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Capitulo |

Relatoério de Estagio em Industria Farmacéutica

Bluepharma Industria Farmacéutica S.A.

Sob a orientagao da Dra. Sandra Almeida



Lista de Abreviaturas

DAG — Departamento do Desenvolvimento Analitico e Galénico
EC — Estagio Curricular

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

IF — IndUstria Farmacéutica

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

SOPs — Procedimentos Operacionais Normalizados

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats



I. Introducio

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) apresentado pela Faculdade
de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) é um curso que além de extremamente
abrangente e multidisciplinar, transporta uma enorme relevancia no ambito das Ciéncias da
Satide. E um curso que incuta os estudantes de um conjunto de conhecimentos e competéncias
necessarios para a preparagao dos mesmos para o mundo profissional. No ultimo semestre,
os estudantes sao introduzidos a concretizagdo de um estagio curricular (EC) em Farmacia
Comunitaria, dispondo da possibilidade de realizar um segundo EC inerente a um outro setor
farmacéutico. Gragas ao meu interesse pela area da Tecnologia Farmacéutica e pela
oportunidade Uunica de alargar os meus horizontes no que concerne a dinamica de
funcionamento de uma empresa e as fungoes que o farmacéutico pode desempenhar neste

campo de acao, decidi eleger a Industria Farmacéutica (IF) como o meu segundo EC.

Pela razao de se tratar de um grupo altamente inovador e com valores de exceléncia,
a Bluepharma Industria Farmacéutica S.A. solidificou a minha escolha como um primeiro
contacto com a IF. Terminado o processo de selecao alicercado a submissao do Curriculum
Vitae e a concretizagao de uma entrevista, outorgaram-me a oportunidade de estagiar, entre
os meses de janeiro e mar¢o de 2022, no departamento do Desenvolvimento Analitico e

Galénico (DAG), sob a orientagao da Dra. Sandra Almeida.

O presente relatorio tem como objetivo a andlise critica do EC com a duragao de trés
meses, realizado na Bluepharma, tendo em consideragao a adequagao do MICF a perspetiva
profissional, concebido sob a estrutura de uma analise Strengths, Weaknesses, Opportunities and
Threats (SWOT), contemplando, a nivel interno, os Pontos Fortes e os Pontos Fracos e, a

nivel externo, as Oportunidades e as Ameagas.

2. Bluepharma Induistria Farmacéutica S.A.

A Bluepharma, fundada em 2001 em Sao Martinho do Bispo, Coimbra, € uma empresa
farmacéutica privada, cuja missao se prende na exceléncia, na qualidade, na inovagao e na
promessa de investigacdo e desenvolvimento de medicamentos com um elevado valor
acrescentado. Transformou uma unidade industrial de 58 pessoas no Grupo Bluepharma, um
grupo farmacéutico, com um claro reconhecimento internacional, composto por 20 empresas
e mais de 750 colaboradores, possuindo delegagdes no estrangeiro e exportando a

incontestavel maioria da sua produgio para mais de 40 paises.'



3. Analise SWOT

Na Figura | encontra-se ilustrado a Analise SWOT referente ao EC concretizado na

Bluepharma.

Pontos Fortes Pontos Fracos

* Sessio de acolhimento . -
* Duracao do estagio

* Dispensa de material de trabalho = :
* Integracao da aprendizagem em contexto de

* Espirito de equipa pratica profissional
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* Mukidisciplinaridade de conhecimentos HPLC e o Empower™ Software
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» Estagio em regime presencial
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w

y Ameacas
Pandemia da COVID-19

* Inadequacao da componente pratico-
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Figura I. Andlise SWOT do Estagio Curricular — Bluepharma Industria Farmacéutica S.A.

3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Sessdo de acolhimento

No primeiro dia do EC, realizou-se uma sessao de acolhimento para os estagiarios,
organizada pelo departamento dos Recursos Humanos, com a intencao de conhecer nao
apenas a historia, as proezas alcangadas e as atividades farmacéuticas, comerciais e sociais da
Bluepharma, como também a sua organizac¢ao hierarquica e a sua dinamica de funcionamento.
Posteriormente, foi-me atribuido uma tutora, Isabel Rebelo, que me apresentou as instalagoes
da Bluepharma e as fungoes dos varios colaboradores e equipas pertencentes ao DAG. Além
de extremamente elucidativa e proativa, a recegao pela Bluepharma transmitiu uma sensagao

de integragao e de aproximagao, tendo facilitado a adaptagao social na empresa.

3.1.2. Dispensa de material de trabalho

O programa de rececao dos estagiarios, de forma que o estagio fosse iniciado com a
maior harmonia e equidade com os restantes colaboradores, passou pela cedéncia de uma
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mochila, um computador e material adicional de suporte informatico. Uma vez que o meu EC
decorreu no DAG, a Bluepharma ainda facultou equipamentos de protegao individual. Tal
conferiu uma sensagao de igualdade para com os colaboradores da empresa, tendo acesso aos

mesmos recursos materiais.

3.1.3. Espirito de equipa

Um pilar fulcral do sucesso do presente EC foi a equipa da Bluepharma. Desde a
referida recegao calorosa, o bom ambiente e a cumplicidade entre os colaboradores de todas
as equipas que me acolheram e por nunca me ter sentido como um estagiario, mas como um
colaborador, facilitaram, sem duvida, a minha integragcao e o processo evolutivo de aquisigao
de conhecimentos. A disponibilidade, empatia e espirito de equipa evidenciados pelos
membros das varias equipas aliadas ao facto de os mesmos, embora jovens, serem
competentes e profissionais no seu trabalho, provaram-se essenciais para o meu

desenvolvimento, tanto profissional como interpessoal.

3.1.4. Plano de estagio

O meu plano de estagio compreendeu um programa de integragao inicial apoiado na
realizagao de varias formacoes e na leitura de Procedimentos Operacionais Normalizados
(SOPs) alusivas ao DAG. Posteriormente, fui inserido no setor das Estabilidades ao abrigo da
equipa dos Calculos Automaticos, sob tutela da Isabel Rebelo e auxilio do Joao Mestre. Foi-
me solicitado o acompanhamento das equipas dos Analistas e da Documentagao, ambas
referentes ao setor das Estabilidades, com a inten¢ao de contabilizar os tempos dispensados
pelos mesmos na realizagao das suas tarefas inerentes a utilizagdo do Empower™ Software com

a integragao ou nao da ferramenta dos calculos automaticos.

O Empower™ Software é um sistema de dados de cromatografia fornecido pela Waters
Corporation desenhado para a maximizagao da produtividade de uma forma versatil,
relativamente a aquisicao, o processamento, a geragao e a revisao de relatérios de dados
cromatograficos.* A ferramenta dos calculos automaticos providencia os recursos para a
personalizacao dos campos de calculo e para uma utilizagao otimizada e intuitiva do sistema
de dados de cromatografia. Tal permite nao apenas minimizar os potenciais erros associados
ao uso dos calculos manuais ou de folhas de cilculo para a exportagio de dados
cromatograficos, como também diminuir o lead time de andlise, os custos associados e facilitar

a libertagdo de recursos para outras incumbéncias.*’



Considerei, deste modo, a tarefa por mim concretizada valorosa no sentido de a
empresa precisar de um feedback relativamente a utilidade da ferramenta dos calculos
automaticos no que concerne a produtividade das equipas e a rentabilidade de recursos, tanto

humanos, como materiais e financeiros.

3.1.5. Multidisciplinaridade de conhecimentos adquiridos

Por um lado, pude acompanhar o percurso das tarefas transversais ao Empower™
Software, realizado por varios analistas, como, por exemplo, a construgao de sequéncias
automaticas de andlise, a integragao, o processamento e o reporting automatico dos dados
obtidos. Por outro, foi-me igualmente possibilitado o acompanhamento e observagao do
trabalho pratico-laboratorial efetuado pelos mesmos, desde a preparagao das solugoes-
padrao, das amostras, das fases moveis, etc. até a sua colocagao no Sistema de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para serem analisadas. Pude, portanto, verificar a ética e a
dinamica de trabalho dos diferentes analistas e pude contactar com varios instrumentos

laboratoriais, muitos dos quais apenas mencionados, de forma teérica, no MICF.

Além de ter aprendido as funcionalidades do Empower™ Software, com e sem a
funcionalidade dos calculos automaticos, aplicadas as varias etapas analiticas e de revisao da
documentacao, tive a oportunidade de interpretar os protocolos analiticos e contactar com a
realidade e a dinamica laboratorial de uma IF. Considero esta familiarizacdo com ambas as

vertentes uma oportunidade Unica que me permitiu crescer profissionalmente.

3.1.6. Estagio em regime presencial

Como a maioria das empresas, a Bluepharma, ao abrigo da pandemia da COVID-19,
adotou, sempre que praticavel, um regime de teletrabalho, de forma a mitigar o cruzamento
dos turnos e a maximizar a higienizagao dos locais de trabalho. Em oposicao ao EC em regime
remoto proposto a alguns dos meus colegas, e uma vez que o meu plano de estagio exigia a
minha assiduidade nos laboratérios de forma a poder contabilizar os tempos dos

colaboradores, foi-me garantido o regime presencial como sistema de realizagao do EC.

Este contacto pessoal com a IF permitiu-me conhecer de perto a realidade e a dinamica
profissional do DAG, podendo desenvolver varias competéncias tanto comunicacionais e de
aprendizagem continua, como relacionadas com o trabalho em equipa, podendo progredir na
execugao do meu trabalho, algo que nao teria acontecido com tanta tranquilidade, caso tivesse

estado em regime remoto.



3.1.7. Subsidio de alimentacdo

A Bluepharma disponibilizou um cartao refeicao representando o valor do subsidio de
alimentagao com vista ao pagamento das despesas associadas a mesma. Tal caracterizou-se
como uma mais-valia, nao apenas pelas claras razoes monetarias, como também pela razao,

mais uma vez, de me sentir incluido como um colaborador e nao como um estagiario.
3.2. Pontos Fracos

3.2.1. Duracao do Estagio

O EC na Bluepharma decorreu entre os dias 10 de janeiro e 31 de marco de 2022.
Ainda que a duragao prevista de trés meses do EC em IF seja a necessaria para viabilizar uma
conciliagdo com o EC em Farmacia Comunitaria, considero a frequéncia do EC insuficiente
para um investimento aceitavel, em termos de experiéncias adquiridas neste ramo profissional.
Nao obstante a todo o conhecimento e competéncias transmitidas, a curta duragao do EC
permitiu apenas uma introdugao e consciencializagao do funcionamento de uma IF. Considero
que um EC mais prolongado poderia ter sido suficiente para eu poder alargar os horizontes,
abragar outras fungdes e contactar com outras equipas, podendo ficar a conhecer de forma

mais abrangente e mais intrinseca as tarefas desempenhadas no DAG.

3.2.2. Integracdo da aprendizagem em contexto de pratica profissional

Como mencionado anteriormente, o meu trabalho passou pela observagao dos
colaboradores, a nivel laboratorial e a nivel documental, com a posterior contabilizagao dos
tempos dispensados inerentes a realizagdo das suas tarefas no Empower™ Software. Pude
constatar que a privagao da autonomia e a inércia do trabalho realizado proativamente por
mim foram constantes ao longo do EC. Percebendo perfeitamente que a natureza das
responsabilidades e das tarefas desempenhadas pelos analistas caracterizam-se pelo elevado
impacto no sucesso dos seus resultados, o facto de nao ter contactado pessoalmente com os
desafios por eles enfrentados, testemunhei uma impossibilidade de aquisicao de competéncias
laboratoriais e de progressao profissional. A propdsito, devido ao regime quase que
exclusivamente observacional, verifiquei a inviabilidade de poder aplicar proativamente, em
contexto pratico-laboratorial, os conhecimentos adquiridos no MICF e nas formagoes

realizadas na Bluepharma.



3.2.3. Falta de conhecimentos praticos sobre a HPLC e o Empower™

Software

Apesar da leitura de SOPs especificas a HPLC e ao Empower™ Software, da formagao
de caracter tedrico, adequadamente ministrada pelo Joao Mestre, e das elucidagoes prestadas
pelos varios analistas, observei uma dificuldade inicial na compreensao dos varios conceitos
divulgados. Assim, denoto que uma formacao de cariz pratico teria sido crucial, nao sé para a
aquisigao, integragao e consolidagao da aprendizagem tedrica relativa aos conceitos inerentes
a utilizagao do cromatografo e das funcionalidades do Empower™ Software, como também para
a sua posterior aplicagao em contexto pratico. No entanto, ao longo do percurso do meu EC,
tais inconvenientes foram, maioritariamente, colmatados através dos ensinamentos

repetitivamente transmitidos pelos varios analistas.
3.3. Oportunidades

3.3.1. Plano de formacgdes

Com a intengao de promover o acolhimento e o enquadramento da politica, do sistema
organizacional e documental e, no fundo, da dindmica e da gestao de funcionamento da
empresa, a Bluepharma providenciou um plano de formagdes online iniciais, de indole
obrigatoria. Estas sao atinentes a uma série de ambitos cruciais no funcionamento de uma
empresa farmacéutica, como o Sistema de Gestao Integrado, a Melhoria Continua, a Seguranca
e Saude no Trabalho, os Sistemas de Informagiao, a Seguranca Informatica, nocoes de

Farmacovigilancia e de Assuntos Regulamentares do Medicamento, entre outros.

Complementarmente, ao longo do EC, foi-nos promovido formagodes ajustadas ao
DAG, nao obrigatoriamente relacionadas com a nossa fungao no mesmo. Instruiram-nos
acerca das Regras da Industria Farmacéutica e Procedimentos Laboratoriais, da Seguranga nos
Laboratérios, das Boas Praticas de Pesagem, da Validagao de Métodos Analiticos, do
Desenvolvimento de Métodos de Dissolugao, etc. Tal permitiu-me adquirir uma visao mais
alargada sobre o DAG, além dos calculos automaticos e do trabalho decorrente no setor das
Estabilidades. Além disso, tivemos a oportunidade de integrar varias formagoes nao dedicadas
especificamente aos estagiarios, podendo ficar a conhecer um pouco mais sobre as atividades

do departamento.

Considero que o ciclo de formagdes facultado aos estagiarios foi extremamente

proveitoso, na medida em que me permitiu integrar e adaptar de uma forma mais rapida e



profunda ao sistema de funcionamento da empresa, tendo adquirido e atualizado

conhecimentos pertinentes para o meu percurso profissional.

3.3.2. Acesso ao suporte de documentacao oficial

Ao longo do EC, tive a oportunidade de aceder, a qualquer momento, ao suporte
documental oficial da Bluepharma, podendo ler diversas SOPs sobre os mais variados temas
alusivos ao DAG e ao seu funcionamento. Uma vez que estas constituem um conjunto de
instrucoes sequenciais a fim de auxiliar os colaboradores na realizagao das suas tarefas
rotineiras, a sua leitura permitiu-me a aprendizagem de varios procedimentos laboratoriais. A
aquisicaio de conhecimentos inerentes a interpretagao das SOPs foi alicer¢cada com a
observagao das tarefas didrias concretizadas pelos analistas, a nivel laboratorial e a nivel
informatico, permitindo solidificar o meu conhecimento, as vezes, um pouco difuso apenas

pela leitura das mesmas.

3.3.3. Kaizen Diario

Em virtude da parceria entre a Bluepharma e o Kaizen Institute, surgiu o Bluelean, um
sistema fundamentado nas metodologias Lean (cultura empresarial a longo prazo) e 6-sigma
(gestao e controlo de processos) que visa a melhoria continua aplicada a realidade da
Bluepharma. Deste modo, uma das estratégias implementadas pela empresa foi a realizagao do
Kaizen Diério®, uma ferramenta de gestio e comunicagao visual, com o foco na criagio de uma
rotina de trabalho e na transmissao transparente de informagao, a fim de incentivar os

colaboradores e comprometer as equipas para a Melhoria Continua.®

O Kaizen Diario permitiu-me certamente sentir motivado na minha tarefa e incluido na
equipa, nao apenas pelo facto de observar a comunicagao entre os colaboradores, a exposicao
dos seus obstaculos e, no fundo, contemplar a melhoria diaria organizacional, como também
por poder comunicar e partilhar questoes com a equipa. Denoto que esta vertente possibilitou
a aquisicao de conhecimentos acerca do valor do trabalho em equipa e entreajuda, com a

intengao final de maximizar a produtividade e a qualidade do trabalho realizado.

3.3.4. Desenvolvimento de soft skills

A oportunidade de estagiar na Bluepharma permitiu-me compreender e adquirir uma
nova perspetiva sobre a realidade do funcionamento de uma IF. Gragas a intercolaboragao
com diferentes equipas do DAG, a multidisciplinaridade das diversas areas profissionais dos
colaboradores, e ao facto de poder ter realizado um estagio em regime presencial, convergiu

para uma aquisicao de competéncias polivalentes e de soft skills abrangentes, proficuos para
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uma melhor preparagao para o meu futuro profissional. A evolugao do sentido critico na
observagao dos procedimentos laboratoriais, na interpretagao dos resultados cromatograficos
e na investigagao das falhas laboratoriais e dos desvios de qualidade, aliado a constante gestao
temporal das varias tarefas que os analistas tinham de concretizar, permitiu-me constatar a
importancia da comunicagao assertiva, da proatividade, da adaptabilidade e da resiliéncia que

uma equipa necessita de dominar.

3.3.5. Consolidacao dos conhecimentos teéricos do MICF

O MICF possui um plano de estudos assaz abrangente, de modo que os estudantes
possam enveredar por qualquer uma das varias saidas profissionais farmacéuticas. Ao longo
do EC detetei a adequagao da componente tedrica das unidades curriculares inerentes a area
da tecnologia e desenvolvimento farmacéutico ao entendimento das diversas tarefas realizadas
no DAG. O EC na Bluepharma permitiu-me claramente consolidar conhecimentos e
aprofundar nogoes acerca de alguns temas, como a técnica de HPLC, podendo fortalecer e

interligar conceitos, de um modo pratico, com a realidade da IF.
3.4. Ameacas

3.4.1. Pandemia da COVID-19

A pandemia da COVID-19 obrigou o estabelecimento de diversas medidas de mitigagao
da transmissao do virus SARS-CoV-2. A empresa implementou medidas de renovagao da
realidade profissional como a criagado de turnos de trabalho desfasados. Esta divisao
impossibilitou-me o contacto com sensivelmente metade dos analistas, inviabilizando nao
apenas a partilha de conhecimentos, como também a confraternizagao e convivéncia com a
restante equipa. Além destas repercussoes ao nivel do DAG, o impacto da pandemia foi
também observado ao nivel das atividades normalmente organizadas pela empresa como, por
exemplo, a nao realizagao do Brunch with the CEO, ou seja, o convivio com o presidente da

Bluepharma, o Dr. Paulo Barradas Rebelo, algo que seria altamente interessante.

A impossibilidade de participar nestes e noutros eventos pela obrigagao do
distanciamento social ameagou a criagao de afinidades com os colaboradores, tendo

prejudicado, de certo modo, a fomentagao da minha aprendizagem.



3.4.2. Inadequacdao da componente pratico-laboratorial do MICF a perspetiva

profissional analitica futura

A meu ver, as unidades curriculares do plano de estudos do MICF, especialmente a sua
componente teorica, bem como o conjunto de Professores que as lecionam, encontram-se
adequadamente estabelecidas para a correta formagao de futuros farmacéuticos. No entanto,
apds a concretizagago do EC na Bluepharma, reconheci a insatisfagao de aspetos da
componente pratico-laboratorial do plano de estudos do MICF, no que concerne, por
exemplo, ao manuseio empirico de sistemas de HPLC e ao ensinamento das suas
funcionalidades praticas. Tal € o meu juizo de valor, visto que senti dificuldades a respeito da
compreensao das funcionalidades praticas da HPLC, da sua preparagao para a iniciagao das

corridas cromatograficas e dos seus cuidados de manutengao.

3.4.3. Ataques informaticos

Por intermédio da participagao na formagao intitulada de Seguranca Informatica, foi
claramente evidenciado a preocupagao da Bluepharma pela protecao dos dados informaticos.
No entanto, os ataques cibernéticos podem, por alguma razao, ocorrer espontaneamente,
prejudicando toda a base de dados da empresa. Decorrente do meu acompanhamento da
equipa dos Analistas e da Documentagao, necessitei de elaborar um documento Excel com
toda a informacgao obtida. Assim, a infima probabilidade de ocorrer um ataque informatico e a
destruicao do documento por mim estruturado constitui um fator danoso que, embora fora

do alcance de atuacao da empresa, deve ser reconhecido e evitado.

4. Consideracoes Finais

O meu desejo de poder contactar com o universo da IF ainda em contexto académico
e poder experienciar o quotidiano profissional concretizou-se com a aceitagao da minha
candidatura pela Bluepharma. Desde o inicio do meu EC, senti rapidamente uma sensagao de
acolhimento e integragao que me fez identificar como um colaborador e nao como um
estagiario. Tal solidificou-se quando me incluiram na equipa dos Calculos Automaticos e no
setor das Estabilidades, ambos pertencentes ao DAG. Posso assegurar que, sem a presenga
de um ambiente tao agradavel transversal a toda a Bluepharma, o meu feedback em IF nao

seria o mesmo.

O contacto com a constante inovagao e desenvolvimento de projetos aliados a
aquisicao de novas visoes e conhecimentos sobre esta area das Ciéncias Farmacéuticas e o

desenvolvimento de varias competéncias demonstraram ser um triunfo no meu percurso
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enquanto futuro profissional. A observagao do espirito de equipa e de entreajuda, da
deontologia no trabalho e da gestao de recursos como o suporte para o desenvolvimento de

uma equipa e de uma empresa, permitiu-me crescer enquanto estagiario e futuro profissional.

Concluo com um agradecimento a todo o grupo da Bluepharma, em especial as equipas
que me acolheram, pela dedicagao na partilha de ensinamentos, pela sua cultura de exceléncia
e de qualidade e pela oportunidade Unica de me permitirem escolher a Bluepharma como o

primeiro local para eu poder vivenciar a realidade da IF.
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Capitulo Il

Relatoério de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Sao José

Sob a orientagao do Dr. Paulo Monteiro



Lista de Abreviaturas

DCI — Denominagao Comum Internacional

EC — Estagio Curricular

FC — Farmacia Comunitaria

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

FS) — Farmacia Sao José

LVMNSRM - Locais de Venda de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

OF — Ordem dos Farmacéuticos

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats

VALORMED - Sociedade Gestora de Residuos de Embalagens e Medicamentos
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I. Introducio

O Farmacéutico é um profissional de saiude com qualificagoes para executar todas as
tarefas respeitantes ao ciclo de vida do medicamento e outras tecnologias de saude, de modo
a contribuir para a salvaguarda da saude publica, no ambito da promogao da saude e prevengao
da doenga.! O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) apresentado pela
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) faculta os conteudos
programaticos necessarios e vitais para a formagao de futuros profissionais de saide. De modo
a completar o ciclo de estudos, os estudantes sao incutidos a concretizagao de um estagio
curricular (EC) em Farmacia Comunitaria (FC) com a intengao de possibilitar a aplicagao, num
contexto pratico, dos conhecimentos adquiridos inerentes a atividade central do farmacéutico

comunitario.

A FC, outrora principalmente conhecida por Farmacia de Oficina, é o local preferencial
que os cidadaos recorrem perante questoes de salide menores. Ao ser um setor estratégico
na gestao do sistema de saude, os utentes reconhecem a FC como um local onde a
disponibilidade, a proximidade e a confianga sao virtudes ubiquas de um farmacéutico
comunitario. Desde a dispensa e aconselhamento farmacoterapéutico no sentido de promover
o uso racional do medicamento e de produtos de salde, até a gestao da terapéutica, promogao
de servicos farmacéuticos, da literacia em salde e da adocao de estilos de vida saudaveis, o
farmacéutico comunitario atua como uma pega central nas vertentes preventiva e terapéutica
da satde do utente.” No entanto, o seu papel nio é estaciondrio. A procura de oportunidades
de promogao da salde e prevengao da doenga, bem como a mitigagao de ameagas no setor e
a atualizagao constante acerca dos medicamentos e produtos de salde existentes no mercado,
tém vindo a obrigar o farmacéutico a adaptar-se a novas realidades e a contornar os desafios

emergentes.

Realizei o EC em FC na Farmacia Sao José (FSJ), em Coimbra, no periodo entre 4 de

abril e 31 de julho, sob a orientagao do Dr. Paulo Monteiro e o auxilio de toda a equipa da

FS).

O presente relatorio visa uma abordagem critica, sob o formato de uma analise
Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats (SWOT), do EC na FSJ, tendo em consideragao
a adequagao do MICF a perspetiva profissional futura, refletindo, a nivel interno, os Pontos
Fortes e os Pontos Fracos e, a nivel externo, as Oportunidades e as Ameacas. Além disso, sao
apresentados cinco casos praticos reais representativos da atualidade da FC, que me

promoveram o entendimento de certas tematicas e valorizaram a minha aprendizagem.
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2. Farmacia Sao José

A FSJ, primordialmente localizada nos Arcos do Jardim, em Coimbra, conquistou o seu
alvara em 1949, tendo sido aberta ao publico no ano seguinte. Em 1984, o Dr. Paulo Monteiro
assume a direcao técnica da farmacia, sendo esta transferida para a Avenida Calouste
Gulbenkian, permanecendo neste local até aos dias de hoje. Apesar dos longos anos de
historia, as instalagoes da FS| sofreram inimeras remodelagdes, tendo sido as ultimas

concretizadas em 2020, adquirindo uma imagem mais contemporanea.

3. Analise SWOT

Na Figura | encontra-se ilustrado a Analise SWOT referente ao EC concretizado na

FS).
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* Metodologia Kaizen Medicamentos esgotados

* Papel ativo na comunidade * lliteracia em saude da populagio

* Insegurancgas do utente

Figura I. Anilise SWOT do Estagio Curricular — Farmacia Sao José

3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Localizacdo privilegiada e horario de funcionamento alargado

A F§J localiza-se na Avenida Calouste Gulbenkian, em Celas. Encontra-se inserida numa
zona residencial proxima do Centro Hospitalar Universitario de Coimbra, do Instituto
Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil E.P.E., do Centro de Saude de Celas, da
Maternidade Bissaya Barreto, de varios consultérios médicos e do Polo Universitario das
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Ciéncias da Saude. Esta localizagao claramente vantajosa associada a notoriedade e renome da
FS) convergem numa profusao prodigiosa de utentes. Foi-me possivel, portanto, contactar com
varios utentes de diferentes estratos demograficos, socioecondmicos, culturais e,
consequentemente, com quadros clinicos e necessidades terapéuticas distintas. Tal permitiu-
me nao apenas adaptar constantemente o meu discurso a capacidade literaria do utente, como
também familiarizar-me com diferentes realidades e contactar com uma abrangéncia de temas

com diferentes indicagoes farmacéuticas, fomentando, assim, a minha aprendizagem.

A FSJ encontra-se aberta entre as 8h30 e as 21h, nos dias de semana, e entre as 9h e
as 20h, no sabado. Esta extensao do horario de funcionamento permitiu-me contactar com
diferentes estratos demograficos e sociais da populagao, pois aferi claramente uma relagao
entre a hora do dia e a tipologia de utente. Alids, esta tipologia também se verificou
heterdgena, em fungao dos dias de semana, em detrimento dos fins de semana. Se no primeiro,
sao os utentes fidelizados a grande maioria, nos sabados, sao sobretudo pessoas de passagem.
Tal obrigou-me a adotar um atendimento personalizado a cada situagao, com taticas tanto de
manuseamento do Sifarma®, como de comunicagio diferentes. Considerei, por sinal, estas
circunstancias pontos fortes, pois permitiram-me desenvolver varias competéncias de

comunicagao e de relacao interpessoal.

3.1.2. Equipa

Um ponto integrante do éxito do EC em FC foi decisivamente a equipa da FS). Apesar
do grande numero de encargos didrios, a equipa demonstrou estar sempre disponivel para
qualquer questao por mim colocada, exibindo um interesse pela aprendizagem do estagiario.
A constante predisposi¢ao da equipa aliada a empatia, boa disposicao e espirito de entreajuda
foram basilares para me sentir integrado no seio da equipa como um colaborador e foram
essenciais na minha aprendizagem e autoconfianga, o que se refletiu no meu desempenho.
Alias, a equipa contribuiu para o desenvolvimento, ao longo do EC, de competéncias de
organizagao e iniciativa, além de comunicacao e de relagao interpessoal, permitindo-me ter
uma execucao cada vez mais autbnoma e eximia, satisfazendo, gradualmente, os padroes de

qualidade e exigéncia de um farmacéutico comunitario.

3.1.3. Instalag¢des vanguardistas

A FS) sempre apostou na contemporizagio das suas instalagoes, quer seja em
remodelagoes das suas infraestruturas, como a introdugao de equipamentos tecnoldgicos para
melhorar a produtividade e a eficiéncia da atividade farmacéutica. Como exemplo, a FSJ tem

instalado um robdé de arrumagao e dispensa de medicamentos. O investimento nesta
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tecnologia previne a criagao de longas e cansativas filas de espera e oferece um atendimento
mais eficiente e mais centralizado no utente, visto que minimiza o tempo de procura dos
medicamentos e os erros associados a sua troca. No backoffice, o robo apresenta igualmente
vantagens, pois além de otimizar o espa¢o e de controlar os prazos de validade, permite
rentabilizar o tempo empregue a arrumar os medicamentos e, deste modo, a equipa pode

dedicar a atencao a outras tarefas.

Outra tecnologia que a FS) dispoe é o cashguard, um sistema de depésito do dinheiro
proveniente do atendimento, com a vantagem de realizar os trocos de forma rapida e
automatica e de controlar mais idoneamente o valor de fim de dia da caixa. Esta ferramenta
minimiza as preocupagoes inerentes ao troco, garantindo um atendimento mais eficiente, mais

comodo e, no fundo, mais focalizado no utente.

Termino o tépico por inferir que a existéncia destes equipamentos na FSJ conferiu uma
dinamica de funcionamento mais eficiente, simplificada e tranquila, refletindo-se num melhor

desempenho da minha parte.

3.1.4. Prestacdo de uma pluralidade de servicos

Primeiramente, as Farmacias de Oficina centravam a sua atividade na venda de
medicamentos, bem como na sua preparacio oficinal.” Com o regime juridico das Farmacias
de Oficina, previsto no Decreto-Lei n.° 307/2007, de 3| de agosto, atribuiu a oportunidade de
as farmacias prestarem servigos farmacéuticos de promogao da salide e do bem-estar dos

utentes,’ consagrando a designacio de FC o mais apropriado. >

A FSJ nao foi excegao. Relativamente aos Servicos Farmacéuticos, pude observar e
realizar a medi¢ao de parametros bioquimicos e fisiologicos, como a medi¢ao da glicémia,
colesterol, triglicéridos, tensao arterial e frequéncia cardiaca, com a posterior interpretagao e
transmissao dos resultados ao utente. A FS] também disponibiliza outros cuidados
farmacéuticos, como a preparagao individualizada da medicagao, a preparagao de
medicamentos manipulados, a administragao de vacinas nao incluidas no Plano Nacional de
Vacinagao e de medicamentos injetaveis, a realizagao de testes rapidos de antigénio do SARS-
CoV-2, a promogao de consultas de nutrigao e de campanhas de informagao e tantos outros
servigos. Enquanto estagiario, o contacto com esta pluralidade de servigos farmacéuticos
permitiu-me nao apenas consolidar e aplicar conceitos adquiridos durante o MICF, como
também adquirir uma visao mais abrangente da multidisciplinaridade do papel do farmacéutico

em FC e ser um interveniente ativo na promogao da saude e do bem-estar do utente.
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3.1.5. Multiplicidade de produtos

A FS) é reconhecida por dispor de um inventario volumoso e diversificado, nao apenas
em medicamentos, dispositivos médicos e suplementos alimentares, mas também em produtos
de dermofarmacia e cosmética. ldentifico este ponto como forte pois a variedade e quantidade
apreciavel de produtos fomentou a minha curiosidade e aprendizagem para poder ser o mais
autonomo e competente na hora do atendimento ao publico. Assumo que inicialmente a
compreensao de todos os produtos foi dificil. No entanto, ao longo do EC, com o auxilio da
equipa técnica e através da procura de informagao, consegui aprofundar e consolidar varios
conceitos e transmitir, de modo cientificamente correto e o mais acessivel, a informacgao aos
utentes. Finalmente, o grande nimero de embalagens de cada referéncia medicamentosa ou
de produtos de saude e do bem-estar facilitou a dispensa dos mesmos no momento do
atendimento, sem a necessidade de os encomendar, contribuindo para um maior conforto

para mim e para o utente.

3.1.6. Plano de estagio

A meu ver, o plano de estagio proposto pela equipa da FS) foi um ponto forte, porque
pude contactar gradualmente com as diferentes vertentes da farmacia antes de iniciar o
atendimento ao publico. Primeiramente, pude compreender as tarefas do backoffice. A equipa
habilitou-me de conhecimentos relativos a gestao e rececio de encomendas, a gestio e
regularizacio de devolugdes, a logistica do sistema integrado de recolha de embalagens e
medicamentos fora de uso, coordenado pela Sociedade Gestora de Residuos de Embalagens
e Medicamentos (VALORMED), a conferéncia do receituario, e tantas outras tarefas.
Simultaneamente, pude observar os atendimentos ao publico e familiarizar-me com o Sifarma®.
Gradualmente, comecei a atender sozinho, mas com a assisténcia, sempre que precisa, dos
colaboradores da FSJ até ao momento que me senti autbnomo e competente o suficiente para

realizar o atendimento ao publico de forma confiante.

Acredito que esta sequéncia de atribuicao de tarefas foi contribuidora de uma melhor
prestacao da minha parte, uma vez que pude adquirir uma visao mais abrangente da dinamica
do funcionamento de uma farmacia e pude familiarizar-me com determinados conceitos para,
finalmente, concretizar o atendimento ao publico de forma auténoma e confortavel. Termino
este topico por reconhecer que a integracao da aprendizagem tedrica no decorrer do EC na
FSJ e a sua aplicagao em contexto simulado na pratica profissional foram positivas, confirmando
que toda a motivagao e autonomia depositadas me muniram de aptidoes profissionais que de

outra forma nao seria possivel.
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3.1.7. Duracao do estagio

O EC em FC tem a duragao de um total de 810 horas, no caso de nao ter sido realizado
um estagio de verao em FC ou em Farmacia Hospitalar, que é a minha situacao. Considero
que a duragao do EC parece ser adequada. Apds a inicial aquisicio de conhecimentos a
primeira vista complexos, com o decorrer do EC e com o ganho de competéncias, as
atividades da FC foram tornando-se cada vez faceis de executar, sendo possivel consolidar e

aplicar, com sucesso, os conhecimentos adquiridos durante o MICF e durante o EC.
3.2. Pontos Fracos

3.2.1. Profusdo de estagiarios

No decorrer do meu EC na FSJ, partilhei as tarefas com varios estagiarios, estando as
vezes um total de seis estagiarios na farmacia. Embora a constante entreajuda, espirito de
equipa e a partilha de conhecimentos e experiéncias entre os estagiarios e apesar do esforgo
da equipa técnica em tentar estar sempre presente no auxilio dos mesmos, considero esta
multiplicidade de estagiarios um elemento negativo a minha aprendizagem, captagao de
conhecimentos e desenvolvimento de competéncias. Gragas a grande afluéncia de utentes, a
FS) dispoe de um elevado nimero de colaboradores que, quando associado a abundancia de
estagiarios, impediu-me, por vezes, a realizagao de tarefas, resultando num menor nimero de

oportunidades de treino.

3.2.2. Medicamentos manipulados

A FS) dispoe de um laboratoério, onde realiza a preparagio de medicamentos
manipulados. No entanto, apenas participei na realizagao de um manipulado, nao tendo sido
praticamente possivel recordar, aplicar nem consolidar os conhecimentos adquiridos nas
unidades curriculares de Farmacia Galénica e Tecnologia Farmacéutica. Alids, nao contactei
com as fichas de preparagao dos medicamentos manipulados, nem com o calculo do prego
dos mesmos, nem com outras vertentes inerentes a esta tematica. Considero, portanto, esta
falta de contacto laboratorial com os medicamentos manipulados um ponto negativo, na
medida em que nao me foi passivel de consolidar os conhecimentos adquiridos no MICF nem

de me sentir capacitado relativamente a esta vertente para o meu futuro profissional.
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3.3. Oportunidades

3.3.1. Ciclo de formacoes

O Coddigo Deontolégico da Ordem dos Farmacéuticos (OF) preconiza que a
atualizagao continua de conhecimentos técnicos e cientificos € crucial para o aperfeicoamento
da atividade profissional do Farmacéutico e para o atingimento das exigéncias propostas pelo
cidaddo.* De tal forma, julgo que a plenitude de formagdes ao longo do meu EC foram
essenciais para recordar alguns conceitos, aprofundar outros e, no fundo, consolidar
conhecimentos para, no atendimento ao publico, poder aplica-los. Varias foram as formagoes
coordenadas pelos Delegados de Informagao Médica sobre uma multidisciplinaridade de
produtos. Alguns membros da equipa da FSJ especializados em diferentes tematicas também
conduziram algumas formagodes e partilharam casos praticos hipotéticos como treino. Por
ultimo, a equipa da FSJ facultou o acesso ao correio eletronico da farmacia para podermos
aceder a varias formagoes tanto de caracter online como fisico, como por exemplo, a
formacao realizada no Hotel Tryp acerca da Coenzima Q10, organizada pela Pharma Nord,
que tive a sorte de participar. Considero que este ciclo de formagoes disponibilizada pela FS)
incentivou a minha aprendizagem e constituiu uma oportunidade para poder adquirir novos

conhecimentos e aplica-los na pratica profissional.

3.3.2. Familiarizacio com os dois médulos do Sifarma®

A FS) pertence as 2477 (90%) farmécias portuguesas que utilizam o Sifarma®> Além
disso, é uma das farmécias que ja utiliza o Novo Médulo de Atendimento do Sifarma®, o que
me facilitou o atendimento, pois ao ser mais intuitivo e interativo que o Sifarma 2000°,
providenciou uma rapidez e facilidade no atendimento com uma minimizagao de erros
cometidos por mim e um maior foco no utente. No backoffice, por sua vez, a FSJ utiliza o
Sifarma 2000® como sistema informatico de gestio da atividade farmacéutica. Assim, a
utilizagao destes dois mddulos constituiu uma oportunidade, uma vez que consegui conhecer
as funcionalidades de cada plataforma, resultando numa vantagem para o meu eventual futuro

profissional como farmacéutico comunitario.

3.3.3. Metodologia Kaizen

A F§J tem implementado a Metodologia Kaizen como estratégia de Melhoria Continua,
pois objetiva a filosofia kai, mudar, zen, para melhor.® Pude constatar a existéncia de uma
hierarquia inerente a varios servicos e a designacdo de tarefas especificas para cada

colaborador. Considero que tal promoveu uma organizagao do funcionamento da farmacia,
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uma minimizagao do tempo despendido na realizagao de tarefas e uma prevengao na
ocorréncia de lapsos. A aplicagio da Metodologia Kaizen facilitou certamente a minha
organizagao e diminuiu o tempo por mim despendido na resolugao de problemas, potenciando

a minha capacidade em ser minucioso e de superar eventuais obstaculos.

3.3.4. Papel ativo na comunidade

Os utentes depositam confianga no farmacéutico comunitario, por ser um profissional
de salde publica competente e pela sua proximidade e disponibilidade. Tal é a seguranga
depositada que, ao longo do EC, pude observar a procura, por parte de certos utentes
fidelizados, de determinados elementos da equipa, o que demonstra uma relagao de confianga
entre o utente e o farmacéutico. Considero a interagao com utentes uma oportunidade, pois
pude conversar e ouvir os seus problemas, algo importante para o seu bem-estar social e
emocional e, porém, cada vez mais subvalorizado. Além disso, o facto de a FS] possuir um
leque abrangente de utentes fidelizados constituiu uma oportunidade para realizar um
atendimento mais simplificado e confortavel, ao possuirmos uma informagao completa sobre

o utente e as suas preferéncias medicamentosas.

Além da fungao de comunicar e ouvir o utente, o farmacéutico possui igualmente um
papel ativo na promogao da literacia em salde. Apesar dos medicamentos genéricos terem
sido introduzidos em Portugal ha trés décadas,” muitos utentes nio compreendem o seu
conceito, nem o da prescricio por Denominagao Comum Internacional (DCI). Assim,
considero esta falha uma oportunidade para esclarecer os utentes e os assegurar da qualidade,
eficacia e seguranca dos medicamentos genéricos. Concluo o topico por referir que o EC em
FC evidenciou a praticidade do conceito promogao da salde e prevengao da doenga referido
no Estatuto da OF publicado na Lei n.° 131/2015, de 4 de setembro,' uma vez que a interagao
com os utentes me permitiu nao so6 consciencializa-los para diversas situagoes, como adquirir

valéncias profissionais, sociais e interpessoais.
3.4. Ameacgas

3.4.1. Pandemia da COVID-19

Durante o periodo do EC, o uso de mascaras e de vitrinas e o distanciamento social
constituiram exigéncias solicitadas as farmacias, ao abrigo do plano de contingéncia da
pandemia da COVID-19. Devido a estas barreiras fisicas a comunicagao, foi dificil ouvir o
utente, especialmente nos primeiros dias de atendimento ao publico, ja que ainda nao estava

familiarizado com os nomes comerciais dos medicamentos, nem com a imensidao de produtos
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disponiveis na farmacia, o que se traduziu inevitavelmente num constrangimento tanto para o
utente como para mim. Assim, considero que a pandemia inviabilizou o meu desempenho

profissional e interpessoal, a0 nao conseguir comunicar de modo natural com o utente.

3.4.2. Conhecimento limitado em determinadas areas

A meu ver, o plano de estudos do MICF é adequado para a perspetiva profissional de
um farmacéutico comunitario. No entanto, existem algumas particularidades que poderiam
ser melhoradas. Ao longo do EC, nomeadamente no inicio, identifiquei dificuldades inerentes
a associagao entre o nome comercial e a DCI, transparecendo uma sensagao de incapacidade
minha ao utente. Além disso, o atendimento tornava-se mais demorado, o que se traduzia
num constrangimento para ambos. Outro contratempo que pude experienciar assenta no
desconhecimento de alguns produtos comercializados na farmacia, a custa da nao abordagem
ou abordagem incompleta de algumas tematicas no MICF como, por exemplo, os produtos
dietéticos. Esta adversidade aliada a grande quantidade de produtos, de diferentes marcas,
existente na farmacia constituiu uma ameaca, pois senti dificuldades no aconselhamento de
alguns produtos. Todavia, ao longo do EC, fui gradualmente ultrapassando este impasse,

através da familiarizagdo com os varios produtos e com o auxilio da equipa técnica.

3.4.3. Medicamentos esgotados

A existéncia de medicamentos esgotados afeta a prestacao de cuidados de saide pelas
farmacias devido ao comprometimento da continuidade do tratamento dos utentes,
especialmente em referéncias medicamentosas sem medicamentos genéricos e especialmente
em utentes inflexiveis quanto a alteragao do medicamento usualmente utilizado. Considero a
rutura de stocks pelo surgimento de medicamentos esgotados uma ameaga porque, além de
provocar uma desilusao no utente, alguns ficavam notoriamente descontentes pois pensavam
que a impossibilidade de encomendar o produto era devido a incapacidade do estagiario, nao

percebendo que o problema transcendia a farmacia.

3.4.4. lliteracia em saiude da populacao

Um problema inerente a iliteracia em saude da populagio prende-se com a
desvalorizagao do medicamento. O acesso a fontes de informagao nao cientificamente
fidedignas e a venda de medicamentos em Locais de Venda de Medicamentos Nao Sujeitos a
Receita Médica (LVMNSRM), comumente conhecidos por parafarmacias, ou nas grandes
superficies potenciam a automedicagao. Além disso, a preferéncia pela aquisicao de

medicamentos e outros produtos de saude em LVMNSRM, a custa dos pregos reduzidos,
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afetou indubitavelmente a minha motivagao, pois muitos utentes mostravam-se indiferentes
aos aconselhamentos farmacéuticos por mim dispensados. Considero a automedicagao e a
desvalorizagao das farmacias e do medicamento um problema de saude publica e uma ameaga

ao meu desempenho como futuro profissional de saude.

3.4.5. Insegurancas do utente

No decorrer do meu EC, pude observar a recusa de alguns utentes em serem
atendidos por estagiarios, por motivos de desconfianga das competéncias dos mesmos. Outros
aceitavam, mas demonstravam-se claramente insatisfeitos e céticos pelas capacidades do
estagiario. Assim, considero esta falta de cooperagao e de compreensao uma ameaga a0 meu

EC, uma vez que me colocava numa situagao indelicada e com mais receio de errar.
4. Casos Clinicos

4.1. Caso Clinico I: Obstipacao

Um senhor de meia-idade dirigiu-se a farmacia e referiu que tinha obstipagao ha uma
semana e que sentia muito desconforto gastrointestinal. Perguntei se a obstipagao era um
evento frequente, ao qual o senhor respondeu que sim, mas que agora estava pior. Ao colocar
outras questoes e perceber que o senhor nao costuma tomar nenhum laxante, nao toma
nenhum medicamento cujo efeito adverso é a obstipagcao e nao apresenta outros sinais ou
sintomas relacionados com o problema, tais como naduseas, vomitos ou flatuléncia, decidi
dispensar um Microlax® 450 mg/5 ml + 45 mg/5 ml. Ao fazer efeito dentro de cinco a vinte
minutos, considerei que esta referéncia medicamentosa seria a melhor op¢ao para aliviar, o
mais depressa possivel, o seu desconforto. Questionei se ja tinha utilizado alguma vez este
medicamento, respondendo-me que ja estava familiarizado com a forma de administragao, pois

ja tinha usado uma vez e tinha resultado.®

Adicionalmente, indiquei a toma de um laxante osmético que por ser mais seguro do
que os laxantes expansores de volume fecal, e por ser indicado para situagoes de obstipacao
croénica, seria adequado para o senhor, uma vez que costuma ter obstipagao frequentemente.
Apos o senhor considerar importante e concordar com a minha recomendacgao, indiquei o
Laevolac® 666,7 mg/ml, xarope, um laxante cujo principio ativo é a lactulose, uma a duas
colheres de sopa por dia. Uma vez que este medicamento pode ter, em alguns doentes, um
efeito persistente na regulagio do transito intestinal, referi a toma do mesmo em dias
alternados, apés o medicamento ter ajustado os habitos intestinais do senhor, de modo a

tentar diminuir a dose de laxante necessaria para regular o transito intestinal.’
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Terminei por recordar a importancia da adogao de estilos de vida saudaveis, como o
aumento da ingestao de liquidos e de fibras, nao ignorar os reflexos de defecacao e fazer

caminhadas regularmente. '’

4.2. Caso Clinico 2: Eritema solar

Uma senhora deslocou-se a farmacia para pedir alguma coisa para o marido que
desenvolveu um eritema solar, no dia anterior, e sente algum desconforto. Perguntei se o
senhor ja usou algum medicamento para aliviar os sintomas. A senhora mencionou que o
marido comecou a aplicar Biafine® emulsio cutinea, 6,7 mg/g, no dia anterior, mas as dores
nao passaram. Além disso, mostrou-me uma fotografia que tirou ao eritema localizado nas
costas do senhor, em que pude observar a existéncia de um aspeto claramente ruborizado,
sem sinais de inflamagio ou de bolhas. Referi que o Biafine® nao alivia as dores, apenas que
iria promover uma hidratagao e cicatrizagao da pele. Todavia, apontei a importancia de
continuar a aplicar o Biafine® no local afetado, de acordo com a informagio descrita no Folheto
Informativo, ou seja, aplicar de dez em dez minutos até recusa pela pele, massajar suavemente

e renovar a aplicagao de duas a quatro vezes por dia."

Tendo em conta que a senhora tinha assinalado as dores que o marido tinha na zona
do eritema solar, indiquei a aplicacio de uma compressa embebida em agua fria ou em Agua
Termal d’Avéne® e posteriormente a sua vaporizacio regular na 4rea e deixar absorver sem
limpar, no sentido de acalmar o desconforto. A senhora aceitou a recomendacao e eu referi
a colocacio da Agua Termal d’Avéne® no frigorifico para aumentar o efeito refrescante e

calmante.'?

Terminei por aconselhar o aumento da ingestao de agua, para o marido nao desidratar,
e a nao exposigao solar nos proximos dois dias. Lembrei as medidas de protegao solar, como
a aplicagao de um protetor solar com um Fator de Protecao Solar de pelo menos trinta a cada

duas horas e a nio exposigio solar durante as horas de maior intensidade de raios solares. "

4.3. Caso Clinico 3: Rinite Alérgica

Uma senhora de nacionalidade brasileira deslocou-se, no més de maio, a farmacia a
queixar-se de lacrimejo nos olhos, muito prurido nasal, com o nariz entupido ou a pingar, e
sempre a espirrar. Além disso, disse que tinha dor e inflamagao na garganta, mas que nao tinha
COVID-19 porque ja tinha feito o autoteste em casa e deu negativo. Pediu algo para aliviar a
dor de garganta e uma caixa de Neosoro®, que j4 fazia h4 cinco dias, mas nao estava a resultar.

Como eu nao conhecia este medicamento, procurei no Sifarma® para aferir a sua composigao,
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ao passo que descobri que nao é comercializado em Portugal. Apés uma pesquisa rapida no
Google, descobri que contém nafazolina, um descongestionante nasal topico, comercializado

no Brasil, indicado para vérios quadros clinicos de congestao nasal.'*

Perguntei a senhora se
costuma ter alergias sazonalmente, respondendo-me que sim. Deparando-me com um quadro
sintomatico tipico de rinite alérgica, decidi aconselhar a suspensio da toma do Neosoro® que,
por ser um descongestionante nasal topico, deve ser utilizado no maximo durante trés a cinco
dias, para nao ocorrer o efeito descongestionante rebound e para a congestao nasal da senhora

nio se tornar mais grave.'*

De modo a diminuir os sintomas inerentes a rinorreia, prurido nasal, e espirros,
dispensei o Vibrocil Anti-Alergias® 50 pg/dose suspensio para pulverizagio nasal, que é um
corticosterdide nasal topico contendo a fluticasona. Informei a utente para fazer duas
aplicagoes em cada narina, uma vez por dia e, assim que os sintomas estivessem controlados,
passaria a fazer a dose de manutengao, ou seja, uma aplicagao em cada narina, uma vez por
dia, até o periodo de exposicao aos alergénios terminar. Além disso, referi que a ponta do

aplicador deve ser direcionada para a parte lateral do nariz e afastado do septo nasal.'

Uma vez que a utente ainda apresentava lacrimejo nos olhos, indiquei a toma do Telfast
120, comprimidos, uma vez por dia antes da refeigao até alivio sintomatico. Ao ser um anti-
histaminico de segunda geragiao (fexofenadina), niao provoca sonoléncia, tornando-se mais

conveniente.'®

Por ultimo, indiquei o Tantum Verde® Pastilhas 3 mg + 2,5 mg, que ao conter
benzidamina, um anti-inflamatorio, e benzocaina, um anestésico, consegue aliviar eficazmente

a inflamagio e dor na garganta.'’

Finalmente, referi a utente algumas medidas de evicgao dos alergénios, a ingestao de
quantidades suficientes de agua e a realizagao regular de uma lavagem nasal com solugoes

isoténicas de agua do mar, de modo a minimizar a intensidade do prurido nasal.

4.4. Caso Clinico 4: Pele oleosa com tendéncia acneica

Um jovem chegou a FSJ a procura de um produto para a pele oleosa, muito brilhante,
com algumas borbulhas e pontos negros. Perguntei se ja utilizou ou se utiliza algum produto
para esta situa¢ao, ao que me respondeu que nao. Assim, indiquei a utilizagao diaria de um gel
de limpeza indicado para a pele oleosa com tendéncia acneica e, uma vez que ele nao tinha

preferéncia por nenhuma marca, indiquei o EFFACLAR Gel Mousse Purificante da La Roche

33



Posay®, pois auxilia na remocio do excesso de sebo e de brilho e na reducio de imperfeicoes,

como borbulhas e pontos negros.'®

Posteriormente, perguntei se pretendia levar, de modo complementar, algum creme
também indicado para a pele oleosa com tendéncia acneica para ajudar ainda mais no controlo
do brilho e nas imperfei¢coes da pele deixadas pelo acne. Respondeu-me que sim e referiu que
também precisava de um protetor solar. Sabendo da existéncia de formulagoes de
dermofarmacia que combinam um creme para a pele oleosa com tendéncia acneica e filtros
ultravioleta, e pela sua praticidade, indiquei o SEBIACLEAR Creme SPF50+ da SVR®."” O
utente concordou e agradeceu a recomendagao, pelo facto de lhe facilitar muito a vida.
Terminei por lhe recordar a renovagao do creme com protetor solar, de duas em duas horas
a fim de evitar o reaparecimento de imperfeicoes e marcas do acne resultantes de uma

exposigao solar desprotegida.

4.5. Caso Clinico 5: Onicomicose

Uma senhora, por volta dos 30 anos, deslocou-se a farmacia a queixar-se de uma unha
do pé que estava amarela e a comegar a desfazer-se. Perguntei se a unha estava mais espessa
e fragil, acabando por esfarelar e quebrar, e se apresentava um certo odor. A utente
confirmou-me a existéncia destes sinais e sintomas. Acabei por perceber, ao longo do didlogo
com a utente, que a2 mesma nao faz exercicio fisico regular, podendo descartar a hipotese de
estes sinais serem provenientes de uma situagao de desporto intenso e haver uma perda de
fortalecimento da unha. Ao estar diante de uma situagao de onicomicose, questionei o local
de comprometimento da unha, respondendo-me que havia um comprometimento na ponta e

na superficie da unha, nao havendo nenhum comprometimento na porgao proximal da mesma.

Tendo em conta todos estes sinais e sintomas, dispensei o Locetar EF® 50 mg/ml, verniz
para as unhas medicamentoso, cujo principio ativo € a amorolfina, um antifungico. Mencionei
que a embalagem traz limas, compressas embebidas em alcool e um frasco com aplicador
(pincel). Expliquei que a senhora teria de uma vez por semana limar as areas afetadas da unha,
limpa-las com as compressas e aplicar o verniz em toda a superficie da unha afetada. Alertei a
importancia de realizar este procedimento, uma vez que ajudava a diminuir a espessura da
unha para haver uma maior penetragao do ativo e uma melhor eficacia do tratamento. Referi
que este tratamento para ser eficiente tem a duragao de nove a doze meses e que se, ao fim
de trés meses nao houvesse melhoria da unha infetada, aconselhei a senhora a consultar o
médico para aferir da necessidade de iniciar uma medicagao antifungica oral, a qual ¢ sujeita a

receita médica.”
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Indiquei também a utilizacdo do gel de lavagem Mycogel da Biorga® para lavar os pés,
de modo a prevenir a disseminagao do fungo da unha para as partes da pele adjacentes a
mesma. A senhora achou importante e acabou por levar também o gel de lavagem. Terminei
por aconselhar a nao partilha de objetos pessoais, como toalhas, corta-unhas e cal¢ado e evitar

andar descalgo em pisos constantemente humidos, como piscinas e vestiarios.

5. Considerac¢oes Finais

O EC em FC demonstrou ser uma experiéncia bastante enriquecedora para o meu
percurso académico e pessoal, superando as minhas expetativas e alargando notoriamente os
meus horizontes inerentes a compreensao da dindmica de funcionamento de uma farmacia.
Pude presenciar a imprescindibilidade do backoffice da farmacia para um atendimento ao
publico tranquilo e concordante com os padroes de exigéncia e qualidade de um farmacéutico
comunitario. A propésito, pude observar que o farmacéutico possui um papel ativo na
comunidade a nivel da promogao da literacia em saude, da navegagao do cidadao dentro do
sistema de salde, do uso racional e correto do medicamento e de produtos de saude e da

promogao de estilos de vida mais saudaveis.

No decorrer dos quatro meses do EC, tive a oportunidade de desenvolver
competéncias que me fizeram crescer do ponto de vista profissional, interpessoal e social.
Alias, fui capaz de consolidar os conhecimentos adquiridos ao longo do MICF e ao longo de
todas as formagoes que a FS) me proporcionou, podendo, finalmente, aplica-los, com sucesso,

em contexto real na pratica profissional farmacéutica.

Termino por enderegar os meus sinceros agradecimentos a toda a equipa da FSJ por
todos os conhecimentos, licoes e experiéncias partilhadas, por estar sempre disponivel e pela
preocupagao em ajudar os estagiarios a atingir um melhor desempenho. Posso certamente
afirmar que termino o EC em FC mais preparado e capacitado para o mundo profissional e

com uma visao mais abrangente do valor do farmacéutico comunitario na sociedade.
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Lista de Abreviaturas

ACT — Imunoterapia celular adotiva
ANGPT - Angiopoietina

APC — Célula apresentadora de antigénio
CAR - Chimeric antigen receptor

CBD — Dominio de ligagao do colagénio

CCL - C-C motif chemokine ligand

CDI137 — Membro 9 da superfamilia do fator de necrose tumoral

CLEVER-1 — Common lymphatic endothelial and vascular endothelial receptor-1

COX — Ciclooxigenase

CRC - Cancro colorretal

CRISPR/Cas9 — Repeticoes palindromicas curtas agrupadas e regularmente interespagadas

associada a proteina 9

CSF IR — Colony stimulating factor | receptor
CTL — Célula T citotoxica

CTLAA4 — Antigénio 4 do linfocito T citotoxico
CXCL - C-X-C motif chemokine ligand
CXCR - C-X-C motif chemokine receptor
DC — Célula dendritica

EAM — Molécula de adesao endotelial

EC — Célula endotelial

ET — Endotelina

FDA — U.S. Food and Drug Administration
FGF — Fator de crescimento fibroblastico
HCC — Carcinoma hepatocelular

HEYV — Vénula endotelial alta

HIF | A — Hypoxia inducible factor | subunit alpha
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ICAMI — Molécula de adesao intercelular |

ICI — Inibidor de immune checkpoint

IDOI — Indolamina-2,3-dioxigenase |

IFNG- Interferao gama

IL — Interleucina

LIGHT — Membro 14 da superfamilia do fator de necrose tumoral
mADb — Anticorpo monoclonal

MAPK - Proteina cinase ativada por mitogénio
MDSC - Célula supressora derivada da linhagem mieldide
MHC — Complexo major de histocompatibilidade
MTORCI — Mammalian target of rapamycin complex |
NFKB — Fator nuclear kappa B

NK — Natural Killer

NSCLC - Cancro pulmonar de células nao pequenas
PAK4 - P2| (RACI) activated kinase 4

PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas
PF4 — Fator 4 das plaquetas

PGE?2 — Prostaglandina E2

PHD?2 — HIF prolyl hydroxylase 2

RCC - Carcinoma das células renais

SI — Sistema imunologico

siRNA — Small interfering RNA

STING - Estimulador de genes do interferao

TAA — Antigénio associado ao tumor

TAM — Macrofago associado ao tumor

TCPI — t-complex |

TCR — Recetor das células T
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TEC - Célula endotelial tumoral

TGFB — Transforming growth factor beta

Th — T auxiliar

TIE2 — Recetor da angiopoietina |

TIL — Tumor-infiltrating lymphocytes

TIM3 — T-cell immunoglobulin mucin family member 3

TKI - Inibidores da tirosina cinase

TLS — Estrutura linfoide terciaria

TME — Microambiente tumoral

TNF - Fator de necrose tumoral

TRAIL — Tumor necrosis factor (ligand) superfamily member 10
Treg — Células T reguladoras

VCAMI — Molécula de adesao celular vascular |

VEGEF - Fator de crescimento endotelial vascular

VEGFR - Recetor do fator de crescimento endotelial vascular

VTP — Peptideo direcionado para a vasculatura
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Resumo

O crescimento tumoral é profundamente dependente de um microambiente de
suporte, onde se inclui a vasculatura tumoral. As células endoteliais tumorais, sendo
estruturalmente cadticas e funcionalmente anérgicas, sao criticas no suporte da evasao
imunoldgica e na subversao da imunovigilancia mediada pelas células T, convergindo para o
estabelecimento de um fenotipo imunoldgico tumoral frio. Por este motivo, e uma vez que a
eficicia dos inibidores de immune checkpoint (ICl) esta intimamente relacionada com a
densidade intratumoral de células T, apenas um subconjunto de doentes oncologicos responde
ao tratamento. A terapia antiangiogénica esta extensivamente relacionada com a inibicao dos
efeitos imunossupressores sobre as células do sistema imunolégico e sobre as células
endoteliais, tendo sido confirmado o seu efeito promotor de normalizagao vascular e
neutralizador da anergia endotelial. Tais efeitos foram cruciais para determinar o racional
sinergistico entre a terapia antiangiogénica e os ICls, estando algumas combinagoes aprovadas
pela U.S. Food and Drug Administration para o tratamento de estadios mais criticos de
determinados tumores solidos. A evidéncia de beneficios a nivel da sobrevida dos doentes
oncoloégicos constituiu a forga motriz para o desenvolvimento de terapias vascularmente
dirigidas a fim de converter os tumores frios em tumores immune-inflamed e potenciar o acesso
das imunoterapias ao parénquima tumoral, encontrando-se algumas terapias em ensaios

clinicos.

Palavras-chave: anergia endotelial tumoral, direcionamento vascular, imunoterapia, evasao

imunologica, angiogénese tumoral, terapia combinada.
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Abstract

Tumor growth is profoundly dependent on a supportive microenvironment, where the
tumor vasculature is included. Tumor endothelial cells, being structurally chaotic and
functionally anergic, are critical in supporting immune evasion and in subverting T cell-
mediated immunosurveillance, converging towards the establishment of a cold tumor immune
phenotype. For this reason, and since the efficacy of immune checkpoint inhibitors (ICl) is
closely related to the intratumor density of T cells, only a subset of cancer patients responds
to the treatment. Antiangiogenic therapy is extensively related to the inhibition of
immunosuppressive effects on immune cells and endothelial cells, and its effect has been
confirmed as a promoter of vascular normalization and neutralizer of endothelial anergy. These
effects were crucial to determine the synergistic rationale between antiangiogenic therapy and
ICls, with some combinations approved by the U.S. Food and Drug Administration for the
treatment of more critical stages of certain solid tumors. The evidence of survival benefits of
cancer patients was the driving force for the development of vascular targeting therapies to
convert cold tumors into immune-inflamed tumors and enhance the access of immunotherapies

to the tumor parenchyma, being some of these therapies in clinical trials.

Keywords: tumor endothelial anergy; vascular targeting, immunotherapy, immune evasion,

tumor angiogenesis, combination therapy.
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I. Introducio

De acordo com a Organiza¢ao Mundial de Saude, o cancro é atualmente definido como
um vasto grupo de patologias que podem iniciar-se em praticamente qualquer tecido ou 6rgao
do organismo, caracterizando-se por um crescimento incontrolavel de células anormais que

se podem propagar além dos seus limites e invadir outros érgios.'

E irrefutavel que o impacto do cancro na sociedade mundial é assombroso. Nio sé a
nivel epidemioldgico, por ser a segunda causa de morte a nivel global e a primeira nos Estados
Unidos da América?, como a nivel social, dado a falta de oportunidades e a deterioragao da
salde mental, a nivel econémico e também em termos da qualidade de vida®. Nao é, portanto,
surpreendente que a maior parte do pipeline das IndUstrias Farmacéuticas seja atinente a

oncologia e que a mesma tenha sido a area terapéutica com a maior quota de mercado em

2019.*

O desequilibrio entre os fatores pré e antiangiogénicos no microambiente tumoral
(TME) é um fator chave para a angiogénese tumoral incontrolada, transversal aos tumores
solidos. A vasculatura aberrante resultante representa um papel crucial no desenvolvimento
de um ambiente imunossupressor e de uma barreira seletiva ao trafico de leucécitos em
direcio ao tumor.® A presenca de determinados subtipos de leucécitos no tumor esti
intimamente relacionada com um prognéstico mais favoravel para os doentes oncoldgicos.®
Assim, a habilidade dos leucocitos conseguirem realizar imunovigilancia de um modo eficaz
depende do seu potencial para serem recrutados, para migrarem transendotelialmente e,

finalmente, para serem infiltrados no parénquima tumoral.’

Uma parte dos tumores sélidos sio frios, onde as células T CD8" ou estio ausentes ou
localizam-se na periferia tumoral.® Com o intuito de superar esta anergia endotelial e
imunoldgica, foram concebidas varias estratégias direcionadas para a vasculatura tumoral a fim
de potenciar o acesso tanto das células do sistema imunologico (Sl), como das imunoterapias,

encontrando-se muitas em investigagio.’

A presente monografia focar-se-a na importancia da angiogénese tumoral na origem da
vasculatura erritica e na imunossupressio em tumores solidos, nos varios fenodtipos
imunolégicos do tumor e nos mecanismos de evasao do tumor ao Sl. Finalmente serao
ilustradas terapias, aprovadas e em desenvolvimento, dirigidas a elementos da vasculatura
tumoral ou dirigidas a componentes relacionados com a mesma com a finalidade de estimular

o acesso do Sl e das imunoterapias ao parénquima tumoral.
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2. Microambiente tumoral

Os tumores solidos compreendem o parénquima e o estroma. O primeiro, composto
por células tumorais, regula o segundo, o qual, por sua vez, oferece suporte e assiste o
crescimento do tecido tumoral. Ambos interagem entre si e o complexo formado pelos dois
constitui o TME.'"” O estroma tumoral, por¢io nio-neoplasica do TME, é composto por uma
multiplicidade de células, onde se inserem os fibroblastos associados ao tumor, as células
endoteliais (EC) tumorais (TEC), os pericitos, as células do Sl, entre outras. Além de
componentes celulares, também se testemunha a existéncia de exossomas e da matriz
extracelular, uma estrutura de suporte rica em colagénio, fibronectina, elastina e outras
proteinas especializadas.'' Através de uma rede de sinalizagio complexa de citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, microRNA, entre outros fatores, a interagao entre os
componentes estromais com as células tumorais regula nao s6 a manutengao do tumor e as
vias metabdlicas tumorais, como também a sua progressao e a sua capacidade de invasao

metastatica, fazendo com que surjam resisténcias a terapias antitumorais.'?

2.1. Angiogénese tumoral

Assim que, no TME, ocorra um desequilibrio entre os niveis de oxigénio, de nutrientes
e de produtos resultantes do metabolismo, decorrente da proliferagio do tecido tumoral,

verifica-se a instalagio de um ambiente hipdxico e, consequentemente, acidico."

De forma a ultrapassarem este ambiente indspito, os tumores sao pressionados a
desenvolver a sua propria vasculatura, através de varios processos. Em condigoes de
normoxia, a HIF prolyl hydroxylase 2 (PHD2) hidrolisa e degrada o hypoxia inducible factor |
subunit alpha (HIFIA). Em hipoxia, por sua vez, a PHD?2 ¢ inativada, fazendo com que o fator
de transcricao HIF | A consiga escapar a sua degradagao.'* Quando em excesso, o HIFIA induz
a expressao de genes responsaveis por niao s6 controlarem as fungdes vasculares e
promoverem a angiogénese, como também relacionados com a proliferagao e sobrevivéncia
celulares, a eritropoiese e o metabolismo.'*" Inicia-se, assim, o switch angiogénico, ie., a
progressao da vascularizagao tumoral, a qual, a proposito, pode ser igualmente desencadeada
por mutac¢oes adquiridas nos fatores de crescimento proé-angiogénicos, incitando o aumento

da expressio de oncogenes ou a perda de genes supressores tumorais.’

A angiogénese, processo complexo que envolve a ativagao, migragao, proliferacao e
diferenciagao das ECs acompanhadas pela sua reorganizagdo em novas estruturas tubulares é
motivada por fatores pro-angiogénicos. Estes compreendem o fator de crescimento endotelial

vascular (VEGF), os fatores de crescimento fibroblastico (FGF) | e 2, o fator de crescimento
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derivado de plaquetas (PDGF) e as angiopoietinas (ANGPT). Estas, ao ligarem-se ao recetor
da angiopoietina | (TIE2), controlam a ativagio das TECs.'"® De entre os quatro membros da
familia do VEGF: A, B, C e D, o VEGFA é o que apresenta uma maior relevancia na angiogénese
tumoral. Os recetores do VEGF (VEGFR): |, 2, e 3, sao influenciados pela via de sinalizagao
Notch, a qual participa na regulagao da conversao das ECs tip/stalk, onde as tip cells localizam-
se na frente dos capilares em crescimento e as stalk cells constituem as ECs contiguas as

primeiras. Esta premissa comprova a adogio de um fenétipo pré-migratério pelas TECs. '

2.2. Processos de neovascularizacao alternativos

Além da angiogénese, o tumor dispoe de outros mecanismos de neovascularizagao.
Um deles é a angiogénese intussusceptiva, onde a parede do capilar sanguineo se prolonga
para o lumen de um vaso existente, dividindo-o em dois. Um outro mecanismo caracterizado
pela capacidade das células tumorais em se organizarem em estruturas vasculares-like é
intitulado de mimetismo vascular.'* Outros mecanismos sao igualmente presenciados, como é
o caso da vasculogénese, da cooptacao de vasos, do recrutamento de células progenitoras
endoteliais e da transdiferenciagao de células tumorais em células estaminais tumorais, as quais

se diferenciam, por sua vez, em ECs."”

2.3. Vasculatura tumoral: um elemento essencial do microambiente

tumoral

Extensamente motivado pelo VEGF, os vasos sanguineos no TME sao incapazes de
atingirem a fase de maturagao, resultando numa vasculatura estrutural e funcionalmente
imatura'®, diferenciada por uma natureza dilatada, sinuosa, altamente ramificada e
irregularmente distribuida.'® Os pericitos, células de suporte perivasculares envolvidas no

. o ~ ’ ~ e 19
revestimento e estabilizagcao dos vasos sanguineos e na regulagao da permeabilidade vascular,
encontram-se numa densidade inferior a normalidade e dissociados das TECs, originando uma

4 20
vasculatura tumoral permeavel.™ A membrana basal encontra-se, do mesmo modo,
desigualmente distribuida.'"” Por conseguinte, ocorre um aumento da pressio do fluido
intersticial,”” o que favorece o colapso vascular e uma perfusio sanguinea na 4rea tumoral
progressivamente deficiente. Aliado ao fornecimento de nutrientes e a oxigenagao tecidual
insuficientes,” geram-se locais com inépia de oxigénio e acidicos, devido a necessidade de as
células tumorais recorrerem a glicolise anaerdbica para obterem energia.”” Tal conduz a uma
constante secre¢io de fatores pro-angiogénicos, iniciando-se um ciclo vicioso.” Esta
imaturidade das ECs pode, finalmente, facilitar a entrada de células tumorais na corrente

sanguinea e invadir outros tecidos (Figura ).

46



Vasculatura normal Vasculatura tumoral U Pericitos
e &
@ e

S Célula tumoral

2 N Intravasao
’ Y
/ \ Perfusdo vascular
4 \ normal
4 \
4 \ Hipoxia
/ \
/ \ I
Switch -—- Membrana basal
! 2 X g !!g!!g ,an iogénico
g g I Juncdes intercelulares

D Fatores pré-angiogénicos,
citocinas e quimiocinas

— Perfusdo vascular reduzida

/ Permeabilidade e Vazamento

Figura |. Caracteristicas morfolégicas e funcionais da vasculatura normal e da vasculatura
tumoral. Fisiologicamente, as ECs estao firmemente conectadas. Devido a hipoxia e a desarmonia entre a
quantidade de fatores proé e antiangiogénicos, as TECs apresentam um perfil migratério sem uma divisao
hierarquica vascular. Ocorre uma disrupgao tanto das adesées intercelulares e da membrana basal, como da
adesao dos poucos pericitos existentes. O vazamento sanguineo resultante origina mais hipoxia e as células
tumorais podem migrar para o limen endotelial. EC: célula endotelial; TEC: célula endotelial tumoral.
Adaptado do ¥’

3. O Amensalismo entre o tumor e o sistema imunolégico

Embora o Sl se encontre dividido em inato e adquirido, ambos interagem fortemente
entre si. Na sua globalidade, o S| é composto por células de linhagens mieldide e linféide, com
um progenitor comum, as células estaminais hematopoiéticas. Estas podem diferenciar-se,
entre outras populagoes, em linfécitos ou células T citotoxicas (CTL), igualmente designadas
por células T CD8", e em células T auxiliares (Th), comumente designadas por células T CD4",

as quais dividem-se ainda em células Thl e células Th2.”

3.1. O ciclo imuno-tumoral

Para uma resposta imunolégica antitumoral ser eficaz na eliminagao do tumor, um
conjunto de acontecimentos sequenciais terao de repetitivamente ocorrer. Inicialmente, os
neoantigénios libertados pelas células tumorais sao reconhecidos pelas células apresentadoras
de antigénio (APC), as quais os apresentam as células T, ativando-as. Estas migram em diregao
ao tumor e, apos o reconhecimento dos antigénios associados ao tumor (TAA), eliminam as
células tumorais, através de mecanismos apoptoéticos mediados pela perforina e granzima, pelo
fator de necrose tumoral (TNF) ou através da via Fas-FasL. A libertacao de novos

neoantigénios tumorais promove a continuagio do ciclo imuno-tumoral.
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Uma vez que, em doentes oncolodgicos, pelo menos um destes passos € deficiente, o
tumor consegue desviar-se dos mecanismos imunologicos e progredir. Em fungao do fenétipo
imunoldgico do tumor, o subconjunto de etapas afetadas varia, como evidenciado na Figura 2.
Como tal, a combinagao de abordagens terapéuticas com alvos farmacolégicos distintos tem

concedido um impacto clinico positivo.”
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\y
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\
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pelas APCs . .
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Morte das células
Libertagao dos TAAs | | tumorais

Figura 2. O ciclo imuno-tumoral e os trés fenétipos imunolégicos do tumor. O ciclo imuno-
tumoral é composto por uma série de etapas sequenciais, desde a libertagdo dos TAAs até a destruigdo das
células tumorais, através de mecanismos apoptoticos, mediados pelas células T. Os tumores com um
fenotipo immune-desert (amarelo), immune-excluded (azul) e immune-inflamed (vermelho) nao conseguem
atravessar as etapas de |-3, de 4-5 e de 6-7, respetivamente. APC: célula apresentadora de antigeno; TAA:
antigénio associado ao tumor. Adaptado do ®

3.2. Estados imunolégicos do tumor

O reconhecimento eficiente de TAAs, a ativagao das células T e o seu recrutamento
endotelial em dire¢ao ao tecido tumoral sao requisitos para um fendtipo tumoral immune-
inflamed, i.e., um tumor quente. Em contraste, os tumores frios sdo caracterizados por uma
reduzida densidade de células do Sl no tecido tumoral e podem dividir-se em dois fenotipos.
O immune-excluded, onde as células T CD8" encontram-se restritas ao estroma tumoral, e o
immune-desert, com um absentismo das células T CD8", tanto no parénquima como no

estroma tumorais.?
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3.3. Mecanismos de evasiao do tumor ao sistema imunologico

A vasculatura incoerente e contraproducente do tumor associada ao switch angiogénico
e a secrecao desregulada de fatores pré-angiogénicos fundamenta a presenga de um TME

notoriamente hipoxico e acidico, o qual é reconhecido por ser imunorresistente.”

3.3.1. O microambiente tumoral influencia a natureza das células do sistema

imunolégico

A sinalizagao induzida pela hipoxia e o acréscimo de fatores pré-angiogénicos,
especialmente do VEGFA, promove a atragao e acumulagao preferencial de uma complexidade
de células imunossupressoras,” onde se incluem as células T reguladoras (Treg), as células
supressoras derivadas da linhagem mieldide (MDSC), os macrofagos associados ao tumor
(TAM), os neutrofilos associados ao tumor, as células dendriticas (DC) imaturas, as Thl7 e as
células B reguladoras.® Numa tentativa de aliviar o stress hipéxico, varios dos presentes
subconjuntos celulares segregam citocinas e fatores de crescimento, muitos dos quais

possuem atributos imunossupressores.’

A ativacao da via de sinalizacdo mediada pelo fator nuclear kappa B (NFKB), induzido
pelo TNF, é basilar para a maturagao funcional das DCs. Uma vez que o VEGFA interfere com
esta via, assiste-se a uma reducio da diferenciacio e maturacio das DCs."” Devido a sua
incapacidade de expressar moléculas do complexo major de histocompatibilidade (MHC)-l e
-1l e moléculas coestimuladoras,” ocorrem repercussdes ao nivel da apresentacio dos TAAs
e, consequentemente, na ativagio dos linfocitos.” Além disso, as DCs imaturas expressam
moléculas imunossupressoras, como o triptofano-2,3-dioxigenase e a indolamina-2,3-
dioxigenase | (IDOI), a qual, ao interferir no metabolismo do triptofano, promove a ativagao

de células Treg, sob pena de prejudicar a fungio das CTLs."

As células Treg, um subgrupo imunossupressor das células T CD4" que expressam a
proteina forkhead box P3, sao caracterizadas por preservarem a tolerancia imunoldgica. Estas
células segregam varias citocinas imunossupressoras, como é o caso do transforming growth

factor beta (TGFB), o qual reduz a fungio tanto das células Natural Killer (NK), como das CTLs.*

Os macrofagos dividem-se formalmente em dois fenotipos primordiais, M| e M2, os
quais se polarizam constantemente entre si.”’ Os macréfagos M| apresentam um perfil pro-
inflamatorio capazes de segregar citocinas estimuladoras do S| adaptativo, enquanto os
macrofagos M2 possuem um fendtipo anti-inflamatorio, com tendéncia imunossupressora e

promotora da angiogénese e da tumorogénese.”® Em processos tumorais, em fungio da
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presenca de zonas hipdxicas, constata-se a acumulagio de TAMs,” os quais apresentam um

fenétipo predominantemente M2.%

Em funcao de determinados estimulos patoldgicos, ha a indugao da mielopoiese de
emergéncia, a qual, se continuada no tempo, pode dar origem a acumulagao de células
mieldides imaturas, i.e., de MDSCs.* Este subgrupo celular, ao ser responsavel pela produgio
de oxido nitrico e de TGFB, entre outros mecanismos, interfere diretamente com a ativacao
dos linfécitos T.' Adicionalmente, as MDSCs constituem uma fonte essencial de
prostaglandina E2 (PGE2), a qual tanto promove a polarizagao pro-tumorigénica de TAMs e

de neutrdfilos associados ao tumor, como a expansio de células Treg e de MDSCs."

3.3.2. Imunossupressao como um hallmark do microambiente tumoral

A vasculatura funcionalmente imatura aliada a secrecao de fatores com atributos
imunossupressores, como o VEGF, o TGF, a interleucina (IL) |0 e a PGE2, sao responsaveis

pelo ambiente imunossupressor caracteristico do TME."

As moléculas immune checkpoint, em condigoes fisiologicas, permitem a manutengao de
uma tolerancia saudavel ao SI.*> As células T CD8" expressam os recetores immune checkpoint
a sua superficie, como é o caso do PD-1, do T-cell immunoglobulin mucin family member 3 (TIM3)
e do antigénio 4 do linfocito T citotoxico (CTLA4). Em condigoes tumorais, sob
concentragoes elevadas de VEGFA, verifica-se a sobre-expressao de moléculas immune
checkpoint, nomeadamente dos ligandos PD-L| e PD-L2, nas células tumorais e nas TECs."
Assim, as células T tornam-se particularmente vulneraveis a sofrerem inibicao, exaustao

funcional'?

e apoptose.” Além disso, dado a diferenciagdo das células T CD4" em células Treg
induzida pela via PD-1/PD-LI,” varios estudos indicam uma acumulagio preferencial de células

Treg no parénquima tumoral, em detrimento das células T.’

A anergia das células T nao é exclusivamente motivada pela agao das immune
checkpoint.’> A expressio de FasL nas TECs encontra-se igualmente estimulada. Mediante a sua
ligagdo com o recetor Fas, expresso a superficie das células T CD8", é desencadeada a
apoptose destas.”’ Por sinal, outras vias apoptdticas sio também induzidas. E o caso da
galectina 1° e do tumor necrosis factor (ligand) superfamily member 10 (TRAIL)." Embora as Treg
expressem estes ligandos apoptoticos a sua superficie, gragas a expressao de proteinas
supressoras destas vias de apoptose, este subgrupo celular ou nao sofre ou sofre menos

perturbacdes.’
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Estes fendmenos contribuem sinergicamente para a criagao de uma barreira seletiva a

infiltragdo das células do Sl no parénquima tumoral, atributo dos tumores frios.’

3.3.3. Anergia endotelial tumoral

O processo de infiltragcao endotelial leucocitario envolve uma série de etapas, divididas
entre a sua captura, a firme adesao e a migragao para ou transcelular. Estas sao reguladas nao
sO pela perfusao vascular, como também por um conjunto de moléculas de adesao endotelial

(EAM) e de um gradiente de concentragio de fatores quimiotaticos.”*

No que respeita as EAMs, as selectinas sao crucias na captura dos leucocitos, enquanto
a adesao firme dos mesmos ao endotélio e a subsequente migragao transendotelial sao
garantidos, em parte, pela interagao entre as integrinas, na superficie dos leucocitos, e os
membros da superfamilia das imunoglobulinas, como a molécula de adesao intercelular |

(ICAMI) e a molécula de adesio celular vascular | (VCAMI), na superficie do endotélio.”

Decorrente de um processo inflamatério, gragas a interagio de citocinas pro-
inflamatérias, como o INFG,’o TNF, e a ILIA, com os seus recetores endoteliais, a via de
sinalizagao mediada pelo fator de transcricao NFKB ¢ ativada, a qual, por sua vez, estimula a
expressio de EAMs e de quimiocinas, processo designado por ativagio endotelial.’* Em
desenvolvimentos tumorais, a produgao espontinea de fatores proé-angiogénicos, como o
VEGF e o FGF2, interfere com inumeras vias responsaveis pela expressao das EAMs,
assistindo-se a inibicao da ativagao endotelial. Quer seja através do bloqueio da via de
sinalizagdo mediada pelo fator NFKB,” como através da hiperfosforilagio da via de sinalizagio
da proteina cinase ativada por mitogénio (MAPK) p38 nas TECs®, ou através da estimulagio
do oxido nitrico e da consequente redugao da expressao da caveolina-|. Isto resulta nao s6
num decréscimo da transcrigao e expressao das EAMs, bem como numa aglomeragao anormal
das presentes moléculas a superficie das TECs.” Observa-se, finalmente, uma adesio endotelial
ineficaz dos leucdcitos, nomeadamente das células T CD8*, em oposicio a migragio

intratumoral aumentada das células Treg.’

A expressao de quimiocinas € igualmente alterada. Em consequéncia da expressao de
recetores decoy das quimiocinas ou devido a processos proteoliticos, verifica-se a inibicao da
expressao tanto das quimiocinas C-C motif chemokine ligand (CCL)2 e CCL5, como das C-X-C
motif chemokine ligand (CXCL)9, 10 e |1, as quais sao essenciais no recrutamento endotelial
leucocitario. Uma vez que as células Treg expressam recetores quimiotaticos a sua superficie
e gragas a expressao incrementada das quimiocinas CCL22, CCL28 e CXCL12, motivada pela

hipoxia, a sua infiltragio transendotelial é incentivada.” A migragao intratumoral das MDSCs é
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igualmente impulsionada, gragas a nitrosilagcao e, consequente, alteragao estrutural do recetor
das células T (TCR) e da quimiocina CCL?2, provocada pela presenga de espécies reativas de

azoto, prejudicando, por sua vez, a infiltracio das células T."

A falta de resposta das TECs as citocinas imunoestimuladoras associada a um
recrutamento e infiltragao transendoteliais deficientes das células imunoestimuladoras
evidencia a existéncia de uma anergia endotelial tumoral, também designada por vascular
immune checkpoint. O seu encadeamento com um TME imunossupressor e com a presenga de
outros mecanismos de evasao do tumor ao S, pressupoe uma barreira endotelial seletiva as
células do SI.” Tal possibilita a disseminagio metastatica do tumor e dificulta o estabelecimento

de respostas antitumorais eficazes."

4. Estratégias antiangiogénicas classicas

A vasculatura morfologicamente cadtica e funcionalmente imatura é um atributo
transversal aos tumores solidos. Como tal, a idealizagao de uma terapia antiangiogénica com
base na interrupgao das trocas gasosas e nutricionais com vista a disrupgao vascular e
desnutrigao tumoral, convergiu ao desenvolvimento do bevacizumab, o primeiro anticorpo
anti-VEGFA.*® Embora a sua utilizagio monoterapéutica em doses elevadas tenha conduzido a
uma primeira diminui¢ao do tamanho do tumor, a confirmagao de recidivas associadas a um
efeito rebound angiogénico altamente agressivo™ levou a atribuicio de uma sobrevida global

baixa® e de uma sobrevida livre de doenca razoavel.”’

Uma vez que tal deveu-se, em parte, a
estimulacio compensatoria de outros fatores pro-angiogénicos, presenciou-se o
desenvolvimento de estratégias antiangiogénicas direcionadas para varios alvos angiogénicos.
No entanto, associado ao estabelecimento de mecanismos de vascularizagao compensatorios,

o sucesso clinico do seu uso monoterapéutico demonstrou-se limitado.”

5. Inibidores de immune checkpoint - uma imunoterapia antitumoral atrativa

Desde as ultimas décadas, o interesse pela imunoterapia antitumoral, definida como a
modulagao do Sl do hospedeiro de modo a promover a imunidade antitumoral, tem crescido
pelo desenvolvimento de meios capazes de potenciar as respostas do Sl e alcangar estados de
longo termo de remissao. Embora existam varios tipos de imunoterapia, como a imunoterapia
celular adotiva (ACT) e as vacinas antitumorais, uma descoberta imunoterapéutica
revolucionaria presenciou-se pelo desenvolvimento de anticorpos monoclonais (mAb)
dirigidos ao bloqueio de moléculas immune checkpoint, denominados por inibidores de immune
checkpoint (ICl). Além da aprovagao do primeiro ICl, intitulado de ipilimumab (anti-CTLA4),

cujo efeito imunoestimulante explicou a melhoria da sobrevida global em doentes com
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melanoma avangado ou metastdtico, sucedeu-se a aprovacao de outros mAbs dirigidos a

diferentes alvos. »

6. Estratégias centradas na vasculatura tumoral para potenciar o acesso

tumoral das imunoterapias

Embora a manipulagao da ativagao dos linfécitos T tenha sido um sucesso em
determinados subconjuntos de doentes, os ICls pressupoem a existéncia de uma resposta
imunoldgica em curso. Por esta razao, em tumores frios, com uma clara exclusao das células
imunoestimuladoras, é de esperar a entrega ineficaz dos ICls e a manifestagao de resisténcias
intrinsecas.? O desenvolvimento de estratégias relacionadas com a vasculatura tumoral capazes
de reprogramar o TME imunossupressor, através do recrutamento endotelial de células
imunoestimuladoras, num que suporte a imunoterapia antitumoral, compreende um racional
terapéutico para a sua utilizagio articulada.”* No Anexo | encontram-se sumariadas as varias
estratégias, de alguma forma, relacionadas com a vasculatura tumoral potenciadoras do acesso
intratumoral das células imunoestimuladoras ou das imunoterapias. Tendo em conta os
resultados promissores de algumas terapias, algumas delas encontram-se a ser estudadas em

ensaios clinicos, estando ilustradas no Anexo Il.

6.1. Normalizagcao vascular

Ao invés de tentar alcancar a delecao completa do tumor através do uso de doses
elevadas de agentes antiangiogénicos, a premissa, introduzida por Rakesh Jain em 2001,%®
confirmada por estudos posteriores, preconiza a existéncia de um periodo transitorio
caracterizado pela restauracao da estrutura e fungao vasculares através de doses submaximas
de agentes antiangiogénicos.” O processo de normalizagio vascular, entendido como a
reversao do fendtipo vascular aberrante, permite que as ECs adquiram um perfil mais
quiescente.” A correcio estrutural e funcional das jungdes entre as ECs, em particular das
tight junctions e da VE-caderina, a restauragao da cobertura pericitaria e a redugao da densidade
microvascular®® conduzem a regressio da morfologia sinuosa vascular, a redugio da
permeabilidade e consequentemente a estabilizacio da perfusao sanguinea. Através da
simultanea redugao da pressao do fluido intersticial, a entrega de compostos farmacoldgicos
é otimizada."”” A maturidade vascular adquirida conduz a redugio da hipoxia e ao retorno da

expressido de EAMs e de quimiocinas, neutralizando a anergia endotelial tumoral.****

A idealizagdo de terapias capazes de converter o TME frio num ambiente
imunoestimulador, através do aumento da infiltracio de CTLs, da reducio do

desenvolvimento de populagoes celulares imunossupressoras e do potencial sinergistico que
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essas terapias partilham com as imunoterapias, despertou a investigacido de estratégias

promotoras de normalizagio vascular.’

6.1.1. Terapia antiangiogénica

Os agentes antiangiogénicos foram os primeiros a demonstrar o seu potencial de
normalizagao vascular. Em doentes com carcinoma das células renais (RCC) metastatico, apos
tratamento monoterapéutico com doses promotoras de normalizagdo vascular de
bevacizumab, evidenciou-se um aumento intratumoral de células T CD8'. Estudos em
murganhos demonstraram que a normalizagao vascular induzida pelo VEGF-Trap, uma
proteina de fusao VEGFR conjugada com a regiao Fc de uma imunoglobulina humana, resultou
tanto num aumento de DCs maduras, através do aumento da expressao de MHC-Il e de
moléculas coestimuladoras, como num aumento da funcio das células T CD8", pela
observacio de niveis reduzidos de PD-| e TIM3.* Pode, portanto, inferir-se que a imunidade
antitumoral pode ser igualmente alcangada através da estimulagao da captagao de TAAs pelas
DCs.” Resultados similares acerca da maturacio das DCs foram obtidos com a utilizagio do
bevacizumab em doentes com carcinoma pulmonar de células nio pequenas metastatico.'’
Tendo em consideragao a importancia da presente terapia, a U.S. Food and Drug Administration
(FDA) aprovou varios farmacos antiangiogénicos para o tratamento de tumores,

nomeadamente de tumores soélidos, explicitados no Anexo lIl.

Num outro estudo, a administracio de baixas doses de DC-10l, um anticorpo
especifico para o VEGFR2 do murganho, conduziu, além de uma distribuicao vascular mais
homogénea e reducio da hipoxia, a acumulagido intratumoral de células T CD4" e CD8" e a
uma polarizacao dos TAMs para um fendtipo MI. Alias, estas alteracoes no TME permitiram
melhorar o efeito da vacinagao antitumoral e da acumulagao de células T adotivamente

transferidas."

Uma vez que a resisténcia associada ao uso monoterapéutico de agentes direcionados
para a antagonizagao da via de sinalizagaio VEGF/VEGFR estd, em parte, relacionada com a
producao de fatores proé-angiogénicos compensatorios, investigou-se a combinagao de
estratégias centradas no bloqueio dual das vias angiogénicas. Estudos pré-clinicos em
murganhos confirmaram que a inibi¢cao dupla das vias do VEGF e da ANGPT2 contribuiu para
o prolongamento da janela de normalizagao e para um aumento da infiltragao intratumoral de
células T CD8" e de TAMs MI.’ Verificou-se também a superioridade de beneficios

terapéuticos, quando comparados com o seu uso isolado, bem como o aumento da eficiéncia
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de ICls, nomeadamente do anticorpo anti-PD-1. Atualmente, ha ensaios clinicos a decorrer

para investigar o beneficio desta combinagio em doentes oncolégicos.”

Num estudo realizado em murganhos, em 2020, evidenciou-se que, além de uma
infiltragdo aprimorada das células T CD8", a ativagdo das DCs também ocorreu, por meio do
uso conjugado do anticorpo biespecifico A2V (anti-VEGFA/ANGPT2) com agonistas do CDA40,
o qual, através da via de sinalizagao CD40L/CD40, sao conhecidos por promoverem a ativagao
das APCs e a imunidade antitumoral mediada pelas células T CD8".* Em circunstincias pré-
clinicas, o anticorpo ABTAA, antagonista da ANGPT2 e agonista do TIE2, apesar de nao alterar
significativamente a infiltragio de células T CD8", conseguiu promover a infiltragio de TAMs

MI e a reducio da infiltragio de células Treg.*

6.1.1.1. Racional sinergistico na combinacao de agentes antiangiogénicos

com inibidores de immune checkpoint

Embora haja um beneficio dos agentes antiangiogénicos na transformagao dos tumores
frios em tumores com um fendtipo immune-inflamed, o seu uso tem sido correlacionado com
um aumento da expressao endotelial de PD-L1, justificando um racional complementar na sua
conjugagio com os ICls (Figura 3).* Com efeito, o primeiro ensaio clinico de fase |, conjugando
o bevacizumab com o ipilimumab, confirmou o beneficio da terapia antiangiogénica ao
demonstrar uma indugao da expressao da E-selectina e um aumento da infiltragao das DCs e
das células T CD4" e CD8’, quando comparado com os seus tratamentos singulares.”* De
forma andloga, a combinagao do bevacizumab com o atezolizumab (anti-PD-LI) possibilitou a
estimulacdo niao s6 do recrutamento de células T CD8" e de outros linfocitos, como da
expressio de quimiocinas, em doentes com RCC metastitico.”” Schmittnaegel et al.
demonstraram, em varios modelos pré-clinicos tumorais, o beneficio antitumoral de uma
outra conjugacao, anticorpo A2V com um ICl anti-PD- |, enunciando a facilidade do acesso das
CTLs e a salvaguarda da sua exaustio.® Tendo em conta a solidariedade reciproca de
beneficios que os agentes antiangiogénicos e os ICls partilham, encontram-se ensaios clinicos
a decorrer que combinam as duas estratégias, enunciados no Anexo |V, sendo que algumas
completaram estudos de fase lll e outras ja foram aprovadas pela FDA, estando ambas

salientadas no Anexo V.
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Figura 3. Sinergia entre os agentes antiangiogénicos e os ICls. A combinagao dos agentes
antiangiogénicos, promotores de normalizagio vascular e do aumento da infiltracio das células
imunoestimuladoras, com os ICls, contribuidores da imunoestimulagao e da remodelagao vascular, potencia
a regressao tumoral. CTL: célula T citotoxica. IFNG: interferdo gama; Sl: sistema imunolégico TME:
microambiente tumoral. Adaptado do **

6.1.1.2. Marcadores preditivos da janela de normalizacao

Os ensaios clinicos tém enfrentado um desafio continuo, ja que a janela terapéutica dos
agentes antiangiogénicos depende da origem tumoral e da dose administrada, a qual deve ser
individualizada e submaxima em prol da estimulagao da remodelagao vascular e da potenciagao
dos efeitos dos ICls. Caso contrario, pode ocorrer uma falta de eficacia ou, por outro lado,
uma regressao vascular e hipoxia desfavoraveis. Com o intuito de compreender melhor o
. . ~ Jor " 5
intervalo de normalizagao o&timo, desenvolveram-se marcadores preditivos.” Contudo,

atualmente, nio existe nenhum biomarcador universalmente aceite.*

6.1.2. Agentes adicionais contribuidores da normalizacdo vascular

Os agentes antiangiogénicos nao sao os Unicos agentes capazes de promover a
normalizagao vascular. Curiosamente, demonstrou-se que, em alguns modelos tumorais de

murganho, as estratégias anti-PD-1 e anti-CTLA4, provavelmente mediante ativagao das
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células T CD8" através da via de sinalizagdo do interferdao gama (IFNG), podem conduzir a
uma remodelacao da vasculatura tumoral, evidenciado pelo aprimoramento da perfusao
vascular e da amenizagao da hipoxia, com um aumento da infiltragao e da ativagao das células
T CD8".* Alias, a normalizacio vascular induzida pela terapia anti-CTLA4 foi acompanhada

por um aumento da infiltragio intratumoral de eosinéfilos.”

Como enunciado anteriormente, o fortalecimento da expressao da VE-caderina
consiste num meio contribuidor da normalizagao vascular. Tal levou ao desenvolvimento do
CD5-2, um inibidor oligonucleotidico que se liga a VE-caderina e interrompe a sua degradagao
provocada pelo microRNA 27a. Além disso, também estabiliza as tight junctions e ativa a via
ANGPTI-TIE2, acabando por remodelar a fungao endotelial e por aumentar a infiltragao de
células T CD8", em murganhos portadores de tumor. Alids, a sua administragio concomitante,
em termos pré-clinicos, com um anticorpo anti-PD-| fez com que se obtivesse melhores

resultados.”’

Ja que a expressao de FasL esta intimamente relacionada com a presenga de VEGFA,
da ILI10 e da PGE2, a interrupcio destes traduz, teoricamente, a sua inibicio.*> Através da
administragao conjugada da aspirina, inibidor indireto da sintese das prostaglandinas por inibir
as enzimas das ciclooxigenase (COX)*’, com um inibidor do VEGF, em murganhos, confirmou-
se esta premissa ao presenciar-se um aumento significativo do influxo das CTLs em detrimento

das células Treg, o que se converteu num melhor controlo do tumor.*

As semaforinas sio proteinas reguladoras da angiogénese e da migracio das ECs.”
Estudos baseados em modelos de murganho identificaram a semaforina 3A como um novo
agente normalizador que, através da redugao da hipoxia, conseguiu prolongar a janela de
normalizagdo e abriu caminho para a infiltragio intratumoral das células T.** Curiosamente,
uma outra molécula que alivia a hipoxia, o pré-farmaco TH-302, promoveu, em modelos
tumorais de murganho, o influxo das células T em diregao as zonas hipoxicas tumorais, efeito

que se amplificou aquando da sua conjugagao com ICls.*

A via de sinalizacdo mediada pelo estimulador de genes do interferao (STING), uma
proteina predominantemente expressa nas ECs das vénulas endoteliais altas (HEV), constituiu
um agente motivador da ativacao das células T, mediante secre¢iao do interferao do tipo |,
especialmente o interferdio beta.”” Yang et al. demonstraram que agonistas do STING
proporcionaram a maturagao vascular e a expressaio de EAMs, revelando o seu efeito
normalizador. Tal conferiu um aumento notavel na infiltracio das células T CD8" e um

prolongamento da sobrevida em doentes oncologicos. Além destes resultados promissores,
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estudos pré-clinicos indicaram uma efetividade superior quando os agonistas STING foram
conjugados com inibidores do VEGFR2 ou com ICls. Notavelmente, a tripla combinagao destes
agentes possibilitou a completa regressao tumoral em mais de metade dos murganhos
portadores de tumor com uma melhoria da sobrevida global.”” Downey et al. verificaram por
sua vez que, em modelos tumorais de murganho, os agonistas do STING DMXAA e 2'3"-

cGAMP induziram a repolarizagio dos TAMs M2 para um fenétipo imunoestimulador M1.*

6.2. Citocinas imunoestimuladoras

A entrega dirigida de citocinas imunoestimuladoras, como a IL2, o TNF e o IFNG, tem
revelado beneficios antitumorais. No entanto, varios doentes demonstraram uma tolerancia
associada ao desenvolvimento de toxidade aguda inerentes as doses administradas, obrigando
o surgimento de abordagens tecnolégicas visadas para uma dose inferior.” Um exemplo
auspicioso consiste na entrega direcionada de doses baixas do TNF através da sua fusao com
um dos peptideos direcionados para a vasculatura (VTP), o peptideo NGR, formando o
peptideo de fusao TNF-NGR. Como o NGR interage de uma forma especifica com a
aminopeptidase CD13 expressa nas ECs, o TNF é eficazmente entregue e estudos indicam
uma estimulagao da normalizagao vascular, tanto através da expressao de ICAMI e de
VCAMI,* bem como através da estabilizagio e perfusio vasculares aprimoradas®. Tal
aumentou a extravasao das células T para o parénquima tumoral e permitiu melhorar a eficacia
das imunoterapias em varios modelos tumorais de murganho, nomeadamente da ACT e da
vacinagio antitumoral.**’ Resultados similares foram obtidos mediante utilizagio do peptideo
de fusao TNF-RGR. Estes resultados promissores possibilitaram o avanco da terapia TNF-NGR

para os ensaios clinicos.

Curiosamente, um estudo debrucou-se na combinacao de baixas doses de TNF-NGR
com anticorpos anti-CTLA4 ou anti-PD-1| e inferiu, da mesma forma, uma estimulagao das
EAMs, uma infiltragio aprimorada das células T CD8" e uma redugio das populagdes de células
Treg, resultando num aumento da atividade terapéutica da ACT e da vacinagdo antitumoral.”®
Um outro método de entrega de citocinas imunoestimuladoras surgiu com a conjugagao do t-

complex | (TCPI), um outro peptideo vascularmente dirigido, com o TNF ou com o IFNG. A

combinagio promoveu a hormalizacio vascular e a infiltragio das células T CD4* e CD8"."

Os VTPs nao siao os Unicos capazes de entregarem eficazmente as citocinas
imunoestimuladoras (Figura 4). A fusao destas com anticorpos orientados para moléculas
apenas detetadas na vasculatura tumoral, como os dominios EDA, EDB e Al da fibronectina,

originando imunocitocinas, também é uma opgéo.5 Por exemplo, a imunocitocina, que conjuga
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a citocina IL2 com o anticorpo L19 especifico para o dominio EDB, contribuiu, a nivel preé-
clinico, para a acumulagdo intratumoral de células T CD4" e CD8" e de células NK.*° Tal é o
seu interesse, que ensaios clinicos a respeito dos beneficios antitumorais das imunocitocinas
L19-IL2 e LI19-TNF encontram-se a decorrer, em doentes com melanoma em estadio Ill ou
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Figura 4. Entrega das citocinas imunoestimuladoras. A entrega eficaz e segura de citocinas
imunoestimuladoras pode ser alcangada através da sua fusio com um VTP ou mediante auxilio de um
anticorpo, formando as imunocitocinas. As citocinas imunoestimuladoras sio entregues eficazmente ao
endotélio, conseguindo aumentar a infiltragdo das células T CD8*. EC: célula endotelial. VTP: peptideo

direcionado para a vasculatura. Adaptado do >

6.3. Vénulas endoteliais altas

As HEVs sao vénulas pos-capilares morfologica e funcionalmente especializadas,
compostas por ECs cubdides que expressam um subgrupo especifico de EAMs. Funcionam
como portais de entrada dos linfocitos nos nédulos linfaticos e noutros orgaos linfoides
secundarios, facilitando nao s6 a interagao entre as células T e as DCs como também a
infiltragdo tumoral dos linfocitos.*’ Constatou-se que as HEVs podem surgir espontaneamente
em processos tumorais® e a sua densidade tumoral estd diretamente relacionada com a
quantidade intratumoral de células T CD3" e CD8" e, subsequentemente, com o resultado
terapéutico.®® Através do interesse destacado pela sua possivel contribuicdo na imunoterapia
antitumoral, em particular em tumores frios, nao tardou a concretizagao de diligéncias para
desenvolver estratégias que induzissem a sua formagao. A combinagao, a nivel pré-clinico, do
DC-101 (anticorpo anti-VEGFR2) com um anticorpo anti-PD-L1| induziu, mediante ativagao
do recetor da linfotoxina beta, a formagao de HEVs, resultando numa infiltracao das células T

amplificada, comparativamente ao pequeno aumento alcangado pelo efeito de normalizagao
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vascular dos agentes anti-VEGF/VEGFR. O recrutamento de linfécitos foi de tal forma positivo,
que a presente estratégia conduziu a formagao de estruturas linfoides terciarias (TLS) no
TME.® Uma vez que as TLSs, 4reas ricas em células T, células B e DCs, facilitam as interagdes
entre as APCs e os linfocitos, as TLSs foram recentemente identificadas com um marcador

preditivo do resultado terapéutico em vérios tipos de tumores.*

O membro 14 da superfamilia TNF (LIGHT) é um ligando do recetor da linfotoxina
beta. A sua entrega intratumoral induziu, em termos pré-clinicos, nao apenas a normalizagao
vascular, pelo restabelecimento da integridade da barreira endotelial e da contagem de
pericitos, como também a formagao intratumoral de HEVs e de TLSs, impulsionando a
infiltragdo de linfécitos T.>*Adicionalmente, desenvolveram-se estratégias baseadas na entrega
do LIGHT através da sua fusao com VTPs tumorais, nomeadamente com o peptideo CGKRK,
estratégias estas conhecidas, na sua generalidade, por LIGHT-VTP. A estratégia LIGHT-
CGKRK aumentou a expressao de EAMs, aumentando ainda mais a formagao de HEVs e de
TLSs, o que impulsionou significativamente a acumulagio de células T.**** A conjugacio do
LIGHT-VTP com os ICls ou com a vacinagao antitumoral aumentou ainda mais a formacao de
HEVs, de TLSs e do infiltrado de células T, melhorando o tempo de sobrevida.”** Finalmente
a combinagao tripla consistindo no LIGHT-CGKRK, num anticorpo anti-VEGF e num
anticorpo anti-PD-L| induziu ainda mais a formagio de HEVs, de TLSs’ e a infiltragio das
células T CD8" e CD4", além de suprimir a expressio da proteina forkhead box P3, convergindo

num efeito superior na destruigao tumoral.**

6.4. Superacio da anergia endotelial tumoral

Varios estudos suportam a premissa da inibicao da anergia endotelial a fim da reindugao
das interagoes entre os linfocitos e as ECs. Varios estudos identificaram uma supressao da
angiogénese tumoral mediada pelo fator 4 das plaquetas (PF4), uma citocina anti-FGF2, ou
mediada por agentes angiostaticos, como o peptideo anginex, o SU6668, a endostatina ou a
angiostatina, através do bloqueio de diferentes fatores proé-angiogénicos. Todos eles
conseguiram provar o seu efeito antagonista da anergia endotelial e confirmaram um aumento
do nimero das células T infiltradas no tumor, tanto in vitro como in vivo em murganhos.”** Um
outro agente angiostatico, o 16K PRL, um fragmento de |6kDa da prolactina humana,
demonstrou ser um regulador genético capaz de aumentar os niveis de RNA mensageiro da
ICAMI, VCAMI e E-selectina, o que melhorou igualmente a contagem de linfocitos infiltrados

no l'.l.ll’\']OI".9
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Outros estudos apontaram, por sua vez, a importancia da regulagao epigenética na
restricao da anergia endotelial. Observou-se que terapias alicergadas na inibicao da DNA
metiltransferase ou da histona desacetilase promoveram uma agdo angiostatica’, além de
aumentarem a expressao endotelial da ICAMI e de potenciarem a acumulagao de linfocitos,
em modelos tumorais de murganho.” Assim, podera vir a ser confirmado o uso das presentes
estratégias angiostaticas como adjuvantes potenciadores da eficacia das imunoterapias
antitumorais.” A anergia endotelial foi igualmente ultrapassada em ratos submetidos a
hipertermia sistémica (39,5°C durante 6 horas). Observou-se a expressio da citocina
inflamatoria IL6, a qual aumentou os niveis das E- e P-selectina e da ICAMI, o que fez aumentar

a eficacia da terapia ACT.*

Huang et al. formularam uma nanoparticula co-carregada com um agente antifibrotico,
a a-mangostina, e com a imunocitocina LIGHT, denominando-a de nano-sapper. A sua
administracao em murganhos com adenocarcinoma pancredtico do tipo immune-excluded,
conduziu a uma redugao dos obstaculos fisicos, ao presenciar-se a reversao dos fibroblastos
associados ao tumor, a reducao da deposicao de colagénio e da compressao dos vasos.
Também houve a indugao da normalizacao vascular, através do aumento da expressao da
ICAMI, da VE-caderina e de fatores quimiotaticos (CCL21 e CXCLI3), o que abriu caminho
a infiltragao de CTLs e a indugao de HEVs e de TLSs. Tais efeitos promotores da remodelagao
do TME expressaram uma supressao tumoral ainda melhor quando combinados com um ICI
anti-PD-1, demonstrando o seu interesse numa possivel conjugagao com a terapia chimeric

antigen receptor (CAR) T Cell ou com a vacinagao antitumoral.®’

6.5. Reprogramacao endotelial

Para além dos mecanismos angiogénicos desencadeadores de uma vasculatura tumoral
erratica, esta pode igualmente surgir através de uma programagao genética das TECs. Por
exemplo, as ECs podem sofrer uma transi¢ao endotelial-mesenquimal, onde retém as fungoes
endoteliais, mas adquirem um fenétipo mesenquimal.®® Ma et al. identificaram que a p2/ (RACI)
activated kinase 4 (PAK4) interfere com a homeostasia das ECs, promovendo uma inibigao da
expressao de EAMs e uma indugao da transicao endotelial-mesenquimal em ECs derivadas de
gliobastoma humano. Tal contribui para a habilidade proliferativa e migratoria das TECs,
arquitetando uma vasculatura aberrante que desfavorece a adesao endotelial e a infiltragao
tumoral das células T. Atentaram que, em murganhos, a inibicao farmacologica da PAK4
normalizou a vasculatura tumoral, aumentando a expressao de EAMs e o recrutamento das

células T. Esta estratégia tornou os tumores mais sensiveis a imunoterapia CAR T Cell,
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otimizando o seu tempo de permanéncia intratumoral e prolongando o tempo de

sobrevivéncia dos murganhos portadores de glioblastoma.®’

6.6. Estratégias dirigidas a alvos alternativos

Existem outros alvos relacionados com a vasculatura que interferem com o acesso
intratumoral das células do SI, estando alguns exemplos ilustrados na Figura 5. O C-X-C motif
chemokine receptor (CXCR)4 é um recetor sobre-expresso em varios tumores. Uma vez que
o eixo mediado pelo CXCR4 e o seu ligando, CXCLI12, promove a infiltragao intratumoral de
células imunossupressoras, inibindo indiretamente a infiltragao e ativacao das células T, a
realizagao de estudos sobre este eixo nao tardaram a surgir. O inibidor CXCR4 AMD3100
promoveu a acumulagao intratumoral de células T e, consequentemente, a regressao tumoral.
Por sua vez, o inibidor CXCR4 BL8040, em conjugacao com o Pembrolizumab (anti-PD-1),
além de aumentar a infiltracao das células T CD8", reduziu a densidade de MDSCs e de células
Treg, tornando o efeito imunologico deste ICl substancialmente superior, quando comparado
com o seu uso monoterapéutico em tumores frios.® Além da inibicdo farmacolégica das
quimiocinas, a entrega direcionada de small interfering RNA (siRNA) pode interferir localmente
com a sinalizagao quimiotatica e, dessa forma, alterar o trafico leucocitario. Jung et al.
encontraram niveis anormalmente elevados da quimiocina CX3CLI em modelos tumorais
humanos e em murganhos, alvos de uma terapia anti-VEGFR2, o que resultou num
recrutamento intratumoral de mondcitos Ly6C°’® Estes tém demonstrado um efeito

inibitério sobre a infiltracio intratumoral e funcio das CTLs.”

Assim, a entrega de
nanoparticulas contendo siRNA anti-CX3CLI, denominado por siCX3CLI, reduziu o
recrutamento de mondcitos Ly6C°, o que permitiu melhorar a eficicia da terapia

antiangiogénica e reduzir o crescimento tumoral.”

Uma abordagem alternativa prende-se com o bloqueio do common lymphatic endothelial
and vascular endothelial receptor-1 (CLEVER-1), pelo facto de ser conhecido por contribuir para
o influxo intratumoral de células Treg e de TAMs. O seu bloqueio geneticamente induzido,
em murganhos, contribuiu para a transformag¢ao dos TAMs com um fenotipo imunossupressor
num imunoestimulador e, com isso, contribuiu para a infiltragao e ativacao das células T
CD8".”* Para perceber o seu impacto em contexto clinico, realizou-se o primeiro ensaio clinico
de fase I/ll, usando um anticorpo anti-CLEVER-I (FP-1305) em doentes com tumores solidos
avancados ou metastaticos. Constatou-se uma clara expansao das células T periféricas, as quais
tém sido reportadas como preditivas da infiltragao tumoral das células T e da eficacia da terapia

anti-PD-LI. A propédsito, verificou-se uma diminuicdo da expressao de varias moléculas
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immune checkpoint em populagdes de células T CD4" e observou-se um aumento da expressio
da CXCR3 em células T CD8" com um incremento da sua migragao intratumoral, sugerindo

que o FP-1305 pode ter um impacto direto no TME.”

Um outro eixo de sinalizagdo é formado pela endotelina (ET)| e os seus recetores
ETAR e ETBR. Analisando perfis de expressao génica, a presenca de ETBR é concordante com
a auséncia de linfocitos intratumorais e o facto de o 6xido nitrico ser um efetor a jusante do
eixo ETI/ETBR, demonstrou-se uma relagio negativa com a expressao e aglomeragao da
ICAMI. Assim, atendendo a modelos pré-clinicos, mediante a neutralizagao do ETBR com o
agente BQ-788, um antagonista seletivo do ETBR, testemunhou-se uma estimulagao da
expressao da ICAMI e um aumento dos linfocitos intratumorais. Alias, também possibilitou a
resposta antitumoral das imunoterapias, nomeadamente da vacinagao antitumoral e da ACT,
promovendo também um efeito do B7-788 superior, comparativamente ao seu uso em
monoterapia.® Estas evidéncias realcam um mecanismo molecular com potencial para ser
farmacologicamente manipulado a fim de, mais tarde, melhorar a eficacia das imunoterapias

antitumorais em contexto clinico.

O conhecimento de que a hipoxia induz a expressao seletiva do membro 9 da
superfamilia do fator de necrose tumoral (CDI137), uma molécula coestimuladora também
designada por 4-1BB, nas TECs, conduziu a esforgos investigacionais que convergiram para o
desenvolvimento de mAbs agonistas direcionados para a mesma, encontrando-se a sua

.22 Verificou-se, em

combinagao com o nivolumab (anti-PD-1) em ensaios clinicos de fase Ib/I
ensaios clinicos, a estimulagao da ICAMI, da VCAMI e da E-selectina e, naturalmente, do
trafico, da infiltracio e da atividade antitumoral das células T CD8".? Ensaios clinicos adicionais
usando um novo anticorpo biespecifico 4-1BBXPD-L|, denominado de ABL503, confirmaram
uma resposta antitumoral mais eficaz, comparativamente aos seus efeitos isolados.”* O
interessente crescente pelo agente 4-1BB fez com que varios investigadores estudassem o seu
beneficio num contexto de terapia CAR T Cell. Tendo em conta que a otimizagao da persisténcia
e da citotoxicidade das Células CAR T constitui um foco critico para a sua eficacia,” diferentes
estudos apontaram que as Células CAR T expressoras de 4-1BB exibiram nao sé uma

expansao e sobrevivéncia aprimoradas, como uma persisténcia citotoxica maior, tanto in vitro

como em modelos tumorais de murganho, comparativamente a terapia CAR T Cell isolada.”

A galectina | é uma molécula expressa tanto em células tumorais como em TECs que,
mediante diversos mecanismos imunossupressores, esta intimamente associada a um pior
prognostico.” Um deles consiste na indugdo da expressio endotelial de PD-LI. Assim,

diferentes investigadores comprovaram que, em modelos tumorais de murganho, mediante
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silenciamento genético ou mediante anticorpos anti-galectina |, a acumulagao de linfocitos
intratumorais aumentou. Esta abordagem, alids, demonstrou ser sinergistica quando

combinada com anticorpos anti-PD-| e anti-TIM3.”

O TGFB é conhecido por apresentar propriedades imunossupressoras e
. . , . 5 . ~

contribuidoras de metastases tumorais.” Um estudo correlacionou a secregao deste fator
com a incapacidade de as células T CD4" ativadas se diferenciarem em células Th2, o que
conduziu a formagao de uma vasculatura permeavel e tortuosa e ao crescimento do tumor.
No entanto, mediante ligagdo do anticorpo biespecifico 4T-Trap as células T CD4", inibiu-se
a ligacao do TGFB aos seus recetores a superficie destas células, havendo uma indugao da

. ~ \ . o~ 78 4
normalizagao vascular que levou a destruigao do tumor.” Um outro estudo, além de
correlacionar o TGFB com a falta de resposta imunologica em tumores frios, verificou que a
sua inibigao promoveu um aumento da infiltragao de células T. Alids, ao combinar anticorpos
anti-TGFB com anticorpos anti-PD-LI, num modelo tumoral immune-excluded de murganho,
houve uma redugao da carga tumoral com um incremento do infiltrado de linfécitos T, em

+79

especial das células T CDS8".

A correlagao proporcional entre a presenga de TAMs, o estabelecimento de um
fenotipo tumoral excluido de células T e um pior prognostico, foi demonstrada em modelos
tumorais humanos e em murganhos. Num modelo tumoral de murganho, a deplecao de TAMs,
induzida pelo inibidor do colony stimulating factor | receptor (CSFIR), um recetor expresso a
superficie dos macroéfagos,®® promoveu a migragio e infiltragao das células T CD8*. Embora o
efeito no crescimento tumoral tenha sido minimo, a sua combinagao com a terapia anti-PD-|
conseguiu aumentar ainda mais a acumulagio tumoral de células T CD8", evidenciando-se,

desta vez, um atraso da progressio tumoral.?'

Outro mecanismo envolve a inibicdo da molécula imunossupressora IDOI, a qual é
sobre-expressa pelas TECs em resposta ao estimulo do interferao do tipo | (alfa ou beta) e
tipo Il (gama).’> A inibicdo da IDO| tem demonstrado conseguir aumentar a eficacia dos ICls,
encontrando-se efetivamente ensaios clinicos a decorrer de forma a estabelecer o seu
impacto. Georganaki et al. verificaram que, em murganhos, o epacadostat (inibidor da IDOI),
quando combinado com o anticorpo agonista CD40, induziu a ativagio das células T CD8" e
reduziu o crescimento tumoral. Contudo, evidenciou-se um mecanismo de feedback
imunossupressor, uma vez que, mediante estimulagao da imunoterapia CD40, em resposta ao
aumento do IFNG secretado pelas células T, as TECs induzem a expressao da IDOI,

prejudicando, por sua vez, a agio das CTLs.”
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Figura 5. Exemplos de estratégias dirigidas a alvos alternativos. Estio representados anticorpos

molécula coestimuladora CDI37 e o bloqueio de quimiocinas através de anticorpos ou através de
nanoparticulas contendo siRNA anti-CXC3C| (siCX3CLI). Adaptado do °

6.7. O recrutamento de células dendriticas

As DCs atuam como comandantes da resposta imunoldgica, pois possuem a habilidade
de desencadear e modular a resposta do S| adaptativo, facilitando a geragao da resposta
imunoldgica antitumoral mediada pelas células T. No entanto, o seu potencial antitumoral
depende da sua entrega e migragao através do endotélio em diregao a locais tumorais ricos
em células T.** Varias sdo as estratégias que visam esta premissa. Uma delas consiste na
deplecao das enzimas COX, a qual estimulou, em modelos tumorais de murganho, o trafico
das DCs e a viabilidade das células NK® e demonstrou uma sinergia com a terapia anti-PD-1,
a nivel pré-clinico®. Uma outra estratégia consiste no tratamento de DCs com sarcosina, a
qual aumentou a expressao de CXCLI, CXCL3 e CXCR2, aumentando a sua migragao em
direcdo aos noddulos linfaticos. Como o trafico eficiente das DCs em direcao aos nddulos
linfaticos é preditivo da eficacia da vacinagao de DCs, esta estratégia possibilitou o aumento
da sua efetividade.® Williford e os seus colegas demonstraram que a falta da quimiocina CCL4,
no TME, conduz a uma auséncia intratumoral das CD103" DCs, evento com um impacto
negativo na eficacia dos ICls. Criaram, portanto, uma estratégia direcionada para o estroma
tumoral, a base de uma proteina de fusao constituida pelo dominio de ligagao do colagénio
(CBD) do fator von Willebrand com a CCL4, a fim de melhorar a entrega desta no tumor.
Concluiram que, em varios modelos tumorais, a estratégia CBD-CCL4 melhorou o
recrutamento tanto de CD 103" DCs, como de células T CD8", conseguindo melhorar o efeito
dos ICls.** O mammalian target of rapamycin complex | (MTORCI) é um mediador de uma via
de sinalizagao que envolve varios fatores angiogénicos, no endotélio. Wang et al. observaram

que a administragao de doses baixas de RADOO! (everolimus), um inibidor do MTORCI, em
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murganhos, reduziu a hipoxia, induziu a normalizagao vascular, aumentou a infiltragao de

CD103" DCs e de linfocitos T e melhorou a eficicia da terapia ACT.¥’

7. Imunoterapia celular adotiva - uma imunoterapia antitumoral

personalizada

A ACT, igualmente conhecida por transferéncia adotiva de células T, consiste na
expansao ou modificacao das células T, apds a sua recolha do doente, com a sua posterior

1.8 Curiosamente, a

transferéncia para o mesmo, a fim de auxiliar a resposta antitumoral do S
transferéncia adotiva de células T CD4" demonstrou-se indutora da normalizaciao vascular, ao
reduzir a hipoxia e a permeabilidade e ao aumentar a perfusao vascular. No entanto,
similarmente a imunoterapia mediada pelos ICls, gragas as barreiras fisicas e fisiologicas e aos
mecanismos de imunoresisténcia do tumor, a ACT tem demonstrado dificuldades no acesso
as células tumorais.” Tém sido desenvolvidas estratégias direcionadas para a vasculatura
tumoral e outras estao sob investigagao, a fim de melhorar a sua sobrevivéncia e eficacia em
tumores solidos. A proposito, a combinagao de agentes antiangiogénicos anti-VEGF ou anti-
VEGFR2 (DC-101) com a ACT, em murganhos, permitiu um aumento da infiltragao tumoral

das células T, comparativamente aos efeitos isolados de ambas as terapias.””? Resultados

similares foram obtidos mediante utilizagao da terapia CAR T Cell.

A terapia de CAR T Cell é um tipo de ACT e consiste na administragao de células T
geneticamente reprogramadas para expressarem um recetor quimérico de antigénio, que se
liga a proteinas especificas expressas a superficie das células tumorais.®> A sua combinagio com
agentes antiangiogénicos, particularmente com o bevacizumab e com o sunitinib, permitiu
melhorar a infiltragio e a eficicia das Células CAR T.***° Allids, a componente antiangiogénica,
i.e., os mAbs ou os inibidores da tirosina cinase (TKI) anti-VEGF, pode ser substituida por
Células CAR T especificamente dirigidas para a vasculatura. Por exemplo, verificou-se que a
administragao simultanea de Células CAR T anti-VEGFR2 com Células CAR T especificamente
direcionadas para os TAAs aumentou a infiltragao, expansao e persisténcia das Células CAR
T TAAs-especificas, assistindo-se a um aumento dramatico do tempo de sobrevivéncia tumor-
free em murganhos.® Tal é o interesse pela abordagem das Células CAR T direcionadas para
o VEGFR2, que o seu beneficio esta, atualmente, a ser avaliado em ensaios clinicos, em doentes

com tumores sélidos em estado avancado.’

Um mecanismo alternativo indutor da anergia endotelial compreende a secregao
tumoral de endoglina (CD105), uma molécula de adesao soluvel. Estudos evidenciaram que,

por meio de efeitos sinergisticos com o VEGF e de mecanismos competitivos com outros
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recetores endoteliais, a endoglina diminuiu a eficacia da terapia tumor-infiltrating lymphocytes
(TIL), um outro tipo de ACT.*> Em 2021, Mo et al,, através da tecnologia de edi¢io génica de
repeti¢oes palindrémicas curtas agrupadas e regularmente interespagadas associada a proteina
9 (CRISPR/Cas9) e da manipulagao de nanocorpos, criaram Células CAR T anti-CD105. Em
modelos tumorais de murganho, esta formulagao conseguiu reduzir a expressao tumoral de
CD105, aumentar a infiltragao intratumoral de células T e a apoptose das células tumorais e,

finalmente, prolongar o tempo de sobrevivéncia.”

Tendo conhecimento da importancia da IL7 e da quimiocina CCLI9 na manutengao
das zonas das células T nos drgaos linfoides, Adachi et al. projetaram Células CAR T para
expressarem estes dois fatores e, através de modelos de tumores solidos em murganhos,
verificaram um aumento substancial da infiltragao das células T comparativamente a terapia
CAR T Cell convencional. Alias, observou-se a infiltragao de DCs no tecido tumoral, evento

apenas observado com as Células CAR T inovadoras.”

8. Viroterapia oncolitica — uma imunoterapia emergente

Os virus oncoliticos, um tipo de imunoterapia, sao virus especificamente dirigidos a
infecio e lise das células tumorais, que podem ocorrer naturalmente ou podem ser
modificados em termos laboratoriais.”? O seu efeito benéfico na infiltracio intratumoral de
células T encontra-se largamente demonstrado em varios estudos, tanto em animais, como
em humanos, uma vez que, ao estimular a expressao do interferao do tipo |, do TNF e da
ILIB, induz a expressio de selectinas, integrinas e de quimiocinas recrutadoras de células T.*
Num ensaio clinico de fase Ib, a combinagao do Talimogene laherparepvec, um virus oncolitico,
com o pembrolizumab (anti-PD-1) aumentou a infiltragio de células T CD8" e melhorou a

resposta antitumoral.”

9. Vacinas antitumorais conjugadas - o futuro da imunoterapia?

As vacinas conjugadas consistem na fusao de um antigénio do hospedeiro com uma
proteina estranha ao Sl. Ao reconhecer o antigeno do hospedeiro como algo estranho, o Sl
induz uma resposta humoral anti-antigénio mais forte. Um exemplo consiste na abordagem
composta pela conjugagio dos dominios EDA e EDB da fibronectina, marcadores da
vasculatura tumoral, com a tiorredoxina bacteriana, uma proteina estranha ao Sl, abordagem
esta que conseguiu inibir eficazmente o crescimento tumoral. Assim, a vacinagao
imunoterapéutica especificamente direcionada para a vasculatura tumoral possui um alto

potencial para ser usada, futuramente, em contexto clinico.’
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10.Conclusiao

O cancro pode indubitavelmente ocorrer em individuos saudaveis, porque ainda que o
seu Sl seja vigoroso, muitos tumores possuem mecanismos de sobrevivéncia para se evadirem
da resposta imunolégica do hospedeiro, os quais sao, em grande parte, fruto da sua vasculatura

morfoldgica e funcionalmente imatura.

Os ICls foram responsaveis por um avango clinico bastante positivo. No entanto, em
consequéncia da sua dependéncia ao fenotipo imunologico tumoral, apenas uma minoria de
doentes oncolégicos responde aos mesmos. Uma vez que a angiogénese, associada a
imunossupressao caracteristica do TME, parece ser a forga motriz por detras da anergia
endotelial e do recrutamento seletivo das células do Sl, inferiu-se uma oportunidade
estratégica para antagonizar as limitagoes dos ICls. Com isso, surgiram as primeiras terapias
antiangiogénicas que, embora proficuas em determinados doentes, revelaram-se ineficazes
noutros, pelo surgimento de um efeito rebound angiogénico altamente agressivo. Quando
usadas em doses submaximas, todavia, o seu efeito promotor de normalizagao vascular
conduziu a aprovagao de combinagdes terapéuticas entre os agentes antiangiogénicos e os
ICls. Apesar do prolongamento apreciavel da sobrevida dos doentes, a incapacidade de
otimizar a janela de normalizagao vascular associada a incompreensao da dose e da sequéncia
terapéutica apropriadas, a sua translagiao para constituir o padrao de tratamento de tumores

solidos tem se tornado, pelo menos para ja, improvavel.

Gracas as fortes evidéncias entre a infiltracio tumoral de células T e o melhor
prognostico clinico, varias estratégias direcionadas para componentes distribuidos na
vasculatura tumoral ou para moléculas relacionadas com a mesma, com o intuito de
converterem um tumor frio num quente, encontram-se em desenvolvimento. No entanto, a
maioria delas assentam em estudos in vitro ou pré-clinicos, por isso ainda é prematuro a sua
extrapolagao para a utilizagao clinica. Ainda assim, em virtude de resultados promissores de
algumas estratégias, tem se observado a iniciagao de ensaios clinicos com o intuito de

compreender nao apenas a eficacia, mas também a tolerabilidade e a toxicidade destas terapias.

Por mérito da emergéncia das presentes estratégias vascularmente dirigidas e o seu
potencial para melhorar a resposta as imunoterapias, sejam elas os ICls, a terapia CAR T Cell,
as vacinas antitumorais ou a viroterapia oncolitica, novas abordagens tanto farmacologicas
como tecnoldgicas, por exemplo em nanotecnologia, estao em desenvolvimento e poderao

vir a tornar-se os esquemas padronizados de tratamento de tumores sélidos no futuro.
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Anexos

Anexo l: Estratégias relacionadas com a vasculatura potenciadoras do acesso

intratumoral das células imunoestimuladoras ou das imunoterapias

Estratégia

Composto(s)

Combinacio
com outras
estratégias

Resultados

Inducdao da normalizacao vascular

Terapia
antiangiogénica

Bevacizumab

Aumento da infiltracao de células T CD8"

Ipilimumab

Aumento da infiltracao de células T
CD4", CD8" e DCs

Atezolizumab

Aumento da infiltracao de células T CD8"*

VEGF-Trap

Aumento de DCs maduras,
Aumento da fungao das células T CD8"

DC-101I (anti-VEGFR2)

Aumento da infiltracao de células T CD4"
e CD§’,

Polarizagdo dos TAMs para um fenétipo
Mi

ACT

Vacinagao
antitumoral

Aumento do efeito da imunoterapia

Inibicao dupla das vias do
VEGF e da ANGPT2

Aumento da janela de normalizagao
vascular,

Aumento da infiltracao de células T CD8*
e de TAMs M|

ICl anti-PD-1

Aumento da eficacia do ICl

A2V
(anti-VEGFA/ANGPT?2) +
agonista do CD40

Aumento da infiltracao de células T
CDs",
Aumento da ativaciao de DCs

ICl anti-PD-1

Aumento da infiltragao de CTLs

ABTAA
(antagonista da ANGPT2 e
agonista da TIE2)

Aumento da infiltracido de TAMs M|,
Redugio da infiltragcao de células Treg

ICls

Anti-PD-1

Aumento da infiltragao e da ativacao de
células T CD8"

Anti-CTLA4

Aumento da infiltracao e da ativagao de
células T CD8"
Aumento da infiltracao de eosindfilos

Aumento dos
niveis de
VE-caderina

CD5-2 (inibidor
oligonucleotidico da ligagao
microRNA 27 a-VE-caderina)

Aumento da infiltracio de células T CD8*

IClI anti-PD-1

Melhoria dos resultados terapéuticos

Inibicao do FasL

Aspirina

Anti-VEGF

Aumento da infiltracao de CTLs

Neutralizagao da
hipoxia

Semaforina 3A

Prolongamento da janela de normalizagao
vascular,
Aumento da infiltracao de células T

TH-302

Aumento da infiltracao de células T

ICls

Melhoria dos efeitos, comparativamente a
utilizagdo de TH-302 em monoterapia

STING

Agonistas do STING
(DMXAA e 2'3'-cGAMP)

Aumento da expressao de EAMs,
Aumento da infiltragao de células T,
Polarizagao dos TAMs para um fenétipo
MI

Inibidores do
VEGFR2 ou
ICls

Efetividade superior do que os efeitos em
monoterapia

Inibidores do
VEGFR2 + ICls

Efetividade superior do que a terapia
dupla,
Melhoria significativa da sobrevida global
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Entrega especifica de citocinas imunoestimuladoras

Fusao com VTPs

NGR-TNF

Normalizagao vascular,

Expressiao aumentada de ICAMI e de
VCAMI,

Aumento da infiltragao de células T

ACT

Vacinagao
antitumoral

Aumento do efeito da imunoterapia

RGR-TNF

Resultados similares ao NGR-TNF

ICls anti-
CTLA4 ou anti-
PD-1

Aumento da infiltracao de células T CD8*
comparativamente a monoterapia,
Diminuicdo das células Treg

TCPI-TNF

TCPI-IFNG

Normalizagao vascular,
Aumento da infiltracao de células T CD4"
e CD8"

Imunocitocinas
(fusdo com
anticorpos)

L19-1L2

L19-TNF

Infiltragao de células T CD4", CD8" e
células NK,
Resultados similares ao L19-1L2

Vénulas

Endoteliais Alta:

Ativacio do
recetor da
linfotoxina beta

DC-101 (anti-VEGFR2)

ICl anti-PD-LI

Inducao da formagio de HEVs e de TLSs,
Aumento da infiltracio de células T

Peptideo LIGHT

Normalizagao vascular,
Indugio da formagao de HEVs e de TLSs,
Aumento da infiltracdo de células T

Fusao do LIGHT
com VTPs

LIGHT-CGKRK

Aumento da expressao de EAMs,
Indugao aprimorada da formagao de
HEVs e de TLSs,

Aumento significativo da infiltracao de
células T

LIGHT-VTPs

ICls
ou
Vacinagao
antitumoral

Indugao aprimorada da formagao de
HEVs e de TLSs,

Aumento significativo da infiltragao de
células T

LIGHT-CGKRK

anti-VEGF +
anti-PD-L1

Inducao aprimorada da formagao de
HEVs e de TLSs,

Aumento significativo da infiltragao de
células T CD4" e CDS8",

Redugéo de células Treg

Superacdo da anergia endotelial

tumoral

Inibidores
angiogénicos

PF4

Aumento da infiltracio de células T

Agentes
angiostaticos

Anginex, SU6668,
endostatina, angiostatina

Aumento da infiltracao de células T

16K PRL

Aumento da expressao de EAMs,
Aumento da infiltracio das células T

Inibidores de DNA

Regulagcao . . Aumento da expressao de EAMs,
o metiltransferase e de histona . - i
epigenética ; - Aumento da infiltragao de células T
desacetilase
Hipertermia Aumento da expressao de EAMs,
sistémica Aumento da eficacia da ACT

Nano-sapper

Nanoparticula
(o-mangostina + LIGHT)

Reducio de obstaculos fisicos,
Normalizacao vascular,

Aumento da expressao de EAMs e de
quimiocinas,

Inducao da formacio de HEVs e de TLSs,
Aumento da infiltragao de CTLs

ICl anti-PD-1

Aumento da eficacia da imunoterapia

85




Reprogramacdo endotelial

Inibicao da PAK4

Normalizagao vascular,
Aumento da expressao de EAMs,
Aumento da infiltragao de células T

CAR T Cell

Aumento do tempo de permanéncia
intratumoral das Células CAR T

Direcionamento a alvos alternativos

AMD3100 - Aumento da infiltracdo de células T
Inibidores da Pembrolizumab Aumento da infiltragao de células T
CXCR4 BL8040 (anti-PD-1) CD8",
Quimiocinas Redugdo de MDSCs e células Treg
Redugao da infiltracao de monocitos
. i Ly6C®
SICX3CLI Terapia Melhoria dos resultados
antiangiogénica | comparativamente a monoterapia
Expansao das células T periféricas,
CLEVER-| Anticorpo anti-CLEVER-| i Redugao da expressao de moléculas
(FP-1305) immune checkpoint,
Aumento da infiltracao de células T CD8"*
Aumento da expressao de ICAMI,
o i Aumento da infiltragio de células T
ETBR Neutralleaca;)sgo ETBR ACT ou
(BQ-788) Vacinagao Aumento do efeito da imunoterapia
antitumoral
Anticorpo agonista da Estimulagao da expressao de EAMs,
CDI137 (4-1BB) i Aumento da infiltragdo de células T CD8"
Anticorpo biespecifico Aumento da eficacia da resposta
CD137 4-1BBXPD-L| - antitumoral comparativamente a
(ABL503) monoterapia
Células CAR T expressoras Aumento da expansio, sobrevivéncia e
de CDI137 i persisténcia citotoxica das Células CAR T
AnteEeiDsREsiice - Normalizagao vascular
TGFB 4T-Trap
Anticorpo anti-TGFB ICl anti-PD-LI | Aumento da infiltragdo de células T
- Aumento da infiltracao de células T CD8*
TAM Inibidor do CSFIR . Aumento significativo da infiltragao de
ICl anti-PD-1 3 +
células T CD8
IDOI '"'@':;;jgs'gg' agﬁ‘r:‘;'::gps 4o | Indugio da ativagio de células T CD8'
Recrutamento de células dendriticas
Delecio das i Aumento da infiltracao de DCs,
) - Estimulacio da viabilidade de células NK
enzimas COX

ICl anti-PD-1

Aumento da resposta antitumoral

Tratamento das

Aumento da infiltracao de DCs

DCs com i Vacina de DCs | Aumento do efeito da imunoterapia
sarcosina
Aumento da infiltragao de CD 103" DCs,
Proteina de fusao ) Aumento da infiltracao de células T CD8*
Entrega da CCL4 CBD-CCL4
ICls Melhoria do efeito da imunoterapia
Inducao da normalizagdo vascular,
- Aumento da infiltragio de CD 103" DCs,
Inibicio do MTORCI Aumento da infiltragcao de células T
MTORCI nivigao do
(RADOO I /everolimus)
ACT Melhoria do efeito da imunoterapia
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Imunoterapia Celular Adotiva

Combinagdo com agentes antiangiogénicos

anti-VEGF

DC-101
(anti-VEGFR2)

Aumento da infiltracido de células T

Terapia CAR T Cell

Combinagao com agentes antiangiogénicos

Bevacizumab

Sunitinib

Aumento da eficacia e infiltragao das
Células CAR T

Direcionamento
para agentes
antiangiogénicos

Combinagao de
Células CAR T anti-TAA
com Células CAR T

Aumento da infiltragao, da expansao e da
persisténcia das Células CAR T anti-TAA

anti-VEGFR2
Inibicao da anergia endotelial,
Endoglina Células CAR T Aumento da infiltracdo de células T,
(CD105) anti-CD 105 i Aumento da apoptose de células

tumorais

Células CAR T expressoras de IL7 e CCLI9

Aumento significativo da infiltracao de
células T,
Aumento da infiltracao de DCs

Viroterapia oncolitica

Talimogene laherparepvec

Pembrolizumab
(anti-PD-1)

Aumento da expressao de EAMs,
Estimulagao da infiltracao de células T
CD8*
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Anexo IlI: Ensaios clinicos terminados ou a decorrer assentes em estratégias

relacionadas com a vasculat

ura tumoral

Combinacio
com outras
estratégias

Estratégia

Tipo de tumor

Fase

Identificacdo
do ensaio
clinico

Ref.

mADb anti-CD 137

ADGI106 | Nivolumab ‘

NSCLC metastatico

[ 1o/l | NCT05236608 |

22

Inibicao das enzimas COX

Atezolizumab Cancro do ovario I NCT02659384 2
Avelumab Cancro da mama triplo negativo [ NCT04188119 | 2
Bevacizumab Cancro do ovario I NCT02659384 2
Aspirina Ipilimumab Tumores solidos TIL-negativos | | NCT03728179 | 2
avangados
Nivolumab Tumores sélidos TIL-negativos | NCT03728179 »
avancgados
Pembrolizumab Cancro da cabeca e do pescoco I NCT03245489 2
Inibicio da DNA metiltransferase
Azacitidina FEEIFE Tumores sélidos avangados I/l NCT02959437 %
+ Epacadostat
Virus oncoliticos
Inilimumab NCT02272855 2
HFI10 primma Melanoma Il | NCT03153085 | 2
Nivolumab NCT03259425 | 2
NG - 641 Nivolumab Cancro metastatico, Tumor epitelial [ NCT05043714 | 2
Tali Ipilimumab Melanoma I/ | NCT01740297 | 2
ohorne e | Pembrolizumab Melanoma Il | NCT02263508 & 2
parep Pembrolizumab HNSCC | NCT02626000 2
Proteina de fusao bifuncional TGFB/anti-PD-LI
Tumor sélido | NCTO02517398 z
Cancros as.soaados ao virus do I NCTO0342741 | 78
papiloma humano
Tumores soélidos avangados, CRC I NCT03436563 78
M7824 N/A NSCLC (PD-LI positivo) I NCT03631706 8
(Bintrafusp Carc!noma urotelllal. com doentes I NCTO04501094 78
Alfa) naives ou refratarios aos ICls
Carcinoma timico, Timoma I NCT04417660 8
HNSCC intratavel e operavel I NCT04428047 | =
Entinostat + Tumores solidos avancados Il | NCT04708470 | 2
M924 | *
Inibidor da CXCR4
AMD3100 Pembrolizumab HNSCC ] NCTO04058145 2
Adenocarcmomfl .pancreatlco I NCT02826486 7
metastatico
Pembrolizumab Adenocarcinoma ductal de estadio
BL-8040 v . castati
ou recorrente metastatico, | NCT02907099 »
Adenocarcinoma pancredtico
metastatico
Agonista do CD40
Melanoma metastatico, NSCLC I NCT03123783 2
. Cancro pancreitico metastatico, m NCT032 14250 -
APXO005M Nivolumab Melanoma avangado
NSCLC, RCC I NCT03502330 2
Nivolumab, Melanoma avancado, RCC I NCT04495257 22
Ipilimumab Melanoma avangado [ NCT03597282 | #

88



Melanoma de estadio |V ou

Tremelimumab e | | NCTOII03635 | 2
CP-870,893 remelimuma = 2 -
elanoma, |umores solidos | NCT02225002 ”
avancgados
i 22
RO7009789 | awezolizumab g o oo (lidos metastaticos elou N 102304393

Atezolizumab,

(Selicrelumab) Bevacizumab

avancados

NCTO02665416

97

mAb anti-CSFIR

Pembrolizumab . 1 NCT02713529 2
AMGS820 N/A Tumores solidos avangados i NCTO 444404 73
HCC avancado I NCT04050462 2
Carcinoma do trato’ biliar biopsiavel I NCTO0376853 | 7
Nivolumab ressecavel
Tumores soélidos I NCT02526017 2
Cabiralizumab Cancro pancreético I NCT03599362 | 2
Cancro pancredtico I NCT03697564 | *
Cancro da mama triplo negativo I/l | NCT04331067 | =
Nivolumab, Cancro | | NCT03431948 | 2
Urelumab
Emactuzumab RO7009789 Tumores sélidos avangados | NCT02760797 22
actuzdma Atezolizumab Tumores sélidos I NCTO02323191 2
Ciclofosfamida,
IMC-CS4 GVAX, Cancro pancreético I NCTO03153410 | 2
(LY3022855) .
Pembrolizumab,
mAb anti-CSFI
MCSI10 PDROOI Tumores soélidos I/l NCT02807844 z
Selicrelumab Atezolizumab Tumores sélidos I NCT02304393 2
Inibidor do CSFIR
ARRY-382 Pembrolizumab Melanoma, :ji';sc Tumores | NCT02880371 | 2
BLZ945 PDROO| Tumores soélidos I/ NCTO02829723 2
DCC-3014 N/A Tumores sélidos metastéticos 1l NCT03069469 | %=
Imunoterapia Celular Adotiva
Células Car T Cancro metastatico, Melanoma o8
anti-VEGFR2 N/A metastatico, Cancro renal i NCTOI218867
(Gl I N/A Cancro pancredtico N/A | NCT03638193 9
cells**
Nivolumab + . 100
TIL CDI37 Melanoma metastatico | NCT02652455
Entrega do TNF através do NGR
CRC Il NCT00483080 1ol
Mesotelioma pleural metastatico ou I NCT00484276 102
avangado
Carcinoma hepatocelular I NCT0048421 | 103
NGR-TNF NI/A Tumores sélidos avancados I NCT00419328 | '™
Tumor solido metastatico ou | NCT008781 11 105
avancado
Tumores sélidos malignos I NCT02902237 | '
NGR-TNF N/A Melanoma metastatico I N/A >
Imunocitocinas
N/A Tumores sélidos avancados I NCTO01058538 | '7
L19-IL2 Radioterapia
estereotaxica Tumor sélido oligometastatico I NCT02086721 | '
corporal
. 109
L19-TNF N/A Glioma cerebral i NCT03779230

Sarcoma dos tecidos moles

NCT04733183

110
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L19.IL2 + Cancro cutineo nio melanoma I NCT04362722 | '
LI9-TNF N/A Cancro cutaneo I NCT05329792 | '
Melanoma maligno 1T NCT02938299 | '
Agonistas do STING
E7766 N/A Tumores sélidos avancados I NCT04144140 | '™
SNX281 Pembrolizumab Tumores sélidos avancados I NCT04609579 | '™
TAK-676 Pembrolizumab Neoplasmas sélidos [ NCT04420884 | ''¢
YHO004 N/A Cancro I NCT05040932 | '
Entrega da CDI137
Agonistas da 4-1BB
ADGI06 N/A NSCLC i NCT05236608 e
PF-05082566 MK-3.4 e Tumores sélidos avangados I NCT02179918 | '?
(Pembrolizumab)
Anticorpo biespecifico 4-1BBxPD-LI
ABL503 T Slid d | NCT04762641 zo
ESIO N/A S Bl Qs || NCT04009460 |
INBRX-105 Tumores solidos | NCT03809624 122
Anticorpo triespecifico 4-1BB/PD-LI/Albumina sérica humana
NM2[-1480 | N/A | Tumor sélido avancado, NSCLC I/ NCT04442126 Rz
Inibidor da IDOI
Cancro dQ ovario de células claras I NCTO03602586 124
maligno ou recorrente
Pembrolizumab C celial ] NCT03361865 125
ancro urotelia Il | NCT03374488 | '
Epacadostat HNSCC metastatico ou recorrente I NCTO03358472 | '¥
P Durvalumab Tumores sélidos avancados I/ NCT02318277 | '
Nivolumab + Tumores sélidos | NCT03347123 | '®
ipilimumab
Peml?rc?llzumat? Tumores solidos metastaticos ou i NCT030859 | 4 130
+ Quimioterapia avangados
Inibicio do CLEVER-I
Bexmarilimab N/A Cancro I/ NCT03733990 | "'
(FP-1305) Pembrolizumab NSCLC | NCTO5171062 132

Abreviaturas: CRC: cancro colorretal. HCC: carcinoma hepatocelular. HNSCC: carcinoma de células
escamosas cabega e pescoco. IL: Interleucina. mAb: anticorpo monoclonal. N/A: nao aplicavel. NSCLC: cancro
pulmonar de células ndo pequenas. RCC: carcinoma das células renais. TIL: tumor-infiltrating lymphocytes. TNF:
Fator de necrose tumoral.

Atezolizumab: mAb anti-PD-LI. Avelumab: mAb anti-PD-LI. Bevacizumab: mAb anti-VEGFA. Ciclofosfamida:
agente quimioterapéutico. Durvalumab: anti-PD-L|. Entinostat: Inibidor da histona desacetilase | e histona
desacetilase 3. Epacadostat: inibidor da IDOI. GVAX: vacina contra o cancro pancreatico. Ipilimumab: mAb
anti-CTLA4. Nivolumab: mAb anti-PD-1. PDROOI: anti-PD-I. Pembrolizumab: mAb anti-PD-1. RO7009789:
Agonista do CD40. Tremelimumab: anti-CTLA4. Urelumab: Agonista do CD137.

* M924| é o nome dado a combinagio NHS-IL12, uma imunocitocina dirigida ao tumor, consistindo na fusio
entre duas moléculas IL12 e o anticorpo NHS76 reconhecedor de complexos DNA/histona do tumor. De
realcar que o M9241, em monoterapia, conseguiu aumentar a proliferagiao e ativacao de células do Sl e APCs,
além de reduzir a densidade e a fungdo de células imunossupressoras. A propésito, aumentou a infiltragdo de
células T CD8', efeito que se verificou superior ao combinar o M9241 com o avelumab. '

** CAR T-meso cells: células autdlogas transduzidas lentiviralmente para expressarem o fragmento variavel da
cadeia curta (scFv) anti-mesotelina fundido aos dominios coestimulatérios TCRZ e 4-1BB.”
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Anexo lllI: Terapias antiangiogénicas aprovadas pela FDA para o tratamento de

tumores solidos

Farmaco Molécula(s) alvo Tipos de tumor Ref.
Anticorpos monoclonais
Cancro cervical; CRC; Glioblastoma, HCC;

Bevacizumab VEGEA Carcmoma' he.patocelu!a!"; NSCLC nao escamoso; 17,134
Cancro epitelial do ovario, das trompas de Falépio, ou
peritoneal primario; RCC

Ramucirumab | VEGFR2 CRG; HC;; NSCLC;‘ Ad?nocarcmoma, d'o estomago; 17,134
Adenocarcinoma da jungio gastroesofagica

Inibidores da Tirosina Cinase
. . 17, 134,
Axitinib KF.SFRI’ 255 HRIEAS RCC avangado 5
17, 134,
Cabozantinib VEGF; MET; AXL Cancro da tiroide diferenciado; HCC; RCC 135
Levantinib VEGFRI, 2, 3; FGFRs; Carcinoma do endométrio; HCC; RCC; Cancro da 17, 134
eva PDGFRA; KIT; RET tiroide
. VEGFRI, 2, 3; PDGFRA, . . 134, 135
Pazopanib B: ¢-KIT: FGFRI, 3 RCC; Sarcoma dos tecidos moles
VEGFRI, 2, 3; TIE2; 17, 134,
Regorafenib PDGFR; FGFR; KIT; CRC; HCC; Tumor stromal gastrointestinal 135
RET; RAFI; BRAF
. VEGFRI, 2, 3; PDGFRs; . . . 134, 135
Sorafenib RAFE: KIT HCC; RCC; Cancro da tiroide
Sunitinib VEGFRI, 2, 3; PDGFs; Tumor do estroma gastrointestinal; Cancro 134,17
KIT; FLT3; CSFIR; RET | pancreitico; RCC
Levantinib VEGFRI, 2, 3; FGFRs, Carcinoma do endométrio; HCC; RCC; Cancro da 134,17
evantint PDGFRA; KIT; RET tiroide
Proteinas de fusao recombinantes
Ziv-aflibercept . 134,17
(VEGF-trap) VEGFA, B; PIGF CRC
Inibidores do MTOR com efeitos antiangiogénicos
Cancro da mama; Cancro pancreatico; Cancro

Everolimus MTOR gastrointestinal; Cancro pulmonar; RCC; Astrocitoma | '**'7

subependimario de células gigantes
Abreviaturas: AXL: AXL receptor tyrosine kinase. BRAF: B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase. CRC:

cancro colorretal. CSFIR: colony stimulating factor | receptor. FGFR: recetor do fator de crescimento fibroblastico.
FLT3: fms related receptor tyrosine kinase 3. HCC: carcinoma hepatocelular. KIT: KIT proto-oncogene, receptor
tyrosine kinase. MET: MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase. MTOR: mechanistic target of rapamycin kinase.
NSCLC: cancro pulmonar de células nao pequenas. PDGFRA: platelet derived growth factor receptor alpha. PGIF:
placental growth factor. RAFI: Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase. RCC: carcinoma das células renais. RET:
ret proto-oncogene. VEGF: fator de crescimento endotelial vascular. VEGFR: recetor do fator de crescimento
endotelial vascular.
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antiangiogénicos e inibidores de immune checkpoint

Anexo IV: Ensaios clinicos principais a decorrer que combinam agentes

Agente Inibidores de Tioo de Identificacdo
. g. L . Immune P do ensaio Fase Estado Ref.
antiangiogénico . tumor .
Checkpoint clinico
HCC NCT02715531 | Concluido 136
NCTO02715531 | Concluido 136
RCC NCT01984242 Il Concluido 136
NCTO04017455 Il Recrutando z
Atezolizumab NCT02873195 I Ativo, nio 2
Bevacizumab CRC recrutando
NCT02982694 Il Terminado 136 137
HCC, Cancro NCTO5 185505 v Ainda niao 2
hepatocelular recrutando
Ipilimumab Melanoma NCT00790010 I Ativo, ndo 136
recrutando
Nivolumab NSCLC NCTO01454102 | Concluido L
CRC NCT04072198 Il Recrutando 136
Avelumab RCC NCT02493751 | Concluido L
. Ativo, nao 136
Axitinib Toripalimab Melanoma NCTO03086174 | recrutando
Nivolumab Elanene NCT04493203 [ Recrutando 2
avancado
Iili b/ Melanoma
priimuma cutineo NCT05200143 | 1I Recrutando 2
Nivolumab ..
refratario
Cabozantinib Tumor NCTO04197310 | I Recrutando n
Nivolumab carcinoide
Cancroda | 103316586 [ Concluido 2
mama
Pembrolizumab NSCLC NCT02443324 | Concluido KL
. Durvalumab NCT02572687 | Concluido 138
Ramucirumab Ainda na
Nivolumab Mesotelioma | NCT03502746 @ |i inda nao =
recrutando
Nivolumab Cancro NCT0339621 | | Ativo, ndo n
Apatinib recrutando
P SHR-1210 . 136
. HCC NCT02942329 | Desconhecido
(Camrelizumab)
NSCLC,
AL3818 Nivolumab Sarcomados |\ ~104145330 | I Recrutando 2
(Anlotinib) tecidos moles,
Tumor solido
. . . NCT04987203 ] Recrutando Z
Tivozanib Nivolumab RCC NCT03136627 | Il Concluido 136
Regorafenib Nivolumab Carcinoma |\ ~ro4170556 | 1l Recrutando 2
hepatocelular
Lenvatinib Pembrolizumab HCC NCT03006926 I Ativo, ndo 136
recrutando
Tumor solido NCT02715531 | Concluido 139
Vanucizumab Atezolizumab Tumor solido
metastatico NCTO01688206 | Concluido 140
ou avangado

Abreviaturas: CRC: cancro colorretal. HCC: carcinoma hepatocelular. NSCLC: cancro pulmonar de células
nao pequenas. RCC: carcinoma das células renais.

Anlotinib TKI antiangiogénico. Apatinib: TKI anti-VEGFR2. Atezolizumab: mAb anti-PD-L|. Avelumab: mAb anti-
PD-LI. Axitinib: TKI antiangiogénico. Bevacizumab: mAb anti-VEGFA. Cabozantinib: TKI antiangiogénico
Camrelizumab: mAb anti-PD-1. Durvalumab: mAb anti-PD-LI. Ipilimumab: mAb anti-CTLA4. Lenvatinib: TKI
antiangiogénico. Nivolumab: mAb anti-PD-1. Pembrolizumab: mAb anti-PD-1. Ramucirumab. mAb anti-VEGFR2.
Regorafenib: TKI antiangiogénico. Tivozanib: TKI anti-VEGFR. Toripalimab: mAb anti-PD-I.

92



Anexo V: Combinacdes entre agentes anti-VEGF e inibidores de immune

checkpoint dirigidos ao eixo PD-1/PD-L| que foram aprovadas pela FDA ou

concluiram os ensaios clinicos de fase Il

Quimioterapia

Combinacio de Identificaco
. ¢ Tipo de tumor do ensaio Fase Estado
farmacos o
clinico
Bevaazymab + HCC'ayan?ado ou NCT03434379 Aprovado Concluido
Atezolizumab metastatico intratavel pela FDA
Bevacizumab +
Atezohzumgb + NSCLC, n3o escamoso NCT02366143 Aprovado Concluido
Carboplatin + metastatico intratavel pela FDA
Paclitaxel
Bevacizumab +
Peml:.>rc.>llzumal? + CanFro cervllcal metastatico NCT03635567 Aprovado Concluido
Quimioterapia ou irressecavel recorrente pela FDA
baseada em platina
Lenvatinib + Carcinoma do endométrio NCT03517449, Aprovado .
Pembrolizumab ncado refratari NCT04865289, la EDA Ativo
embrolizuma avangado refratario NCT03884101 pela
Lenvatl.nlb + RCC meFastatllco/avangado NCT0281 1861 Aprovado Ativo, ndo
Pembrolizumab intratavel pela FDA recrutando
Cabf)zantlnlb + RCC meFastatlfo/avangado NCTO03141177 Aprovado Ativo, nao
Nivolumab intratavel pela FDA recrutando
AX|t|n.|b i RCC me'Fastatl’co/avangado NCT0285333 Aprovado Ativo, nao
Pembrolizumab intratavel pela FDA recrutando
Axitinib + RCC me'Fastatlf:o/avan;ado NCT02684006 Aprovado Ativo, ndo
Avelumab intratavel pela FDA recrutando
Bevacizumab * RCC intratavel NCT02420821 I Concluido
Atezolizumab
Bevacizumab +
vaolumab' + NSCLC’ nao escamoso NCT03 117049 " Ativo, nao
Carboplatin metastatico intratavel recrutando
+ Paclitaxel
Falhou ao
Bevacizumab + a;mg.l rtc;
Nivolumab + CRC metastitico NCT03414983 I endpoint de

sobrevivéncia
livre de
progressao

Abreviaturas: CRC: cancro colorretal HCC: carcinoma hepatocelular. NSCLC: cancro pulmonar de células
nao pequenas. RCC: carcinoma das células renais.

Atezolizumab: mAb PD-LI. Avelumab: mAb anti-PD-LI. Axitinib: TKI antiangiogénico. Bevacizumab: mAb
VEGFA. Cabozantinib: TKI agente antiangiogénico. Carboplatin: farmaco quimioterapéutico. Lenvatinib: TKI
agente antiangiogénico. Nivolumab: mAb PD-I. Paclitaxel: firmaco quimioterapéutico. Pembrolizumab: mAb PD-

I. Adaptado de ”®
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