UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Carina Daniela Coutinho Matos

Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “O alelo épsilon 4 da APOE
como fator de risco genético preponderante no desenvolvimento da forma
esporadica da doenca de Alzheimer”, sob a orientacdo da Dra. Suzana Branco,
da Dra. Dina Lopes e da Professora Doutora Armanda Emanuela Castro
Santos, apresentados a Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra, para apreciacao na prestacao de provas publicas
de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Setembro de 2022



UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Carina Daniela Coutinho Matos

Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “O alelo épsilon 4 da APOE como fator de risco
genético preponderante no desenvolvimento da forma esporadica da doenga de Alzheimer”,
sob a orientagao da Dra. Suzana Branco, da Dra. Dina Lopes e da Professora Doutora
Armanda Emanuela Castro Santos, apresentados a Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra, para apreciagao na prestacao de provas publicas de Mestrado

Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Setembro de 2022



Eu, Carina Daniela Coutinho Matos, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n.® 2017264793, declaro assumir toda a responsabilidade pelo contetudo
do Documento Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “O alelo épsilon 4 da APOE como
fator de risco genético preponderante no desenvolvimento da forma esporadica da doenga de
Alzheimer” apresentado a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, no ambito da

unidade de Estagio Curricular.

Mais declaro que este Documento € um trabalho original e que toda e qualquer afirmagao ou
expressdo, por mim utilizada, estd referenciada na Bibliografia, segundo os critérios
bibliogrificos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de Autor, a

excegao das minhas opinides pessoais.

Coimbra, 9 de setembro de 2022.

/ //f/’um—Dchcé/&? \// ’UM An)fw /7[(,/»10'?

(Carina Daniela Coutinho Matos)



Agradecimentos

Aos meus pais, por todo o esfor¢o e dedicagao para tornarem possivel todos os sonhos da
minha vida. Por toda a sabedoria e conhecimentos que me transmitiram. Pela 6tima educagao
e licoes de vida que me ensinaram. Por sempre me motivarem a ser a minha melhor versao.
A vos, devo tudo. Nunca terei palavras suficientes para vos agradecer. Sem vocés nada disto

seria possivel. Espero um dia ser metade de tudo aquilo que vocés sao.

A minha irma, por me ter “obrigado” a crescer sozinha desde muito pequena. Por ter sido a
grande influéncia do meu rapido desenvolvimento, que me tornou na pessoa independente e

responsavel que sou hoje.

Aos meus avos, Armindo e Alcina, por todo o carinho e ensinamentos sabios. Por, também

eles, me incentivarem a ir sempre a procura do que me faz feliz.

Ao meu primo Miguel, por ser o irmao mais velho que nunca tive. Pelas boas recordagoes e
gargalhadas. Pela ambicao que me motiva a ter. Por me mostrar que quando se quer, se

consegue, com muito trabalho e forga de vontade. Por ser um exemplo a seguir.

A Daniela, por me apoiar e ajudar a ultrapassar momentos dificeis. Pela boa amizade e por

todo o conhecimento transmitido durante o estagio na Farmacia Baptista.

A minha Fi, por, desde o primeiro dia, me ter acompanhado nesta jornada. Por me ter ensinado
a ser uma pessoa melhor e a acreditar que até nos momentos mais dificeis da vida conseguimos
seguir em frente e de cabecga erguida. Pelo amor e companheirismo que sempre lhe foram

caracteristicos.

A minha madeirense do coragao, por me mostrar que no mundo ainda existem pessoas boas.
Por ser tao gentil e generosa. Pelas noites na Praga da Cangao e também por aquelas em que
ficamos a meio. Pelo companheirismo nos nossos longos dias de estudo. E pela grande amizade

que temos.

A minha Mati, por ter sido a minha melhor roomie. Por todas as longas noites de conversa e
risadas. Por me mostrar que viver loucamente é um dos maiores prazeres da vida. Por ser tao

querida e me ensinar a ser persistente e paciente.

Ao meu amigo Luis, por ser tao peculiar e me ensinar a ser otimista. Por ser um 6timo amigo

e conselheiro. Por me conseguir acalmar e roubar um sorriso em momentos dificeis.

As amizades que fiz na faculdade e que levo comigo para a vida. Por tornarem esta caminhada

ainda mais facil e divertida.



A Dra. Isabel Brandao, por me ter acolhido na sua farmacia e por todos os conhecimentos

transmitidos. Pelo seu altruismo e vontade de ajudar as pessoas.
A toda a equipa da Farmacia Baptista pelos ensinamentos e amizade.

A Professora Doutora Armanda Santos por ter aceitado o convite para me acompanhar nesta

etapa final do meu percurso académico e pela disponibilidade e amabilidade que teve comigo.

A todos os docentes e nao docentes da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

por terem tido um papel fundamental no meu percurso académico.

A Coimbra, por se ter tornado a minha segunda casa. Por me fazer ver a vida com outros

olhos e me te ter dado a oportunidade de viver tantas coisas boas.

A todos vds, o meu eterno OBRIGADO.

Levo-vos a todos comigo, para sempre.



Indice

Parte | - Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria

Lista de ADIeVIatUuras ......cccouveeecuiurincciiricceiiccieeecesee et st ssss e e s s sseaessastasaessassasaenns 8
INEFOAUGAD ..ttt v bbb nebe s ebe st e b e s ebesssbessasesensesensesensasesensesensesensaserensosen 9
[, Farmacia BaptiSta.......cccociuiiiieiiiicicicieiiiesesescsssesess s ssesss s sassss s st sasssesssssssssassans 10
2. ANALISE SWOT ...ttt sess et s sttt st ettt s st bacs 10
2.1, PONEOS FOITES ...ttt st s ese sttt st ssaesse st s setaes I
2.1.1. Equipa técnica e facil integragao Na MESMA ......cccccururevcueurenecucerineceeriseeseeseseesesseseeaenns I
2.1.2. Plano de STAZIO ......ccuueuiucrieririiiiciieiiseies s saas 12
2.1.3. Autonomia na realizagao de LArefas ........ceeveineeineirenireeereerereeereeeseessesessesessesesees 12
2.1.4. Preparacao individualizada da medicagao (PIM).......cccocoeurevceirncvccnenerccirecceneecenenne 13

2.2, PONTOS FraCos.....cccucuirecuciririciciciseeicieiseee ettt sttt ettt naeen 13
2.2.1. Localizagao da farmMACIa .......oceeeerieeirietceieceeceecreeteseeere s s essesessesesssesessesensesenseseneas 13
2.2.2. Escassa preparagao de manipulados ..........ccccececeerenenecerenencceneneceeneeeesreseesessessenenns 13
2.2.3. Auséncia de contacto com o Sifarma 2020% .........cc..coorvueereueereeeenereensieensees e 14

2.3, OPOrtUNIAAAES .....cecueeeceiiicierireeereeeeese ettt ettt s et ae st aesesane 14
2.3. 1. FOrMAGCA0 CONLINUA...ceuirireeeireeiererirereriteereteseeeenesessesessssesessesesssessssesensesesssessasesensssenssesens 14
2.3.2.Valormed ...t I5

2.4, AMEBACAS .....ovcerretiecreeerceteret e re bt ebe s b e st e st e et e b e s s e b e R b e b et e b e R s et e e b e b e Rt ebensebeRs et ebensebenserenrene 15
2.4.1. Medicamentos €SZOTAOS .......c.ouvccucurerecucerereeneereeesesretesesseeese s tesessestesessaseaesessastacaesns I5
2.4.2. Locais de venda de MNSRM......cccouircsrecrseect sttt ss st teaenes 16
2.4.3. Reduzida componente pratica durante 0 MICF.........cccccovernvccnnrccrrerccreeeenne 17
2.4.4. Caligrafia impercetivel das receitas ManUAIs........c.ceeceeueureeecucerinenceeriseseeeseseeeeseseseaenns 17

3. CaS0S ClINICOS ...ttt b s bbbt 18
CONCIUSAOD ...ttt ettt ettt sttt s ettt b ettt s bt seaes 22
Referéncias BiblIOZrafiCas.......ccoirevcurercurinciricirieiricireciectrecirees ettt sttt st st st s sacseeas 23

Parte Il - Relatério de Estagio no INFARMED, I.P.

Lista de ADIFEVIAtUIAS .....ccocucueececeriecictrisecices e esese st se et s et e s atae s s et aesessanen 26
INEFOAUGAD ..ttt b bbb e s b e s st e b ebe st ebens st ensebesessebensesensesensasesensosn 27
I. INFARMED — Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P. ................ 28
2. Direcao de Avaliacdo de MediCameENntos..........ccoueueueueeeeieeereeceeetete ettt se e s s sesenan 29
3. ANALISE SWOIT ...ttt ettt sttt ettt ettt b et 29

3.1, PONTOS FOITES ...ttt ettt ae s asaeaenns 30



3.1 1. FOrmMagao INICIAL ....eeeeeieereeecieceecrecrceteeeeeeereee e ere s b s se s s s esessesesseseseanenennene 30

3.1.2. Autonomia e responsabilidade ... 30
3.1.3. Conhecimentos e competéncias adquiridas ... 31
3.1.4. Competéncia da equipa da DAM ...ttt aeeene 31
3.1.5. Plataformas eletronicas iNTEINAS .........cccvveeevcerecereernecenierneerseesseesseessesesstessesesseacsnens 31

3.2, PONETOS FraCos ..ottt ettt ssataeae s 32
3.2.1. DUIragao dO ESTAGIO .....ccrueureucereceecrietiersiesseesseaesstaesstaesstaesstsessesesstaesstassstassstassssaesssacsnens 32
3.2.2. Auséncia de interacao com outras direcoes do INFARMED ............oeereeeverevrrenne 32
3.2.3. RECUIrsSOS INfOrMALICOS ...cucvueueericricriciietricisect ettt sttt st s st st ess s taeseas 33

3.3, OPOrtUNIAAAES ..ottt sttt ettt e s ataeneses 33
3.3.1. Desenvolvimento de competéncias infOrMAtiCas ...........cocuveveurercerecerererrencunescrseesseenene 33
3.3.2. INGIES LECNICO ettt ettt ettt ene 33

34, AIMEAGAS.......ecveeeeereeeereeeeteeereeese e sesesesesese s esesessebessesesssesassesansesessasesansesessesessrsesensesensesensserensenan 34
3.4.1. RECUISOS NUMANOS ..ottt s sttt st tene 34
CONCIUSAO ...ttt 35
Referéncias BiblIOGrafiCas ...ttt ettt seaes 36

Parte Il - O alelo épsilon 4 da APOE como fator de risco genético preponderante
no desenvolvimento da forma esporadica da doenca de Alzheimer

LiSta de ADIFEVIAtUIAS .....ccocuereeicucirieeccieesteeis sttt sttt sttt ettt s s 38
RESUMOD ...ttt st s bbbttt st s st st s st st s st setaesetacseeas 40
ABSTRACT ...ttt sttt sttt sttt s st sssaesees 41
L. INEFOAUGAO.....e ettt et ebe e be s ese s esessesessesessnsesessesessesessnsesensesessasessrsesensesersane 42
2. DIEIMEBNCIR .ttt ettt s bt s bt ae s s bt eaesesen 43
3. D0ENECA AE AlZNEIMEN ...ttt b e sessese e s ese s ese s sesssesensesessesessasessrsenn 43
3.1. ENQUadramento HISTOIICO ...ttt sessaseese sttt aseeaenes 44
3.2, EPIdemIOlOgia......c. vttt ettt 44
3.3. Continuum da doenca de Alzheimer: fases da doenga e manifestagoes clinicas.............. 45
3.4. Formas da doenga € Fatores de FiSCO........uivireeereieeereeereeereieeererereeesesesesesesesesessesesensenes 46
4. Mecanismos FiSIOPaAtOIOZICOS ..ottt ettt et s st sbsteaenns 47
4.1. Patologia AmIlONde.......ccccuueeeueurereceirieceisieectreeeee et esese s tae s e s ataene 47
4.2. Patologia da TaU....ccrueeeueeririeueirieceiriseeiet sttt sttt sttt ettt ettt 50
5. Influéncia da APOE4 Na DA...... ettt ettt tae e sanes 51
5.1. Estrutura e Propriedades Bioquimicas da APOE ............ccoovinnnecneneeenineeesiseseeeenes 51
5.2. O alelo épsilon 4 da APOE como fator de FiSCO .....c.cevevcueurerecucerenecneereneeseereseesesseseesesnenes 53



5.3. MecaniSmoOS da APOE NAaA DA ... eeeeeeeeeeeeteeeeeeestsstesaessesstsstessessssssessessssssossossessesssessessesns 55

5.3.1. APOE4 e a Patologia AMiloide........c.ceceueurerecucerineceiriecicereccieesescesessaseesesseseesessastenenns 55
5.3.2. APOE4 e a Patologia da TaU......cccrerrcerincnieieieieicseiseieescseeessesesessesessesessesessessssessssenes 58

6. Abordagens terapéuticas direcionadas @ APOE............cccorveveunnenenenenenceenenteeeseseenesseseesessanes 60
6.1. Imunoterapia anti-APOE — anticorpo anti-APOE4 humana (HAE-4) ..........cccccovvvinininnncs 60
6.2. Edicao Genética da APOE pela técnica CRISPR/CASI........corerreecnreecreeeeenene 6l
6.3. Peptideos MImELICOs da APOE ...........oeirereneeineneineneeeneeneaeeseseasesessesessessssesessesessssessssessenes 62
7. CONCIUSAO ...ttt sttt sttt staes 63
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .............oooooomeeeeeeeeeeresseneeessvessssssssesessssssssssssesssssssssmssssssesssssssssnsnn 65



Parte |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Baptista

Farmacia ? Baptista
Gundadaem 1858

Sob orientagao da Dra. Suzana Branco e da Dra. Isabel Brandao em colaboragao

com toda a equipa da Farmacia Baptista



Lista de Abreviaturas

DT — Diretora Técnica

FA — Farmacéutica Adjunta

FB — Farmacia Baptista

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
TA — Técnica Auxiliar

TDT — Técnica de Diagnostico e Terapéutica



Introducao

Inicialmente, as fungdes do farmacéutico centravam-se sobretudo na preparagao
oficinal de medicamentos ou substancias medicamentosas, sendo as farmacias conhecidas na
época como Farmacias de Oficina. Contudo, a evolucao da atividade farmacéutica direcionou
o ato farmacéutico cada vez mais para o cidadiao, através do acompanhamento
farmacoterapéutico do utente e da prestagao servicos de apoio a comunidade, e assim

comegou a utilizar-se mais recorrentemente a designagao de Farmacia Comunitéria.'

A elevada competéncia técnico-cientifica dos farmacéuticos, transformou as farmacias
em estruturas essenciais e complementares a atividade do Sistema Nacional de Salude, de
forma a garantir a acessibilidade ao medicamento e a equidade na prestagao de cuidados de
salde de qualidade a todos os cidadaos. Além disso, o farmacéutico tem uma posigao
privilegiada para contribuir ativamente nas areas de gestao da terapéutica, detegao precoce de
doengas e promogao de estilos de vida saudaveis, tendo um papel determinante na promogao
do uso responsavel do medicamento. A formagao académica do farmacéutico torna-o num
profissional extremamente competente em farmacoterapia e permite-lhe uma maior

diferenciagio na 4rea do medicamento, relativamente aos restantes profissionais de sadde.'

A farmacia é cada vez mais um local de referéncia para os cidadaos em questoes
relacionadas com a salde, o que se deve maioritariamente a dedicagdo e competéncia
profissional dos farmacéuticos, e a relagio de proximidade e confianga transmitida pelos

profissionais de saude, que é reconhecida pelos seus utentes.

No ambito da unidade curricular “Estagio”, inserida no plano de estudos do Mestrado
Integrado de Ciéncias Farmacéuticas (MICF), da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra, é obrigatério realizar estagio em Farmacia Comunitaria que, de acordo com a
Ordem dos Farmacéuticos, se apresenta como a “face mais visivel da profissdo”.' Assim,
realizei o meu estagio na Farmacia Baptista (FB), em Vila Real, durante o periodo de 10 de
janeiro de 2022 a 21| de abril de 2022, sob orientagao da Dra. Suzana Branco, Diretora Técnica
(DT) da FB. Este estagio curricular tem como proposito aproximar a vertente teorica a
realidade profissional do exercicio da atividade farmacéutica, de forma a aplicar e consolidar

os conhecimentos adquiridos previamente durante a formagao académica.

O relatério apresentado consiste numa andlise SWOT (Strengths, Weaknesses,
Opportunities, Threats) fundamentada que consiste na identificagao dos pontos fortes, pontos

fracos, oportunidades e ameacgas do estagio realizado.



I. Farmacia Baptista

A Farmacia Baptista, sob direcao técnica da Dra. Suzana Branco, encontra-se situada
na Rua Dr. Roque da Silveira n.°22-24, na zona histérica da cidade de Vila Real. Fundada em
1858, a FB tornou-se na farmacia mais antiga da cidade, conhecida a nivel local pelos seus
muitos anos de historia. Apés um periodo de fecho temporario reabriu em junho de 2020,
com nova geréncia sendo explorada até hoje pela Dra. Isabel Brandao, que desempenha

fungoes de farmacéutica adjunta.

Sendo uma farmdcia centendria, é caracterizada por um publico heterogéneo, com
predominancia da populagao idosa, que se identifica com os valores transmitidos pelos
profissionais de saude, que mantém uma relagio de proximidade, confianga e cumplicidade
com os seus utentes. Desta forma, ha um elevado nimero de utentes fidelizados na FB, o que
permite aos profissionais conhecer o perfil dos utentes e ter uma intervengao profissional

adequada e responsavel.

A FB é constituida por uma pequena equipa de profissionais qualificados e dotados de
experiéncia em diferentes areas, o que permite satisfazer as necessidades dos utentes que a
frequentam, através de um aconselhamento personalizado e diferenciado. Atualmente, a
equipa é constituida por duas farmacéuticas, a diretora técnica e uma farmacéutica adjunta,

uma técnica de diagnostico e terapéutica e uma técnica auxiliar de farmacia.

Funciona de segunda a sexta-feira das 9h as 19h e aos siabados das 9h as |3h,
encontrando-se encerrada aos domingos e feriados. Além disso, presta servico permanente
de acordo com a escala de rotatividade implementada para as farmacias do concelho de Vila

Real.
2. Analise SWOT

A analise SWOT funciona como uma importante ferramenta de planeamento
estratégico, com o objetivo de identificar os pontos fortes (Strengths) e pontos fracos
(Weaknesses) a nivel interno, e as oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats) a nivel
externo, do meu estagio curricular (Tabela |). Os pontos fortes e os pontos fracos pretendem
representar fatores inerentes a instituicdo que constituem vantagens e desvantagens para o
sucesso do estagio realizado. Por outro lado, as oportunidades e as ameagas, permitem
destacar aspetos positivos e negativos, numa perspetiva externa, que nao estao diretamente

relacionados com a instituigao.



Tabela | - Andlise SWOT - identificagao dos Pontos Fortes, Pontos Fracos, Oportunidades e Ameagas

Pontos Fortes Pontos Fracos
e Equipa técnica e Localizacao da farmacia
* Plano de estagio e Escassa preparagao de manipulados

e Autonomia na realizacao de tarefas al .
¢ e Auséncia de contacto com o Sifarma 2020@

Preparacao individualizada de medicamentos

Oportunidades Ameacas
e Formacgao continua e Medicamentos esgotados
e Valormed e Locais de venda de MNSRM (parafarmacias)

e Reduzida componente pratica durante o
MICF

o Caligrafia impercetivel das receitas manuais

2.1. Pontos Fortes
2.1.1. Equipa técnica e facil integraciao na mesma

Como referi anteriormente, a equipa da FB é constituida por uma equipa de
profissionais diversificada com experiéncia em diferentes areas, o que permite um equilibrio
dinamico entre a experiéncia e a maturidade, transmitidas pelos profissionais com mais anos
de profissao, e a atualidade e inovagao, trazidas pelos profissionais mais jovens da equipa, o
que resulta numa partilha constante de conhecimentos entre todos. O facto de existir uma
técnica auxiliar com formagao na area da cosmética, e sendo o elemento da equipa mais
capacitado para fazer aconselhamento nesta area, contribuiu bastante para consolidar e
enriquecer os meus conhecimentos relativos a cosmetologia e aprender mais sobre os
produtos, facilitando a minha capacidade de autonomia em realizar o aconselhamento
adequado a cada utente. Além disso, ter sido a Unica estagiaria na FB durante o meu periodo
de estagio permitiu um maior acompanhamento por parte de cada profissional da farmacia, o
que me possibilitou adquirir e consolidar a informagao que me foi transmitida de forma mais

rapida e logica.

Desta forma, a competéncia de todos os profissionais aliada ao espirito de equipa e de
entreajuda, e a simpatia e disponibilidade que sempre demonstraram para me ajudar a
ultrapassar as dificuldades que senti durante o meu estagio, foram fundamentais para a minha
rapida integragao na equipa, o que estimulou e facilitou o meu processo de aprendizagem. A

equipa da FB contribuiu muito para o meu crescimento pessoal e profissional.



2.1.2. Plano de estagio

O plano de estagio previamente definido, pressupos um faseamento de fungdes a
desempenhar, permitindo, de forma coerente e pertinente, a minha integracao nos processos
de funcionamento interno da farmacia, bem como uma aprendizagem gradual e
desenvolvimento de competéncias, que me permitiram ter mais responsabilidades ao longo do
estagio. Apesar do meu estagio ter incidido maioritariamente no atendimento ao publico,
comecei por realizar fungoes de BackOffice, com a supervisao da DT, nomeadamente, rececao
e conferéncia de encomendas, armazenamento dos produtos, controlo de prazos de validade
e gestao de devolugoes, tendo ainda a oportunidade de assistir a criagao da encomenda diaria
da farmacia. Além disso, realizei a medigao de parametros bioquimicos e fisiologicos (glicémia,
colesterol total, triglicéridos e pressao arterial) o que me permitiu conhecer os diferentes
instrumentos de medicao e adquirir a pratica necessaria para a realizagao autonoma destes
servigos. A predominancia do atendimento ao publico durante o meu estagio permitiu-me
contactar frequentemente com o sistema informatico implementado na farmacia, o Sifarma
2000°, tendo desenvolvido pratica e agilidade na utilizagdo deste software. Adicionalmente,
permitiu-me conhecer o perfil dos utentes da farmacia e contactar com diversas situagoes de
aconselhamento farmacéutico e cosmético, o que enriqueceu o meu conhecimento em
algumas areas, nomeadamente, no tratamento da obstipagao, infe¢oes urinarias e problemas
de circulagao venosa, bem como produtos cosméticos direcionados, maioritariamente, a

situacoes de ache em adolescentes e rosacea.

A realizagao de diversas tarefas ao longo do estagio permitiu-me aplicar e consolidar
conhecimentos adquiridos durante o MICF, e aprender novos conceitos, aproximando a
formacao teodrica com a realidade profissional. Acredito veemente que o plano de estagio foi
muito enriquecedor e me ajudou a evoluir consideravelmente, aumentando a minha confianga

na realizacao de todas as tarefas autonomamente.

2.1.3. Autonomia na realizacao de tarefas

Desde muito cedo no meu estagio, toda a equipa da FB me incentivou a realizar todas
as tarefas de forma autonoma, demonstrando a confianga que me foi depositada durante todo
o periodo de estagio e contribuindo para a minha rapida evolugao na realizagao das tarefas.
Desta forma, consegui ser autdbnoma mais rapidamente na execugao das atividades diarias da
farmacia, o que contribuiu também para a dinamica do seu funcionamento. Este foi um ponto

bastante positivo durante o meu estagio, desde logo pela disponibilidade no esclarecimento



de duvidas por parte de toda a equipa e pela confianga demonstrada, e também por me ter

tornado mais responsavel e consciente na realizagao de cada tarefa.

2.1.4. Preparacao individualizada da medicacao (PIM)

A FB dispoe de um servigo de preparagao individualizada da medicagao para os utentes
que o solicitem. Um dos pontos que considero mais positivos e relevantes durante o meu
estagio foi a possibilidade de assistir e ajudar a preparar a medicagao de alguns utentes da
farmacia, o que me permitiu destacar ainda mais a importancia do farmacéutico para os seus
utentes e para a comunidade. A realizagao deste tipo de servigo permite auxiliar os utentes
na toma correta da sua medicagao ao longo do dia, através da divisio dos medicamentos pelos
varios momentos do dia, em caixas organizadoras da medicagao semanal. Normalmente os
utentes mais idosos sdao os que recorrem com maior frequéncia a este tipo de servigo,

principalmente, por motivos de esquecimento ou troca de medicagao.

2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Localizac3ao da farmacia

Apesar de se encontrar no centro histérico da cidade, a localizagao da FB mostra-se
como um dos grandes problemas com que esta farmacia se tem deparado nos ultimos anos,
devido a deslocagiao das grandes lojas para o centro comercial, o que diminuiu o fluxo de
pessoas naquela rua. Por outro lado, sendo o centro historico uma zona de acesso restrito a
automoveis e sem lugares de estacionamento nas redondezas, as pessoas optam por
frequentar as farmacias com melhores condigoes de acesso. Sendo uma farmacia onde a
maioria dos utentes sao pessoas de idade avangada e/ou com mobilidade reduzida, a
deslocagao a farmacia torna-se um desafio nestas condigoes. Além de ser complicado para
certos utentes, a localizagao da FB representa também um problema para os funcionarios e

estagiarios, na medida em que obriga a fazer uma maior deslocagao a pé para chegar a farmacia.

2.2.2. Escassa preparacao de manipulados

A preparagao de manipulados na FB é uma tarefa muito rara, tendo assistido apenas a
preparagao de um creme. Os manipulados produzidos nesta farmacia sao maioritariamente
Formulas Magistrais, ou seja, manipulados que sao preparados de acordo com uma receita
médica que especifica o utente a quem o medicamento se destina. Uma vez que a procura
deste tipo de produto é pouco frequente, a farmacia nao tem disponivel uma grande variedade
e quantidade de matérias-primas, o que implica a rejeicao de alguns pedidos. Todos os calculos

necessarios para a preparagao dos manipulados sao realizados de acordo com o previsto na
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lei, sendo o processo de manipulagao realizado segundo as Boas Praticas de Fabrico de
Manipulados. Tive a oportunidade de presenciar todo o processo de preparagao de um
manipulado, todavia, a realizagao esporadica desta atividade na FB, nao me permitiu assistir a
preparagao de uma grande variedade de manipulados, nem preparar autonomamente um

manipulado.

2.2.3. Auséncia de contacto com o Sifarma 2020°

Um dos aspetos que considero ter sido um ponto fraco no meu estagio foi a
impossibilidade de contactar com a versio mais atualizada do Sifarma® (Sifarma 2020®), uma
vez que a FB trabalha apenas com o Sifarma 2000° devido a atrasos na instalagio da versio
mais atual. Desta forma, nao pude aplicar os conhecimentos adquiridos durante o MICF, na
unidade curricular de Organizagao e Gestao Farmacéutica, nem desenvolver novas aptidoes,
o que limitou a minha aprendizagem, na medida em que poderia vir a ser util no futuro,
aquando da entrada no mercado de trabalho. A maioria das farmacias ja tem disponivel o
Sifarma 2020%, e contactar com este software permitir-me-ia desenvolver habilidades benéficas

enquanto futura farmacéutica.

2.3. Oportunidades
2.3.1. Formacao continua

O avango das terapéuticas converge com os avangos tecnolégicos relacionados com o
uso dos medicamentos e por esse motivo € essencial que todos os profissionais de saude
mantenham uma atualizagao constante dos seus conhecimentos, de forma a prestar um servi¢o
de qualidade aos seus utentes e um aconselhamento farmacéutico de exceléncia. Esta
atualizagao de conhecimentos é alcangavel sobretudo pela oportunidade de formagoes, tanto

internas como externas, possibilitadas pela farmacia.

Na FB as formagoes eram maioritariamente internas, realizadas pelos delegados de
informagao médica que se dirigiam a farmacia, com o objetivo de apresentar e promover os
produtos dos laboratérios com os quais trabalham, e proporcionar pequenas formagoes para
transmitir informagao mais concreta sobre os seus produtos e as caracteristicas que os
diferenciam dos restantes produtos. Destacam-se os produtos Vibrocil® (GlaxoSmithKline),
Flabien® (Krka), Stressfytol® (Tilman) e Artelac® (BAUSCH+LOMB). Desta forma, os
profissionais que trabalham na farmacia ficam mais aptos e seguros do aconselhamento que
fazem aos seus utentes e da informagao que transmitem aquando da venda. Além destas, tive
também a oportunidade de assistir a uma formagao externa da Aboca, com o intuito de

apresentar os seus produtos mais recentes para o tratamento fisiologico da obstipagao
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(Sollievo Fisiolax® e Melilax®), o que me permitiu adquirir conhecimentos muito Uteis para o

aconselhamento e atendimento ao publico.

Estas formagoes foram uma grande vantagem do meu estagio e permitiram enriquecer
o meu conhecimento enquanto futura farmacéutica, uma vez que tive a oportunidade de
conhecer novos produtos e perceber como funcionam e em que situagoes posso aconselha-
los de forma adequada. Assim, considero que as formagoes a que tive a oportunidade de
assistir me prepararam ainda mais para a proxima etapa desta longa jornada, a entrada no

mercado de trabalho.

2.3.2. Valormed

A Valormed é uma sociedade sem fins lucrativos com a responsabilidade da gestao dos
residuos de embalagens vazias e medicamentos fora de uso. Uma das suas iniciativas centra-se
na distribuicao de contentores pelas farmacias, com o intuito de promover a “reciclagem” de
embalagens vazias ou dos medicamentos que ja nio sio usados.” Neste sentido, o farmacéutico
funciona como intermediario, apelando diariamente aos seus utentes que adiram a esta
iniciativa, de forma a contribuir para a preservagao do meio ambiente e para a proteciao da
salde publica. Na FB a adesao é bastante elevada, visto que durante o dia sao varias as vezes
em que ha a necessidade de colocar novos contentores. Deste modo, a promocgao da utilizagao
dos contentores Valormed feita pela equipa da FB, através de agoes de sensibilizagao, nas quais
tive a oportunidade de colaborar, contribui para a educagao da populagao, culminando na

protecao da saude publica.
2.4. Ameacas
2.4.1. Medicamentos esgotados

Durante o periodo de estagio na FB foram varias as vezes que me deparei com a
existéncia de medicamentos esgotados em todos os armazenistas, o que levou ao
descontentamento dos utentes, afetando, em alguns casos, a sua relagao com a farmacia. Este
tipo de situagoes esta para além do controlo por parte da farmacia e dos profissionais que la
trabalham, contudo, muitos utentes nao se mostravam compreensivos o que acabava por ser
desagradavel e frustrante tanto para mim, enquanto estagiaria, como para os profissionais da
farmacia. Um exemplo desta situacio foi o caso do Anafranil® 25 mg, cuja substincia ativa é a
clomipramina, um antidepressivo triciclico, utilizado no tratamento de estados depressivos de
etiologias e sintomatologias diversas.’ Uma vez que a Alfasigma S.p.A. é a Gnica empresa titular
de Autorizacao de Introducao no Mercado deste medicamento, e nao havendo ainda

medicamentos genéricos, nao era possivel arranjar uma alternativa terapéutica tendo de
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encaminhar os utentes ao seu médico, para que se fizesse uma alteracao adequada da

medicagio. Além deste, também o Ozempic® | mg, cuja substincia ativa é o semaglutido,

utilizado no tratamento da diabetes mellitus tipo 2 em adultos, se encontrava esgotado.*

Esta realidade representa uma grande ameacga a salde publica, principalmente, nos
casos em que falta medicamentos de uso croénico, tendo sido também um fator condicionante
ao normal funcionamento do meu estagio, ja que me deparei com o desagrado dos utentes e

me senti numa posigao incapaz de satisfazer as suas necessidades.

2.4.2. Locais de venda de MNSRM

Cada vez mais o acesso a medicamentos e produtos de saude, que, anteriormente, s6
eram disponibilizados nas farmacias, se encontra facilitado pela existéncia de locais de venda
de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM). A existéncia destes locais constitui
uma ameaga evidente a viabilidade econémica das farmacias comunitarias, na medida em que
o elevado volume de compras realizado por estes estabelecimentos lhes permite o acesso a
pregos de custo significativamente mais baixos, e consequentemente os pregos de venda ao
publico praticados sao muito mais baixos do que aqueles que se praticam nas farmacias. A
situagao socioeconomica da populagao portuguesa causa uma grande preocupagao em
economizar, o que leva as pessoas a comparar pregos entre as diversas farmacias e locais de
venda de MNSRM, para adquirir o produto onde este for mais barato. Além disto, a existéncia
destes locais pode implicar um risco para a saude publica, dado que a formagao cientifica dos
profissionais que trabalham nestes estabelecimentos € insuficiente, o que muitas vezes leva a
falta do aconselhamento adequado. Um exemplo disso € a pilula do dia seguinte, que tem um
elevado numero de riscos associados, e que pode trazer maleficios para a pessoa se nao tiver

o aconselhamento adequado.

No decorrer do meu estagio, esta ameaga foi visivel em alguns atendimentos, nos quais
nao se realizou a venda dos produtos, que os utentes mencionaram que existiam a um prego

mais acessivel noutros locais.

Assim, os locais de venda de MNSRM representam uma ameaga, tanto a nivel
econoémico, como pela utilizagdo inconsciente do medicamento, e desta forma, é essencial
promover a capacidade que so as farmacias tém em esclarecer os seus utentes e prestar um

aconselhamento seguro e de qualidade.



2.4.3. Reduzida componente pratica durante o MICF

Apesar do plano de estudos do MICF englobar uma componente teorica e uma
componente pratica, a verdade é que a parte pratica em contexto real de trabalho é quase
nula, o que resulta numa falta de experiéncia aquando da chegada ao estagio curricular, etapa
esta em que temos, efetivamente, contacto com a realidade profissional. Embora seja possivel
realizar estagios de verao, estes nao sao de cariz obrigatério, o que na minha opiniao deveria
motivar alteragoes no plano de estudos neste ambito, de forma a preparar ainda mais os
estudantes para o mundo do trabalho. Por outro lado, a falta de experiéncia em contexto real
traz consequéncias como a falta de confian¢a no atendimento, uma vez que, mesmo tendo
conhecimentos teoricos, a sua aplicagao em termos praticos € muito reduzida, mostrando a
discrepancia que existe entre o plano teorico e o pratico. Desta forma, a existéncia de pelo
menos um estagio por ano de curso, era uma mais-valia para nds, enquanto estagidrios e
futuros farmacéuticos, na medida em que nos proporciona um maior contacto com o mundo

do trabalho e nos permite desenvolver mais seguranga e autoconfian¢a nos atendimentos.

2.4.4. Caligrafia impercetivel das receitas manuais

O Despacho de 25 de fevereiro de 2016 tornou obrigatoria a prescricao de
medicamentos via receita sem papel para todas as entidades do Servico Nacional de Saude
(SNS).> Desta forma, as receitas manuais aparecem cada vez menos nas farmacias, sendo estas
prescritas apenas em algumas situagoes excecionais, como o caso de falha informatica. Este
tipo de receitas requer um maior rigor e aten¢ao no que diz respeito a verificagao detalhada

de todos os campos de preenchimento por parte do farmacéutico.

Durante o meu estagio, deparei-me com algumas receitas manuais, cuja caligrafia era
totalmente impercetivel. Isto levou a demora do atendimento, causando algum transtorno
tanto para o utente como para os profissionais da farmacia que nao estavam a conseguir
decifrar o medicamento prescrito. Além disso, este tipo de receitas pode levar a uma
interpretagao errada por parte do farmacéutico, promovendo erros na dispensa dos
medicamentos. Deste modo, considero que as receitas manuais se tornam uma possivel
ameaga tanto para o normal funcionamento da farmacia, no que diz respeito ao atendimento
e a demora na dispensa dos medicamentos prescritos, como para os estagiarios que tém

menos experiéncia, o que torna ainda mais dificil perceber certos tipos de letra.



3. Casos Clinicos

Caso |

A.F., utente do sexo feminino, com cerca de 30 anos, apresenta-se na farmdcia ao inicio da tarde com
dor de garganta ligeira, tosse produtiva e nariz entupido, referindo ainda que durante a manha tinha
febre (37,7°C). Pede para redlizar um teste de antigénio SARS-CoV-2, obtendo-se um resultado
negativo, e solicitou posteriormente medicacdo para dliviar o seu estado de saude. A.F. pratica

desporto regularmente e tem uma alimentagdo saudavel.

Aconselhamento

A.F. é utente habitual da FB e nao apresenta histérico de medicagao cronica nem qualquer
tipo de condicao que pudessem limitar o aconselhamento farmacéutico. Desta forma, foi
recomendada a toma de Grippostad®, | comprimido de 8 em 8 horas, num periodo méximo
de 5 dias, tempo apds o qual deve consultar um médico, se os sintomas persistirem.
Grippostad® é um MNSRM de venda exclusiva em farmacia, que combina 400 mg de
ibuprofeno com 10 mg de cloridrato de fenilefrina, sendo indicado para o alivio de sintomas
associados a gripes e constipagoes. Assim, combina-se a agao anti-inflamatéria do ibuprofeno
com a agao descongestionante da fenilefrina, o que vai contribuir para o abaixamento da febre,
redugao da dor de garganta e diminuigao da congestao nasal, referida pela utente como “nariz
entupido”.® Foi ainda aconselhada a toma de 10 ml de Grintuss® Adulto xarope, trés vezes ao
dia, ap6s as principais refeigdes, enquanto tiver tosse.” Foram ainda recomendadas medidas
nao farmacoldgicas, como a ingestao de agua e de bebidas quentes, para tratar a tosse e
diminuir a dor de garganta, respetivamente. A utente foi aconselhada a consultar um médico,

no caso de nao haver melhorias ou agravamento dos sintomas.

Caso Il

J.P., utente do sexo masculino, com cerca de 50 anos, sem patologias base e sem medicagdo cronica,

dirige-se a farmdcia com queixas de desconforto abdominal e obstipagdo, ha pelo menos | semana,
. iy . ® ~ ~

mencionando que ja utilizou Laevolac™, mas que ndo quer o mesmo produto porque ndo resolveu a

sua situagdo e lhe causou ainda mais “inchago” e dores abdominais.

Aconselhamento

Tendo em conta a informagio fornecida pelo utente e sabendo que o Laevolac®, um laxante

osmotico constituido por lactulose, nao surtiu efeito e agravou o seu desconforto abdominal,
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um efeito secundario possivel, foi recomendado Sollievo Fisiolax®, um dispositivo médico a
base de substancias naturais, que atua segundo um mecanismo de agao fisiologico e nao
farmacolégico. Sollievo Fisiolax® estimula a motilidade intestinal, aumenta a hidratacio das
fezes e protege a parede intestinal, o que resulta na evacuagao de fezes moles e sem a perda
excessiva de agua e eletrodlitos. A posologia pode variar de | a 3 comprimidos por toma, a
noite, conforme a necessidade, sendo que a dose correta é a minima suficiente para favorecer
o transito intestinal sem produzir fezes liquidas.® Assim, foi aconselhada a toma inicial de |
comprimido a noite, com um copo abundante de agua, sugerindo que aumentasse a dose caso
| s& comprimido nao fosse suficiente para produzir efeito, nunca ultrapassando os 3
comprimidos por toma. O utente foi advertido para o facto de que apos a toma de Sollievo
Fisiolax®, este s6 produziria efeito no dia seguinte pela manhi, de forma a evitar o aumento
desnecessario da dose pelo utente.® Além disso, salientou-se a importincia da ingestio de
liquidos, do consumo didrio de uma certa quantidade de fibras e a pratica de exercicio fisico,
principalmente, a realizagao de caminhadas diarias. Adicionalmente, sugeriu-se a nao utilizagao
de roupas apertadas e a criagao de habitos de evacuagao (a uma hora regular e sem pressa).
No caso de nao haver melhorias ou agravamento da obstipacao, o utente foi aconselhado a

recorrer ao seu médico.

Caso Il

C.A., uma jovem com cerca de 20 anos, dirige-se a farmacia com queixas de prurido vaginal intenso,
ardor e corrimento esbranquicado, sem odor forte associado. Refere ainda que sente desconforto na

zona vaginal solicitando algo que resolva a sua situacao.

Aconselhamento

Dados os sintomas relatados pela jovem, deduziu-se que, muito provavelmente, a jovem
estaria com uma candidiase vaginal, uma infegao fungica vaginal provocada pelo fungo Candida
albicans. Desta forma, foi aconselhado Gino-canesten® creme vaginal, um MNSRM constituido
por 10mg/g de clotrimazol, um antifingico com um amplo espetro de atividade. Foi
aconselhado lavar bem as maos antes e ap6s usar Gino-canesten® creme, explicando a jovem
que deveria introduzir o aplicador cheio de creme vaginal o mais profundamente possivel na
vagina, uma vez por dia, a noite, ao deitar, durante 6 dias consecutivos. Foi ainda referido que,
caso sentisse irritacao na zona externa, poderia aplicar o creme para aliviar o prurido e que o
tratamento devia ser feito fora do periodo menstrual. Além disso, a jovem foi alertada para o

facto de que deveria recorrer ao seu médico, se continuasse com sintomas 7 dias apos o
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término do tratamento.” Além desta medida farmacologica, foi destacada a importancia de
utilizar roupa interior de algodao trocando-a regularmente, evitar banhos de imersao e com
agua muito quente, e evitar o uso de produtos perfumados na zona intima que possam ser
agressivos e alterar o pH vaginal. Foi ainda recomendado LETIfem® Gel intimo Sensitive para
utilizar na sua higiene intima, uma formulagao com ativos hidratantes e emolientes, que
proporcionam uma limpeza suave e eficaz, aliviando o ardor e a irritacao e mantendo o pH

' No caso de nio haver melhorias ou

fisiologico, aumentado o conforto da jovem.
agravamento da situagao, foi aconselhado que a jovem procurasse ser consultada por um

meédico.

Caso IV

T.N. dirigiu-se a farmdcia com a sua filha, S.N., de |15 anos, que se queixava frequentemente da sua
pele oleosa e com acne, principalmente, na cara, e pede um produto que ajude a reduzir a acne da
sua filha. T.N. refere que a sua filha ndo toma qualquer tipo de medicagcdo nem utiliza outros produtos

cosméticos.

Aconselhamento

Apobs uma observagao cuidada da pele de S.N. a escolha dos produtos a aconselhar passou
por logoes de limpeza de pele isentos de sabao e com um pH equilibrado, e cremes hidratantes
isentos de 6leo. Foi aconselhada a lavagem do rosto com o gel de limpeza Effaclar Gel Mousse
Purificante da La Roche-Posay®, que permite a limpeza suave da pele oleosa sem secar,
removendo as impurezas e o excesso de sebo, deixando a pele limpa e com uma sensagao de
frescura. Foi explicado a S.N. o modo de aplicagao do gel de limpeza: misturar o gel de limpeza
com um pouco de dgua morna na mao até fazer espuma, e posteriormente aplicar na zona T
do rosto e no pescog¢o, massajando suavemente em movimentos circulares, e finalizando com
o enxaguamento com agua fria. Foi ainda explicado que a dgua morna permite a desobstrugao
dos poros, permitindo uma maior acio do gel de limpeza, e a 4gua fria ajuda a fechar os poros."
Adicionalmente, aconselhou-se o creme Effaclar Duo Plus da La Roche-Posay®, com uma
textura hidratante e matificante, que vai ajudar a limpar eficazmente as borbulhas existentes e
prevenir a sua recorreéncia, limitando o risco de marcas. Da mesma forma, explicou-se o modo
de aplicagao: colocar o tamanho de uma noz de creme na palma da mao e aquecer com a
outra mao de forma a facilitar a sua absorcao; massajar delicadamente com movimentos

ascendentes e da parte interior do rosto para a parte exterior.'
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Caso V

M., utente do sexo feminino, com cerca de 70 anos, deslocou-se d farmdcia porque reparou que
ultimamente a unha do deddo do pé estd mais espessa, com uma cor mais amarelada na parte distal
e sem brilho. Refere ainda que a unha estd mais quebradica e esfarela facilmente. Solicita entdo um

produto que ajude a tratar a sua unha pois sente-se incomodada com o seu aspeto.

Aconselhamento

Tendo em conta a descrigao feita pela utente, facilmente se percebeu que se tratava de uma
onicomicose, uma infegao flingica que afeta maioritariamente as unhas dos pés. Desta forma,
foi aconselhado Myco Clear®, uma solugdo, em forma de caneta, uma forma mais rapida e
pratica de tratar a onicomicose. Myco Clear® ajuda a tratar e a prevenir a infecio fungica da
unha, através da criagdo de uma barreira protetora sobre a unha, que isola a unha de
agressores externos e ambientais. Além disso, devido a sua formulagao, ajuda a manter o pH
acido da unha, permitindo controlar o seu microambiente e evitando o crescimento de fungos.
Recomendou-se a aplicagio de Myco Clear® duas vezes por dia, de manhi e a noite, antes de
dormir, até que o crescimento da unha esteja normalizado e a parte danificada tenha
desaparecido. Normalmente, duas semanas de tratamento sao suficientes para notar sinais de
melhoria. Advertiu-se a utente para a necessidade de lavar cuidadosamente a zona afetada
antes da aplicagio de Myco Clear®, tendo o cuidado de apos a aplicagdo da solugio antifingica
nao molhar a zona. Além disso, foi explicado a utente que deveria aplicar uma quantidade

suficiente de produto para cobrir a unha, evitando o contacto com a pele em redor."
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Conclusao

A realizagao do estagio em Farmacia Comunitaria marca a etapa final da formagao
tedrica e pratica que temos ao longo de 5 anos, durante o MICF, permitindo-nos aplicar todos
os conhecimentos adquiridos em contexto real de trabalho. Para além da integragao e
consolidagao dos conhecimentos técnico-cientificos, foi-me possivel desenvolver

competéncias pessoais essenciais ao desempenho da profissao farmacéutica.

Este estdgio permitiu-me vivenciar, na primeira pessoa, a importancia do farmacéutico
na prestagao de cuidados de saude de qualidade a populagdo, destacando a relevancia do
farmacéutico comunitario na vida das pessoas, que recorrem as farmacias, como primeira linha,
em situagoes de urgéncia, bem como para esclarecer dulvidas relacionadas com a sua
medicagao, e, muitas das vezes, apenas para cinco minutos de conversa. A farmacia comunitaria
assume-se, assim, como um elemento-chave na prestagao de cuidados de saude, realgando a

relagao de proximidade e confianga que existe entre o farmacéutico e os seus utentes.

Reconhego que o estagio na FB mostrou ser uma das vertentes mais enriquecedoras
do meu percurso académico, por todo o conhecimento e valores transmitidos pelos
profissionais que la trabalham, fazendo-me evoluir significativamente, tanto a nivel profissional
como pessoal. Conclui o estagio com a certeza de que estou mais preparada para a entrada
no mercado de trabalho, quer pela autonomia e autoconfianga no aconselhamento e
atendimento ao publico que fui adquirindo, quer pela destreza e capacidade de resolugao de
problemas, motivadas por toda a equipa da FB, e que me vao proporcionar, certamente, um

futuro promissor.

Enquanto futura farmacéutica, e apos a conclusao do estagio em farmacia comunitaria,
estou segura em dizer que o farmacéutico, como agente de saude publica, é e sempre sera um

elo de extrema importancia entre a evolugao cientifica e a comunidade.
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Introducao

A Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra desenvolveu um plano de
estudos que proporciona aos estudantes do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) a oportunidade de realizar um estagio curricular numa area farmacéutica do seu
interesse, além do estagio obrigatorio em Farmacia Comunitaria. De entre as varias
oportunidades permitidas, ha a possibilidade de realizar um estagio numa das diregoes da
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude — INFARMED, I.P., das quais se
destaca a disponibilidade da Dire¢ao de Avaliagao de Medicamentos (DAM), da Direcao de
Gestao do Risco de Medicamentos, da Direcao de Produtos de Saude e da Direcao de
Avaliagao das Tecnologias de Saude, para acolher os estagiarios, de forma a contribuir para a
sua formagao e enriquecimento do seu conhecimento nesta que € uma area de extrema

importancia no ciclo de vida do medicamento.

A drea dos assuntos regulamentares do medicamento despertou o meu interesse ao
longo do curso devido a importancia do farmacéutico, que se encontra envolvido em todas as
etapas do medicamento, desde o seu desenvolvimento a sua comercializagao. Além disso, apos
a introdu¢ao do medicamento no mercado, o farmacéutico exerce um papel importante na
monitorizagao do percurso do medicamento e da informagao a ele associada, que esta
disponivel para os profissionais de saude e para os cidadaos. De tal forma, a escolha de uma
instituicao para desenvolver os meus conhecimentos nesta area nao foi dificil dada a exceléncia
e importancia do INFARMED como entidade reguladora. Decidi entao realizar o meu estagio
na DAM devido ao plano de estagio apresentado. Mais concretamente, o estagio foi realizado
na Unidade de Manuteng¢ao no Mercado (UMM), com a duragao de 3 meses, sob a orientacao

da Dra. Dina Lopes e a colaboragao de toda a equipa da DAM.

A possibilidade de realizar mais do que um estagio curricular permite-nos contactar
com mais do que uma area da atividade farmacéutica, constituindo uma o6tima oportunidade
de aprendizagem e aproximagao com a realidade profissional. Desta forma, somos instruidos

para sermos futuros profissionais farmacéuticos multidisciplinares e competentes.

Este relatério tem como finalidade apresentar os aspetos relevantes do estagio
curricular sob a forma de uma analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats)
fundamentada, consistindo na identificagao dos pontos fortes, pontos fracos, oportunidades e

ameagas experienciados ao longo do estagio.
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I.INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P.

O INFARMED é um instituto publico, criado em 1993, sendo um dos objetivos da sua
criagao a sua participagao ativa no novo Sistema Europeu do Medicamento, assumindo-se
naquela altura como uma das poucas autoridades europeias que integrava todas as valéncias
relativas ao medicamento. O Infarmed esta indiretamente integrado na administragao do
Estado, provido de autonomia administrativa, financeira e patriménio proprio, e exerce a sua
atividade sob a tutela do Ministro da Salde."” A missio do INFARMED consiste em regular e
supervisionar os medicamentos de uso humano, dispositivos médicos e produtos cosméticos
e de higiene corporal, segundo os mais elevados padroes de protegao da saude publica, e
garantir o acesso de medicamentos e produtos de saude que demonstrem qualidade, eficacia

e seguranga, quer aos profissionais de saude, quer aos cidadios.’

Com sede no Parque de Saude de Lisboa, o INFARMED é constituido por 2 grandes
grupos, os 6rgios, nos quais estio incluidos o Conselho Diretivo, Fiscal Unico, Conselho
Consultivo, Comissoes Técnicas Especializadas e o Conselho Nacional de Publicidade de
Medicamentos e Produtos de Saude; e as unidades organicas, que se subdividem em fungoes
de negocio (areas de atribui¢ao), na qual se inclui a DAM, e fun¢oes de suporte (areas de

gestio), como se encontra exposto ho organograma apresentado (Figura 1).

ORGANOGRAMA — INFARMED, I.P.

@ conseino Diretivo

' - Orgdos Consultivos
¢» Infarmed @ s oo
. utor m“scx o v‘l;vw-- amer ‘Areas de Gestio

Figura | - Organograma do INFARMED
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2.Direcao de Avaliacao de Medicamentos

A Diregao de Avaliagao de Medicamentos (DAM), dirigida pela Dra. Marta Marcelino,
tem como principais objetivos assegurar as atividades necessarias aos procedimentos de
registo, avaliagao e autorizagao de introdugao no mercado de medicamentos de uso humano,

e também garantir as atividades relacionadas com a sua manutengio no mercado.*

Divide-se em 3 subunidades distintas, especializadas por area de intervengao — a
Unidade de Ensaios Clinicos (UEC), a Unidade de Manutengao no Mercado (UMM) e a Unidade
de Avaliagio Cientifica (UAC). O meu estagio na DAM enquadrou-se na UMM, mais
concretamente, como gestora de processos de alteragoes aos termos da Autorizagao de
Introdugao no Mercado (AIM) concedida por procedimento descentralizado e de
reconhecimento mutuo. A UMM tem como fungao principal assegurar as atividades
relacionadas com a manutengao no mercado de medicamentos ja autorizados, nomeadamente
as que visam a autorizagao de alteragoes e renovagoes de AlMs, bem como revogagoes ou

declaracbes de caducidade.*

O trabalho desenvolvido na UMM, durante o periodo de estagio, consistia
fundamentalmente em validar, avaliar e, consequentemente, aprovar ou indeferir pedidos de
alteragoes a AlMs ou pedidos de renovagoes. Mais precisamente, era necessario fazer a
validagao dos processos, que consistia em analisar cada processo com base numa check list
pré-definida, com verificagdo dos requisitos a cumprir pelos requerentes, de forma a ser
possivel validar o processo e, posteriormente, verificar as alteragoes propostas de forma a

alcangar a sua aprovagao.

Neste sentido, as formagoes iniciais incluidas no plano de estagio permitiram-nos
ganhar conhecimentos base para desenvolver as tarefas que mais tarde nos seriam propostas,

de forma mais autonoma e organizada.
3.Analise SWOT

A andlise SWOT funciona como uma importante ferramenta de planeamento
estratégico, com o objetivo de identificar os pontos fortes (Strengths) e pontos fracos
(Weaknesses) a nivel interno, e as oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats) a nivel
externo, do meu estagio curricular (Tabela |). Os pontos fortes e os pontos fracos pretendem
representar fatores inerentes a instituicdo que constituem vantagens e desvantagens para o

sucesso do estagio realizado. Por outro lado, as oportunidades e as ameagas, permitem
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destacar aspetos positivos e negativos, numa perspetiva externa, que nao estao diretamente

relacionados com a instituicao.

Tabela 2 - Anidlise SWOT - identificagao dos Pontos Fortes, Pontos Fracos, Oportunidades e
Ameacas

Pontos Fortes Pontos Fracos

e Formacao inicial Duragao do estagio

e Autonomia e responsabilidade Auséncia de interacio com outras direcdes

e Conhecimentos e competéncias adquiridas do INFARMED

e Competéncia da equipa da DAM * Recursos informaticos

e Plataformas eletrénicas internas

Oportunidades Ameacas

Recursos humanos

e Desenvolvimento de competéncias
informaticas

¢ Inglés técnico

3.1. Pontos Fortes
3.1.1. Formacao inicial

Na primeira semana de estagio, tivemos um plano de formagoes essencial para a
compreensao da dinamica da UMM e para o eficiente desempenho das fungdes que viriamos
a realizar durante o estagio. Estas formagoes mostraram-se notavelmente Uteis, uma vez que
me permitiram consolidar matérias anteriormente aprendidas e adquirir um conhecimento
mais detalhado sobre varios conteldos da area dos assuntos regulamentares, pouco
desenvolvidos no decorrer do curso. Destaca-se a importancia da explicagao das bases de
dados, que fizeram parte das atividades diarias desenvolvidas durante o estagio, relativamente
ao seu correto preenchimento e compreensao do seu funcionamento, contudo apenas com a
pratica consegui ter uma no¢ao mais certa e alargada de todos os passos cruciais envolvidos
na validagao dos processos. Desta forma, a realizagao das tarefas foi conseguida com maior
assertividade e eficiéncia ao longo do tempo, pois foi possivel assimilar toda a informagao

transmitida nas formagoes e compreender a sua aplicagao aquando da parte pratica.

3.1.2. Autonomia e responsabilidade

Apés o periodo inicial de formagao e familiarizacao com as ferramentas de trabalho,
cruciais para o desenvolvimento das fungoes pretendidas, foi possivel comegar a desempenhar

as tarefas propostas de forma independente e com maior sentido de responsabilidade dada a
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importancia das tarefas realizadas na DAM. As atividades desenvolvidas estao diretamente
relacionadas com a disponibilidade da informagao sobre os medicamentos aos profissionais de
saude e aos cidadaos e, por isso, era fundamental compreender todas as etapas de validagao
dos processos e esclarecer as duvidas que iam surgindo, e que consegui de forma auténoma
esclarecer, na maioria das vezes através das varias guidelines e regulamentos disponiveis,
procurando a ajuda dos colaboradores disponiveis quando nao conseguia chegar a uma
conclusao. Deste modo, a realizagao das tarefas propostas de forma individual permitiu-me
superar as minhas dificuldades nesta darea pouco abordada ao longo do curso de MICF e

desafiou-me a desenvolver um maior sentido de responsabilidade.

3.1.3. Conhecimentos e competéncias adquiridas

A legislagao regulamentar que envolve o medicamento, como os Regulamentos, as
Diretivas, os Decretos-lei e as Normas Orientadoras, sao a base de trabalho de uma
autoridade regulamentar como o INFARMED. A complexidade desta area da atividade
farmacéutica faz surgir davidas relacionadas com determinados aspetos de um processo em
avaliagao, sendo uma situagao bastante comum. Assim, o contacto constante com a legislagao,
permitiu-me esclarecer essas duvidas e possibilitou o desenvolvimento de conhecimentos mais
especificos na area dos assuntos regulamentares, que podem ser Uteis na minha vida
profissional como futura farmacéutica. Estes documentos mostram-se como importantes
ferramentas de trabalho no que diz respeito a gestao de alteragoes aos termos de AlM, pois
permitem identificar facilmente os elementos necessarios para a andlise de cada alteragao
individualmente. E ainda importante referir que como cada processo é singular, as duvidas que
foram surgindo eram variadas e, portanto, a aprendizagem foi mais enriquecedora e

diversificada no que se refere a legislacao do medicamento.

3.1.4. Competéncia da equipa da DAM

O surgimento de diversas dlvidas na area regulamentar requer uma equipa coesa e
competente, capaz de se entreajudar na resolugao dos problemas. Durante o meu estagio tive
a oportunidade de contactar com uma equipa de profissionais que se demonstrou muito
altruista, disponivel para ajudar e esclarecer todas as dulvidas que foram surgindo, o que
contribuiu de forma muito positiva para o desempenho das fun¢oes que me foram concedidas,

de forma simples e rapida, e enriquecendo ainda mais o meu estagio.

3.1.5. Plataformas eletronicas internas

O INFARMED conta com varias plataformas eletrénicas internas que facilitam a

organizagao da elevada quantidade de informagao de que faz uso, permitindo o seu facil acesso
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quando necessario. Estas plataformas sao essenciais ao normal funcionamento da UMM e
fazem parte da vida diaria de qualquer gestor de processos. Por este motivo, é fundamental a
sua correta compreensao e preenchimento, nomeadamente, no que diz respeito ao CTS
(Communication and Tracking System), SMUH-ALTER (Sistema de Medicamentos de Uso
Humano- Alteragoes) e GiMed (Gestao de Informagao de Medicamentos), que sao as
plataformas mais utilizadas e sao cruciais para o bom desempenho das fun¢oes diarias. Mais
uma vez, aqui se destaca a importancia da formagao inicial que nos foi transmitida, e que nos
permitiu conhecer estas plataformas e saber como utiliza-las de forma adequada as atividades
da UMM. Trabalhar com estas plataformas foi um ponto forte do meu estagio no sentido em
que me permitiu compreender melhor como realizar cada uma das diversas etapas dos
processos, além de ter a possibilidade de trabalhar com plataformas especificas de uma

autoridade regulamentar, que facilitam o trabalho didrio de todos os profissionais.

3.2. Pontos Fracos
3.2.1. Duracdo do estagio

Tendo em conta a complexidade e as varias vertentes de trabalho desempenhas pela
UMM, realizar um estagio de apenas 3 meses torna-se insuficiente para experienciar toda a
realidade profissional desta unidade da DAM. No inicio do estagio fui alocada na UMM, o
departamento de pos-AlM, que consistia em analisar e avaliar pedidos de alteragoes e
renovagoes aos termos de AlM, nao tendo sido possivel contactar com todas as tipificagoes
de alteragbes, devido a exigéncia de algumas delas e a duragao do calendario dos
procedimentos, que nao me iria permitir concluir os processos, dentro do periodo de estagio
implementado. Assim, apenas consegui desenvolver aptidoes no que concerne a alteragoes do
tipo |A e IB, ficando excluidas as alteragoes do tipo Il. O mesmo aconteceu com as renovagoes,
onde so6 foi possivel avaliar processos de renovagoes curtas, com procedimentos simplificados,
pois eram as Unicas que me permitiam comegar e terminar o calendario implementado de 30
dias. Desta forma, consegui adquirir algum conhecimento nesta area de trabalho, contudo a
duragao do estagio foi, para mim, um ponto fraco, ja que me impediu de experienciar e
contactar com outras areas de trabalho da UMM, como aconteceu com os processos de

alteragoes do tipo Il e as renovagoes completas.

3.2.2. Auséncia de interacao com outras direc6es do INFARMED

Associado ao curto periodo de estagio desenvolvido no INFARMED, a impossibilidade
de contactar com outras diregoes revelou-se um ponto fraco do estagio, visto que nao

consegui uma visao global de todas as fungoes desempenhadas por esta grande organizagao,
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nem foi possivel adquirir outras competéncias que sao inerentes ao papel do farmacéutico nas

demais direcoes do INFARMED.

3.2.3. Recursos informaticos

As atualizagbes realizadas no sistema informatico do INFARMED no dltimo més de
estagio, trouxeram problemas frequentes de acesso a rede e as plataformas essenciais para o
normal desempenho das atividades diarias da UMM. Tendo em conta a necessidade extrema
da utilizagao dos sistemas informaticos para a realizagao do trabalho na UMM, estas limitagoes
foram um claro ponto fraco no meu estdgio, visto que muitas vezes impedia a realizagao das
atividades propostas. Além disso, penso que para a estrutura do INFARMED, este tipo de
problemas sao também um problema, que deve ser rapidamente resolver, uma vez que
desencadeia graves adversidades, afetando em grande escala a execugao das tarefas diarias

necessarias.

3.3. Oportunidades
3.3.1. Desenvolvimento de competéncias informaticas

O estagio na DAM/UMM permitiu-me trabalhar mais frequentemente com o Microsoft
Office, nomeadamente, o Microsoft Word e Microsoft Excel, onde pude aprender e desenvolver
novas capacidades de utilizagao, dada a complexidade de algumas das fungoes utilizadas em
cada um destes softwares durante o estagio. A utilizagao do Outlook, como e-mail de eleicao do
INFARMED, permitiu também desenvolver novas aptidoes, nomeadamente, no que diz
respeito a criagao de compromissos conjuntos com outros gestores de processos, de forma
a partilhar tarefas importantes que nao poderiam ser finalizadas por mim, devido a conclusao

do estagio no decorrer dos procedimentos.

3.3.2. Inglés técnico

Atualmente, o conhecimento da lingua inglesa torna-se imprescindivel na atividade
profissional farmacéutica. Estagiar na DAM permitiu-me consolidar e adquirir novos
conhecimentos técnico-cientificos de inglés, através do contacto direto com os requerentes
de AIM feito, maioritariamente, nesta lingua, e da revisao dos textos da informagao do
medicamento (resumo das caracteristicas do medicamento, folheto informativo e rotulagem),
que me permitiram estar em contacto diario com a lingua inglesa e aperfeicoar os meus

conhecimentos neste idioma, constituindo uma vantagem pessoal.
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3.4. Ameacgas
3.4.1. Recursos humanos

A falta de recursos humanos na DAM foi notéria durante o periodo de estagio, o que
levou a acumulagao de trabalho e a respostas fora do calendario estabelecido como obijetivo.
Esta falta de profissionais inviabilizou a andlise dos processos submetidos ao INFARMED
dentro do tempo razoavel, havendo frequentemente tempos de espera de 2/3 anos até que
estes processos sejam finalizados. Em certos casos, este longo tempo de espera constitui um
obstaculo ao seguimento normal do processo, porque podem existir documentos de
referéncia atualizados, que a data da submissao nao existiam, o que obriga a mais trabalho,
quer por parte do gestor do processo, quer por parte do titular de AIM. Desta forma, a falta
de recursos humanos, constituiu uma ameaga nao sé para o meu estagio, mas também para o
posicionamento do INFARMED como entidade reguladora, podendo transparecer falta de

competéncia dos profissionais da DAM.

Apesar da notoria falta de recursos humanos, todos os colaboradores se
demonstraram disponiveis para esclarecer duvidas e auxiliar na realizagao das tarefas

propostas.
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Conclusao

A oportunidade oferecida pela Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, de
estagiar numa area da atividade farmacéutica, que nao a tradicional Farmacia Comunitaria, foi
uma mais-valia para a minha formacao enquanto futura profissional de saude. A vontade
precoce de realizar um estagio na area da industria farmacéutica, onde se incluia as Agéncias
Regulamentares, associada ao gosto desenvolvido pela area dos assuntos regulamentares no
decorrer do curso, fez-me optar por realizar o meu estagio nesta prestigiada instituicao

publica, que é o INFARMED.

Terminado o estagio, posso afirmar que foram varios os fatores que contribuiram para
a minha aprendizagem e crescimento, quer a nivel pessoal quer profissional. Foi, sem duvida,
uma experiéncia extremamente enriquecedora e que despertou ainda mais o gosto pela area
dos assuntos regulamentares. A possibilidade de trabalhar com uma equipa empenhada,
altruista, dedicada e com brio profissional contribuiu também, de forma bastante positiva, para
0 meu estagio, uma vez que me fizeram sentir a vontade para colocar qualquer tipo de duivida
e expor as minhas dificuldades de forma a melhorar as minhas aptidoes e capacidades

profissionais.

Apesar de alguns aspetos negativos terem sido sentidos durante o estagio, a minha
experiéncia foi muito gratificante e permitiu-me ultrapassar alguns obstaculos de forma
autéonoma contribuindo, assim, para a minha capacidade de resiliéncia e espirito critico. Além
disso, fiquei a compreender melhor o papel do farmacéutico na darea dos assuntos
regulamentares e a sua importante contribuicao para a cadeia do medicamento. Considero
que esta experiéncia me permitiu adquirir conhecimentos e competéncias técnicas
fundamentais, que serao muito Uteis na minha vida profissional, tornando-me agora mais apta

e capacitada a ingressar no mercado de trabalho.
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Lista de Abreviaturas

ABCAI (ATP-binding cassette transporter Al) — Transportador de cassete de ligagao de ATP
Al

ABCGI (ATP-binding cassette transporter GI) — Transportador de cassete de ligagao de ATP
Gl

sAPPa — Fragmento sollvel da proteina precursora amiloide gerado pela a-secretase
sAPPB — Fragmento soluvel da proteina precursora amiloide gerado pela -secretase
AB — Peptideo Beta-amiloide

AICD — Dominio Intracelular da Proteina Precursora Amiloide

APOE (2,3,4) — Apolipoproteina E (2,3,4)

APOEE (2,3,4) — Alelo épsilon (2,3,4) da APOE

APP — Proteina Precursora Amiloide

ASOs — Oligonucleotidos antisense

BACE | (B-site APP cleaving enzyme 1) — Enzima responsavel pela clivagem da APP no local 8
BHE — Barreira hematoencefilica

DA — Doenga de Alzheimer

EOAD (Early-onset Alzheimer’s disease) — Doenga de Alzheimer de inicio precoce
GWAS (Genome-wide association study) — Estudo de associagao de todo o genoma
HAE-4 — Anticorpo anti-APOE4 humana

HDL (High density lipoprotein) — Lipoproteina de alta densidade

HSPG (Heparin sulfate proteoglycan) — Proteoglicanos de sulfato de heparina

IDE — Enzima responsavel pela degradagao da insulina

iPSC — Células estaminais pluripotentes induzidas

LOAD (Late-onset Alzheimer’s disease) — Doenga de Alzheimer de inicio tardio

LDL (Low density lipoprotein) — Lipoproteina de baixa densidade
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LRPI (Low density lipoprotein receptor-related proteinl) — Proteina | relacionada a recetor de

lipoproteina de baixa densidade

MCI (Mild Cognitive Impairment) — Défice cognitivo ligeiro
NFTs (Neurofibrillary tangles) — Emaranhados neurofibrilares
OMS - Organizagao Mundial de Saude

PP2A — Proteina fosfatase 2A

PSENI — Presenilina |

PSEN2 — Presenilina 2

SNC - Sistema Nervoso Central

VLDL (Very low density lipoprotein) — Lipoproteina de muito baixa densidade
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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa multifatorial com um
fundo genético bastante complexo, associado a varios mecanismos envolvidos na patogénese
da doenga. A DA ¢ a forma mais comum de deméncia e pode apresentar-se sob a forma
familiar ou sob a forma esporadica, sendo esta Gltima a mais prevalente da doenga, com
diversos fatores de risco associados. Entre os varios fatores de risco destaca-se a importancia
do alelo épsilon 4 da apolipoproteina E (APOEE4), o fator de risco genético mais relevante para
a forma esporadica da DA, expresso em mais de metade dos doentes. A APOE pode ser
encontrada em trés isoformas distintas — APOE2, APOE3 e APOE4 — sendo a APOE4 a que
apresenta um maior impacto nos mecanismos fisiopatologicos da DA. A sua intervengao é
mais evidente na patologia amiloide, no que diz respeito ao aumento da agregagao e deposigao
de AB, e a diminuicao da depuragao deste peptideo, contribuindo, assim, para o aumento da
formacao das placas amiloides, que constituem um dos marcadores patologicos da DA. Além
das placas amiloides, também a proteina tau hiperfosforilada é caracteristica da doencga e a sua
patologia pode ser exacerbada pela presenca do APOEE4. Visto que a APOE4 contribui para
varias vias patolégicas da DA, direcionar a terapéutica para esta proteina parece ser uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de novas terapéuticas que permitam retardar

a progressao da doenga.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Alzheimer, deméncia, fator de risco, APOE4, amiloide, tau.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a multifactorial neurodegenerative disease with a very
complex genetic background, responsible for several mechanisms involved in the pathogenesis
of the disease. AD is the most common form of dementia and may occur in the familiar or
sporadic form, the latter being the most prevalent. Among the various risk factors, the
importance of the apolipoprotein E epsilon 4 allele (APOEE4), the most relevant genetic risk
factor for the sporadic form of AD, expressed in more than half of patients, stands out. APOE
can be found in three distinct isoforms — APOE2, APOE3 and APOE4 — and APOE4 has the
greatest impact on the pathophysiological mechanisms of AD. Its contribution is more evident
in the amyloid pathology, since it increases the aggregation and deposition of AB, and decreases
the clearance of this peptide, thus contributing to the formation of amyloid plaques, which
constitute one of the pathological markers of AD. In addition to amyloid plaques,
hyperphosphorylated tau protein is also characteristic of the disease and its pathology may be
exacerbated by the presence of APOEE4. Since APOE contributes to several pathological
pathways of AD, directing a therapy to this protein seems to be a promising strategy for the

development of disease-modifying therapies.

KEYWORDS: Alzheimer’s disease, dementia, risk factor, APOE4, amyloid, tau.
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l. Introducao

A longo das ultimas décadas, a melhoria continua das condigoes de vida nos paises
desenvolvidos favoreceu o aumento da esperanga média de vida, o que se reflete na elevada
populacao idosa que existe atualmente, a nivel mundial. Sendo a idade o fator de risco mais
preponderante no desenvolvimento da doenga de Alzheimer (DA), o aumento da populagao
idosa proporciona um incremento de casos da doenca, que constitui a forma mais comum de

demeéncia nos idosos, prevendo-se que os nimeros tripliquem até 2050."?

De acordo com os dados da Organizagao Mundial de Satide (OMS) de 2021, a deméncia
constitui a sétima principal causa de morte entre os idosos em todo o mundo. Além disso,
consequéncias psiquicas, fisicas, sociais e econémicas sao notorias nas pessoas que sofrem
desta patologia, bem como nos cuidadores, familiares e amigos. E importante referir a
necessidade extrema de terapéuticas eficazes na prevengao ou atraso da progressao da

doenga, visto que, atualmente, todas as terapéuticas existentes surtem resultados limitados."”

Face aos factos expostos, a OMS reconhece a deméncia como uma prioridade global
de saude publica e assumiu, em 2017, um “Plano de acdo global sobre a resposta de saude publica
a deméncia”, que tem como principal objetivo melhorar a qualidade de vida dos doentes com
deméncia, dos seus cuidadores e familiares, e, simultaneamente, reduzir o seu impacto na
sociedade em geral, até 2025. Este plano tem ainda como proposito a inovagao e o
desenvolvimento de novas terapéuticas e medidas de diagnostico que permitam responder as

necessidades destes doentes.'

Apesar de ja serem conhecidas terapéuticas com foco na DA e existirem novas
terapéuticas a serem investigadas em varios estagios de ensaios clinicos, é crucial compreender
os mecanismos fisiopatolégicos da doenga, que nos permitam atuar de forma estratégica e
descobrir um tratamento que culmine na cura da DA.' Das estratégias terapéuticas atualmente
aprovadas nenhuma delas tem como alvo terapéutico a apolipoproteina E, que é objeto de
estudo neste trabalho. Contudo varios ensaios clinicos estao a ser desenvolvidos nesse

sentido.

Esta monografia tem como objetivo elucidar a influéncia do alelo épsilon 4 da
apolipoproteina E (APOE€4) como fator de risco para a forma esporadica da doenca de
Alzheimer, bem como os mecanismos de agao da apolipoproteina E4 (APOE4), que contribuem
para a patogénese da doenga, e apresentar possiveis estratégias terapéuticas que visam este

alvo molecular.
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2. Deméncia

Compreender o conceito de deméncia é fundamental antes de falar sobre doenca de
Alzheimer. O termo deméncia nao surge como uma doencga propriamente dita, mas sim como
uma sindrome, geralmente de natureza cronica ou progressiva, que descreve um padrao intra-
individual de deterioracao da fungao cognitiva, com défices em pelo menos dois dominios
neuropsiquiatricos ou cognitivos."* As capacidades de memoria, orientagio, compreensio e
aprendizagem sao afetadas e sao, muitas vezes, precedidas por alteragoes de comportamento
e de humor e incapacidade no controlo das emogoes. Estes défices prejudicam a independéncia
do individuo e dificultam a realizacao das suas atividades diarias. Contudo, a consciéncia nao ¢
afetada.'” Estas alteragdes advém de interagdes entre vias moleculares especificas que afetam
as fungoes celulares, conduzem a perda de conexdes sindpticas e microangiopatia cerebral e

culminam na morte das células cerebrais, resultando em deméncia.*

A deméncia pode ser causada por varias patologias neurodegenerativas ou
cerebrovasculares, particularmente em pessoas idosas, visto que o envelhecimento constitui
o fator de risco mais robusto para a deméncia.*’ Existem diversas formas de deméncia
identificadas, todavia as de maior relevancia sao a deméncia associada a doenca de Alzheimer,
a deméncia vascular, a deméncia de corpos de Lewy e a deméncia frontotemporal. A DA
constitui a forma mais comum de deméncia nos idosos, contribuindo para cerca de 60% a 70%
dos casos.' De forma a distinguir a deméncia de inicio precoce da deméncia de inicio tardio
tem-se como idade limite os 65 anos. Aproximadamente 95% dos casos de DA correspondem

a doenga de inicio tardio (late onset).*

A forma como cada pessoa € afetada esta intimamente relacionada com as causas
subjacentes a deméncia, com outras condi¢coes de saude do individuo e com a sua fungao

cognitiva antes de desenvolver deméncia.'
3. Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa progressiva e multifatorial,
que se apresenta como a principal causa de deméncia em idosos. Caracteriza-se pela presenga
de placas extracelulares constituidas por beta-amiloide (AB) e emaranhados neurofibrilares
intraneuronais contendo a proteina tau.>® Simultaneamente, ha perda de sinapses e neurdnios
e neuroinflamagao, o que resulta em défices cognitivos e, eventualmente, deméncia.*®

Atendendo a que varios disturbios cerebrais podem levar a deterioragao cognitiva observada

na DA, o diagnostico desta patologia requer uma combinagao entre deterioragao cognitiva
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especifica e alteragdes neuropatolégicas.” A DA afeta maioritariamente pessoas com idade

superior a 65 anos e a sua incidéncia aumenta exponencialmente com a idade.®

3.1.Enquadramento Histérico

Alois Alzheimer (1864-1915), psiquiatra e neuropatologista alemao, destacou-se na
area da ciéncia pela sua importante contribuicao na descoberta de caracteristicas clinicas e
patologicas associadas a uma doenga cerebral, até entiao, desconhecida. Em 1901, conheceu
Auguste Deter, uma mulher de 51 anos, que havia desenvolvido sintomas clinicos precoces e
mudangas de personalidade, que nao se enquadravam em nenhuma condigao patologica bem
estabelecida. A. Deter apresentava, uma progressiva e sucessiva perda de memoria,
desorientagio, alucinagdes e delirios.”'® Apds a morte da sua paciente, em 1906, Alois
Alzheimer realizou uma analise histoldgica ao seu cérebro e verificou alteragoes microscopicas
no cortex, que descreveu como a presenca de agregados proteicos conhecidos atualmente
como placas amiloides (depdsitos de proteina P-amiloide) e emaranhados neurofibrilares
intraneuronais (agregados de filamentos de proteina tau hiperfosforilada), respetivamente.
Alois Alzheimer concluiu tratar-se de uma “doenga séria caracteristica do cortex cerebral”,
que mais tarde viria a ser denominada por DA, em homenagem ao neuropatologista que se

apresentou como pioneiro na sua descoberta.’

3.2.Epidemiologia

De acordo com a OMS, atualmente, mais de 55 milhoes de pessoas, acima dos 65 anos,
sao afetadas pela deméncia, e estima-se que este nUmero possa aumentar para os |39 milhoes

em 2050, a nivel mundial, sendo a maioria dos casos devidos a DA.'

Estudos epidemiologicos sobre a DA sao escassos devido a complexidade do
diagnostico e a comorbilidades associadas. Contudo, ao longo dos ultimos anos, grandes
avancos permitiram estimar a prevaléncia e incidéncia da doenca. Com o aumento da
populacao geriatrica prevé-se que a prevaléncia e incidéncia da DA também aumente, visto
que esta é fortemente dependente da idade.® Correspondendo a prevaléncia de uma doenca
ao numero de casos existentes numa populagao, num determinado ponto no tempo, estima-
se que esta se encontre entre |0% e 30% para a DA. Relativamente a incidéncia, associada ao
numero de novos casos numa populagao, num determinado intervalo de tempo, esta varia

entre 1% e 3%."

Além disso, estudos recentes mostraram que as mulheres sao mais propensas a DA

do que os homens, na mesma faixa etaria, e que, apos o diagnodstico da doenga, o sexo feminino
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desenvolve-a mais rapidamente e sofre uma maior deterioragao cognitiva relativamente ao

sexo masculino, no mesmo estagio da doenca."”

3.3.Continuum da doenca de Alzheimer: fases da doenca e manifestacoes

clinicas

A doenga de Alzheimer pode ser considerada como um continuum, em que os doentes
progridem da capacidade cognitiva normal para o comprometimento cognitivo leve (MCI)
causado pela DA e, posteriormente, para deméncia devido a DA. Este continuum divide-se em

3 fases principais, com duragio variavel."*"

Na fase pré-clinica, o individuo nao apresenta sintomas significativos, como a falta de
memoria, contudo ja existem pequenas alteragoes cerebrais detetadas apenas pela presenga
de biomarcadores. Desta forma, o individuo apresenta-se como assintomatico, e segue-se uma
fase prodromica, conhecida como MCI, que consiste na apresentagao mais comum de um
individuo com DA.""” Nesta fase, desenvolvem-se problemas de memoria a curto prazo,
percetiveis tanto para o individuo como para familiares e amigos. Além disso, ha uma
dificuldade acrescida em reter informagao recente e formar novas memorias episoddicas, nao
estando as capacidades funcionais prejudicadas.’ Entre os individuos que tém MClI cerca de um

terco (32%) desenvolve deméncia num periodo de 5 anos."

Nos casos de MCI que evoluem para deméncia, os sintomas vao evoluindo para novos
sintomas mais preocupantes, conduzindo a doen¢a a um estado moderado e, posteriormente,
a um estado severo, que assinalam a fase de deméncia devido 3 DA. A medida que a doenca
progride as capacidades cognitivas vao diminuindo cada vez mais até que os défices cognitivos
comegam a interferir nas atividades da vida diaria, como tomar banho ou vestir-se. O individuo
apresenta ainda dificuldades em tomar decisoes, falta de orientagao e diminuigao da capacidade
de raciocinio, e mudancas de comportamento e de humor, como apatia e agressividade.*'> No
estado mais severo da doenga o individuo fica totalmente dependente dos seus cuidadores, 24
horas por dia, ja que, muitas das vezes, estao acamados, com incontinéncia urinaria e
incapacitados de mobilidade e degluticao, com dificuldades de linguagem bastante acentuadas,
alucinagdes e convulsdes."® A esperanca média de vida para os doentes que desenvolvem

MCI é de aproximadamente 9 anos ap6s o diagnéstico.'

E importante salientar que as alteragoes patoldgicas da DA se instalam décadas antes
do aparecimento dos primeiros sintomas e que nem todos os individuos com evidéncias de

alteracoes cerebrais relacionadas com a DA desenvolvem sintomas de MCl ou deméncia.>'*'®
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3.4.Formas da doenca e Fatores de risco

A doenca de Alzheimer representa um dos grandes desafios do século XXI devido a
sua etiologia de elevada complexidade. Atualmente, cerca de 70% do risco de desenvolver DA

pode ser atribuido a fatores genéticos."

A DA de inicio precoce (EOAD) desenvolve-se mais cedo do que a forma esporadica,
geralmente entre os 30 e os 50 anos de idade, constituindo cerca de 5% de todos os casos de
DA. Aproximadamente 1% dos casos de doenga corresponde a forma familiar da DA, que
ocorre essencialmente devido a raras mutagoes autossomicas dominantes em 3 genes
principais — os genes que codificam a proteina precursora amiloide (APP), a presenilina |
(PSEN) e a presenilina 2 (PSEN2).>"* Estas mutagdes contribuem para o aumento da produgio
de AP e/ou desregulagao da razao AB4/AB4, © que provoca a acumulagao, particularmente,
de ABy no tecido cerebral, de forma precoce.” O facto do gene que codifica a APP se
encontrar no cromossoma 21, inclui a Sindrome de Down (SD) nos fatores de risco para o
desenvolvimento precoce da DA. Uma vez que existe uma copia extra do cromossoma 21, as
pessoas com SD sao portadoras de mais um gene APP e, por isso, estao mais suscetiveis ao

desenvolvimento da EOAD, corroborando a hipétese de uma produgio excessiva de AB.'®'*?

A forma esporadica da doenga, também designada por DA de inicio tardio (LOAD), é
a forma mais prevalente e afeta pessoas com idade superior a 65 anos. Embora o principal
fator de risco para DA seja o préprio envelhecimento, existem outros fatores importantes.>®
O fator de risco genético mais relevante para a LOAD é o alelo épsilon 4 da apolipoproteina
E (APOEE4).’ Ainda que varios estudos de associagio de todo o genoma (GWAS) tenham
identificado alguns genes de suscetibilidade como fortes locus genéticos de risco para a LOAD,
como acontece com o gene que codifica o recetor relacionado a sortilina | (SORLI), o gene
que codifica o transportador de cassete de ligagao de ATP A7 (ABCA7) e o gene que codifica
o recetor de ativagao expresso nas células mieloides 2 (TREM2), o risco que cada um deles

aporta é menor do que o risco inerente ao APOEE4.>'®

Além dos fatores de risco genéticos, existem ainda fatores de risco modificaveis
relacionados, principalmente, com doengas pré-existentes e habitos de vida pouco saudaveis.
Destes fazem parte a diabetes mellitus tipo 2, a obesidade, a hipertensao, a dislipidemia,
doengas cardiovasculares como o acidente vascular cerebral, a depressao e disturbios do sono,
bem como inatividade fisica e mental, habitos de tabagismo, dietas pobres e baixos niveis de
educacio.>'”*' Por outro lado, o contacto social, a pratica regular de exercicio fisico, atividades

mentalmente estimulantes e niveis de educagao mais altos, mostraram diminuir o risco de
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deméncia e declinio cognitivo e, portanto, apresentam-se como fatores benéficos contra o

aparecimento e progressao da DA.'*?
4. Mecanismos Fisiopatoldgicos

Apesar da extensa investigagao cientifica em torno da doenga de Alzheimer, a sua
fisiopatologia nao ¢ ainda totalmente compreendida e mais estudos sao necessarios para que

se chegue a um consenso sobre os mecanismos moleculares subjacentes & doenca.’

Sao principalmente duas as proteinas envolvidas na patogénese da DA. Estas proteinas
depositam-se de forma anormal no tecido cerebral, quer no espago extracelular, quer no
espaco intracelular. No espago extracelular ocorre a deposigao do peptideo AP, que da
origem as placas amiloides. No espago intracelular neuronal, ocorre a deposicao da proteina

tau hiperfosforilada, que origina os emaranhados neurofibrilares (NFTs).>?

Acredita-se que a
deposicao da proteina tau seja um processo que ocorre posteriormente a formacao da placa
amiloide, devido a concentracio de AP depositado nos neurdnios das regides cerebrais
afetadas.””* A acumulagio e deposicio de A e da proteina tau antecede a perda de conexdes
sinapticas sendo, eventualmente, responsaveis pela perda de fungao e morte das células
nervosas. Desta forma, o peptideo AP e a proteina tau podem ser vistos como a “impressao
digital” da DA.*** Contudo, uma outra proteina relevante na patogénese da DA é a APOE, que

tem mostrado um papel importante no desenvolvimento da forma esporadica da doenga

afetando quer a patologia amiloide quer a tauopatia que se observa na DA. '**

4.1.Patologia Amiloide

A patologia amiloide caracteriza-se pela acumulagao de espécies neurotoxicas de
peptideo AP no tecido cerebral, resultantes do desequilibrio entre a sua produgao e
depuragao, o que induz a formagao das placas amiloides, também designadas placas neuriticas
ou placas senis.*?* Em 1992, Hardy e Higgins propuseram a hipétese da cascata amiloide, que
pressupoe que a deposicao de AP conduz a deposicao da proteina tau e, consequentemente,
a disfungao sinaptica, neuroinflamagao por ativagao da microglia, e perda neuronal, culminando
em declinio cognitivo. Desta forma, precedendo todos os mecanismos fisiopatologicos

caracteristicos da doenga, a hipotese amiloide assume-se como a etapa primaria na patogénese

da DA
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O peptideo AB provém da APP, obtido por clivagem sequencial via - e y-secretases.
Podem distinguir-se duas vias pelas quais a clivagem de APP pode acontecer — a via nao
amiloidogénica, mediada por enzimas com atividade a-secretase, e a via amiloidogénica,
mediada pela B-secretase (Figura 1).> A APP encontra-se naturalmente nas células e migra ao
longo dos axonios até aos terminais pré-sinapticos, onde permanece em niveis mais elevados.
Por este motivo, quando a via amiloidogénica se sobrepoe a via nao amiloidogénica pode
ocorrer a deposicao de AP nas sinapses, uma vez que a APP é endocitada e clivada pela B-
secretase dando origem ao peptideo AP que pode ser posteriormente libertado para o meio
extracelular.”” As fungdes fisioldgicas da APP sio ainda desconhecidas, contudo, estudos
recentes sugerem que tem um papel crucial na sobrevivéncia neuronal, nomeadamente, a nivel
da plasticidade neuronal e formagao de sinapses.”>** A APP é uma proteina transmembranar
do tipo | e é a Unica da sua familia que possui o dominio AB. Sao principalmente 3 as isoformas
mais comuns desta proteina — APPss, APP;s; e APP;; — com 695, 751 e 770 aminoacidos,

respetivamente, e das quais a APP¢ss € a mais predominante a nivel do sistema nervoso central

(SNC).2%

a Via nao amiloidogénica b Via amiloidogénica
a-secretase y-secretase B«sccrmase y-secretase
sAPPa sAPPB
p3 AP
A A ||/ ‘ =g P9 | /
APP  aCTF APP  BCTF
AICD AICD

Figura | - Vias de clivagem da proteina precursora amiloide (APP). Via ndo amiloidogénica (a) e via
amiloidogénica (b). Adaptado de Knopman, et al,, 202 1.

A via nao amiloidogénica (Figura la) tem inicio com a agao da a-secretase, que vai clivar
a APP dentro do dominio AB, mais precisamente entre os aminoacidos 16 e |7, prevenindo,
assim, a formagao do peptideo AR, que tem tendéncia a agregar. A atividade da a-secretase
conduz a formagao de um fragmento soluvel da proteina precursora amiloide (sAPPa), que é

libertado no meio extracelular, e um fragmento C-terminal constituido por 83 aminoacidos
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(aCTF), que fica retido na membrana.®” O fragmento sAPPa nio é submetido a mais
nenhuma etapa de metabolizagao por secretases e é considerado neuroprotetor, uma vez que
a sua presenca no cérebro esta associada a sinalizagao sinaptica e plasticidade neuronal
normais.”>* Por sua vez, o fragmento aCTF é processado pela y-secretase originando um
fragmento de dominio intracelular amiloide (AICD), libertado no espago intracelular, e um
pequeno fragmento p3 sollvel, libertado para o espago extracelular.”? Este ultimo fragmento,
ABi7.40 ou ABy7.4, € apenas uma parte do peptideo AP e, por essa razao, nao sendo o peptideo

inteiro, p3 nao é considerado amiloidogénico.”

Por outro lado, a via amiloidogénica (Figura Ib) inicia-se com a agao da B-secretase,
também designada BACE |, a enzima responsavel pela clivagem de APP no local B.”* Esta
clivagem da origem a um fragmento sollvel da proteina precursora amiloide (sAPPp), libertado
no espago extracelular, e a um fragmento C-terminal maior do que o formado na via nao
amiloidogénica, constituido por 99 aminoacidos (BCTF), que fica retido na membrana e é,
posteriormente, submetido a agio da y-secretase e da qual resultam os peptideos AB.>?
Assim, a acao da y-secretase origina o fragmento de dominio intracelular amiloide (AICD) e o
peptideo AB completo, normalmente constituido por 40 ou 42 aminoacidos (AB4 ou AP,
respetivamente), dependendo do local de clivagem da y-secretase. *** O peptideo ABy é a
espécie predominante.”® No entanto, na DA pode haver formagao acrescida de AB,,, que tem
maior potencial de agregacao do que o peptideo Abeta 40 e por isso é considerado mais
neurotoxico.”” As mudancas no padrio de clivagem da APP, responsaveis pela formagio
aumentada de AP, podem dever-se a mutagoes nos genes da APP, PSENI e PSEN2,
responsaveis pela formagao aumentada de AB4, na forma familiar da DA. No entanto mutagoes
no gene da APOE4 podem interferir com a normal eliminagao do peptideo A4, na forma

esporadica da DA.'">'""?

Apos libertagao, os peptideos AB tém tendéncia a agregar-se em oligobmeros que,
posteriormente, se desenvolvem em protofibrilas e depois em fibrilas, que assumem uma
conformagao de folha-B. Finalmente, estas fibrilas vao se acumulando e formando as placas
amiloides.*”” Os oligdmeros AP neurotdxicos tém sido vistos como a principal causa para a
patologia da DA, em vez das placas amiloides, uma vez que estudos in vivo demonstraram uma
melhor correlagao entre o declinio cognitivo e os oligdbmeros AP, em comparagao com a
quantidade de placa.**”’ Por outro lado, a deposicio das placas amiloides mostrou interferir

com a homeostase cerebral, culminando na perda de neurdnios funcionais, induzindo
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alteragoes na sinalizagao celular que levam a hiperfosforilagio da proteina tau, o que

desencadeia um outro mecanismo importante na patogénese da DA.'"*

4.2.Patologia da Tau

A deposicao da proteina tau conduz a formagao dos emaranhados neurofibrilares
(NFTs), que, em conjunto com as placas amiloides, constituem marcadores patologicos
especificos da DA.” A patologia da tau comega por se instalar na regido entorrinal e
hipocampo antes de se propagar para outras regides do cérebro. Ao contrario do que
acontece na patologia amiloide, a progressao da patologia da tau converge com a progressao

do comprometimento cognitivo e evolugio dos sintomas da DA.**

A tau é uma proteina que pertence a familia das proteinas associadas a microtubulos e
exerce fungoes fisiologicas importantes, através da ligagao a tubulina, como a promogao da
polimerizagao dos microtubulos e a sua estabilizagao, e, consequentemente, a regulagao do
transporte axonal. E uma proteina intrinsecamente desorganizada, muito flexivel e altamente
sollvel, localizada essencialmente nos axénios.””* Codificada por um gene alocado no
cromossoma |7, a proteina tau pode ser encontrada, no cérebro humano, sob 6 isoformas
distintas, que variam no dominio N-terminal e no dominio de ligagdo aos microtubulos. Na
DA, predominam as isoformas 3R e 4R, que contém, respetivamente, 3 e 4 repeti¢oes de uma

sequéncia de aminoacidos no dominio de ligagio aos microtubulos.>*

Diferentes modificagoes pds-tradugao podem alterar a conformagao da proteina tau e,
consequentemente, afetar a sua atividade biologica. Destaca-se a hiperfosforilagao, que
consiste na fosforilagao aumentada dos locais fisiologicos e na fosforilagao de residuos de
aminoacidos que, em condi¢oes fisioldgicas, nao sao fosforilados. Isto deve-se a atividade
desregulada das proteinas cinases e fosfatases, responsaveis pela fosforilagao e desfosforilagao
da proteina tau, respetivamente.’® E importante mencionar o papel da proteina fosfatase 2A
(PP2A), responsavel por cerca de 70% de toda a atividade fosfatase no cérebro.® O grau de
fosforilagao da tau na DA reflete a atividade anormal destas enzimas e esta diretamente
relacionado com a instabilidade dos microtibulos. A proteina tau anormalmente fosforilada
agrega-se, maioritariamente, em filamentos helicoidais emparelhados, presentes nos NFTs
insollveis, que se acumulam sobretudo na regiao do corpo celular e nas dendrites dos
neurdnios. A hiperfosforilagao da proteina tau vai interferir com a sua capacidade de ligagao

a tubulina e, consequentemente, leva a desorganizagio dos microtibulos.®*

Em consequéncia, o transporte axonal fica afetado e ha uma progressiva perda de

fungio sinaptica e consequente neurodegeneragio.>?**
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5. Influéncia da APOE4 na DA

5.1.Estrutura e Propriedades Bioquimicas da APOE

A apolipoproteina E (APOE) humana é uma glicoproteina de 34 kDa constituida por
299 aminoacidos, que possui dois dominios estruturais separados por uma regiao de
dobradica.’' Estes dois dominios integram regides funcionais relevantes para esta
apolipoproteina — a regiao de ligagao ao recetor (residuos 136-150) e a regiao de ligagao a
lipidos (residuos 244-272), incluidas no dominio N-terminal e no dominio C-terminal,
respetivamente (Figura 2).>'** O dominio N-terminal caracteriza-se pela sua estrutura de 4
hélices dispostas paralelamente, mas em sentidos opostos. Por sua vez, o dominio C-terminal
€ composto por a-hélices anfipaticas, ou seja, com caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas.
A ligagao de colesterol e fosfolipidos a regiao de ligacao de lipidos expoe a regiao de ligagao

ao recetor, e permite que a APOE se ligue aos recetores presentes na superficie celular.”

Lipid-free

Figura 2 - Estrutura da apolipoproteina E3 (APOE3) livre de lipidos e ligada a lipidos. Adaptado de Yamazaki,
Zhao, Caulfield, Liu, & Bu, 2019.

A APOE é principalmente sintetizada pelo figado, que é responsavel pela produgao de,
aproximadamente, 75% da APOE total, sendo o cérebro o segundo 6rgao mais comum
envolvido na sintese desta apolipoproteina.”?' Em cérebros saudaveis, a APOE é produzida
maioritariamente por astrocitos, mas também pode ser expressa na microglia.”* Os préprios
neurdnios podem sintetizar APOE, nomeadamente, neurodnios lesionados ou em stress, como
acontece na DA, de forma a conseguir a reparagio ou remodelagao neuronal, através da
redistribuicio de colesterol.’"** Ao contrario do que sucede com a APOE produzida no figado,
que se distribui pela circulagao sanguinea, a APOE sintetizada no cérebro, nao atravessa a

barreira hematoencefilica e cinge-se apenas as areas cerebrais onde € sintetizada e areas
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vizinhas.?’ A APOE assume-se como o Unico transportador de colesterol no cérebro e
desempenha um papel crucial no transporte de colesterol e de varios lipidos entre as células,
a nivel do SNC, nomeadamente, dos astrocitos para os neurénios.***® Pode ter efeitos
autécrinos, nas células que a sintetizam, e efeitos paracrinos, nas células adjacentes.”* A sua
fungao como transportador de lipidos torna-se essencial ao normal funcionamento neuronal,
uma vez que os lipidos e o colesterol, no cérebro, sao fundamentais para a formagao e
manutengao das sinapses. Além disso, os lipidos desempenham fung¢oes fundamentais na
regulacio imunologica, através da sinalizacio celular e fluidez das membranas.*® A maior parte
da APOE cerebral contém colesterol e fosfolipidos, transferidos via transportadores de cassete
de ligagao de ATP Al e GI da superficie celular (ABCAI e ABCGI, respetivamente) para as
APOE imaturas secretadas pelas células cerebrais, formando, assim, as particulas de
lipoproteina.” Estas lipoproteinas, jA maduras, vio ligar-se a recetores presentes na superficie
celular, preferencialmente, recetores da familia dos recetores de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), que incluem o recetor de LDL (LDLR), a proteina | relacionada ao recetor
de LDL (LRPI), o recetor de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDLR) e o recetor 2
da APOE (APOER2), que se apresentam como os principais recetores de APOE implicados no
metabolismo lipidico do SNC.*>*** A APOE4 mostra preferéncia por ligagdo a lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), enquanto a APOE3

tem maior afinidade de ligacio a lipoproteinas de alta densidade (HDL).>'*

O gene da APOE, localizado no cromossoma 19, possui trés alelos comuns, que
codificam trés isoformas distintas de APOE — APOE2, APOE3 e APOE4 — que diferem entre si
apenas em um ou dois residuos de aminoacidos, nas posicdes 112 e 158 (Figura 3).*' Estas
variagbes sao causadas por polimorfismos genéticos, neste caso em particular, dois
polimorfismos de nucleétido tnico (SNPs) — rs429358 e rs7412.** O alelo épsilon 2 da APOE
(APOEE2) possui um residuo de Cisteina (Cys) em ambas as posi¢oes | 12 e 158, o alelo épsilon
3 da APOE (APOEE3) possui também uma Cys na posigao | 12, mas contém uma Arginina (Arg)
na posicao 158, e, por sua vez, no APOEE4 verifica-se a presenca de duas Arg em ambas as
posicdes |12 e 158.* A diferente composicdo em aminoacidos das isoformas de APOE altera
significativamente a sua estrutura e, consequentemente, afeta as suas fungdes bioldgicas.” As
variagoes de aminoacidos na posi¢ao |12 afetam a interagao entre o dominio que contém a
regiao de ligagao ao recetor e o dominio que contém a regiao de ligagao a lipidos e, portanto,
as propriedades de ligagao da APOE a lipidos também sao afetadas. Por outro lado, as variagoes

na posigdo 158 afetam o dominio de ligagio da APOE aos recetores celulares.®
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Receptor binding domain
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APOEe2 Cys Cys
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4 APOEe4 Arg Arg

Figura 3 - Estrutura da apolipoproteina E (APOE) e polimorfismos associados. Adaptado de Wolfe, Fitz, Nam,
Lefterov, & Koldamova, 2018.

A Arg presente no residuo |12 (Arg-112) da APOE4 induz o afastamento da cadeia
lateral de Arg no residuo 61 (Arg-61) da regiao N-terminal, ficando assim mais préxima da
regido C-terminal, o que lhe permite interagir, via ligagao i6nica, com o acido glutamico do
residuo 255 (Glu-255), incluido na regiao de ligagao lipidica. Esta interagao entre a Arg-61 e o
Glu-255 é responsavel pela preferéncia de ligagao da APOE4 a lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e pelos seus efeitos especificos no cérebro.’'** Na APOE2 e APOE3, o facto
de existir uma Cys no residuo |12 (Cys-112) faz com que a Arg-61 fique mais oculta no
dominio helicoidal do N-terminal e, por esse motivo, a interagao com o dominio C-terminal
€ menos provavel. Estudos estruturais permitem ordenar a probabilidade de interagao entre
os residuos de Arg-61 e Glu-255 da proteina, sendo APOE4 a mais provavel e APOE2 a menos
provavel (APOE4>APOE3>APOE2).*

5.2.0 alelo épsilon 4 da APOE como fator de risco

Como referido anteriormente, o APOE€E4 é o primeiro e maior fator de risco genético
associado a forma esporadica da DA, descoberto em 1993.** As variagdes alélicas da APOE
encontram-se na populacio com diferentes frequéncias relativas, sendo que o APOEE3 é o
mais comum, com uma frequéncia aproximada de 78% na populagao. Por sua vez, o APOEE2 e
o APOEE4 encontram-se na populagao com frequéncias mais baixas, cerca de 8% e 14%,
respetivamente.’** Todavia, quando se trata da populagio com diagnéstico de DA os nimeros
sao bastante mais elevados para o APOE€4 — entre 65% e 80% da populagao com DA possui,
pelo menos, um alelo APOEE4.”' Portadores heterozigéticos do APOEE4, ou seja, com apenas
| alelo APOEE4, tém 3 a 4 vezes mais probabilidade de desenvolver LOAD, enquanto os
portadores homozigoticos, com 2 alelos APOEE4, tém esse risco aumentado em cerca de 12

a |5 vezes.®

Além de aumentar o risco de LOAD, o APOE€4 esta associado a um declinio cognitivo
precoce, a uma evolugido mais rapida da doenca e a maior atrofia cerebral.***’ O APOEE4
antecipa a idade de inicio da DA entre 2 e 5 anos para portadores heterozigoticos, e entre 5

e 10 anos para portadores homozigoticos, quando comparado com o APOEE3. Por sua vez, o
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APOEE2 demonstrou uma idade de inicio mais tardia em relagao ao APOEE3, o que reforca a
ideia de que APOEE2 possui efeitos protetores contra a DA.***? A influéncia do APOEE4 na DA
depende nao sé da idade do individuo, mas também da sua raga e género. Relativamente a
idade, a contribuicao do APOE€4 para o risco de DA é maior em individuos mais jovens, o que
faz com que a DA se inicie mais cedo nestes individuos.* A ancestralidade local da APOE, isto
é, a variagao genética especifica da populagao na regiao do DNA que codifica a APOE, explica
as diferencas inter-raciais observadas no risco de DA.* Afro-americanos portadores do
APOEE4 apresentam maior frequéncia alélica de APOE4, mas menor risco de desenvolver DA,
quando comparados com os portadores do APOEE4 caucasianos. Por outro lado, portadores
asiaticos do APOEE4, nomeadamente individuos de descendéncia japonesa, apresentam menor
frequéncia alélica de APOE4, mas um risco de DA superior, comparativamente a populagao
caucasiana.”** Relativamente ao género, o sexo feminino mostra-se mais suscetivel aos efeitos
da APOE4 do que o sexo masculino, o que sugere a intervengao de hormonas especificas
relacionadas com o sexo bioldgico como intermediarias dos efeitos patologicos da APOE4.*
Estudos recentes sugerem que, provavelmente, a APOE4 é responsavel pela heterogeneidade
fenotipica observada na DA, visto que os portadores APOEE4 apresentam maior deposicao de
tau e atrofia cerebral no hipocampo e cértex entorrinal e, consequentemente, maior
comprometimento de memoria, enquanto os nao portadores apresentam maior deposicao de
tau e atrofia cerebral nos lobos frontal e parietal, o que induz maior comprometimento a nivel
da fungio executiva, habilidades visuoespaciais e linguagem (Figura 4).** Cérebros analisados
post-mortem de portadores homozigdticos apresentam maior deposi¢ao de tau do que os
cérebros de nao portadores ou portadores heterozigoéticos. Estes achados encontram-se no
cérebro apenas quando a patologia amiloide esta presente, o que sugere que a agao da APOE4
na patologia da tau tem maior importancia quando ha, simultaneamente, patologia amiloide

instalada.*?

Evidéncias crescentes apoiam o papel da APOE4 na patogénese da LOAD, contudo os
mecanismos pelos quais a sua a¢io é mediada s3o ainda pouco compreendidos.® Sabe-se que,
dependendo da estrutura, as isoformas da APOE modulam, de forma distinta, varias vias de
sinalizagao intracelular, como o transporte lipidico, o metabolismo da glicose, a integridade e
plasticidade sinaptica e a fungao cerebrovascular. No que diz respeito a APOE4, acredita-se
que esta tenha agao direta sobre a patologia amiloide, constituindo o principal mecanismo

através do qual a APOE4 contribui para a patogénese da doenca.™
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Figura 4 - Heterogeneidade fenotipica induzida pela APOE4 em portadores e ndo portadores do APOEE4.
Adaptado de Emrani, Arain, DeMarshall, & Nuriel, 2020.
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5.3.1. APOE4 e a Patologia Amiloide

O impacto da APOE sobre a cascata amiloide é dependente da dose e da isoforma
expressa pelo individuo, sendo a APOE4 a que tem maior impacto na agregagao e deposigao
de AR, por ser mais eficaz na indugao destes processos (APOE4>APOE3>APOE2). No que diz
respeito a depuracio de AP verifica-se uma tendéncia isoforma-dependente oposta
(APOE4<APOE3<APOEZ2), em que a APOE4 mostra ser menos eficaz no processo de depuragao,

o que contribui para uma maior acumulagio do peptideo AB no tecido cerebral.”*

O genodtipo APOE mantém uma relagao bem estabelecida com o metabolismo do
peptideo AB, apoiada por varios estudos clinicos e neuropatoldgicos, que demonstraram que
cérebros post-mortem de doentes com DA, portadores do APOEE4, apresentam maior
acumulagao de AP intraneuronal, maior deposicao da placa amiloide e formagao aumentada
de oligobmeros AB toxicos, quando comparado com nao portadores. Por outro lado, o APOEE2
demonstrou estar associado a redugao da deposicao de AP, particularmente em individuos
nao portadores do APOEE4.**¥ O efeito prejudicial da APOE4 na patologia amiloide parece
conseguir superar o efeito protetor da APOE2Z, uma vez que individuos heterozigoticos para o
APOEE4, ou seja, que transportam um APOEE2 (APOEE4/€2) ou um APOEE3 (APOEE4/E3),

demonstram semelhante probabilidade de deposicio de AB.*

Além de AB, o componente maioritario, as placas amiloides extracelulares sao também
constituidas por APOE que se deposita em menor abundancia. A APOE4 aparenta ter um papel
ativo na formagao das placas amiloides, principalmente, nos estagios iniciais da agregacao de
AB (seeding stage), contribuindo para a compactagao das placas e levando ao aumento da

patologia amiloide. O mesmo nao se verifica quando a APOE3 é expressa, nem quando a APOE4
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é expressa apenas apds a placa ja estar formada (fase de crescimento amiloide). **** A utilizacio
de oligonucleotidos antisense (ASOs) em modelos animais que expressam APOE4 mostrou
reduzir a deposi¢ao da placa amiloide quando utilizados desde o nascimento (antes do inicio
da deposicao de AB), nao se verificando o mesmo efeito quando sao utilizados apenas apés o
inicio da formagao da placa. Isto corrobora a teoria de que a APOE4, comparativamente a
APOE2 e APOE3, tem uma agao mais marcada na seeding stage, visto que apos a placa amiloide

ja estar formada a utilizacio dos ASOs nio afeta a sua concentragio.®

Relativamente a produgao de AP, estudos com neurdnios derivados de células
estaminais pluripotentes induzidas (iPSC) mostraram que a APOE estimula a transcrigao de
APP e a produgao de AP, sendo a APOE4 a isoforma que apresenta um efeito mais evidente,
fundamentado na observagao de que neurdnios portadores do APOEE4 apresentam maior
secrecio de AB.”” A APOE demonstrou ativar uma via de sinalizagio mediada por proteinas
cinases ativadas por mitogénios (MAP cinases), que vao desencadear a fosforilagao de cFos,
uma subunidade do fator de transcricao AP-1. Apos a fosforilagao de cFos o AP-1 liga-se ao
seu local consenso no promotor do gene da APP, e induz a transcri¢ao resultando,
posteriormente, num aumento da producao de APB. A APOE4 mostrou maior eficicia na
ativagao desta via de sinalizagao do que a APOE3, o que pode causar um efeito cumulativo ao

longo da vida de um individuo portador do APOEE4.”

Visto que o peptideo AP é continuamente produzido no cérebro, é necessario que haja
mecanismos eficazes na depuragao deste peptideo, de forma a evitar a sua acumulagao e
agregacao. As principais vias de depuracao do peptideo AP incluem a captagao mediada por
recetores presentes nos astrocitos, microglia e neuronios, e posterior degradagao; a
degradagao proteolitica por agao da neprilisina ou da enzima de degradagao da insulina (IDE);
e a depuragio através da barreira hematoencefilica (BHE).”*** A APOE regula a depuragio de
AB de modo isoforma-dependente e o seu grau de lipidagao parece ter um papel importante
tanto na deposi¢cao da placa amiloide como na depuragao de AB. A lipidagao da APOE é
conseguida pelos transportadores de cassete de ligagao de ATP, que incluem ABCAI e
ABCGI, e sabe-se que o grau de lipidagao da APOE4 é menor do que o grau de lipidagao da
APOE2 e APOE3."* Relativamente a deposicio da placa amiloide, o menor grau de lipidagio

da APOE conduz a um aumento deste processo.”

A captacao celular de AP e a sua posterior degradagao pelos astroécitos e pela microglia
constituem uma via de depuragao de AP fundamental no cérebro. Num estudo realizado com

astrocitos derivados de iPSC, a expressao da APOE4 mostrou prejudicar a ligagao e captagao
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de AB, através de um mecanismo dependente da APOE e do recetor LRPI. Este recetor é
responsavel pela depuracao de AP pelos astrocitos, e foi demonstrado que a APOE compete
com AP pela ligagao ao recetor LRPI. Competindo pelo mesmo recetor, a APOE, mais
especificamente a APOE4, devido a sua maior afinidade pelo recetor, impede a ligagao de AB e
diminui a sua captagio e consequente depuragdo.’”” Outros estudos mostraram que a
depuragao de AP pela microglia é afetada negativamente em portadores do APOE€4, devido a
diminuicao da sua capacidade de fagocitar AP, quando comparada com portadores do

APOEE3.*

O peptideo AP sofre degradagao proteolitica pela neprilisina e por enzimas de
degradacio da insulina (IDE), quer a nivel intracelular, quer extracelular.** Dentro da microglia,
a neprilisina promove a degradagao de AP na presenca de APOE, que é capaz de facilitar este
processo. Contudo, a APOE4 mostrou ser menos eficiente na degradagao de AP soluvel
comparativamente a APOE3 e APOE2. A anilise post-mortem de cérebros humanos permitiu
confirmar que portadores de um Unico APOEE4 tém uma menor expressao de neprilisina e

IDE e, consequentemente, a depuragio de AB por esta via fica prejudicada.’**

Por fim, apresenta-se a agao da BHE na depuragao de AP que, em condigoes fisiologicas,
€ responsavel por manter o equilibrio interno do cérebro, protegendo-o de substancias
toxicas presentes na circulagdo sanguinea. Assim, alteragoes a nivel da BHE podem induzir
efeitos prejudiciais no metabolismo de AP, contribuindo para a condigao fisiopatologica
encontrada em individuos com DA.”’ A estrutura da BHE permite-lhe ser seletivamente
permeavel, possibilitando o transporte de AP do cérebro para a circulagao sistémica, via
recetores LRPl e VLDL de forma dependente da isoforma de APOE.*** Varios estudos
recentes mostraram que a APOE4 diminui a depuracao de AP devido a sua preferéncia de
ligagao ao recetor VLDL, que apresenta uma taxa de depuragao de complexos APOE4/AB
inferior a apresentada pelo recetor LRPI, que medeia a depuragao de complexos APOE2/AB

e APOE3/AB.*

Desta forma, sao varios os mecanismos pelos quais a APOE4 contribui para a patologia
amiloide (Tabelal), quer por ganho de fungoes toxicas, implicadas no aumento da agregagao
e deposicao de AB, quer por perda de fungoes fisiologicas, como a diminuigao da clearance de
AB. Pode ainda acontecer uma combinagao entre o ganho e a perda de fungoes que exacerba

ainda mais a condicdo patoldgica inerente a DA.*
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Tabela | - Mecanismos de agao da APOE4 que contribuem para a patologia amiloide

Efeitos do APOEE4 na patologia amiloide

Formacio de AB Estimulagao da transcrigao de APP

Deposicao da placa amiloide | A¢ao na seeding stage, aumentando a deposi¢ao da placa

Comepeticao com AP pela ligagao ao recetor LRPI
Depuraciao de AR Diminuicao da capacidade da microglia em fagocitar AB

Diminuicao da expressao de neprilisina e IDE

BHE Diminuicao da taxa de depuracio dos complexos APOE4/ AR

pelos recetores VLDL

5.3.2. APOE4 e a Patologia da Tau

Apesar de ter uma agao direta na patologia amiloide e o mesmo nao se verificar na
patologia da tau, varias evidéncias recentes mostraram que a APOE4 pode exacerbar a
patologia da tau, independentemente da patologia amiloide, e a neurodegeneragao associada a
tau. Estudos realizados com neurdnios derivados de iPSC evidenciaram o papel da APOE4 no
aumento da fosforilagao da proteina tau e no agravamento da perda de sinapses e

neurodegeneragio.”'

Como referido anteriormente, a patologia da tau é fortemente influenciada pela agao
da PP2A, que contribui para a maioria da atividade fosfatase que regula os niveis de fosforilagao
da tau. A PP2A quando ativada promove a desfosforilagio da proteina tau.® Assim, alteragdes
a nivel da atividade desta proteina afetam significativamente o desenvolvimento da patologia
da tau. Uma combinagao de estudos de imunoprecipitagao de cromatina permitiu observar
que a APOE se liga a regices promotoras de diferentes genes, um dos quais o gene PPP2R5E,
que codifica a PP2A. Mais concretamente, a APOE limita a transcrigao deste gene o que faz
com que a proteina fosfatase PP2A seja menos expressa e, consequentemente, ha menor
quantidade desta proteina a exercer atividade fosfatase conduzindo a um aumento substancial
da tau hiperfosforilada. A andlise post-mortem de cérebros com DA permitiu verificar que a
atividade da PP2A sofreu uma diminuicao mais acentuada na presenca de APOE4
comparativamente a APOE3. Por outro lado, a APOE desencadeia a desmetilagao da subunidade
catalitica PP2Ac da PP2A (modificagao pods-tradugao) conduzindo a destabilizagao do
complexo enzimatico e, por sua vez, a redugao da atividade da PP2A. Também neste processo
a APOE4 se mostrou mais eficaz do que APOE3 e, desta forma, a expressao da APOE4 consegue

explicar o aumento da proteina tau hiperfosforilada em individuos com LOAD.*
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Modelos animais transgénicos de tau P301S que expressam APOE4, APOE3 e APOE2
foram utilizados num estudo que comparou a influéncia das diferentes isoformas de APOE na
patologia da tau e neurodegeneragao associada a tau. Os niveis de proteina tau nestes modelos
foram avaliados em dois momentos: antes do inicio evidente da patologia da tau, aos 3 meses
de idade, e apds o desenvolvimento da patologia, aos 9 meses. Aos 3 meses observaram-se
quantidades de tau mais elevadas em modelos animais que expressam APOE4 do que naqueles
que expressam APOE3 e APOE2. Aos 9 meses os niveis de tau seguiam o mesmo padrao
anterior, contudo a proteina encontrava-se numa forma menos soluvel. Nos modelos animais
com 9 meses verificaram-se alteragoes consideraveis na expressao génica relacionada a
autofagia, o que sugere que a APOE4 pode afetar a depuragao da tau por autofagia. Além disso,
foi observada maior atrofia cerebral e neuroinflamagao, principalmente, no hipocampo, cortex
entorrinal e amigdala, com um aumento significativo do ventriculo lateral. Por outro lado, a
auséncia de APOE reduziu consideravelmente a atrofia cerebral e a perda neuronal. Estes
resultados comprovam a influéncia da APOE4 na patologia da tau e na neurodegeneragao que

dela advém.®

Outros estudos mostraram que portadores homozigéticos do APOEE4 apresentam
maior patologia da tau do que os portadores heterozigoticos ou nao portadores. Verificou-se
ainda que a expressao de APOE4 nos neurodnios conduz a um aumento da hiperfosforilagao da
proteina tau aumentando a formagao de NFTs.** A APOE4 é altamente suscetivel 2 degradacio
proteolitica especifica dos neuronios. Como resposta a stress ou lesao neuronal, os neuroénios
sintetizam APOE para redistribuir lipidos para o reparo e remodelagao neuronal. Contudo, a
APOE4 é identificada como estruturalmente anormal o que leva a sua clivagem proteolitica, no
reticulo endoplasmatico ou no aparelho de Golgi. Da clivagem da APOE4 resultam fragmentos
toxicos (12-29 kDa) que escapam da via secretora da célula e passam para o citosol, onde vao
interagir com componentes do citoesqueleto, como a tau e as mitocondrias, estimulando a

fosforilagio da tau e causando disfungio mitocondrial e neurodegeneragio (Figura 5).*'
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Figura 5 - Neurotoxicidade associada aos fragmentos neurotéxicos gerados a partir da APOE4. Adaptado de
Mahley, R., M. (2016).

6. Abordagens terapéuticas direcionadas a APOE

Atualmente a terapéutica para a doenga de Alzheimer centra-se no alivio dos sintomas,
nao havendo ainda um medicamento capaz de retardar ou impedir a progressao da doenga.
Desta forma, sdo necessarias terapias com capacidade para modificar o curso da doenga.*
Apesar dos seus mecanismos de agao nao serem ainda totalmente compreendidos, a APOE4
mostrou-se um alvo interessante para melhorar o fenétipo associado a DA.** As abordagens
terapéuticas direcionadas a APOE4 tém como principal objetivo neutralizar os seus efeitos e

modificar a sua estrutura.’

6.1.Imunoterapia anti-APOE — anticorpo anti-APOE4 humana (HAE-4)

Um estudo recente com modelos animais transgénicos, que expressam APOE4 e
produzem o peptideo AP humano, permitiu a descoberta de um anticorpo — o anticorpo anti-
APOE4 humana (HAE-4) — envolvido na diminuigao da deposicao de A e, consequentemente,
na redugao da placa amiloide. Este anticorpo reconhece especificamente a APOE4 e a APOE3
humanas, e liga-se preferencialmente a APOE nao lipidica que se encontra agregada, em
detrimento da APOE lipidica presente na circulagao. Além disso, apos a administragao direta
no cérebro ou administracao periférica, o HAE-4 liga-se a APOE presente nas placas amiloides,
sugerindo que a formagao das placas mediada pela APOE pode resultar da agregacao da APOE.
A administragao deste anticorpo no inicio da formagao da placa mostrou reduzir a deposigao
de AB. Contrariamente a outros anticorpos em estudo, o HAE-4 nao se liga diretamente aos
agregados AP, mas sim a APOE co-depositada nas placas senis. A diminuigao dos agregados A
mediado pela ligagao do HAE-4 a APOE parece ser dependente do processo de fagocitose

induzido pela microglia. O facto do HAE-4 se ligar preferencialmente a APOE nao lipidica
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contribui para o aumento da sua semivida plasmatica, comparativamente com os HAE-2 e
HAE-3, que se ligam a APOE lipidica. Assim, um tempo de semivida mais longo faz aumentar a

exposicio ao HAE-4 o que permite uma maior reducgio das placas AB.*

Desta forma, a capacidade do HAE-4 induzir a reducao da placa amiloide, via ligacao a
APOE4, representa uma estratégia terapéutica seletiva para individuos com LOAD portadores
do APOEE4. Apesar de se apresentar como uma terapéutica promissora, mais estudos sao

necessarios para avaliar os pros e contras associados a utilizagio deste anticorpo.*

6.2.Edicao Genética da APOE pela técnica CRISPR/CAS9

O “Conjunto de Repeticoes Palindromicas Curtas Regularmente Espagadas” ou
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), observado no genoma
bacteriano, caracteriza-se pela presenca de sequéncias de DNA curtas e repetidas. A técnica
CRISPR/Cas9 recorre a uma endonuclease Cas9 e a uma molécula de RNA guia para modificar
o genoma, cortando e direcionando sequéncias especificas de DNA.* A aplicacio da técnica
CRISPR/Cas9 para alterar alelos APOE mostrou-se bem-sucedida num conjunto de estudos
envolvendo neurdnios e células da glia derivados de iPSCs, e o primeiro ensaio clinico de fase
| encontra-se a decorrer com o objetivo de transformar APOE4 em APOE2 recorrendo a

CRISPR/Cas9.**

A DA tem sido uma das doengas neurodegenerativas alvo desta terapéutica, com o
objetivo de modificar os efeitos negativos da APOE4 na patogénese da doenga. CRISPR/Cas9
tem como finalidade a potencial a conversao do gene da APOE4 em APOE3 e, idealmente, em
APOE2. A entrega de APOE2 mediada por adenovirus (AAV), em modelos animais que
apresentam deposi¢cao de placa AB, mostrou reduzir os niveis de AB soluvel e insoluvel e
aumentar a depuragdo da placa amiloide.” Por outro lado, mostrou também reduzir a
fosforilagio da proteina tau e a neurodegeneragio a ela associada.”’ Além disso, a expressio
de APOE2 melhorou as neurites distroficas associadas a placa amiloide e a perda de sinapses.*
O sistema CRISPR/Cas9 pode também ser utilizado para realizar o “knockout” do APOEE4 em
individuos heterozigoticos APOEE4/APOEE3 ou APOEE4/APOEE?2 de forma a suprimir os efeitos
toxicos inerentes & APOE4.* A aplicagao da técnica CRISPR/Cas9, pode ser igualmente eficaz
na neutralizagao do risco associado a APOE4, por alteragao tanto do aminoacido Arg-61 como
do Glu-255, envolvidos numa interagao responsavel pela preferéncia de ligagao da APOE4 a
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), que conduz aos seus efeitos especificos no

cérebro. Desta forma, a técnica CRISPR/Cas9 mostra-se como uma abordagem terapéutica

viavel para tratar individuos com LOAD portadores do APOEE4.>"**
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6.3.Peptideos Miméticos da APOE

Adicionalmente, podem ser utilizados peptideos miméticos da APOE como estratégia
terapéutica para a LOAD. Peptideos miméticos sao moléculas que conservam as
caracteristicas bioldgicas da APOE e simulam a sua atividade bioldgica, mantendo a sua

capacidade de ligagio a um alvo biologico.”’

Inicialmente, descobriu-se que COGI1410 e COGI 12 sao peptideos que mimetizam a
regido de ligagao da APOE ao recetor, constituidos por 12 e 34 aminoacidos, respetivamente.
Ambos os peptideos demonstraram ter capacidade para reduzir os niveis de AP e a
concentragao das placas amiloides, bem como a hiperfosforilagao da tau e a neuroinflamagao,
prevenindo, assim, a neurodegeneracio associada a DA.*** O avango da tecnologia e a
realizagao de novos estudos experimentais permitiram encontrar um novo peptideo mimético
da APOE — MOP — que integra duas sequéncias miméticas, KLVFFA e AS-Aib-LRKL-Aib-KRLL,
que mimetizam a regiao de ligacao da APOE ao peptideo AP e a regiao de ligagao ao recetor
da APOE, respetivamente. A sequéncia KLVFFA simula o dominio de ligagao AP da APOE e tem
a capacidade de ligar AB no cérebro formando o complexo AB-MOP, que pode bloquear
verdadeiramente a oligomerizagao e fibrilagao de AP, ao contrario do que acontece com o
complexo AB-APOE. Por sua vez, a sequéncia AS-Aib-LRKL-Aib-KRLL, que constitui o
peptideo COG1410, tem um papel fundamental na internalizagao do complexo AB-MOP pela

microglia, via endocitose mediada pelos recetores da familia LDLR.*®

Desta forma, o peptideo mimético MOP permite a inibicao da agregagao de AP e
também acelera a sua depuragao através da microglia, reduzindo, assim, a patologia amiloide
associada a DA. Sendo a BHE um dos grandes desafios na administragao de moléculas no SNC,
este estudo permitiu ainda verificar que a caracteristica particular de automontagem do
peptideo MOP, por regulagao das suas interagoes intermoleculares, lhe confere uma
morfologia adequada para ser integrado num sistema de nano-entrega (APND), capaz de
atravessar eficientemente a BHE, permitindo, assim, que MOP exerc¢a o seu efeito no cérebro

(Figura 6).*®
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Figura 6 - Mecanismo potencial de APNDs e consequente efeito do peptideo MOP no cérebro. Adaptado de
Zhang, S., Asghar, S., Zhu, C, Ye, |, Lin, L, Xu, L, . .. Xiao, Y., 2021.

7. Conclusao

Atendendo a que a doenga de Alzheimer é uma das doengas neurodegenerativas mais
complexas e prevalente a nivel mundial, a necessidade de encontrar terapéuticas que curem,
ou, pelo menos, retardem a progressao da doenga, torna-se fundamental. Contudo, a
complexidade inerente a fisiopatologia da doenca e as dificuldades no seu diagnostico tém

constituido desafios para os varios estudos realizados até ao momento.

A descoberta do alelo épsilon 4 da APOE como fator de risco genético predominante
para a forma esporadica da DA, na década de 90, incitou o desenvolvimento de varios estudos,
na tentativa de compreender melhor os mecanismos de atuagao da APOE na doenga,
nomeadamente, a APOE4. Além disso, instaurou a esperanga da descoberta de uma possivel
terapéutica que modifique o curso da doenga e se traduza numa melhor qualidade de vida para

os doentes e para familiares e amigos que os rodeiam.

Apesar do seu envolvimento em toda a evolugao da DA, é importante referir que a
APOE tem um papel mais ativo no inicio da patogénese da doenga do que na sua fase de
desenvolvimento, e que a sua atividade é dependente da dose e da isoforma expressa pelo
doente (APOE4>APOE3>APOE2). A sua contribuicdo para a patogénese da DA deve-se
sobretudo aos seus efeitos na patologia amiloide, nomeadamente, através do aumento da
agregacao e deposicao de AP, e da diminuicao da sua depuragao, embora contribua também

para a tauopatia.

Sao varias as estratégias terapéuticas promissoras que tém como alvo a APOE e que
tém sido investigadas, contudo ainda nenhum ensaio clinico resultou em uma terapéutica

aprovada, talvez devido a complexidade associada a APOE e as suas diferentes isoformas. Além
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disso, ensaios clinicos em humanos sao muito escassos, sendo os efeitos da APOE na
patogénese da DA elucidados por estudos em modelos animais. Desta forma, mais estudos
sao necessarios para compreender o verdadeiro contributo da APOE para a patogénese da DA
no homem e espera-se que, num futuro préximo, os esforcos reunidos por imensos

investigadores resultem em terapéuticas eficazes e inovadoras.

Como futura profissional de salde, a realizagdo desta monografia permitiu-me
compreender mais detalhadamente a DA, e perceber que sao varios os profissionais que
trabalham afincadamente, na perspetiva de uma terapéutica que revolucione esta doenga

neurologica de forma a proporcionar uma melhor qualidade de vida a todos os doentes.

O farmacéutico, como agente de saude publica, desempenha um papel muito
importante na promogao de estilos de vida saudaveis, além da sua contribuicao para a
promocao da adesdao a terapéutica, que nestes casos pode ser uma tarefa dificil, dada a
condigio de salde do doente. Além disso, enquanto futura farmacéutica considero
extremamente importante que o nosso conhecimento esteja em constante atualizagao e seja
convergente com a inovagao na area da saude e, principalmente, do medicamento, de maneira

a conseguir prestar o aconselhamento necessario no auxilio a cuidadores e familiares.
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