSEs) that consequently form MVBs (due to the accumulation of cargoes inside
the endosome), through the endocytosis of the endosomal limiting membrane, resulting in a
second invagination process. These MVBs can then follow two pathways: fuse with
autophagosomes or (directly) with lysosomes and consequently be destroyed
(notwithstanding, these degradation products can be recycled by the cells); or they can be
transported, across cytoskeletal and microtubules and fuse with the plasma membrane,
releasing the ILVS as exosomes.

Many proteins are connected with exosomes biogenesis. These proteins include the Rab
proteins from the family of the guanosine triphosphatases (GTPases), such as Rab 35, Rab
I'l, Rab 27a and Rab27b; ESCRT proteins; CD9, CD8I, CD63; as well as flotillin and
annexins.

Rab 27a and Rab 27b GTPases, seem to be involved in the binding of MVBs to the plasma
membrane(OSTROWSKI et al., 2010). ESCRT, standing for “endosomal sorting complexes
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required for transport,” is a group of cytosolic protein complexes involved in the inside
budding of the early endosomal membrane and cellular contents into exosomes. However, in
many cases, it has been proven that the formation of vesicles can also be due to ESCRT-
independent mechanisms (SCHMIDT and TEIS, 2012; WOLLERT and HURLEY, 2010).

The sphingolipid, ceramide and tetraspanin CD63 can be involved in the formation of ILVs,
as well (TRAJKOVIC et al., 2008; COLOMBO et dl., 2013).

Exosomes are secreted in the extracellular matrix of cells, tissues and biological fluids. They
are secreted by different types of cells, but especially by macrophages, B and T cells,
dendritic cells, mesenchymal stem cells, or even by epithelial and endothelial cells
(BATRAKOVA and KIM, 2015). In biological fluids, they can be found in blood, urine,
amniotic fluid, cerebrospinal fluid, breast milk, lymph, bile, saliva, and pancreatic juice (AQIL
et al, 2019; ZHANG et al., 2019).

Recent studies were even able to prove that MVBs can be found in plants (REGENTE et al.,
2012), with exosome-like nanoparticles being isolated from compressed grapes (JU et dl,

2013).

3.3. Composition of exosomes

Exosomes can be defined according to their size, protein, and lipid content (BATRAKOVA
and KIM, 2015). Exosomes can contain different types of cell surface proteins, intracellular
proteins, RNA, DNA, amino acids, and metabolites.

Their arrangement comes from their cell of origin. For example, the lipid structure on the
membrane depends on the parent cell plasma membrane, and the intraluminal composition
depends on their parent cytoplasmatic composition. Therefore, it is possible to have
different exosomes that originate from distinct cells (THERY et al., 2009).

Exosomes present an aqueous core and an extremely rich lipid bilayer surface structure that
allows them to load both hydrophilic and lipophilic agents. Their rich lipid bilayer surface
structure consists of fatty acids (mostly saturated or monounsaturated), high concentration
of cholesterol, sphingomyelin, ceramides (hexosylceramides) and many others lipids.

On their surface, it is possible to find a diverse and varied range of proteins, with the
majority being adhesion molecules. Cell adhesion proteins are tetraspanins (CD9, CDé3,
CD8I and CD 82) and off integrins (Figure 2). These transmembrane proteins and vector
ligands can also be surface markers characteristic of the presence of exosomes, and
determine the interaction between exosomes and the recipient cells. Immunoregulator
molecules, and antigen presentation proteins, such as the major histocompatibility complex

(MHC) or CD86 receptor, also take part in immune specific responses derived from T-cells.

65



Flotillin and annexin take part in the transport and fusion functions of exosomes (TRAN et
al, 2019; BATRAKOVA and KIM, 2015). In the intraluminal space, is possible to find nucleic
acids (mMRNA, miRNA, dsDNA, ssDNA, viral DNA), cytoskeletal proteins (such as actin and
tubulin), heat shock proteins (specifically HSP 70 and HSP 90), Rab GTPases, amino acids,

metabolites and enzymes, and many others types of constituents.
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Figure 2 — Structure and composition of an exosome. Exosomes are formed by a rich lipid
raft structure (including sphingolipids, cholesterol and ceramides). They do present an aqueous core
that allows them to load diverse agents, hydrophilic or lipophilic, such as nucleic acids, aminoacids,
enzymes and metabolites. On the surface they even have adhesion and immunoregulator molecules,
as well as transmembrane proteins, that allow a connection and interaction with other molecules.
Annexins and flotillin-1 help in this process too.

3.4. Exosomes intercellular communication

The process of internalization of exosomes is a very energy-dependent process, with studies
proving that when cells are incubated at lower temperatures, they have a lesser capacity for
internalizing exosomes (FRANZEN et al., 2014).

Exosomes can enter into the receiving cells mostly due to endocytosis processes
(COMMISSO et al., 2013). These processes allow exosomes to enter as a whole into the
cells (clathrin-dependent or caveolae dependent endocytosis; macropinocytosis;
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phagocytosis or through interference with lipid rafts stability of receptor-cells) (MULCAHY
et al., 2014). They are also able to fuse with the PM, through direct fusion, and release their
content (PAROLINI et al, 2009). It is even possible for them to interfere with intracellular
signalling pathways through activating or inactivating them, by binding to receptors on the

surface of receiving cells.

3.5. Potential of exosomes in disease treatment

Exosomes are generated by the human body, making them a perfect tool to be used in the
treatment of several pathologies, such as Parkinson's or Alzheimer's, in the central nervous
system (CNS). They are small and able to cross the blood-brain barrier, allowing drugs to
arrive at the central nervous system and brain. For example, in Alzheimer’s disease,
exosomes induce amyloid-f peptide degradation (acting as “waste bags”) in discarding
proteins that are no longer useful for the cells. Also, given that they contain miRNAs, they
can help with cell differentiation into neurons, interfering with the activity of the brain
(RUFINO-RAMOS et al., 2017). In cardiovascular diseases, (LAl et al., 2010) through miRNAs
transfer, cells can segregate exosomes that assist in cardiovascular repair by reducing
myocardial ischemia, in mouse and pig models.

Through RNA transfection and anti-tumour drug loading, specific types of cancer can be
targeted and treated as well as malignancies and metastasis. Overall, the biological function
of exosomes depends on their formation and their cargoes, and it can vary depending on the
environment in which they are located.

However, in some cases, exosomes can derive from tumour cells and contribute to
progressing cancer by interfering with their normal function (ZHANG et al, 2019).
Therefore, the blocking of exosome secretion is also considered a strategy for the treatment
of cancer.

In the next chapters, this work intends to just focus on using exosomes as delivering

systems, for instance, for anti-cancer drugs and other molecules.
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4. Exosomes and Pancreatic Cancer

Thanks to their characteristic size and structure, exosomes have been developed as a new
therapeutic solution for many of today’s diseases like cancer. Indeed, exosomes can be used
as biological delivery systems thanks to their capacity to merge with other cells. Inside of the
exosomes, nucleic acids, innovative drugs, and diverse molecules can be introduced and
released at the moment of fusion.

Exosomes can be considered as “ideal” drug delivery systems (DDSs) since they present a
safe and efficient complex when set side by side with other synthetic nanoparticles. They
have a long circulation half-life, intrinsic ability to target tissues, low toxicity, low
immunogenicity, biocompatibility, and seem to be capable of providing stability to drugs
(AQIL et al,, 2019; YONG et al.,, 2019). Another advantage is their facility to target the cell
type from where they were produced (TRAN et al., 2019).

However, there are several challenges associated with the use of exosomes, such as
dilemmas associated with the choice of the cell of origin, large-scale production, high costs,
and potential toxicity (even if they seem to present minimal or inherent toxicity) of these
delivering systems (AQIL et al, 2019). Moreover, in many types of cancers, this targeting is
impossible as receptors differ due to the genetic and phenotypic heterogeneity of tumours

(YONG et al, 2019).

4.1. Exosomes as carriers for cancer therapy - Design and production of

exosomes as anti-oncogenic drug delivering systems

Figure 3 is represented as a schematic approach to a strategy for cancer treatment
(WAHLGREN et al.,, 2012; KAMERKAR et al., 2017).

By using specific healthy donor cells isolated from the patient, is possible to manipulate them
to origin bioengineered exosomes. These exosomes can carry molecules such as drugs,
tumour antigens, targeting ligands, and genetic material that can be subsequently
administrated to patients’ tumour cells as a vaccine.

Therefore, two main steps need to be taken into account: (1) isolation and purification of

the exosomes and (2) incorporation of therapeutic agents into the exosomes.
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Figure 3 - Strategy for cancer treatment using exosomes. There are two distinctive
strategies to produce therapeutic exosomes as shown above. In patient (A) a healthy cell is collected
from the patient and replicated in an appropriate cell culture medium . The potential molecules to
play a role (antigens, target molecules, miRNA and siRNA) can be introduced, a priori, in the cell
culture medium with the possibility to originate several exosomes, already charged and ready to
release the cargoes. In patient (B), naive exosomes are isolated from the culture, originated from the
patient healthy cell. A posteriori, the naive exosomes are then loaded with the different types of
molecules, and consequently ready to start performing their function.

4.1.1. Isolation and purification of exosomes

Among certain techniques that can be used to isolate exosomes, three of the most
important are: ultracentrifugation, immunoaffinity isolation (also known as immunoisolation)
and ultrafiltration (Table II) (TAURO et al, 2012). However, the classic and golden standard
of exosome’s isolation seems to be the ultracentrifugation technique.

Ultracentrifugation technique is based on exosomes’ precipitation through high g-forces.
Steps involve multiple centrifugations with the goal to separate the living cells, precipitate the
dead cells, eliminate the cell debris and obtain the exosomes after washing the pellets with a
buffer solution such as phosphate-buffered saline (PBS) (THERY et al,, 2006; TAYLOR and
SHAH, 2015).

Immunoaffinity isolation, or immunoisolation, is a selective method that requires a
connection between antibodies and specific marker proteins present on the surface of
exosomes, which consequently, separates exosomes from other types of molecules

(CLAYTON et al., 2001). Although this method requires just a small quantity of samples, it is
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not very attractive for clinical applications since the isolation takes place at a very small scale.
Moreover, it is only able to isolate a specific subclass of exosomes that have affinity for the
exact biomarker (TAYLOR and SHAH, 2015).

Finally, exosomes can even be isolated according to their size. For that, a fast and fully
automated protocol (HEINEMANN et al, 2014) based on sequential filtration can be
followed. Ultrafiltration appears to be more productive than ultracentrifugation and able to
be combined with other approaches such as size exclusion chromatography (SEC)

(NORDIN et al,, 2015).

4.1.2. Incorporation of therapeutic agents into exosomes
4.1.2.1. Loading of molecules into cells

Exosomes can be loaded with diverse molecules in two different ways: before or after their
isolation.
When exosomes are loaded before their isolation (as shown at the top of Figure 3 in A)
small molecules or different types of RNA, can be loaded into the donor culture cells from
which exosomes are derived. Two very well known techniques for this are the transfection-
based technique and co-incubation (usually at 37°C) (BATRAKOVA and KIM, 2015).
Transfection is frequently used when loading small RNAs (miRNA or siRNA) into the cells.
These small RNAs can be introduced directly (AKAO et al.,, 2011) into the cells or with a
vector able to induce miRNA or siRNA expression in targeted cells (KOSAKA et al., 2010).
Another technique is co-incubation. Co-incubation is characterized by submitting certain
types of molecules or chemotherapeutic compounds (e.g. paclitaxel) in confined contact with
cells, originating cell-derived exosomes already loaded and ready to release these cargoes.
Its most important advantage is the strong capacity to charge both hydrophilic and
hydrophobic compounds. Ultraviolet light treatment contemporaneously proved to be
efficient and able to induce apoptosis of the cells, originating higher volumes of release drug-

loaded exosomes (PASCUCCI et al., 2014).

4.1.2.2. Loading of molecules into exosomes
Besides the methods for loading molecules before exosomes’ secretion, it is also possible to
perform different techniques after their isolation (as shown at the bottom of Figure 3 in B).
The two most important methods are direct mixing and electroporation (e.g., using the
Gene Pulser Xcell® [Bio Rad, Hercules, CA] electroporation system) (AQIL et al., 2019)

however, there are other methods.

70



Probably one of the simplest, and most useful methods to load hydrophobic substances
(FUHRMANN et al, 2015) into exosomes is direct mixing. This technique is usually
distinguished by two stages: incubation (usually at 22°C) followed by centrifugation, between
[.5 hours to 2 hours. According to recent studies, exosomes have proven to be able to be
incubated with certain solutions of substances, such as curcumin or paclitaxel (PTX) (SAARI
et al, 2015; SUN et al,, 2010), increasing in vivo and in vitro performances. Studies show that
direct mixing seems to be easier to handle when compared to co-incubation (FUHRMANN
etal, 2015).

Another method is the use of an electroporation system. By using short and low-voltage
pulses, pores can be created on the surface of the exosome’s membrane allowing
substances, such as small RNA or other hydrophilic compounds to get into the lipid bilayer
membrane. Otherwise, this entry would not be possible. This technique has proven to be
very useful for the incorporation of siRNA (GILLIGAN and DWYER, 2017; ALVAREZ-
ERVITI et al., 201 1) however, studies have also proven that siRNA, as well as exosomes, can
aggregate (KOOIJMANS et al., 2013). Therefore, extra care must be taken, as well as the
likely use of a membrane stabilizer, that has proven to be effective against aggregation
(HOOD et dl., 2014).

Other methods like sonication (through the use of ultrasonic waves), saponin-treatment (or
other detergent-like molecules), freeze-thaw cycles, and extrusion (passing EVs and
substances through filters with decreasing pore sizes), have proven to be potential
techniques for drug loading (HANEY et al, 2015). However, more studies are needed to
select the most relevant and convenient method.

Table I, shown at the end of this paper, provides an overview of the different techniques

used for exosomes’ isolation and loading as well as a comparison between them.

4.2. Types of molecules that can be loaded into exosomes

Studies have found that many constituents can be uploaded into exosomes, showing higher
or lower therapy efficiency according to the cargoes loaded. This list may include the upload
of small RNA, mRNA or DNA, proteins, small molecules, antibodies, metabolites and
chemotherapeutics.

Genetic material, such as small RNA or non-coding RNA (miRNA or siRNA), can be
charged into exosomes and delivered to the cells (EL ANDALOUSSI et al, 2013), making
them the number one of the most promising and studied therapies for the future. They can
bind to a specific mMRNA and cause mRNA degradation or protein translation repression,
causing gene silencing. This last approach is specifically useful in many tumours when

oncogenes are overexpressed (ELBASHIR et al., 2001).
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miRNAs are small single-strand RNAs that can have from 18 to 25 nucleotides, which can
bind to the 3’'UTR region (SHANG et al, 2019) of complementary sequences of mRNA,
causing translational repression or cleavage degradation. They can silence gene expression
interfering with proto-oncogenes expression or increase tumour-suppressor genes
expression by overexpressing certain miRNAs (HALKOVA et al,, 2015).

siRNAs (short interfering RNA), with 20 to 25 base pairs, are becoming innovative
therapeutic delivery approaches for various diseases when loaded against specific mutated
genes like the, kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) or the vascular endothelial
growth factor (VEGF), the epidermal growth factor receptor (EGFR), the serine/ threonine-protein
kinase B (AKT) and even the mitogen-activated protein kinase (MAPK).

Most of these mutated genes are implied in the development of different types of cancers
and recent studies have shown that siRNA, delivered through milk exosomes, can silence
key oncogenes in diverse types of cancers in vitro. Milk exosomes have proven to be good
vehicles in harsh conditions and stable at a low pH of gastric conditions (AQIL et al., 2019).
Beyond genetic material, other kinds of molecules, like small molecules and proteins that are
reported to be efficient include, cytoskeletal proteins, transmembrane proteins and
chemotherapeutic drugs (gemcitabine, doxorubicin or paclitaxel). The most interesting fact is
that, when included in exosomes, the majority of these substances has proven to be more
efficient rather than when acting alone. Accordingly, doxorubicin is a chemotherapeutic drug
that has proven to be more efficient inside exosomes (ExoDOX), rather than alone.
ExoDOX demonstrated a higher stability and accumulation in the tumour when more
concentrated (HADLA et al., 2016).

Incorporation of these drugs into exosomes can be a way to enhance circulation time and to
confer protection against degradation.

Alvarez-Erviti et al. proved that siRNA, when incorporated in exosomes, could achieve
higher percentages of effective therapies in the CNS as opposed to when it is not, included
in EVs (ALVAREZ-ERVITI et al,, 2011). Encapsulated curcumin (SUN et al, 2010) was also
described to have a stronger anti-inflammatory action than when just by itself.

Thus, exosomes can exert function autonomously through mechanisms of secretion,

signalling, and communication, or by acting as carriers of payloads.
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5. Responses induced by therapeutical exosomes in Pancreatic

Cancer

5.1. Immunomodulatory therapy
Exosomes can be collected from body fluids or originated from cells.
So far, mesenchymal stem cells (MSCs), and immature dendritic cells (DCs) are favourable
exosome donor cells isolated from the patient (Figure 3). Another alternative can be the
acquisition and purchase of different types of cell lines like HelLa and HEK-293, and murine
melanoma cell lines (AQIL et al., 2019).
These cells can be managed in vitro to target specific PC cells and to produce specific
immune responses. For example, by putting DC in contact with cancer peptides, in vitro, it is
possible to originate DC-derived exosomes that can present tumour antigens via MHC
(Figure 2). MHC | presents antigens to CD8/ CTL and the MHCI| presents antigens to
CD4/ T helper cells, correspondently. Consequently, effector T cells and NK cells are
activated, generating cytotoxic responses into the tumour (VIAUD et al,, 2009; PITT et al.,
2014).
Another study exposed the importance of the carrying and releasing function of HSP in the
activation of T cell responses (CHEN et al., 2006). The above studies confirm the direct
stimulation of the immune system by exosomes.
Meanwhile, additional studies about T cell proliferation and activation have been made by
HOSSEINI et al. using exosome - staphylococcal enterotoxin B. Staphylococcal enterotoxin B
(SEB) is a potent antigen that has demonstrated the capacity to regulate T cells recruitment
and simultaneously activate certain apoptotic pathways, namely, the Fas-mediated apoptotic
pathway (HOSSEINI et al., 2014).
However, exosomes can follow a different direction and present these tumour antigens to
DC cells, the primordial antigen-presenting cells (APCs) (YIN et al, 2014), following an
indirect stimulation of the immune system and inducing primary immune responses against
tumour-associated antigens. Through the maturation of DC cells, lymphocyte proliferation is
promoted and high levels of INFy (interferon y) and ILs (interleukins, IL 2 and IL 10), are
released, which once again, promotes the apoptosis of tumour cells and recruitment of
other immune system cells.
However, clinical trials involving these therapies many times fail due to the tumoral
environment in PC (BATRAKOVA and KIM, 2015). Tumour cells are not very
immunogenic and the tumoral environment is composed by a dense stroma

(characterized by collagen, matrix proteins and fibroblasts), surrounded by an
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overwhelming immunosuppressive background, difficulting the development of effective
anti-cancer immunotherapy drugs (MOFFITT et al., 2015; GORE and KORC, 2014).

Therefore, to be able to enhance an antitumour immune response and prevent
metastasis, the combination of immunostimulants (such as vaccines, represented in
Figure 3) with inhibitors of the immunosuppressive environment could be a solution
(XIAO et al., 2017).

Hence, strategies for immunotherapy can be based in active immunization through the
development of cancer vaccines (Figure 3), the indirect stimulation of the immune system,
and the combining of previously activated T-cells (by exosomes), with passive immunization,
such as monoclonal antibodies. For instance, catumaxomab combined with activated T-cells
has proved to be able to eradicate pancreatic cancer stem cells (UMEBAYASHI et al,

2014).

5.2. Intracellular signalling pathways interference
A certain number of mutations are overexpressed in PC, which can interfere with the
normal signalling and function of pancreatic stem cells and, lead to several diverse pathways
that can sustain, tumour growth.
In 2008, 24 different PC cancers were discovered, containing 63 different somatic genetic
mutations (JONES et al, 2008). Tumour suppressor genes like TP53, SMAD4 and CDKN2A
seem to be mutated in at least 50% of PC patients, leading to a loss of apoptosis response
(WADDELL et al., 2015).
KRAS is a predominant proto-oncogene in PC that, once mutated, can promote cell
proliferation and activate transcription factors, leading to uncontrolled cell division growth.
This gene is mutated in 90% of PC patients (BAILEY et al, 2016) and consists on the
substitution of a glycine residue by an aspartate, in codon 12 ( KRAS®'?®) (KHVALEVSKY et
al,, 2013). EGFR overexpression seems to be interconnected with KRAS®'*”and is responsible
for cancer metastases (ARDITO et al,, 2012).
The transforming growth factor-B (TGF-B) is another signalling pathway involved in PC
proliferation and metastasis associated with high levels of TGF-B in the tumour tissues and
serum (DING et al, 2019). SMAD3 plays a significant role in the TGF-B-mediated EMT
(epithelial-mesenchymal transition), acting as an intracellular direct mediator (YAMAZAKI et
al,, 2014).
Therefore, approaches have been made in an attempt to find new strategies to inhibit these
pathways. Exosomes derived from purified human foreskin fibroblasts cultures and

expressing shRNA or siRNA (siKkRAS®'?® iExo) were tested by KAMERKAR et al. to target
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the specific oncogenic KRAS. They were proven to reduce metastasis in mouse models and
decrease KRAS®'*® mRNA levels in human PANC-1 cells, with exosomes’ entry into PC cells
being favoured when associated with macropinocytosis (KAMERKAR et al., 2017).

Further advances were made through the use of human umbilical cord mesenchymal stromal
cells (hucMSCs) derived exosomes when loaded with miR-145-5P (145-exo).

miR-145-5P is a tumour suppressor found to be downregulated in PC, and it is thought to be
extremely important in PC since it targets the expression of SMAD3 and consequently the
activation of the TGF- B pathway. To prove this, DING et al. studied the influence of
engineered exosomes, expressing miR-145-5P, when injected via intratumoral injection in
mice models. The results of this study were analysed using quantitative real-time PCR,
showing an inverse correlation between miR-145-5P levels and SMAD3 expression, proving
that 145- exo are able to deliver miR-145-5P through endocytosis in vitro and in vivo models,
decreasing tumour growth (DING et al, 2019).

Drug efflux and chemoresistance can be adjusted using miRNA delivery. In addition, creating
or forcing exosomes to express characteristic miRNAs is another possibility to change
phenotypes. For example, tumour-associated macrophages (TAMs) change in phenotype
from an MI to an M2 form is a mechanism from which tumour cells can escape to the
immune system. Through exosomes’ delivery of specific miR-155 and miR-125b-2, it is
possible to reprogramme these TAMs back to an M| form (anti-tumour phenotype) able to

show an immunosuppressive function (SU et al., 2016).

5.3. Tumour decreasing growth and antitumour effects

Exosome-mediated delivery of anti-cancer drugs, such as chemotherapeutics like GEM or
PTX, has been proven to be more effective and have the least cardiotoxicity when included
in exosomes. In fact, when comparing exosomes with liposomes of the same size, their
capacity to spot cancer cells is around 10x higher, mostly due to ligand-receptor interactions
(SMYTH et al,, 2014).

Also, in some cases, it was proven that when anti-cancer drugs are included in exosomes,
higher cellular uptake, higher half-life times and higher bioavailability were detected (LI et al,
2020).

GEM is nowadays being used as the number one first-line chemotherapeutic agent against
PC. Autologous exosomes loaded with gemcitabine (ExoGEM) were developed to overcome
the difficulties induced by the side effects at the systemic level (LI et al., 2020) caused by
GEM administration and chemoresistance mechanisms. When compared to gemcitabine

alone, researchers were able to identify an increased apoptosis of tumour cells (KHAN et al.,
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201 1). Additionally, the injection of ExoGEM proved to be more specific than isolated GEM,
targeting the drug to specific tumour sites without affecting normal tissues (LI et al., 2020).
PASCUCCI et al. proved that by using exosomes originated by mesenchymal stromal cells,
through the co-incubation drug loading method, PTX could be delivered by EVs, inhibiting
the growth of cancerous tumour cells. The study proved that when PTX was released, it was
able to reduce by 50% tumour growth, in vivo, and avoid PDAC proliferation. They also
proved that exosomes, when compared with other nanoparticles, fused more easily with the
plasma membrane of cancer cells (PASCUCCI et al., 2014).

Furthermore, apart from chemotherapeutics, other compounds have been showing potential
in fighting pancreatic cancer cells. For example, curcumin or diferuloylmethane, has started
to spark interest within the scientific community thanks to its anticarcinogenic, anti-
inflammatory, and antioxidant properties (MA et al., 2014). Curcumin can be found in nature,
such as on the rhizome of Curcuma longa (BIMONTE et al., 2013), and studies in vivo and in
vitro have discovered its pro-apoptotic action, and even synergistic effect when associated
with GEM (DEVASSY et al., 2015).

OSTERMAN et al. studied curcumin’s effect and distribution with the aid of exosomal
transportation from one cell to another. Results found that curcumin was able to up-
regulate tumour suppressor genes, like TP53, and down-regulate oncogenes, which
consequently downregulates transcription factors involved in PC progression by signalling
pathways (OSTERMAN et al., 2015). The reduction of the inhibitors of apoptosis was later
verified.

Other studies also indicate that curcumin can play another role in the inhibition of miRNAs
expression (TSAl et al., 2015) and in the cytokines and enzymes released.

When delivered in exosomes, curcumin proved to be non-toxic, safe, and around 3x more
capable to reduce inflammation rather than when on its own. Additionally, when delivered
by exosomes, the solubility, stability and bioavailability of curcumin were increased and
protected mice from autoimmune reactions, like LPS - induced septic shock (SUN et al,

2010).
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6. Future perspectives for Pancreatic Cancer treatment

Nowadays, pancreatic cancer still remains one of the most defiant and discouraging diseases
that the world has ever seen.

Although more efforts and additional studies are needed, exosomes are starting to become a
reality as targeted therapeutics and drug delivery systems, not only for cancers but also for
neurodegenerative disorders. All of this, thanks to molecular and nano-engineering advances
in precision medicine (TRAN et al,, 2019) that helps the scientific community to understand
and develop better treatment opportunities in the future.

In recent decades, scientists have exhaustively studied ways to increase exosome’s half-life in
the bloodstream. For example, phosphatidylserine, an important phospholipid present on the
exosome’s surface, seems to be an “eat me signal” involved in phagocytosis processes, which
increases the clearance of exosomes (ZHANG et al., 2019). Therefore, scientific researchers
like Kamerkar et al. demonstrated that exosomes, which expressed CD47 on their surface,
would give a regulatory-mediated signal, avoiding clearance by the mononuclear phagocyte
system (MPS) and allowing higher retention times in the circulation, as well as an higher
efficiency (KAMERKAR et al., 2017).

However, there seem to be other challenges that require particular attention. In the future,
strategies to produce EVs more affordably will be needed, as well as loading cargoes with
maximum safety, even if that means modifying the membrane (ZHANG et al, 2019).
Additionally, the lack of advanced techniques to purify exosomes with a high level of
efficiency (TRAN et al, 2019), impose further refinement in their isolation methods
(MATHIEU et al.,, 2019). Nevertheless, new animal models for the study of PC have been
arising, namely zebrafish models (VERWVEI] et al, 2019), Drosophila, C.elegans (BEER and
WEHMAN, 2017) and Xenopus (DANILCHIK and TUMARKIN, 2017).

With more research, molecular and precise medicine can be applied in pancreatic cancer
patients, according to their molecular profiling. At least 25% of patients, with the help of the
the “Know Your Tumour Program” can discover their genomic profile, facilitating the
development of targeted therapies to those specific mutations (PISHVAIAN et al., 2018).

All of these approaches have shown that the use of exosomes in PC treatment is no longer

an idea, but rather, a reality.
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