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Resumo

O Sistema Endossomal/Lisossoma (E/L) é importante para manter a homeostase da
célula. Quando surge uma mutagao em genes que codificam proteinas com fungoes no sistema
E/L, ocorre a perda da homeostase celular e o aparecimento de doenga.

A doenca do lisossoma denomina-se Doenga Lisossomal de Sobrecarga (DLS). A DLS
compreende um grande conjunto de doencas hereditarias, maioritariamente de carater
autossomico recessivo. Estas doengas sdo raras e clinicamente muito heterogéneas.
Atualmente, existem estratégias terapéuticas que permitem controlar algumas das DLS e
estratégias terapéuticas em ensaios clinicos com resultados promissores.

A doenga de Niemann-Pick tipo CI (NP-C1) é uma doenga, essencialmente pediatrica,
na qual ocorre alteragao do transporte intracelular de material de natureza lipidica. Assim,
ocorre a acumulagao deste material em varios 6rgaos, nomeadamente no cérebro, resultando
na neurodegenerescéncia. Até a data atual, s6 existe uma terapéutica disponivel para a NP-

CI, encontrando-se trés moléculas em ensaios clinicos.

Palavras-Chave: Lisossoma; Sistema Endossomal/lLisossoma; Doenca Lisossomal de
Sobrecarga; Mutacao; Proteina lisossomal; Estratégias Terapéuticas; Doenga de Niemann-Pick

tipo Cl

Abstract

Endosome/Lysosome System (E/L) is important to maintain cell homeostasis. When
a mutation occurs in genes encoding proteins with key roles in the E/L system, there is loss of
cell homeostasis and the onset of disease.

Lysosomal disease is called Lysosomal Storage Disease (LSD). LSD comprises a large
set of diseases inherited, mostly, as autosomal recessive traits. These disorders are rare and
clinically very heterogeneous. Currently, there are therapeutic strategies that allow to control
some of the LSD and therapeutic strategies in clinical trials with promising results.

Niemann-Pick type C| disease (NP-CI) is, essentially, a pediatric disease in which
there is an impaired intracellular transport of lipid-like material. Thus, accumulation of this
material occurs in several organs, particularly the brain, resulting in neurodegeneration. To
date, there is only one available therapy for NP-C|. Three molecules are being tested in clinical

trials.

Keywords: Lysosome; Endosome/Lysosome System; Lysosomal Storage Disease; Mutation;

Lysosomal Protein; Therapeutic Strategies; Niemann-Pick Disease type CI



I. Introducio

O lisossoma é um organelo celular, delimitado por uma membrana lipidica, com uma
constituigdo molecular complexa importante para a sua fungao biologica. Este organelo
encontra-se num estado dinamico na célula e é originado pela fusao de pré-lisossomas com
outra estrutura com a qual partilha componentes, o endossoma tardio. A dindmica entre estes
dois compartimentos da célula pode ser designada de Sistema Endossoma/ Lisossoma (E/L).

Inicialmente, os lisossomas eram vistos como simples vesiculas exclusivamente
especializadas no catabolismo da célula e na protegao contra microrganismos patogénicos.
Nos ultimos anos, este organelo tem vindo a adquirir uma importancia crescente devido a
identificagao de novas fungoes, designadamente na sinalizagao intracelular, na comunicagao
com outros organelos e na comunicagao com a matriz extracelular através da exocitose do
conteldo intraluminal. Assim, uma alteracdo na constituicio molecular do lisossoma leva a
desregulagao da homeostase da célula e a acumulagao de material nao degradado, originando
stress do Reticulo Endoplasmatico (RE), desregulacio da homeostase do calcio, stress
oxidativo, desregulacao da autofagia e inflamagao.

A doenga do lisossoma é designada por Doenga Lisossomal de Sobrecarga (DLS) e
compreende um conjunto de mais de 70 patologias diferentes em termos de mecanismos
celulares, de manifestagoes clinicas (sinais e sintomas clinicos) e de idade de aparecimento dos
primeiros sintomas. No entanto, todas as DLS se devem a uma mutagao num gene especifico
que codifica uma proteina importante para o funcionamento do sistema E/L.

As DLS sao doengas hereditarias de carater autossomico recessivo que podem
apresentar forma infantil, juvenil ou adulta. Estas patologias sao consideradas individualmente
raras, afetando cumulativamente entre 7,5 e 23,5 individuos por 100 000 recém-nascidos. Em
Portugal, a prevaléncia estimada é de | em cada 4 000 recém-nascidos.

A maioria das DLS apresenta envolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC), sendo
a caracteristica clinica mais frequente a neurodegenerescéncia progressiva, que corresponde
ao prognostico mais severo da doencga. Porém, também apresenta caracteristicas clinicas
relacionadas ao comprometimento de orgaos e tecidos periféricos.

Atualmente, ja existem algumas estratégias terapéuticas que permitem controlar estas
doengas (ou que apresentam resultados promissores em ensaios clinicos), sendo direcionadas
para cada uma das etapas em que podem ocorrer mecanismos celulares que originam DLS:
transplante de células estaminais hematopoiéticas, terapéutica de substituicao enzimatica,
moléculas que atuam como chaperones, terapéutica de redugao de substrato, reguladores da

proteostase e terapia génica.
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A doenga de Niemann-Pick tipo CI (NP-Cl) é um tipo de DLS que se manifesta
frequentemente em estadios precoces do desenvolvimento humano. Esta doenga deve-se a
uma mutagao no gene que codifica uma proteina de membrana lisossomal responsavel pelo
transporte de materiais de natureza lipidica, levando a sua acumulagio excessiva
principalmente no bago, figado e SNC.

Esta monografia tem como principal objetivo conhecer e compreender a biologia
celular subjacente as DLS, as estratégias terapéuticas existentes, aprovadas e em ensaios

clinicos, assim como abordar em particular uma dessas doengas, a NP-CI.

2. O Sistema Endossomal/ Lisossoma

2.1 Estrutura e biogénese lisossomal

Os lisossomas foram descritos pela primeira vez em 1955 por Christian de Duve e
colaboradores, como estruturas densas delimitadas por uma membrana, com conteldo
intraluminal acidico (pH entre 3 e 6) e munido de enzimas hidroliticas, apenas ativas no meio
4cido'?.

Atualmente estao descritas cerca de 60 enzimas lisossomais, classificadas em diferentes
familias de acordo com o tipo de substrato em que atuam: lipases, proteases, fosfatases,
glucosidases, nucleases, sulfatases, etc."*’. Estas enzimas sio glicoproteinas sintetizadas no
Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER), onde adquirem a sua conformagao nativa, e sao
translocados para o complexo de Golgi'**. No compartimento cis, ocorre a fosforilagio de
residuos de manose, ficando as proteinas sinalizadas com residuos de manose-6-fosfato (M6P)
>3 Na rede trans, as proteinas ligam-se a recetores que reconhecem os residuos de MéP, sio
incluidas em vesiculas e direcionadas aos endossomas tardios e aos lisossomas'"*’. Contudo,
algumas enzimas sio transportadas por uma via independente da via do recetor da M6P***. E
o caso da fosfatase 4cida, que utiliza a via constitutiva®**. Por esta via, a proteina é transportada
em vesiculas diretamente da rede trans do complexo de Golgi até a membrana
citoplasmatica®®*. A partir da qual, por endocitose, é transportada até aos endossomas
precoces e destes aos lisossomas™*. A B-glucocerebrosidase também nio utiliza a via do
recetor da M6P, em vez disso liga-se a proteina designada por Lysosomal Integral Membrane
Protein 2 (LIMP-2 ou SCARB2), no RER, sendo direcionada até ao lisossoma®**. Devido ao pH
4cido no lisossoma, as proteinas tornam-se aptas a exercer a fungao bioldgica®**.

Para além de hidrolases, o lisossoma contém também cofatores nao enzimaticos

necessarios a degradagao de glicoesfingolipidos, designados por Sphingolipid Activator Proteins
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(SAPs) **. O mecanismo pelo qual chegam ao lisossoma ainda nio se encontra bem elucidado,
mas ha indicios de que utilizem o recetor Sortilina. As hidrolases e as SAPs encontram-se em
vesiculas intra-lisossomais onde realizam/promovem a degradagio de substratos®*.

A membrana do lisossoma é uma bicamada fosfolipidica que, a semelhan¢a da
membrana plasmatica, apresenta proteinas na sua constitui¢ao, integrais e periféricas, em que
as mais abundantes sio as Lysosome-Associated Membrane Proteins (LAMP-1 e LAMP-2)°. Estas,
juntamente com a LIMP-2 e a Cluster of Differentiation 63 (CD 63), apresentam-se glicosiladas
na porg¢ao intraluminal, constituindo o glicocalice lisossomal, importante para proteger a
membrana do ataque das enzimas hidroliticas’. A LAMP-| estd também relacionada com a
ancoragem a membrana citoplasmatica e com o transporte do lisossoma através do
citoesqueleto da célula, uma vez que se liga a proteinas que fazem parte dos microtubulos do
citoesqueleto. A LAMP-1, juntamente com a Lysosomal Integral Membrane Protein | (LIMP-1),
participa ainda na translocagio de enzimas para o lisossoma®.

Além destas, a membrana do lisossoma possui ainda proteinas que funcionam como
bombas de protdes, sio as ATPases vacuolares (v-ATPases) *¢. Estas permitem manter o pH
acido no limen do lisossoma, importante para a atividade enzimatica, e fazem parte do
complexo Lysosomal Nutrient Sensing (LYNUS)*¢. O complexo LYNUS é responsavel por enviar
sinais ao nucleo da célula com informacao acerca do contelddo do lisossoma, nomeadamente
nutrientes>’.

Entre muitas mais proteinas ja identificadas, encontram-se também a NPC intracellular
cholesterol transporter | (NPC 1), que facilita o transporte de substratos lipidicos e aminas para
o exterior do lisossoma®, a Sodium-Coupled Neutral Amino Acid Transporter 9 (SLC38A9), que
transporta a arginina e a LAMP-2 que transporta substratos do citosol para o interior®®. Para
regulacao do ambiente ionico esta presente a Mucolipina | (MCOLN [), que também participa
na sinalizacio celular, através do iio Ca’ durante a fusio de lisossomas com outras
membranas®®,

As proteinas lisossomais membranares nao se ligam ao recetor de M6P, sendo
transportadas para o lisossoma a partir da rede trans do complexo de Golgi, através de um
processo mediado pela Adaptor Protein-3 (AP3), ou através da via constitutiva, na qual sao
direcionadas primeiro para a membrana plasmética e posteriormente endocitadas*’.

Este organelo, devido a sua constituigao, é especializado na atividade catalitica da
célula’. Para tal, existem diferentes vias pelas quais os substratos podem alcangar os lisossomas

para sua posterior degradagao’. Macromoléculas (hidratos de carbono, lipidos, proteinas,
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acidos nucleicos) sao internalizadas nas células por endocitose, enquanto que microrganismos
e particulas de grandes dimensdes sdo internalizados por fagocitose’.

Existem varios modelos explicativos da biogénese lisossomal’, porém o mais descrito
na literatura é o modelo “hibrido”, no qual existe uma estrutura que partilha componentes do
endossoma tardio e do lisossoma, transformando todo o processo num dinamico sistema E/L.
O material proveniente da endocitose é envolvido em vesiculas que, ao fundirem entre si, dao
origem ao endossoma precoce'’. Recetores e componentes da membrana citoplasmatica nio
destinados a degradagao retornam a esta por uma via de transporte retrograda, promovendo
assim a reciclagem de componentes necessarios ao normal funcionamento celular'’. A partir
do endossoma precoce sao formadas vesiculas que vao fundir com o endossoma tardio e este,
por sua vez, recebe proteinas lisossomais pela fusao com vesiculas provenientes do complexo
de Golgi"’. Por conseguinte, ocorre a fusio entre endossomas tardios e lisossomas pré-
existentes, originando-se uma estrutura hibrida, que contém enzimas lisossomais e recetores
de M6P"’. Apenas ap6s um processo de maturagio, no qual os recetores de M6P regressam
ao complexo de Golgi, surge o lisossoma, neste caso o heterolisossoma'’. O autolisossoma é
formado apos um processo de maturagao dos autofagossomas no qual a membrana adquire
proteinas lisossomais e o lumen adquire hidrolases e pH acido, devido a atividade de v-
ATPases'’.

Estes processos que envolvem fusdes sucessivas entre membranas sao mediados por
proteinas como as Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor activating protein receptor (SNARE) e

as proteinas RAB GTPases**’.
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Fig. | — Esquema da estrutura e composicio molecular do lisossoma®.
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2.2 Funcoes e atividade biolégica do Sistema Endossomal/ Lisossoma

O sistema E/L tem como principais fungoes: i) fornecer a célula os constituintes
fundamentais para o turnover celular e produgio de energia; ii) permitir a clearance e
reciclagem de material celular desnecessario e iii) proteger a célula de ameagas externas por
inativagdo de organismos patogénicos e processamento de antigénios'.

Atualmente, através de estudos de andlise proteomica, percebeu-se que os lisossomas
nao estao apenas envolvidos na fungao catabdlica da célula®. Estes organelos tém também,
gracas a determinadas proteinas, um importante papel na detecao e controlo de necessidades
nutritivas da célula, na homeostase de aminoacidos e ides, na sinalizagao do iao calcio, na
comunicagio intercelular e na comunicagio com a matriz extracelular®. Esta capacidade de
comunicagao deve-se a recente perce¢ao de que os lisossomas realizam exocitose, através da
fusdo mediada por Ca** com a membrana plasmatica, ocorrendo a secregdo do seu conteldo
para o espago extracelular e permitindo a reparagio de danos na membrana plasmatica’.

Os lisossomas apresentam, além disso, locais na membrana especializados na
comunicagao com outros organelos, como a mitocondria e o RE, permitindo a transferéncia
de lipidos, metabolitos e ides de calcio, modulando a atividade destes organelos na célula®.

Recentemente, identificou-se que na superficie do lisossoma existe um conjunto de
proteinas que interagem entre si, o complexo LYNUS, constituido pela v-ATPase e pelo
Mamadlian Target of Rapamycin Complex | (mTORC I)*’. Na presenca de nutrientes no
lisossoma, o fator de transcricao EB (TFEB) é fosforilado pelo mTORC |, tornando-se
inativo™. Pelo contrario, se ocorrer caréncia nutritiva, o mTORC | ¢é libertado do LYNUS e
torna-se impossibilitado de fosforilar o TFEB**. Assim, o TFEB mantém-se livre no citosol e é
translocado para o nucleo™. No nucleo liga-se a regides especificas do DNA e vai regular a
transcrigao de um conjunto de genes pertencentes ao The Coordinated Lysosomal Expression and
Regulation Network (CLEAR). Desta forma ocorre a sintese de proteinas envolvidas no sistema
E/L, na autofagia e no metabolismo lipidico®’, com o consequente aumento do nimero de
lisossomas na célula para a realizagio dos processos catabdlicos™”.

Estes sinais dirigidos ao nlcleo da célula, através de fatores de ativagao da transcrigao
genética, permitem ao organelo adaptar-se a condi¢des tanto fisiologicas como patolégicas™.

Mutacoes em genes do CLEAR levam ao deficiente ou ausente processamento e
degradacao de substratos, deficiente transporte de lipidos e metabolitos e dificuldade da célula

em adaptar-se a condi¢oes adversas. Desta forma, ocorre uma acumulagao de substratos nao
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degradados ou parcialmente degradados no lisossoma, originando as chamadas Doengas

Lisossomais de Sobrecarga (DLS).
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Fig. 2 - O lisossoma como um centro regulador de diversas fungdes celulares’.

3. Doencas Lisossomais de Sobrecarga

As DLS compreendem um conjunto de mais de 70 doengas hereditarias, na sua grande
maioria de cardter autossomico recessivo’, com excecio da doenca de Fabry e da
Mucopolissacaridose Il (MPS Il), que estio relacionadas ao cromossoma X®.

Estas patologias surgem devido a mutagoes que ocorrem num determinado gene que
codifica uma proteina indispensavel ao funcionamento do sistema E/L*®’. Esta proteina pode
ser uma enzima hidrolitica; uma proteina soluvel nao enzimatica; uma proteina membranar do
lisossoma; ou uma proteina nao lisossomal, mas que esteja indiretamente implicada no
funcionamento do sistema E/L**’. O mesmo gene pode sofrer diferentes tipos de mutacio.
Os tipos de mutagoes que mais frequentemente se encontram na base de DLS sao: missense,
nonsense, splicing, dele¢des parciais e insergoes™'’.

Alteragoes nestas proteinas, ou a sua completa auséncia, levam a que as fungdes do
lisossoma estejam comprometidas, resultando numa acumulagao de macromoléculas na célula,
disfungdo e morte celular, com repercussdes nos érgaos e tecidos do organismo humano®.

As manifestagoes clinicas e o seu grau de severidade estao relacionados com o grau de
funcao residual da proteina, com o tipo de células afetadas, com o tipo de substrato ou
metabolito acumulado e o seu impacto no estadio de desenvolvimento do individuo’. Contudo,
o percurso clinico revela-se muitas vezes imprevisivel e heterogéneo entre individuos devido

aos diferentes mecanismos secundarios despoletados pela sobrecarga lisossomal’.

15



De acordo com a idade de aparecimento dos sintomas, as DLS podem apresentar
forma infantil, juvenil ou adulta, sendo a infantil a mais frequente e severa, com envolvimento
neuroldgico e morte prematura’. Os sinais e sintomas clinicos mais frequentes sio:
neurodegenerescéncia  progressiva,  sindrome  epilético, doenga  psiquiatrica,
hepatoesplenomegalia, malformagoes oOsseas, doenga renal e cardiaca, atrofia muscular e

doenca ocular®’.

3.1 Classificacao

Uma vez que as DLS englobam varias patologias, tem havido nos ultimos anos uma
organizacao eficaz das DLS por categorias para uma melhor caracterizagio dos mecanismos
patogenéticos e identificagao das possiveis estratégias e alvos terapéuticos.

A classificagao com base na proteina afetada e no mecanismo que esta na base de cada

patologia € a mais utilizada. Assim, as DLS encontram-se classificadas com base nas:

i) Deficiéncias em enzimas lisossomais (50), subdivididas em:

o Esfingolipidoses: doenga de Fabry, doenga de Gaucher, Leucodistrofia
Metacromatica (LDM), Niemann-Pick tipo A e B, Gangliosidose GMI,
Gangliosidose GM2 (que inclui a doenca de Sandhoff, a doenga do
Ativador GM2 e a doenga Tay-Sachs);

o Mucopolissacaridoses (MPS): Sindrome de Hurler (MPS 1), Sindrome de
Hunter (MPS Il), Sindrome de Sanfilippo B (ou MPS 1lIB);

o Doengas de sobrecarga de glicogénio: doenga de Pompe;

o Glicoproteinoses: Aspartilglucosaminuria, Galactosialidose;

o Doengas de sobrecarga de lipidos: doenga de Wolman;

o Defeitos na modificacao de poés-tradugao: Deficiéncia Multipla de
Sulfatase, doenga Mucolipidose Il a/p (que inclui a Polidistrofia Pseudo-
Hurler e a doenca I-Cell).

ii) Deficiéncias em proteinas integrais da_membrana lisossomal (7): Cistinose

doenga de Danon, Niemann-Pick tipo Cl (NP-CI) e Niemann-Pick tipo C2
(NP-C2), Mucolipidose tipo IV.

iii) Lipofuscinose Ceroide Neuronal (Neuronal Ceroid Lipofuscinosis, NCL) (14).

iv) Doengas Lysosome-Related Organells (LROs) (12)°.
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3.2 Mecanismos celulares de sobrecarga lisossomal
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Fig. 3 Esquemas das diferentes etapas em que podem ocorrer mecanismos celulares

que originam DLS’.

Existem varios mecanismos celulares que podem originar cada uma das diferentes
formas das DLS, tendo em conta o gene que sofreu a mutagao. A mais comum € a mutagao
genética que leva a formagao de uma enzima hidrolitica com atividade catalitica reduzida, nao
degradando convenientemente o respetivo substrato, por exemplo, nas doengas de Niemann-
Pick A e B’. Estas doencas devem-se a uma mutagio no gene SMPDI levando a uma
deficiéncia na enzima esfingomielina fosfodiesterase, que realiza a hidrolise da esfingomielina
em fosforilcolina e ceramida''. A sua deficiéncia leva a acumulagio de esfingomielina''.

Noutras situagoes, a mutagao pode levar ao defeito de uma proteina de ativagao
enzimatica, levando a que determinadas hidrolases nao realizem a sua atividade catalitica, por
exemplo a doenca do ativador GM2’. Esta doenca é causada por uma mutagio no gene GM2A
e leva a deficiéncia do cofator para a ativagio da enzima P-hexosaminidase, que degrada
gangliésidos e glicoesfingolipidos, o que leva a acumulagio destes substratos'”.

Pode também acontecer que a mutagao se traduza numa anormal conformagao da
enzima com consequente defeito no transporte do RER para o complexo de Golgi, como no
caso da doenca de Gaucher’. Nesta doenca, ocorre uma mutagio no gene GBA que codifica
a B-glucosidase, uma enzima que degrada a glucosiceramida (o substrato que se encontra
acumulado)®.

Uma disfungao em determinados complexos enzimaticos responsaveis pelo transporte de
uma proteina lisossomal do RER para o Golgi é outra possibilidade. E o que acontece na
doenca da Galactosialidose’. Nesta doenca, a mutagio ocorre no gene CTSA que codifica a
catepsina A, uma protease que faz parte do complexo enzimatico que se associa aos

precursores das glicosidases, protegendo-os da protedlise no lisossoma®’.
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Podem também ocorrer defeitos na glicosilagao, com consequente redugao da
atividade catalitica da enzima, ou ineficiente marcagao com M6P. Na doenga Mucolipidose Il
/B existe um defeito numa enzima que participa na biossintese de M6P no complexo de Golgi,
levando a que as enzimas lisossomais sejam exocitadas para fora da célula e nao translocadas
para o lisossoma’.

Outro defeito a nivel da pos-tradugao ocorre na Deficiéncia Multipla de Sulfatase. A
base molecular desta doenga inicia-se com uma mutagao no gene que codifica a enzima Co-
formylglycine-generating (FGE). Uma disfuncao da FGE leva a nao conversao de residuos de
cisteina, presentes no centro catalitico de todas as sulfatases, em residuos de Ca-formilglicina,
no RER, resultando na reducio da sua atividade catalitica’.

Surgem ainda as mutagoes que levam a defeitos em proteinas da membrana lisossomal,
por exemplo na doenca de Danon, a Cistinose e a NP-CI°. Na doenca da cistinose ocorre
uma mutagao no gene CTNS que leva a um defeito na proteina cistinosina. Esta proteina é
responsavel pelo transporte de cistina do lisossoma para o citosol, portanto, encontrando-se
ineficiente, leva a acumulacio deste aminoacido no lisossoma’. Na doenca de Danon, mutacdes
no gene que codifica a LAMP-2, levam a acumulagao de vactolos no lisossoma com residuos
provenientes do citoplasma e glicogénio’. A doenca NP-CI| ser4 abordada no ponto 4 da
presente monografia.

Relativamente as doencas da NCL, na base da sua génese esta uma mutagao ao nivel
de um dos oito genes identificados como genes NCL, cuja alteragao leva a defeitos em
proteinas, as proteinas CLN. Nas proteinas CLN incluem-se hidrolases lisossomais soluveis
(CLN | e 2) e proteinas transmembranares (CLN 3, 5, 6 e 8). Um defeito em qualquer uma
destas proteinas origina uma doenga NCL com caracteristicas clinicas diferentes, em que
ocorre acumulagio de lipofuscina’.

Por fim, as doengas LROs devem-se a mutagoes que afetam a estrutura de lysosome-
related organelles, vesiculas semelhantes a organelos mas que se encontram em células

especificas do organismo, como células endoteliais, linfocitos e plaquetas®.

3.3 Mecanismos secundarios a sobrecarga lisossomal

A acumulagao de macromoléculas nos lisossomas despoleta uma série de eventos
secundarios que culminam na morte celular e, consequentemente, na disfungao e degeneragao
do 6rgao ou tecido afetado. Esta cascata de eventos depende do tipo de célula implicada e do

tipo de macromoléculas acumuladas, sendo diferente entre as DLS®.
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Entre os eventos mais frequentemente identificados nas DLS, que propiciam a
progressao da doenga, estao: i) o stress do RE; ii) a desregulagao da homeostase do calcio; iii)
o stress oxidativo; iv) a desregulacio da autofagia; v) a inflamagio".

O stress do RE surge devido a acumulagao de proteinas disfuncionais neste organelo,
que por sua vez pode ser despoletada por uma deplegao de cilcio no seu interior, levando a
ativagido do Unfolded Protein Response (UPR)'*. O UPR é um sistema de controlo que permite
ao RE adaptar-se as condigOes adversas ou levar a apoptose da célula em caso de stress
prolongado, através da ativagao de trés proteinas transmembranares deste organelo: a
Activating Transcription Factor 6 (ATF6), a Inositol-Requiring Kinase | (IRE 1) e a Protein Kinase
Regulated by RNA-like ER Kinase (PERK)'.

A ATF6 dirige-se para o complexo de Golgi, onde é clivada libertando o fragmento N-
terminal. Este fragmento dirige-se ao nucleo, induzindo a expressao de chaperones que ajudam
a estabilizar as proteinas acumuladas no RE'*.

A IRE | catalisa o splicing do gene da proteina X-Box-Binding Protein | (XBP I), originado
a spliced XBP1 (s-XBP ) e induzindo apoptose'*.

A PERK fosforila o Eukaryotic Initiation Factor 2 (elF2a) e este por sua vez inibe a
transcricio do DNA, diminuindo a tradugio proteica no RE'. O elF2a ativa a proteina
CCAAT/Enhancer-Binding Protein Homologous Protein (CHOP), que por sua vez ativa a produgao
de Reactive Oxygen Species (ROS) e mediadores de morte celular como o DNA Damage Inducible
Gene 34, o Bcl-2 Interacting Mediator of Cell Death, a caspase 12 e as cJun N-terminal kinases'*'>'.

Os mecanismos que levam a desregulagio da homeostase do calcio dependem do
material acumulado na célula e dos canais/bombas de cilcio afetados'’. Na doenca de Gaucher,
Sandhoff e Gangliosidose GM| verificou-se que ocorria uma deplecao de cilcio no RE, levando
a stress neste organelo, ativagao do UPR e dos mecanismos de apoptose"’. Na primeira, devido
a ativagao do canal de calcio Ryanodine Receptor pela glucosilceramida; na segunda, devido a
diminuicdo da captacio de clcio pela Ca**-ATPase (SERCA); e na terceira, devido a ativagio
do canal Inositol 1,4,5-trifosfato Gated Calcium Release Chanel pelos ganglidsidos'’.

Além do RE, a mitocondria também desencadeia vias de apoptose devido a
desregulagdo da homeostase do célcio'. Esta via foi estudada na Gangliosidose GMI, em que
a acumulagao de ganglidsidos na membrana que associa o RE a mitocondria (Mitochondria-
associated ER Membrane, MAM), cuja fungao é a dissipagao de calcio entre os organelos através
do canal Inositol 1,4,5-triphosphate (IP3)-sensitive Ca** Channel, interage com este canal levando

a formagao de um “megaporo” e ao aumento da transferéncia de célcio para a mitocondria'’.
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O excesso de calcio promove a formagao de ROS e a abertura do poro de permeabilidade
transitoria da mitocondria, que liberta mediadores de apoptose como o citocromo C".

Também na doenga NP-CI| ocorre alteracio da homeostase do cilcio, aspeto
abordado em 4.1.

O stress oxidativo € um importante fator desencadeador de morte celular em diversas
patologias, através do aumento da producao de ROS, originando-se um desequilibrio entre a
producio destes e os mecanismos antioxidantes da célula”. Alguns investigadores tém
demonstrado também interligagao entre a sobrecarga lisossomal e o stress oxidativo. Villani
et al.'® observaram em ratos modelo da doenca MPS IlIB (caracterizada por deterioragio
neurologica profunda) apés um més do nascimento, um aumento da produgao de ides
superoxido e da oxidagao proteica no cerebelo. Apds trés meses, observaram aumento da
peroxidacao lipidica e da oxidagao de DNA, sugerindo que o stress oxidativo é um dos
mecanismos que estio na base da neurodegenerescéncia nesta DLS. Shen et al."” também
demonstraram, em células do endotélio vascular de individuos com doenga de Fabry, que a

1. também identificaram

sobrecarga de globotriosilceramida induz a produgao de ROS. Fu et a
stress oxidativo na doenca NP-C| através da analise de determinados marcadores de stress
oxidativo no soro de doentes.

O stress oxidativo, por sua vez, pode ser desencadeado pelo stress do RE, pela
desregulagao do calcio e também pela desregulagao da autofagia. A autofagia é um processo
regulado pelo qual os constituintes celulares danificados sao recolhidos, degradados e
reciclados, constituindo um importante processo de turnover celular e de fornecimento de
energia durante condi¢des de caréncia nutricional*"?2. Em situagdes de disfungio da autofagia,
advindas da sobrecarga lisossomal, pode ocorrer a acumulagao secundaria de outras
macromoléculas e organelos disfuncionais, entre os quais mitocondrias, levando a
desregulagao da homeostase de calcio, sobreprodugcao de ROS e a estimulagio da
apoptose”"?”. Este mecanismo foi proposto para a doenga da Mucolipidose tipo IV, na qual se
verificou através de fibroblastos de doentes, que uma ineficiente autofagia leva a acumulagao
de mitocdndrias na célula, deficiente regulagio do calcio e maior suscetibilidade a apoptose™.

Por conseguinte, todos estes eventos podem levar a ativagao de processos
inflamatorios através de vias de sinalizagdo que ativam o sistema imunitario inato,
nomeadamente macrofagos, na periferia do organismo, e a microglia, no SNC® Uma das
complicagoes mais deletérias da sobrecarga lisossomal é a neuroinflamagao, devido ao
constante estimulo da microglia, que leva a neurodegeneracio e desmielinizagdo neuronal®.

Ohmi et al.** em ratos com Sindrome de Hurler (MPS I) e MPS IIIB, confirmaram a importincia
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da microglia para o desenvolvimento das DLS. Também na LDM e na doenga de Niemann-Pick
tipo C (NP-C) se tem sugerido o envolvimento da microglia*. A microglia constitui-se por
células fagociticas, residentes do SNC, que secretam moléculas pro-inflamatérias, tendo
fungoes de defesa®”. Contudo, as moléculas pré-inflamatérias ao amplificarem a resposta
inflamatoria, podem causar danos neuronais*. Ohmi et al.** observaram que a microglia, no
cérebro de ratos MPS, apresenta um sistema lisossomal extremamente desenvolvido com
presenca de vesiculas com gangliésidos no interior, possivelmente provenientes da endocitose
de constituintes de neuronios danificados. Estas vesiculas, segundo este estudo, vao
aumentando em numero ao longo do tempo. Ohmi et al., verificaram também o aumento da
quantidade de determinadas proteinas expressas por células do sistema imunitario inato, como
a Cluster of Differentiation 68 (CD 68), no cortex dos ratos MPS, antes do aparecimento dos

sinais de doenga, sugerindo que a neuroinflamagao é um dos potenciadores destas DLS.

3.4 Epidemiologia

As DLS sao doengas raras e clinicamente muito heterogéneas, levando a que se
confundam com outras patologias, nao sendo em todos os casos devidamente identificadas e
diagnosticadas®. Este tem sido um facto problemitico para os estudos epidemioldgicos, cujos
valores poderao apresentar erros por defeito, dificultando a avaliagio do impacto das DLS na
populacio estudada®.

As DLS sao individualmente raras, contudo, no seu conjunto apresentam elevados
valores de prevaléncia em determinados paises. Além disso, algumas DLS, individualmente,
apresentam elevada prevaléncia em determinados grupos étnicos. E o caso da
Aspartilglucosaminuria, com uma percentagem de individuos heterozigéticos de 2,3 a 3% na
populagio finlandesa e uma incidéncia de 54 em 100 000 individuos na mesma populagao®.

De acordo com Kingma et al.”* a prevaléncia combinada entre Australia, Holanda,
Colombia Britanica, Portugal, Republica Checa e Emirados Arabes Unidos, varia entre os 7,5
por 100 000 nados vivos da Colombia Britanica e os 23,5 por 100 000 nados vivos dos
Emirados Arabes Unidos, sendo que o grupo de DLS por deficiéncia enzimatica mais
prevalente identificado foi o das Esfingolipidoses, seguido pelo grupo das MPS.

Analisando unicamente os dados relativos as DLS em Portugal, denota-se que a
prevaléncia conjunta de 29 DLS avaliadas, entre 1981 e 2001 por Pinto et al.”, foi de 25 em
100 000 recém-nascidos, isto &, | em cada 4 000, valor mais elevado que a prevaléncia da
fenilcetonuria (1/12 000) e que o hipotiroidismo congénito (1/6 000). A mais elevada

prevaléncia verificou-se para a Gangliosidose GM 2, com um valor de 3 em 100 000 recém-
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nascidos, ultrapassando os valores das DLS mais prevalentes da Australia e da Holanda, doenga
de Gaucher (1,8/100 000) e Pompe (2/100 000), respetivamente?.

Segundo o relatério de 2012 do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge,
|28

IP. (INSA), em Portugal encontram-se em tratamento 8 tipos de DLS, 185 doentes no tota
(Anexo ).

3.5 Estratégias terapéuticas

Nos ultimos 30 anos desenvolveram-se varias estratégias terapéuticas direcionadas
para cada evento que ocorre na cascata patogenética das DLS, encontrando-se varios

medicamentos aprovados na Europa e varios medicamentos em ensaios clinicos (Anexo Il e
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Fig. 4 Estratégias terapéuticas das DLS. HSCT, Hematopoietic Stem Cell Transplantation;

ERT, Enzyme-Replacement Therapy; SRT, Substrate Reduction Therapy (Afaptado de®).

3.5.1 Transplante de células estaminais hematopoiéticas

O Transplante de células estaminais hematopoiéticas (Hematopoietic Stem Cell
Transplantation, HSCT), através do transplante de medula &ssea, foi das primeiras estratégias
implementadas para tratamento das DLS e a primeira a demonstrar sucesso em doentes com
Sindrome de Hurler, em estadios menos avangados, continuando a ser a estratégia utilizada®.

As células estaminais hematopoiéticas sao provenientes de um dador saudavel
(transplante alogénico)”. O HSCT permite ao doente obter células capazes de produzir
proteinas lisossomais normais na corrente sanguinea e passiveis de serem internalizadas pelas

células afetadas®. O Sindrome de Hurler deve-se a deficiéncia na enzima a-L-iduronidase, que
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degrada glicosaminoglicanos”. Em 1981, Hobbs et al.”, realizaram um transplante de medula
oOssea, apos terapéutica imunossupressora, huma crianga com | ano de idade utilizando a mae
como dador. Apds |3 meses, verificou-se a presenca de atividade enzimatica no soro e
evidéncias da degradagao de glicosaminoglicanos na urina. A crianga demonstrou regressao de
sintomas como hepatoesplenomegalia e melhoria no desenvolvimento. A HSCT passou a ser

a estratégia terapéutica para estes doentes. Boelens et al.*

realizaram uma analise retrospetiva
em 258 criangas submetidas a HSCT, no qual verificaram outcomes encorajadores.

Apesar de tudo, o HSCT é um procedimento invasivo, requer compatibilidade entre
dador e recetor, terapéutica imunossupressora, estando associado a elevada morbilidade e

mortalidade®. Além disso, nio tem demonstrado eficicia em muitas outras DLSE.

3.5.2 Substituicao enzimatica

Foi a partir do inicio dos anos 60, com a descoberta de que a doenga de Gaucher se

devia a deficiéncia na atividade de uma enzima, a B-glucosidase, que surgiu a terapéutica de
substituicio enzimatica (Enzyme-Replacement Therapy, ERT)?. Alglucerase (Ceredase®,

Genzyme Corporation), foi o primeiro medicamento orfao para as DLS, nomeadamente a
doenca de Gaucher tipo |, aprovado pela FDA em 1991°'.

A ERT consiste na reposicao de uma enzima que se encontra em falta nas células
afetadas, tendo como base o mecanismo de endocitose mediada por recetor®. A maioria das
proteinas sdo reconhecidas pelos residuos de M6P, as células internalizam-nas e direcionam-
nas especificamente ao sistema E/L, onde sio reconhecidas pelo recetor M6P”. A B-
glucosidase nao apresenta residuos de M6P na sua estrutura. Assim esta enzima tem de ser

modificada de forma a expor os residuos de manose, aumentando a eficacia de internalizagao

por macroéfagos (um dos tipos de células mais afetado)™.

®

No Ceredase™ a enzima era purificada a partir de células da placenta humana.

Atualmente, a técnica foi substituida pela producao de enzimas recombinantes a partir de
Células de Ovario de Hamster chinés (Chinese Hamster Ovary, CHO), no qual é expresso DNA
complementar lisossomal (cDNA) em grande escala. A atual terapéutica, o Imiglucerase
(Cerezyme®, Genzyme Corporation) é obtido por esta via®.

A ERT esta aprovada para varias DLS (Anexo IlI). A grande limitacio é a
biodisponibilidade das enzimas recombinantes, que sao moléculas de grandes dimensoes, nao
conseguindo atravessar membranas de alguns tecidos, em particular a barreira

hematoencefilica (BHE), sendo apenas eficaz na doenga de Gaucher tipo |, a nao
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neuropatica®*®*, E administrada por via endovenosa, sendo possivel tratar apenas sintomas
er - 36838 ~ ; .
periféricos . Alteracoes a nivel molecular encontram-se em estudo, assim como outras

[*6838  Outra

vias de administracao, como a via intracerebroventricular e a via intrateca
limitagdo é o risco de uma resposta imunitaria do organismo do doente contra a enzima
administrada, que nao ocorre na doenga de Gaucher tipo |, uma vez que existem quantidades

residuais da enzima no organismo dos doentes**%*,

3.5.3 Moléculas que atuam como Chaperones

Esta estratégia terapéutica baseia-se na utilizagdo de moléculas chaperones, obtidas
quimicamente, que permitem estabilizar uma proteina disfuncional originada essencialmente
por mutagoes missense, evitando a sua degradagao, permitindo o seu direcionamento e
atividade ao nivel do sistema E/L’.

Esta estratégia terapéutica divide-se entre moléculas que inibem o local ativo de
determinadas proteinas lisossomais e moléculas que funcionam como modulador alostérico®®.
Atualmente, encontra-se no mercado um farmaco, pertencente ao primeiro grupo,
especificamente dedicado a doenca de Fabry e capaz de atravessar a BHE®*®. Esta molécula,
designada de Migalastat (Galafold®, Amicus Therapeutics UK Ltd.), administrada por via oral,
mimetiza o substrato da enzima a-galactosidase A, liga-se ao seu local ativo e permite a sua
estabilizagio. O local ativo mantém-se estavel mesmo ap6s a dissociacio desta molécula®®. E
importante que a dissociagao ocorra facilmente para que a enzima possa exercer a sua
atividade catalitica e para que o firmaco possua potencial terapéutico®®. Esta terapéutica é
especifica apenas para mutagoes que nao afetam o local ativo da enzima, isto é 313 das mais
de 1000 mutagoes que podem ocorrer no gene da enzima o-galactosidase A (GLA), sendo
eficaz em 35 a 50% dos casos de doenca diagnosticados®. Como tal, a Amicus Therapeutics
UK Ltd., criou uma tabela de suscetibilidade para o Galafold® online (disponivel em™).

De forma a comparar os efeitos do Migalastat com a ERT, Hughes et al.** realizaram
um estudo no qual estudaram os efeitos deste farmaco na fun¢ao renal, cardiaca, na eficacia
de reducao da acumulagao de substrato, em doentes com doenga de Fabry que estiveram
previamente em tratamento com ERT, durante 18 meses. Os resultados foram comparaveis
ao nivel da fungao renal, mas verificou-se diminuicao do indice de massa ventricular esquerda,
o que é um bom outcome, uma vez que uma das manifestagoes mais frequentes da doencga é a
hipertrofia ventricular esquerda. Os niveis plasmaticos do substrato da enzima permaneceram
reduzidos e estaveis apds o inicio do tratamento com Migalastat. Concluiu-se assim, que o

Migalastat € uma boa alternativa a2 ERT nos doentes com Fabry suscetivel®.
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Para a doenca de Gaucher, encontram-se a decorrer ensaios clinicos com Ambroxol,
um expectorante mucolitico, cuja atividade de chaperone foi identificada por Maegawa et al.*
numa cultura de fibroblastos com a mutagao. Estes investigadores verificaram que o Ambroxol
liga-se ao local ativo e a locais nao ativos da enzima B-glucosidase.

As chaperones que funcionam como modulador alostérico encontram-se em estudo.
Estas moléculas ligam-se a locais distantes do local ativo da proteina anormal e permitem
favorecer a conformagao nativa e a sua funcionalidade, ultrapassando a limitagao da

especificidade para determinadas mutagdes que o Migalastat apresenta”.

3.5.4 Reducio de substrato

A terapéutica de redugao de substrato (Substrat Reduction Therapy, SRT) consiste na
utilizagdo de um composto, de pequenas dimensoes, inibidor de uma determinada etapa
biossintética da macromolécula que se encontra em sobrecarga na célula®’. Aplica-se em
doengas cuja enzima apresente fungao residual, possibilitando assim o equilibrio entre a sintese
da macromolécula toxica e a sua degradagdo’. Atualmente, encontram-se aprovados o
Miglustat (Zavesca®, Actelion Pharmaceuticals Ltd.) (abordado em 4.4.1), para a doenga de
Gaucher tipo | e para a doenca de NP-Cl e o Eliglustat (Cerdelga® Genzyme Corporation)
apenas para a doenca de Gaucher tipo I°. Ambos os farmacos bloqueiam a enzima
glucosilceramida sintase, envolvida no primeiro passo de sintese dos glicoesfingolipidos. Esta
reagao ocorre no complexo de Golgi e traduz-se na transferéncia de glucose para a ceramida,
com formagao da glucosilceramida que € a molécula precursora de esfingolipidos e
gangliésidos, os substratos que se acumulam nestas doengas®*®.

A via de administragao € a via oral, apresentando essa vantagem relativamente a ERT,
contudo os outcomes terapéuticos sao mais demorados. O Eliglustat atravessa a BHE, mas ¢
rapidamente exportado pela glicoproteina P, nao sendo eficaz em doencas neuropaticas®.

Neste momento, encontram-se em ensaios clinicos farmacos que se baseiam nesta

estratégia também para a doenca de Fabry e MPS IIIB (Anexo II).

3.5.5 Reguladores da proteostase

Os reguladores da proteostase sio moduladores da expressao genética de Heat Shock
Proteins (HSP), nomeadamente a HSP 70***'. As HSP sio um conjunto de proteinas conservadas
evolutivamente, existentes em todas as células do organismo, que funcionam como chaperones.

A sua expressao genética € aumentada em resposta ao stress celular, sendo a HSP 70 a
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041 As principais fungdes das HSP sio: i) participar

primeira proteina a ser sintetizada na célula
na correta conformagao de polipeptideos recém-formados; ii) participar no transporte destes
para os corretos compartimentos celulares; iii) impedir a agregagao proteica; iv) estabilizar a
membrana lisossomal®®*'. A estabilizacio da membrana lisossomal, segundo alguns estudos, é
conseguida através da ligagao da HSP 70 a um lipido abundante na membrana lisossomal,

%4 Esta ligagao protege a enzima esfingomielinase acida da

bis(monoacilglicero)fosfato (BMP)
degradagao pelas proteases lisossomais. A esfingomielinase acida ao atuar na esfingomielina
permite libertar ceramida que vai reduzir a permeabilidade da membrana lisossomal,
prevenindo a sua rutura®*'.

O Arimoclomol (abordado em 4.4.2) é um regulador da proteostase que se encontra

em ensaios clinicos para a doenga de NP-C|.

3.5.6 Terapia génica

A terapia génica tem por base a introdugao, nas células do doente, de uma versao
normal do gene mutado, de forma a que o organismo passe a produzir a proteina lisossomal
em falta®*. Esta estratégia pode ser realizada através da transferéncia direta do gene inserido
num vetor, por exemplo um virus (virus adeno-associado), in vivo normalmente por infusao
endovenosa®*. Por outro lado, pode ser realizada através da transferéncia indireta do gene,
igualmente inserido num vetor (lentivirus), ex vivo numa cultura de células estaminais autologas.
As células sao reimplantadas no doente e vao produzir a proteina saudavel nos tecidos
afetados, nomeadamente no cérebro®*.

Varios estudos tém demonstrado que a terapia génica podera ser uma alternativa viavel
para as DLS, uma vez que estas apresentam apenas alteragao num unico gene, passivel de ser
corrigida’. Além disso, requerem apenas um pequeno aumento da atividade funcional da
proteina afetada para a obtencio de resultados benéficos a nivel clinico’. Esta estratégia
apresenta vantagens relativamente a ERT e a HSCT. Contrariamente a ERT, a terapia génica
permite a produgao continua de enzimas estdveis na corrente sanguinea, diminuindo a
frequéncia dos tratamentos e permitindo atuar no SNC. Contrariamente a HSCT, é mais eficaz
em estadios avangados de doenca e a questao da compatibilidade entre dador e recetor nao
se coloca®®.

A terapia génica para diversas DLS encontra-se em ensaios clinicos. No caso da LDM,
esta a ser estudada a técnica de transferéncia indireta”. O ensaio clinico de fase I/l conduzido
em trés criangas com LDM, consistiu na utilizagdo de um lentivirus para introduzir o gene

ARSA funcional in vitro em células estaminais hematopoiéticas dos doentes e sua posterior
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infusao endovenosa. Apos dois anos, os doentes demonstraram elevados niveis de expressao

de enzima arilsulfatase A funcional e reducio da progressio da doenca®.

4. Doenca de Niemann-Pick tipo ClI

A doenga de Niemann-Pick foi identificada pela primeira vez por Albert Niemann e
Ludwig Pick, nos anos 20. Os conhecimentos acerca desta patologia tém-se desenvolvido,
contudo, ainda nao se encontram completamente esclarecidos. Esta doenga divide-se em dois
grupos:

i) Esfingomielinoses (infantil, Niemann-Pick tipo A e juvenil, Niemann-Pick tipo B),
devidas a mutagao do gene SPMDI, que leva a deficiéncia da enzima esfingomielinase
acida;

if) Doenga de NP-C, que se divide em NP-Cl| e em NP-C2, consoante a mutagao ocorra
no gene NPCI| ou no gene NPC2, responsaveis pela codificagao de proteinas de
transporte e ligagao ao colesterol. 95% dos casos de NP-C devem-se a mutagoes no
gene NPC1*,

A doenca de NP-C é sobretudo uma doenga pediatrica com sintomas severos a
nivel neuronal, estimando-se uma incidéncia de | individuo por cada 120 000 nados

vivos*.

4.1 Patogénese celular e molecular

Como mencionado previamente, a doenga de NP-C| deve-se a uma mutagao,
maioritariamente missense, no gene NPC|. Este gene é responsavel por codificar uma
glicoproteina, NPC |, que faz parte da membrana externa de endossomas tardios e de
lisossomas™.

A NPC | é uma glicoproteina de grandes dimensoes constituida por 1278 aminoacidos.
Apresenta |3 dominios transmembranares, dos quais cinco fazem parte de um dominio

“sensor” de esterois, Sterol-Sensing Domain (SSD)**.

O SSD apresenta uma cavidade
hidrofobica de grandes dimensdes que permite acomodar uma molécula de colesterol.
Voltados para o lumen lisossomal, existem dois dominios responsaveis por interagoes com
outras proteinas — um dominio rico em cisteina, no qual ocorrem algumas das mutagoes, € um
dominio com leucina na extremidade N-terminal, altamente conservado, que apresenta um

local de ligagdo ao colesterol**.
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O colesterol transportado pela Low Density Lipoprotein (LDL) é endocitado pela célula
e transportado até ao sistema E/L”. Neste, o colesterol ¢ libertado pela agao da lipase acida
lisossomal e liga, com elevada afinidade e estequiometria de I:I, a proteina NPC Intracellular
Cholesterol Transporter 2 (NPC 2), uma proteina sol(vel presente no limen lisossomal®. A NPC
2 transporta o colesterol livre no interior do lisossoma até a membrana externa onde permite
a ligagao desta molécula ao dominio N-terminal da NPC |, sendo transportada através do
SSD. Assim, o colesterol é exportado para o RE ou inserido na membrana lipidica do
endossoma tardio/lisossoma, podendo ser transferido para outras membranas celulares®.

Uma mutagao genética que leve a alteragao da regiao SSD leva a deficiente maturagao
da NPC | e consequente degradagao proteassomal, correspondendo a um percurso clinico
mais severo da doenga com acumulagao de colesterol, mas também esfingomielina,
glicoesfingolipidos e esfingosina em diversos tecidos como o bago, o figado e o SNC**##,
Mutagoes ao nivel do dominio de cisteina correspondem a percursos clinicos menos
severos***%,

A visao de que o colesterol é o metabolito mais preponderante na acumulagao que
ocorre na doenga NP-C| tem sido questionada por varios autores, nomeadamente Evans et
al¥, devido a existéncia de outros materiais lipidicos. Num estudo de 2008, estes
investigadores apresentaram a hipotese de que esta acumulagao leva a desregulagao do calcio
lisossomal. A cascata patoldgica apés a inativagao da proteina NPC | inicia-se com o aumento
dos niveis de esfingosina, composto formado pela degradacao de ceramida, nao sendo,
portanto, o colesterol o metabolito primario no despoletar da doenca”. No lumen do
lisossoma a esfingosina encontra-se protonada, pelo que necessita de um transportador para

1*. Quando esta

atravessar a membrana lisossomal, que tudo indica ser a proteina NPC
proteina se encontra disfuncional, ocorre acumulagao de esfingosina, que por sua vez inibe a
captagio de calcio para o lisossoma e para o endossoma tardio”. A auséncia deste ido leva a
inativagao de proteinas dependentes de calcio, por exemplo a anexina A2, envolvidas no
transporte e fusdo entre as membranas no sistema E/LY. Secundariamente a estes eventos
ocorre entio a acumulagio de colesterol, esfingomielina e glicoesfingolipidos®.

A acumulagao de lipidos nas células leva a disfungao mitocondrial e a processos
inflamatorios deletérios para o érgio afetado®. A doenga de NP-C|1 afeta particularmente as
células de Purkinje no cerebelo, o ganglio da base e o tadlamo, levando a disturbios nas células

neuronais como distrofia neuroaxonal e desmielinizagio*. Além disso, pode levar a formagio

de trancas neurofibrilares, correlacionando-se com a doenca de Alzheimer™.
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4.2 Manifestacoes clinicas e prognéstico

A NP-C| pode designar-se por uma doenga neurovisceral, apresentando tanto
envolvimento neuroldgico como envolvimento de 6rgios periféricos™.

Os primeiros sintomas podem surgir entre o periodo perinatal e a idade adulta (até
aos 70 anos), sendo que a esperanga de vida podera ir desde alguns dias até acima de 60 anos.
Contudo, na maioria dos casos os individuos nao sobrevivem para além dos 10-25 anos de
idade™.

Ao nivel do envolvimento neurolégico, os individuos manifestam principalmente ataxia
cerebelar, disartria, disfagia, deméncia progressiva, cataplexia (com ou sem narcolepsia),
convulsoes, distonia e, muito caracteristicamente, oftalmoplegia vertical supranuclear, Vertical
Supranuclear Gaze Palsy (VSGP)*. A VSGP é um sinal clinico (til para o diagnéstico da NP-C,
que se traduz na incapacidade de realizar o movimento rapido (“sacadico”) dos olhos
verticalmente, devido a lesdo supranuclear dos nervos motores oculares”. Em doentes de
idade adulta, podem também verificar-se disturbios psiquiatricos™.

A forma mais severa da doenca neurologica ocorre por volta dos 8 meses de idade, na
qual se verificam atrasos no desenvolvimento motor e hipotonia*. Exceto no caso de
individuos que nos primeiros dias de vida nao resistem as complicagoes sistémicas (faléncia
hepatica ou respiratoria), todos os doentes acabam por desenvolver doenca neurologica, que
se revela progressiva e fatal*.

As manifestagoes clinicas a nivel periférico sao mais graves no periodo perinatal,
podendo evidenciar-se hidropsia ou ascite fetal e ictericia colestatica, normalmente fatal antes
dos 6 meses de vida*'. Em periodo nio perinatal, o prognéstico nao é tio severo, verificando-
se esplenomegalia ou hepatoesplenomegalia, que normalmente reverte com o passar do
tempo. A afecao da componente respiratoria podera levar a estados mais agravados, porém

nao é frequente™ (Anexo IV).

4.3 Formas de Diagnéstico

O diagnostico da doenga de NP-Cl inicia-se por uma avaliagao primaria do doente, de
forma a eliminar a hipotese de outro tipo de doenga, com a realizagao da histéria clinica,
exame fisico, exame neurologico (avaliagio do tonus e forga musculares, reflexos motores e
de degluticao, avaliagio do movimento), exame oftalmologico (avaliagio da velocidade de

44,50,51

movimento sacadico ocular, para despiste de VSGP) e anilise laboratorial de rotina . Num

doente com NP-C, os resultados analiticos podem evidenciar trombocitopenia e aumento dos
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valores das transaminases (aspartato aminotransferase, ASAT e alanina aminotransferase,
ALAT), diminuicao de colesterol LDL e HDL plasmaticos e aumento de triglicerideos. Porém
estes valores nio apresentam especificidade para a NP-C*3%3',

Inicialmente, o teste de diagnostico mais especifico, sensivel, considerado golden

standard para a doenca de NP-C, era o teste Filipin*****'

. O teste Filipin consiste na realizagao
de uma cultura de fibroblastos da pele do doente em meio enriquecido com LDL, na qual,
apos fixagao, se adiciona filipina (um composto fluorescente a luz ultravioleta que complexa

especificamente colesterol nio esterificado)****'

. A cultura é posteriormente analisada ao
microscopio de fluorescéncia, sendo o resultado considerado positivo se se observarem, em
cultura, fibroblastos com inUmeras vesiculas perinucleares fluorescentes, que confirmam a

44,50,51

acumulagao de colesterol livre no seu interior . Contudo, segundo novas guidelines, deixou

de ser o teste preferencial uma vez que requer técnicas invasivas para o doente, é demorado
e requer equipamento especializado®>*’,

Atualmente, é recomendada a detegao plasmatica por espetrometria de massa de
marcadores bioquimicos que demonstraram ser especificos para a doenga de NP-CI, os
oxiesterois, originados pela oxidagao nao enzimatica de colesterol durante o stress oxidativo;
e lisoesfingolipidos, moléculas que se encontram acumuladas no sistema E/L das células®>*’.

A determinagao da sequéncia de nucle6tidos no DNA nuclear é utilizada em caso de
resultados inconclusivos na avaliagdo dos biomarcadores plasmaticos e é o Unico meio para o

diagnéstico pré-natal®

. A determinagao da sequéncia de nucle6tidos no DNA nuclear deve
ser realizada para todos os exdes do gene NPC | (localizado no cromossoma |8) e do gene
NPC 2 (localizado no cromossoma [4), pois nao € possivel determinar a localizagao da

mutagao a priori*****'".

4.4 Terapéutica para a NP-CI

Até a data, ainda nao existem estratégias terapéuticas que levem a cura da doenga de
NP-C, mas apenas a melhoria de alguns sintomas, com o uso de firmacos antiepiléticos,
farmacos anticolinérgicos, antidepressivos, fisioterapia e terapia ocupacional®.

No ano de 2009 foi aprovado pela European Medicines Agency (EMA) o primeiro
farmaco capaz de atrasar o aparecimento de sintomas neurolégicos severos nestes doentes,

o Miglustat (Zavesca®), da empresa farmacéutica Actelion Pharmaceuticals Ltd. No entanto,

nao foi ainda aprovado nenhum farmaco especifico para esta doenga pela Food and Drug

Administration (FDA).
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Com o avan¢o do conhecimento acerca dos mecanismos moleculares que estao na
base da doenga de NP-CI, novas estratégias terapéuticas vao surgindo. No ponto 4.4.2 da

presente monografia, sao referidos alguns exemplos de ensaios clinicos.

4.4.1 Reducdo de Substrato - Miglustat (Zavesca®)

O Miglustat (Zavesca®) € um imino-agucar designado quimicamente por N-butil-I-
desoxinojirimicina (Fig. 5), que foi inicialmente desenvolvido para atuar como inibidor da
replicacao do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), porém sem sucesso em ensaios
clinicos™.

Em 1994 Platt et al.*® verificou que esta molécula tinha potencial para inibir in vitro a
enzima glucosilceramida sintase, envolvida no primeiro passo da via de biossintese de
glicoesfingolipidos, evitando assim a acumulagao destes em células de um modelo da doenga

de Gaucher.

Fig. 5 - Estrutura quimica do N-butil-1-
desoxinojirimicina (Miglustat)®.

Posteriormente, sabendo que os glicoesfingolipidos teriam também um papel
importante na lesao celular que ocorre na doenga de NP-CI, estudou-se o Miglustat em
modelos animais com esta doenga (ratos e gatos) e verificaram-se resultados favoraveis na
diminuigao da acumulagao de ganglidsidos no cortex cerebral e no cerebelo, no retardar do
aparecimento dos primeiros sintomas neuroldgicos e no aumento da sobrevida em 30%”".

Seguiram-se, entao, ensaios em humanos, nos quais se confirmaram a eficacia e a
segurancga desta substancia em criangas (dos 4 aos | | anos), jovens e adultos. Apos |2 meses
observou-se melhoria da velocidade de movimento “sacadico” ocular, de capacidade de
degluticio e de cognicio®®. Apds uma extensio deste estudo (para mais 12 meses), em
individuos de |12 ou mais anos, verificou-se a estabilizagao dos sintomas em 68% dos doentes
que receberam o tratamento®. Os efeitos adversos mais frequentes foram diarreia, perda de
peso, flatuléncia e tremores®, pelo que nio é recomendada a sua administracdo em doentes

apenas com manifestagoes sistémicas®.
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O Zavesca® esta autorizado para comercializagao na Europa, como medicamento orfao

com indicagao terapéutica na doenga de Gaucher, desde 2002. Em 2009 foi aprovada uma

extensao de Autorizagao de Introdugao no Mercado para a indicagao terapéutica na doenga

de NP-C1°¢'.

4.4.2 Terapéutica em ensaios clinicos

4.4.2.1 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina

As ciclodextrinas consistem em oligossacarideos ciclicos constituidos por moléculas
de a-D-glucopiranose ligadas através de ligagoes glicosidicas a-1,4, apresentando uma forma
tronco-coénica. As B-ciclodextrinas apresentam sete unidades de glicose®’. Estas moléculas tém
a capacidade de formar complexos com moléculas lipofilicas, que incorporam no interior da
sua cavidade hidrofébica®®. Como superficialmente tém carater hidrofilico, devido a grupos

hidroxilo posicionados externamente, permitem solubilizar em meio aquoso as moléculas que

integram®.
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Em vérios estudos realizados, entre os quais um estudo de Davidson et al.*’ e um estudo
de Liu et al.*, verificou-se que a 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) (Fig. 6) tinha efeitos
benéficos a nivel neurologico em modelos animais de NP-CI.

Davidson et al® demonstraram que, durante duas semanas de tratamento com
HPBCD, ratos NP-C| com 22 dias apresentaram: i) redugao significativa de acumulagao de
colesterol nao esterificado e gangliosidos; ii) maior area do cerebelo contemplada por células
de Purkinje (Fig. 7); iv) maior tempo de vida médio (| 18 dias) comparativamente a ratos nao

sujeitos a tratamento (79 dias).
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Untreated WT CD Npc1+

Untreated Npc1+

Fig. 7 — Corte histologico de cerebelo de rato wild type (A), com mutagao NPCI
apos tratamento com HPBCD (B), com mutagao NPCI sem tratamento (C). A

4rea a castanho representa as células de Purkinje (Adaptado de®).

A administracao crénica de HPBCD nos ratos NP-C| atrasou o aparecimento dos

sinais de ataxia e de perda de peso®. Além disso, os investigadores verificaram a diminuigio

da proteina CD68 (marcador de neuroinflamagao) nos ratos em estadios avangados de NP-

ClI®.

Ainda neste estudo, concluiu-se que a associagao de HPBCD com Alopregnanolona

(um neuroesteroide endogeno que se encontra deficitario no SNC dos ratos com fenétipo de

NP-C1) e Miglustat demonstra beneficios em todos os parametros anteriormente referidos®.

Liu et al* verificaram que apenas uma dose de HPBCD, administrada por via

subcutanea em ratos NP-Cl com sete dias de idade, prolongou o tempo de vida médio (de

aproximadamente 90 dias para |10 dias) e levou a uma diferenga consideravel no nimero de

células de Purkinje no cerebelo dos animais, aos 49 dias, comparativamente a ratos nao sujeitos

a tratamento (Fig. 8).

pc
+ Cyclodextrin 4.5

Fig. 8 — Observacgao histologica de
cerebelo de rato sem mutagao
em NPCI (A), com mutagio em
NPCI| sem tratamento (B), com
mutacao em NPCI| apds uma
Unica injecao aos 7 dias de vida
com HPBCD (C). As setas
representam as células de
Purkinje®.
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Em 2013, foi designado medicamento 6rfao pela European Commission to International
Niemann-Pick Disease Alliance (INPDA) e iniciaram-se os primeiros ensaios em humanos no
National Institutes of Health (NIH), tendo completado com sucesso a fase I/ lla (seguranca e
eficacia)®. Estes ensaios demonstraram que, a administragio de HPBCD por via intratecal
abrandou a progressio da doenca a nivel neurolégico em doentes com NP-C 1%, Atualmente
encontra-se na fase Ilb/ Ill, que tem o objetivo de determinar quais os sintomas mais
responsivos ao tratamento, definir a dose e a posologia e ser um ponto de partida para a
obtengdo de aprovagio pelas entidades reguladoras®.

Recentemente, Singhal e colaboradores®’ propuseram um novo mecanismo de agio
para a HPBCD. Através de uma andlise protedmica observaram que esta molécula tem a
capacidade de regular a expressao de proteinas envolvidas em diversas fungoes celulares, entre
elas a LAMP-1, uma das proteinas de membrana lisossomal mais abundantes®’. Além disso,
verificaram que a LAMP-1 tem potencial para, tal como a NPC |, transportar colesterol livre
para o citosol, contribuindo para a sua homeostase na auséncia da NPC 1¢.

Apesar da sua eficacia, a HPBCD apresenta fraca biodisponibilidade, nao atravessando

a BHE®. Obriga assim a administracio direta no SNC por via intratecal®.

4.4.2.2 Regulacio da proteostase — Arimoclomol

O Arimoclomol é um derivado da hidroxilamina cujo mecanismo de agao é ativar o
fator de transcricao Heat Shock Factor | (HSF1), que regula a expressao de HSP nas células,
nomeadamente a HSP 70%.

Foi testado em fibroblastos de um doente com NP-CI, resultando numa significativa
reducio do armazenamento de colesterol nio esterificado*'. Posteriormente, em ratos NP-
Cl, demonstrou redugao no aparecimento de ataxia e um aumento do tempo de vida médio
dos animais em 17%*'. Os animais nao sujeitos a tratamento apresentaram baixos niveis de
ativagao de HSFI e de HSP 70, a nivel hepatico e cerebral, enquanto que, em animais que
receberam o Arimoclomol, os niveis de HSP 70 aumentaram, principalmente no cérebro,
confirmando o seu potencial neuroprotetor®'.

Foram iniciados ensaios clinicos de fase Il/lll em doentes com NP-C, levados a cabo
pela Orphazyme, nos quais se verificou recentemente 74% de redugao da progressao de
sintomas®. Durante o ano de 2019 serdo anunciados os resultados completos destes ensaios®.

O Arimoclomol apresenta desde 2014 a designagao de medicamento orfao, para a

doenca de NP-C, atribuida pela EMA”.
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4.4.2.3 Vorinostat

Vorinostat € um inibidor das histona deacetilases (Histone Deacetylase Inhibitors,
HDACI) classe | e Il, através de ligagdo aos locais cataliticos destas enzimas’'. Encontra-se
aprovado pela FDA e pela EMA para o tratamento do linfoma cutaneo das células T, estando
atualmente em ensaios clinicos em doentes adultos com NP-CI""",

De acordo com um estudo de Pipalia et al.”?, os inibidores da histona deacetilase sio
eficazes na reducao de colesterol em fibroblastos humanos com NP-Cl. O mecanismo
proposto por estes investigadores € o aumento da expressao da proteina NPC |, que
verificaram estar aumentada em linhas celulares de NP-CI apés tratamento com HDACI. Na
base deste mecanismo estd o facto de o gene NPCI sofrer maioritariamente mutagoes
missense, que levam a tradugao de uma proteina de conformagao disfuncional no RE e
consequente degradacio pelo sistema ubiquitina-proteassoma’. Os HDACi possibilitam a
acetilagao de varias proteinas incluindo chaperones, que promovem a correta conformagao da
proteina NPC |, a saida desta proteina do RE e o seu transporte para o sistema E/L”. O
aumento da proteina NPC | na membrana de endossomas tardios e lisossomas leva a saida de
colesterol armazenado nestes organelos e ao seu aumento no RE, desencadeando um
mecanismo de sinalizacio celular’. Ocorre inibigdo do processamento do fator de transcrigao
sterol-responsive element binding protein-2 (SREBP2) no complexo de Golgi, ficando retido no
RE”. Este fator de transcricio leva a expressao genética do recetor de LDL na célula. Assim,
nao ocorrendo ativagao deste fator de transcri¢ao, diminui o uptake de colesterol LDL,
reduzindo a sua acumulagio e promovendo a homeostase de colesterol”.

Subramanian et al”', partindo do pressuposto de que as histona deacetilases (Histone
Deacetylase, HDAC) deacetilam histonas, levando a compactagao do DNA e a repressao da
transcrigao, realizaram um estudo protedmico para perceber que impacto tem a agao do
Vorinostat ao inibir estas enzimas. Este HDACi reverte a compactagao do DNA, aumentando
a expressao de varias proteinas com diferentes fungoes na célula relacionadas com:
metabolismo energético; stress oxidativo; conformagao, degradagao e transporte de proteinas
entre compartimentos celulares; e metabolismo lipidico’'. Além disso, previne a degradacio
dessas proteinas, uma vez que a acetilagao inibe a ligagao a ubiquitina e posterior degradacao

proteassomal’'.
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5. Conclusao

Nas ultimas décadas, tem havido um grande progresso no conhecimento dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas DLS, assim como dos mecanismos
secundarios despoletados pela sobrecarga lisossomal. Este progresso, deve-se em grande parte
ao desenvolvimento da investigagdo em torno do lisossoma, do sistema E/L e do transporte
vesicular. Importa referir que, atualmente a indUstria farmacéutica encontra-se mais dedicada
na procura de solugoes para os doentes com DLS gracgas, quer a incentivos regulamentares,
quer aos resultados encorajadores que tém demonstrado os ensaios pré-clinicos e clinicos
realizados.

Apesar de ja existirem estratégias terapéuticas eficazes no controlo da progressao das
DLS, é importante que os estudos nesta area nao cessem, uma vez que ainda existem DLS
sem qualquer alternativa terapéutica e, mesmo nas doengas em que existe, nem todos os
doentes apresentam os outcomes desejados. Assim, os investigadores tém tentado apostar na
procura de uma interligagao entre as DLS, de modo a encontrar uma estratégia terapéutica
comum e eficaz para todos os doentes. A associagao entre varias estratégias também tem sido
alvo de estudo.

A doenca de NP-CI, em particular, para a qual nao existia nenhuma terapéutica
especifica, viu a sua realidade alterar-se com o aparecimento do Miglustat e a sua aprovagao
para comercializagdo na Europa. O Miglustat permitiu diminuir a progressio da doenga
neurodegenerativa de forma surpreendente, uma vez que transpoe a BHE, nao necessitando
assim de técnicas de administracao invasivas.

Apesar dos resultados eficazes do Miglustat, a ambicao na procura de alternativas com
base noutros alvos terapéuticos, com melhores outcomes e menos efeitos secundarios é de
extrema importancia. Trés alternativas encontram-se neste momento em ensaios clinicos, pelo
que ainda nao existem dados concretos sobre a sua eficacia em determinados endpoints. No
entanto, a empresa farmacéutica Orphazyme, revelou recentemente que, devido aos
resultados positivos observados nos ensaios clinicos, a previsao para a aprovagao do

Arimoclomol para a doenga de NP-C sera o ano de 2020.
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7. Anexos

Anexo | — Doentes com DLS em tratamento em Portugal (dados de 2012
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Anexo Il — Estratégias terapéuticas aprovadas para as DLS®.

Disease
Gaucher disease

Fabry disease

Pompe disease

MPS | {Hurler-Scheie and
Scheie syndromes)

MPS Il (Hunter syndrome)

MPS VI (Maroteaux—Lamy
syndrome)

MPS IV (Morquio
syndrome A)

MPS VI (Sly syndrome)
Lysosomal acid lipase
deficiency

Late infantile neuronal

ceroid lipofuscinosis type 2
(CLNZ disease)

Type of therapy

Recombinant enzyme*

Substrate reduction therapy

Recombinant enzyme

Chaperone therapy

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme
Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Drug name

*Imiglucerase
*Velaglucerase alfa
s Taliglucerase alfa

* Miglustat
» Eliglustat

» Agalsidase beta
* Agalsidase alfa

Migalastat
Alglucosidase alfa

Laronidase

s Idursulfase
#ldursulfase beta

Galsulfase
Elosulfase

Vestronidase alfa
Sebelipase alfa

Cerliponase alfa

Niemann-Pick disease type C  Substrate reduction therapy Miglustat

Comments

ERT is effective only for type | Gaucher disease (the non-
neuronopathic phenotype) and is not effective for typesli
and lll (neuronopathic phenatypes)

Effective only for non-neuronopathic Gaucher disease

» Agalsidase alfa and beta have the same amino acid
composition but different glycosylation

* Agalsidase betawas approved bgthe USFDA, although
both drugs are approved by the

Active siteinhibitor and/or chaperone

Reverses cardiac but not skeletal muscle abnormalities in

Pompe disease and is approved by the EMA

Effective for attenuated forms of MPS | (Hurler—Scheie and
Scheie syndromes) butis not effective for severe form of
MPS | (Hurler syndrome)

»Not effective for CNS or skeletal disease
#|dursulfase beta approval by Korean Ministry of Food and
Drug Safety

Efficacy variable and depends on the severity of the disease
and the age at which ERTwas started

Not effective on bone disease, which might need surgical
intervention

Approved for use in paediatric and adult patients
Multiple disease-related lipid abnormalities reduced

First treatment available for any form of Batten disease;
requires intracerebroventricular administration

First small-molecule modifier of CNS disease in an LSD

CNS, central nervous system; EMA, European Medicines Agency; ERT, enzyme replacement therapy; LSD, lysosomal storage disease; MPS, mucopolysaccharidosis.
“The names of the recombinant enzymes represent the generic name. The use of aand fin the name of the natural enzyme is to distinguish between different
preparations of the recombinant enzymes.
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Anexo |ll — Estratégias terapéuticas em ensaios clinicos®.

Disease
a-Mannosidosis

Niemann-Fick disease type B
Niemann-Pick disease type C

Metachromatic leukodystrophy

MPs1

MPSII

MPS A
(Sanfilippo syndrome A}

MPSI1IB
(Sanfilippo syndreme B)

MPS VI
Fabry disease

Gaucher disease

Pompe disease

Tay-5achs and Sandhoff
disease

Type of therapy
Recombinant enzyme

Recombinant enzyme
Protecstasis modifier
Disease-specific
Recombinant enzyme
Gene therapy

Cene therapy

Gene therapy

Gene therapy
Anti-inflammatory
Anti-inflammatory
Gene therapy
Recombinant enzyme
Gene therapy
Recombinant enzyme

Substrate reduction therapy

Gene therapy

Gene therapy

Gene therapy

Substrate reduction therapy
Substrate reduction therapy
Gene therapy

Substrate reduction therapy
Chaperone therapy

Cene therapy

Chaperone therapy

Drug name or procedure Clinical trial
number examples
rhLAMAN Velmanase alfa EudraCT Number:
2016-001988-36
rhASM Olipudase alfa NCTO2004691
Arimoclomol NCT02612129
Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (VT5 720} NCTO2534844
rhASA NCT01857035
LV/ARSA-transduced HSC transplantation NCT01560182
LV/ARSA/ABCD1 transduced autologous HSC transplantation  NCT02550830
Intracerebral AAVrh. 10cuARSA NCTO1801700
Intravenous AAV/ SB-318-IDUA NCTO2 702115
Adalimumab NCT03153319
Adalimumab NCT03153319
AAV/5B-013-IDS NCT03041324
rhHNS NCTO1290727
Intravenous scAAVI.Ula h5GS5H NCTO2 716246
BMNZ50 NCTOZ 754076
Genistein EudraCT:
2013-001470-15
Intracerebral A AV 2/ 5-hNAGLU NCT03300453
Intravenous rAAVI CMVANAGLU NCT03315182
AAV2/B.TBG.hARSB NCT03173521
Lucerastat NCT02930655
Ibiglustat NCT02228460
LV galactosidase-a-transduced stem cells NCT02228460
Ibiglustat NCT02843035
Ambroxol NCT01463215
Intramuscular AAVI-DES-hGAA NCTO2240407
Pyrimethaming NCT01102686

Trials are listed on publicly available databases and are available at ClinicalTrials. gov. AAV, adeno-associated virus; ARSA, arylsulfatase A; HSC, haematopoietic
stem cell; LSO, lysosomal storage disease; LV, lentivirus; MPS, mucopolysacc haridosis.
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Parte Il

Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria



Lista de Abreviaturas

SWOT: pontos fortes, pontos fracos, oportunidades, ameagas (strengths, weaknesses,

opportunities, threats)

MICF: Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MSRM: Medicamento Sujeito a Receita Médica
MNSRM: Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica
PIM: Preparacao Individualizada da Medicacao

MM: Medicamento Manipulado

SGQ: Sistema de Gestao de Qualidade
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I. Introducao

O presente relatério preconiza a realizagdo de uma reflexao critica, no formato de
analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats), no que concerne ao Estagio
Curricular, inserido no ultimo ano do curso de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

O curso de MICF é um curso multidisciplinar, abrangente, que nos reporta para
diversas areas de conhecimento e que nos oferece variadas saidas profissionais. Foi por este
motivo, e pela paixao pela area das ciéncias da salde, que escolhi realizar este percurso ha
cinco anos atras.

Findo o percurso tedrico do curso chega entdo a ultima etapa, o Estagio Curricular.
Este reveste-se de enorme importancia, pois permite ao estudante aplicar os conhecimentos
cientificos a realidade pratica, adquirir novas aptidoes de ambito técnico relacionadas com as
atividades laborais, assim como tornar o estudante apto ao exercicio profissional.

O meu Estagio Curricular decorreu de 9 de setembro de 2018 a 14 de janeiro de 2019,
num total de 810 horas, na area de Farmacia Comunitaria.

E em Farméacia Comunitaria que o profissional das Ciéncias Farmacéuticas tem um
papel mais interventivo no que toca a garantia e promogao da saude publica e educagao para
o uso racional do medicamento, uma vez que esta em contacto direto com a populagao, sendo
assim preponderante para um completo funcionamento dos sistemas de saude no mundo.
Assim, o farmacéutico, legalmente habilitado e em constante formagao, assume-se como um
profissional ao qual, estando sujeito ao respeito de um cédigo de deontologia e ética
profissional, o utente podera recorrer para obter aconselhamento e monitorizagao da sua
salde com qualidade e seguranga.

O papel do farmacéutico numa farmacia comunitaria é bastante amplo, pelo que o
estagio neste campo oferece ao estudante grandes oportunidades de aprendizagem de carater
técnico-cientifico, pelo experienciar dos diversos casos praticos reais no decorrer do
atendimento ao publico, pelo contacto com o medicamento e produtos de salde e pelo
contacto com a vertente dos medicamentos manipulados (MM) (execugao de formulas
magistrais e preparagoes oficinais). Além disso, o estagio permite também desenvolver atitudes
e valores de carater psicossocial, em que se insere a relagio e cooperagao em equipa, a
interacao e estratégias de comunicagdo com os utentes, assim como oferece formagao de
carater organizacional, em que se insere a gestao administrativa (organizagao de receituario e
de documentos de registo de psicotropicos e estupefacientes) e a gestao de recursos, de

espago e de tempo.
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Escolhi entao a Farmacia Luciano & Matos para completar a minha formagao académica,
por ser uma farmacia de renome, localizada na Praga 8 de Maio em Coimbra, constituida por
uma equipa afavel, coesa e profissional cuja missao é oferecer a comunidade um servigo
farmacéutico de qualidade, com vista a prevencao da doenga, melhoria da saude e promogao

do bem-estar.

2. A Farmacia Luciano & Matos

Com quase 90 anos de servigo a comunidade, a Farmacia Luciano & Matos localizada
na baixa da cidade de Coimbra, na Praca 8 de Maio, prima pela prestacao de servigos de
exceléncia com vista a superar as expetativas do utente e assegurar a satisfagio das suas
necessidades em salide e bem-estar'. Em 2009 passou a fazer parte do Grupo Holon, uma
rede de farmacias independentes que partilham de uma mesma imagem, visao e marca, e que
oferecem servigos especializados tendo como prioridade e foco o utente, numa visao
holistica'”.

A sua equipa qualificada, experiente, dinamica e afavel cria um ambiente familiar
permitindo a fidelizagao de muitos utentes que a esta farmacia recorrem diariamente, nao sé
para adquirir a sua medicacao, aconselhamento e avaliagado de parametros bioquimicos e
fisiologicos, como para confidenciar as suas vivéncias, venturas e desventuras, vendo em cada
elemento da equipa uma amizade.

A equipa encontra-se estruturada de acordo com as responsabilidades e autoridades
de cada um, contando com a Geréncia do Sr. Engenheiro José Amado, a Direcao Técnica da
Dr.? Maria Helena Amado, os farmacéuticos Dr.* Andreia Rocha, Dr.* Rosa Cunha, Dr.?
Mélanie Duarte, Dr.* Carmen Monteiro, Dr. Goncalo Lourenco e Dr.? Ménica Casanova, os
Técnicos Auxiliares de Farmacia Sr. Manuel Rodrigues e Susana Ribeiro, a auxiliar de limpeza
D. Rosa Cortesao e o apoio de armazém de Filipe André.

A Farmacia Luciano & Matos, de forma a assegurar ao utente que os servigos prestados
sao realizados em conformidade com as normas vigentes, além de seguir os pressupostos das
Boas Praticas de Farmacia, encontra-se certificada segundo a Norma NP EN ISO 9001:2015,
funcionando numa abordagem por processos e com um pensamento baseado no risco'. Em
2015 passou a integrar um projeto da Associagao Nacional das Farmacias, o Sistema Kaizen,

que preconiza a melhoria continua dos processos’.
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3. Analise SWOT

Com este relatorio pretendo realizar uma analise retrospetiva do Estagio Curricular
efetuado na Farmacia Luciano & Matos, no qual identifico: as forgas (Strengths), relativas ao
meu desempenho e aos fatores que me ajudaram a melhora-lo; as fraquezas (Weaknesses),
referentes a lacunas e dificuldades que identifiquei na minha prestagao, durante o estagio; as
oportunidades (Opportunities), referentes as experiéncias que o estagio me proporcionou; e as

ameagcas (Threats), relativas a situagoes que dificultaram o meu desempenho.

Concentre-se nos pontos fortes, reconhega as fraquezas, agarre as oportunidades e
proteja-se das ameagas.
Sun Tzu

3.1. Pontos Fortes (Strengths)

3.1.1 Integracdao na equipa técnica

No primeiro dia de estigio, foram apresentados os elementos da equipa e as
instalacoes da farmacia.

A equipa da Farmacia Luciano & Matos demonstrou-se disponivel, proativa, e bastante
aberta a desafios, tendo permitido desde logo a integragao dos estagiarios como se da equipa
fizessem parte ha muito tempo. As palavras de incentivo e de valorizagao, assim como as
corregoes e as sugestoes de melhoria, foram preponderantes no decorrer do meu estagio. A
equipa ajudou-me a desenvolver confianga, espirito critico, rigor e firmeza nas tarefas que
realizei, além de terem enriquecido o meu percurso com os seus conselhos e conhecimentos
advindos da grande experiéncia que apresentam na area.

Além do mais, na Farmacia Luciano & Matos criaram-se lacos de amizade e realizaram-
se momentos de lazer em grupo, o que facilitou ainda mais esta integragcao. Sem duvida que

estes momentos foram uma fonte de inspiragao e de motivagao no decorrer do meu estagio.

(-..) Cumplicidade significa trabalhar num ambiente em que todos se ajudam mutuamente. A cumplicidade é um dos
fatores primordiais que contribui para o crescimento e desenvolvimento de lagos entre as equipas e aumenta o nivel de inteligéncia
emocional das mesmas no seu todo, (...) é o cimento agregador e um fator critico de sucesso de uma organizagado (...).

Dr.? Helena Amado, Diretora Técnica da Farmacia Luciano & Matos

3.1.2. Planificacdo do estagio por etapas

Na Farmacia Luciano & Matos, o estagio € realizado de forma gradual, possibilitando

ao aluno a integragao de conhecimentos e a minimizagao do erro. Além disso, antes de cada
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etapa é realizada uma contextualizagao tedrica, pelo profissional responsavel, de modo a
explicar como ¢é efetuada.

O estagio inicia-se na zona de recegao e entrada de encomendas, onde sao conferidos
os prazos de validade, os pregos dos medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM), assim
como os precos de fatura e de venda ao publico dos medicamentos nao sujeitos a receita
médica (MNSRM) e dos produtos de salde e bem-estar. Posteriormente, procede-se a
marcagao dos MNSRM e produtos de salde com a respetiva etiqueta e a arrumagao nos
devidos locais. Este passo inicial tornou-se fundamental na medida em que me permitiu
familiarizar com os diferentes produtos disponiveis na farmacia para cedéncia, com os
diferentes nomes comerciais de MSRM, com o sistema informético Sifarma 2000®, com o Robot
e com os locais de arrumagao dos produtos, o que se mostrou fundamental para a etapa do
atendimento ao publico. Além disso, permitiu-me perceber o circuito do medicamento na
farmacia, o qual pode ser arrumado no stock ou reservado para um utente especifico.

De seguida, ¢ iniciado o primeiro contacto com o utente no “Gabinete de Utente”,
onde é realizada a avaliagao de parametros fisioldgicos e bioquimicos: glicémia, pressao
arterial, colesterol total e triglicerideos/perfil lipidico completo e o teste da bioimpedancia.
Antes de mais, é fornecido ao aluno o manual “Guia Pratico CheckSalde”, com informacao
tedrica sobre cada parametro, procedimentos, intervengoes farmacéuticas e One Point Lessons,
que apresentam a esquematiza¢ao dos procedimentos normalizados através de fotografias que
ilustram cada passo. Considerei bastante util esta contextualizagao para relembrar e cimentar
conhecimentos e procedimentos que devem ser adotados na avaliagao destes parametros e
sem duvida que contribuiu para o sucesso desta etapa.

Seguiu-se a conferéncia de receituario e a faturagao, na qual foi contextualizada
informagao sobre as receitas médicas, tipos e requisitos legais e ainda sobre os subsistemas
de saude e os organismos de comparticipagao, tendo sido indispensavel para a compreensao
do percurso de uma receita médica e das regras a adotar no atendimento ao publico.

Foi ainda possivel concretizar a verificagao e envio da listagem do registo de saidas de
psicotropicos e estupefacientes ao INFARMED — Autoridade Nacional do Medicamento e
Produtos de Saude, |.P., apds prévia fundamentagao de como se realiza e apds a
disponibilizagao de documentos orientadores para esta etapa.

Antes da fase de atendimento ao publico, é realizada uma leitura do manual de
atendimento Holon, o qual consciencializa para as diversas atitudes e valores que devem ser
exaltados para um atendimento de qualidade e com foco voltado para o utente; e do dossier

de protocolos de aconselhamento, que dispoe de fluxogramas uteis com o intuito de
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uniformizar o mesmo entre os profissionais. Além disso, € realizada uma explicagao sobre os
passos a realizar, ao nivel do sistema informatico, desde que comega um atendimento até que
este termina. Assim, iniciei entao a etapa do atendimento com maior confianga e orientagao.

Este percurso terminou com a preparagao de um MM sob a orientagao do profissional
responsavel pela tarefa. Foi uma experiéncia importante, que me permitiu perceber todos os
passos inerentes, desde a correta interpretagao da receita, ao preenchimento da ficha de
preparagao de MM, célculo de prego e realizagao do rétulo, conforme exigido pela legislagao

em vigor.

3.1.3 Aplicacdao/aquisicio de conhecimentos em contexto pratico e Autonomia

O Estagio Curricular inserido no curso de MICF é uma mais-valia por permitir aplicar
os conhecimentos aprendidos em contexto tedrico ao contexto pratico, principalmente ao
nivel do atendimento ao publico, contribuindo assim para uma formagao completa do aluno e
preparagao para o mercado de trabalho. Além disso, foi possivel colmatar algumas lacunas de
conhecimento tanto com os profissionais da farmacia, como através do Sifarma 2000°,
relativamente a produtos de salde e dispositivos médicos que nao conhecia e a posologias de
determinados MNSRM.

Outra forga que considerei importante para o meu estagio foi a confian¢a depositada
e a autonomia proporcionada, pela equipa, na realizagao do atendimento ao publico, dos
servigos relacionados ao “Gabinete de Utente” e das responsabilidades de backoffice, apos a
confirmagao de que eu as realizava com correcao. Assim, permitiu-me nao sé ganhar sentido
de responsabilidade, mas também desenvolver estratégias de resolu¢ao de problemas com

base nos conhecimentos previamente transmitidos.

3.1.4 Abordagem do utente através de uma visao holistica

O grande foco de uma farmacia comunitaria € o utente e a satisfagio das suas
necessidades. O farmacéutico deve prestar o melhor servigo ao utente, prezando por um
atendimento personalizado que va de encontro a resolu¢cao ou melhoria dos seus problemas
em saude ou necessidades de bem-estar. Além disso, o utente deve ser abordado com uma
visao holistica, na qual nao se tem em conta apenas o problema de saude fisico ou uma
necessidade de bem-estar especifica, mas também se tem em conta a vertente emocional.
Assim, o farmacéutico deve ouvir o utente, ser empatico e demonstrar disponibilidade para o

ajudar a alcangar melhor qualidade de vida. Esta foi a abordagem que implementei sempre nos
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atendimentos durante o meu estagio, o que me permitiu obter a confianga dos utentes e até
a sua amizade.

No final de cada dia, senti que tinha prestado a minha contribuicao para o bem-estar
do utente, tendo sido bastante gratificante perceber que o meu atendimento acrescentou

valor ao seu dia a dia.

3.1.5 Desenvolvimento de técnicas de comunica¢ao e Merchandising

A farmacia, além de um espago dedicado a saude, apresenta uma vertente comercial
intrinseca, de forma a que apresente meios de sustentabilidade financeira. Esta vertente visa,
nao a venda indiscriminada de produtos, mas sim a obtengao de um equilibrio racional entre
a satisfagao completa do utente e a rentabilidade da venda. A premissa de obter lucro nao
deve ser conotada como algo negativo na area da farmacia comunitaria, mas como algo que
permite valorizar o servigo prestado, no qual a farmacia investiu a pensar no utente. Este
estagio permitiu-me adquirir esta concepgao de rentabilidade, tao importante para a
sobrevivéncia das farmacias no nosso pais.

Com isto, tentei ao longo do estagio desenvolver técnicas de Merchandising, no que diz
respeito principalmente a realizagao de vendas cruzadas, de modo a aumentar a rotagao de
determinados produtos. Para tal, a observagao de atendimentos realizados pelos
colaboradores da farmacia foi fundamental. Durante o estiagio aprendi, entao que a
comunicagao, através de transmissao de conhecimento e de confianga é crucial para que o
utente confie no aconselhamento prestado. Assim, sempre de acordo com as necessidades do
utente, tentei incluir nas vendas produtos em campanha Holon e de maior lucro para a farmacia,

além de promover o cartiao das Farmacias Portuguesas e as suas vantagens para o utente.

3.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

3.2.1 Dificuldade inicial em aconselhar medicamentos nao sujeitos a receita

meédica

Quando iniciei o atendimento ao publico demonstrei alguma inseguranga na informagao
transmitida e apercebi-me de alguma falta de objetividade e de assertividade na comunicagao
com o utente.

Para ultrapassar este ponto fraco, ao longo do tempo fui-me apercebendo das minhas
potencialidades e aprofundando o conhecimento sobre os MNSRM que nao conhecia tao bem,

tendo conseguido gradualmente demonstrar seguranca e objetividade na escolha do MNSRM
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mais indicado a determinada situagao que me era apresentada. Além disso, adquiri
assertividade na comunicagao, isto €, melhorei a capacidade de me exprimir de forma clara e

transparente evitando mal-entendidos com os utentes.

3.2.2 Dificuldade em reconhecer substancias ativas pelas marcas comerciais

A dificuldade de associar uma marca comercial a respetiva substancia ativa foi um ponto
fraco do meu desempenho, principalmente nos primeiros tempos de estagio. Quando um
utente me abordava para esclarecer uma duvida sobre determinado medicamento e se referia
a este através do nome comercial, levava a que eu demonstrasse inseguranga. No entanto, no
decorrer do estagio, fui adquirindo estratégias para ultrapassar este ponto fraco, como aceder
a ficha do produto no software Sifarma 2000°, e questionar a equipa da farmécia. Também o
tempo dedicado a entrada de encomendas foi fulcral para a familiarizagao com as marcas
comerciais.

Apesar de considerar este um ponto fraco, nao considero uma lacuna do curso de
MICF, pois neste curso somos preparados para a componente mais importante que é a
associagao do mecanismo de agao e do grupo farmacoterapéutico a substancia ativa. Além
disso, verifiquei que, no estagio, ao longo do tempo ia acabando por assimilar os nomes de
marca que mais frequentemente surgiam. Assim, para desenvolver o conhecimento das marcas

comerciais, o estagio € um bom ponto de partida.

3.2.3 Dificuldade em aconselhar produtos de dermofarmacia e cosmética,

dispositivos médicos e produtos veterinarios

A dificuldade em aconselhar produtos de dermofarmacia e cosmética foi outro dos
obstaculos com que me deparei. Relativamente a produtos de dermofarmacia, com alguma
revisao de conceitos adquiridos durante a formagao académica consegui rapidamente
ultrapassar as dificuldades no aconselhamento.

Durante o curso de MICF aprendi bastante sobre as fungoes na pele e na formulagao
de varios componentes de produtos cosméticos e de higiene corporal. Contudo, a meu ver,
no curso € mais enfatizada a componente tecnoldgica inerente ao desenvolvimento de uma
formulacao do que a componente da sua utilizagao pelo utente. Neste sentido, senti algumas
dificuldades em indicar um determinado produto para uma situagao concreta. Para ultrapassar
esta lacuna, destaco a importancia da equipa da Farmacia Luciano & Matos que se disponibilizou

a explicar algumas questoes basicas mais voltadas para o aconselhamento inerentes a

54



cosmética, como por exemplo, o produto cosmético indicado para cada tipo de pele. Deste
modo, sinto que terminei o estagio com relativa “a vontade” no aconselhamento destes
produtos.

Quanto aos dispositivos médicos, durante o curso nao ha uma base preparatéria neste
sentido, pelo que foi outro ponto fraco no meu desempenho. Entre os dispositivos médicos
que me trouxeram mais dificuldades, destaco as meias de compressao e o aconselhamento do
melhor tipo de penso com agao terapéutica para cada situagao. No entanto, este aspeto foi
ultrapassado com pesquisa bibliografica e experiéncia continua ao longo do estagio.

Relativamente aos produtos veterinarios também senti que nao me encontrava
preparada para o seu aconselhamento, pois nao conhecia alguns dos farmacos com esta
indicagao. Aqui foi também fulcral a ajuda dos colaboradores da Farmacia Luciano & Matos e

da experiéncia que fui adquirindo com as situagoes com as quais me deparava.

3.3. Oportunidades (Opportunities)

3.3.1 Integracao numa farmacia Holon

O facto de ser uma farmacia Holon, permite a Farmacia Luciano & Matos ter uma visao
centralizada no utente, apostando num atendimento personalizado e disponibilizando
determinados servigos especializados que acrescentam valor a farmacia e ao utente. Os
servigos prestados pela Farmacia Luciano & Matos vao de encontro as necessidades do utente
e conferem a farmacia uma vantagem competitiva. Estes servigos sao: administragao de vacinas,
preparacao individualizada da medicagao (PIM) e consulta da cessagao tabagica (realizados
pelos farmacéuticos colaboradores da farmacia); consultas de dermofarmacia, pé diabético,
podologia, nutricao (que sao realizados por prestadores externos).

Além disso, uma Farmacia Holon dispoe de MNSRM, suplementos alimentares,
produtos de dermofarmacia e dispositivos médicos, pertencentes a marca Holon, dotados de
qualidade, seguranca e eficicia* e com pregos atrativos, oferecendo ao utente diversas opgdes
com vista a melhoria da sua qualidade de vida e acessibilidade as mesmas. Para a farmacia, os
produtos Holon sao um fator diferenciador, para além de permitirem a obtengao de maior
rentabilidade.

Neste sentido, considero que foi uma oportunidade ter realizado o meu estagio numa
farmacia Holon. Desta forma, tive a possibilidade de conhecer a sua visao e a forma como se
organiza para dispor destes cuidados complementares ao utente. Assim, tive a oportunidade

de realizar marcagoes de consultas, esclarecendo os utentes sobre as mesmas, de estar em
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contacto com os prestadores externos, de presenciar o seguimento do estado de salde de
doentes cronicos e ainda de realizar a PIM.

A PIM é um servigo no qual é preparada semanalmente uma embalagem descartavel e
totalmente selada com a medicagdo do doente dividida de acordo com a posologia
implementada pelo médico. Este servigo € bastante util em doentes polimedicados, permitindo
que os mesmos tomem a medicacdo certa, na dose certa, no dia certo e a hora certa,
potenciando a adesao a terapéutica e ganhos em saude nestes doentes. Assim, e com a ajuda

da equipa da farmacia, pude ter um papel ativo na intervengao farmacéutica.

3.3.2 Heterogeneidade de utentes

Devido a sua localizagao central e turistica na cidade de Coimbra, a Farmacia Luciano
& Matos apresenta utentes muito heterogéneos, isto &, utentes de diversas faixas etdrias e
origens. Reconhego este fator como uma oportunidade, na medida em que me permitiu uma
aprendizagem mais abrangente, dada a ampla diversidade de casos praticos, nos quais pude
aplicar conhecimentos e adquirir experiéncia, desde as situagoes mais simples as mais
complexas. No ponto 4 deste relatério apresento dois casos praticos que experienciei durante
o estagio.

A elevada frequéncia de turistas na farmacia foi também uma grande oportunidade,
uma vez que me permitiu por em pratica conhecimentos de lingua inglesa. Além disso, o
atendimento de turistas revela-se sempre desafiante, uma vez que, habitualmente, os turistas
procuram produtos especificos, nao comercializados em Portugal, obrigando a procura de

alternativas.

3.3.3 Realizacao de um medicamento manipulado

A Farmacia Luciano & Matos realiza uma quantidade consideravel de MM, dispondo de
um farmacéutico praticamente a tempo inteiro dedicado a preparagao dos mesmos. Hoje em
dia, este servigo na farmacia comunitaria tem vindo a decrescer devido ao aparecimento de
industrias especializadas neste ambito, que dispoem de uma produgao automatizada e de
custos mais praticaveis. Assim, o facto de a Farmacia Luciano & Matos ser das poucas farmacias
comunitarias que dispoem deste servigco de uma forma tao dedicada e com tamanha variedade
de MM e de formas farmacéuticas passiveis de serem preparadas, permite-lhe apresentar
vantagens competitivas no mercado em que se insere. Como tal, considero este topico uma

excelente oportunidade que me foi oferecida na realizagao deste estagio.
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A etapa de preparacao de um MM foi realizada nas ultimas semanas de estagio, porém
ao longo de todo o periodo, o contacto com a vertente do medicamento manipulado é
inevitavel, quer através da rececao das solicitagoes por parte de utentes e de outras farmacias,
quer através da cedéncia do MM, a qual se reveste de grande importancia. A cedéncia do MM
pressupoe que sejam dadas indicagoes ao doente de como proceder a sua utilizagao, as
precaugoes a tomar, como conservar e alertar para o prazo de utilizagao.

Chegada a fase de preparar o MM, o profissional responsavel fornece previamente, ao
aluno, documentagao sobre a substancia ativa, a ficha de preparagao com o procedimento a
seguir e os calculos a efetuar, assim como a documentagao com as normas vigentes relativas
a estabilidade do MM. Esta primeira abordagem foi uma mais valia para que pudesse recordar
os conhecimentos adquiridos nas unidades curriculares de Farmacia Galénica e Tecnologia
Farmacéutica e preparar-me para realizar esta tarefa com o maximo de rigor possivel.

O MM que preparei foi a solugao oral de propranolol a 5 mg/mL, destinada a uma
crianga, para a indicagao terapéutica de hemangioma infantil.

A preparagao laboratorial do MM é acompanhada do simultineo preenchimento e
rubrica da ficha de preparagao, onde constam, no geral, informagoes relevantes sobre as
matérias-primas e respetivos calculos de pesagem, o método de preparagao, tipo de
embalagem, o modelo de rotulagem, resultados do controlo de qualidade que atestam a
conformidade do medicamento preparado, nome do doente e do prescritor e o calculo do
preco de venda de acordo com a legislagao em vigor. No anexo |, Il e lll apresento a receita
médica, a ficha de preparagao e o roétulo do MM que tive oportunidade de realizar,

respetivamente.

3.3.4 Participacao em formag6es complementares

Paralelamente a realizagao do estagio foram surgindo oportunidades para assistir a
formacoes complementares. Uma das quais subordinada ao tema “Envelhecimento Saudavel”
realizada pela Pharma Nord, na qual foram enfatizados os papéis da coenzima Q10 e do selénio
como antioxidantes. Os beneficios da coenzima Q10 foram realgados em problematicas de
salde como a hipercolesterolemia, a rabdomidlise causada por estatinas e a insuficiéncia
cardiaca cronica, tendo sido apresentado um estudo com resultados positivos da coenzima
Q10 a nivel cardiovascular (Anexo V). Quanto ao selénio, foram realgados os impactos no
reforco do sistema imunitario, os impactos ao nivel da tirdide e da fertilidade, os beneficios

na doenga celiaca e na prevengao do cancro. Esta formagao revestiu-se de extrema
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importancia pois permitiu-me atualizar os meus conhecimentos e aplica-los no
aconselhamento ao nivel do atendimento ao publico na farmacia.

Participei ainda numa formacgao de sensibilizacao para a rigidez arterial, um parametro
que, assim como a tensao arterial, tem bastante relevancia pois permite avaliar a elasticidade
das artérias atribuindo-lhes uma “idade” e assim ajudar a implementar medidas preventivas
antes das primeiras complicagoes relacionadas a rigidez da parede das artérias (Anexo V). Nao
tive oportunidade de realizar avaliagoes da rigidez arterial, mas a formacao foi uma mais-valia
para perceber a importancia deste parametro fisiologico.

Além disso, participei em formacgoes realizadas por delegados de informagao médica
sobre suplementos alimentares, nos quais foram prestados esclarecimentos sobre as
indicagoes, as vantagens de cada constituinte na composi¢ao dos suplementos, assim como as
vantagens relativamente a outros produtos concorrentes. E ainda uma formagao sobre o Ben-
U-ron Direct®, uma nova forma farmacéutica do Ben-U-Ron®, e as suas vantagens.

Por fim, tive a oportunidade de participar numa formagao sobre “ajudas técnicas”, que
me permitiu familiarizar com os diferentes instrumentos de apoio existentes para pessoas com
limitagoes de movimento.

Em suma, considero que foram formagoes enriquecedoras e que me permitiram

integrar na tematica dos produtos de venda livre, em ambito de farmacia comunitaria.

3.3.5 Contacto com o Sifarma 2000® e com o Robot

A Farmacia Luciano & Matos utiliza o software Sifarma 2000° como sistema informatico.
Este software é uma ferramenta indispensavel para facilitar a gestao integrada de todos os
processos realizados na farmacia, como a gestao de encomendas, a gestao de vendas, a gestao
de listagens de psicotropicos e a gestao de stock. Além disso, € uma ajuda imprescindivel na
altura do atendimento uma vez que permite a farmacia guardar uma ficha de cada utente e
aceder ao seu historico de medicagao. A meu ver foi uma oportunidade poder trabalhar com
esta ferramenta, uma vez que, ao lidar diariamente com esta, percebi o seu funcionamento e,
sendo o sistema informatico utilizado pela maioria das farmacias em Portugal, ofereceu-me
assim uma bagagem para o meu futuro de trabalho.

O contacto com o Robot foi também uma mais-valia. O Robot veio proporcionar a
farmacia uma melhor gestao de tempo e de organizagao do stock de medicamentos. Aprender
as funcionalidades do Robot permitiu-me perceber a sua interligagao com o sistema
informético Sifarma 2000®, encontrando-me preparada caso no futuro necessite de trabalhar

com esta funcionalidade.
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3.3.6 Contacto com o Sistema de Gestio de Qualidade e filosofia Kaizen

O Sistema de Gestao de Qualidade (SGQ) da Farmacia Luciano & Matos baseia-se nas
Boas Praticas de Farmacia e na Norma NP EN ISO 9001:2015'". A gestio da qualidade é assim
realizada através de uma abordagem por processos, nos quais sao respeitados os requisitos
legais e normativos, com vista a alcangar a satisfagdo do utente e a melhoria continua'. Os
processos referem-se a todas as areas que fazem parte do funcionamento da farmacia, sendo
estas: a gestao do proprio SGQ, o atendimento, a prestagao de servigcos, os projetos, o
aprovisionamento e os recursos. Para cada processo existe uma estrutura documental
hierarquizada, para servir de orientagao a aplicagao do SGQ e assim evitar o risco e as nao
conformidades'.

O meu contacto com o SGQ iniciou-se no primeiro dia com a leitura do manual de
qualidade que a farmacia me disponibilizou. Com isto, pude desde logo tornar-me parte
integrante da aplicacio do SGQ. Esta foi uma grande oportunidade pois nunca tinha
experienciado trabalhar com base nestas linhas orientadoras com vista a qualidade dos
servigos realizados. Desta forma, pude perceber como o SGQ é aplicado na pratica e perceber
os resultados que origina.

Em interligagcao ao SGQ, a Farmacia Luciano & Matos realiza toda a sua atividade com
base numa filosofia, a filosofia do Sistema Kaizen. O Kaizen foi fundado por Masaaki Imai em
1985 como um sistema com visao propria, que permite as empresas obter vantagens
competitivas’.

A palavra Kaizen provém da jungao das palavras Kai (mudar) e Zen (melhor) sendo
entdo, um sistema que visa a melhoria continua dos processos’. Segundo o Kaizen Institute®”, a
aplicagao do Kaizen visa o “aumento da produtividade, rentabilizagao e motivagao de recursos,
eliminagao de desperdicios, reducao de tempos de produgio ou otimizagao de

equipamentos””

. Para tal, o Kaizen preconiza que as empresas sejam geridas com base no “ver
para compreender”, trabalhar com dados concretos e factos, tomar medidas para eliminar
causas de erro e trabalhar em equipa’.

Na Farmacia Luciano & Matos o Kaizen € aplicado no dia a dia através de: uma excelente
estratégia de organizagao no espago da farmacia, sempre baseada no lema “um local para cada
coisa, cada coisa no seu local”; divisao das responsabilidades de cada um; cooperagao em
equipa; motivagao para fazer melhor; e uma constante comunicagao entre os elementos
através de reunioes periodicas. Nestas reunioes, designadas de reunices Kaizen, a equipa
discute os objetivos que pretende alcangar, os resultados que ja alcancou e sugestoes de

melhoria. Para mim, enquanto estagiaria foi uma grande oportunidade vivenciar a filosofia
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Kaizen e aprender a implementa-la no meu dia a dia, tendo verificado que efetivamente existe
uma maior otimizagao do trabalho realizado e um maior atingimento de objetivos. No futuro,
este vai ser certamente um fator que me diferenciara no mercado competitivo que existe hoje

em dia.

3.4. Ameacas (Threats)

3.4.1 Sistema informatico e gestio administrativa ao balcao

O sistema informatico é com certeza uma ferramenta muito Util no dia a dia da
farmacia, contudo, o facto de exigir a realizacdo de diversos passos no decorrer do
atendimento, impede que a atengao seja centrada no utente. Este aspeto é principalmente uma
ameaga para quem ainda apresenta alguma inexperiéncia, uma vez que ha certos passos no
software que nao é possivel de reverter. No meu caso, para nao errar nenhum dos passos, a
minha atengao era um pouco “desviada” da atengao no doente, prejudicando a realizagao de
um aconselhamento racional e baseado num todo. Também a gestao administrativa ao balcao,
como € exemplo o processamento de uma receita manual, impede muitas vezes o foco no
utente. Além disso, quando os processos ao computador eram mais demorados ou quando
ocorriam erros no sistema, havia uma transmissao de desconforto por parte do utente. Por

este motivo, considero que esta foi uma ameaga inicial.

No entanto, com o avangar do tempo e com a aquisicao de experiéncia no atendimento
comecei a adotar estratégias que me permitiram equilibrar a aten¢ao aos procedimentos
inerentes a venda e ao software e a atengao e escuta ativa do utente, assim como a realizagao
de cada parte no seu tempo, sem tentar apressar o processo. Desta forma consegui proteger-

me desta ameaca.

3.4.2 Escassez de tempo para o utente e para integracao de conhecimento

A grande afluéncia de utentes é sem duvida um fator muito positivo para a farmacia e
uma grande oportunidade para esta se fazer valer. Contudo para mim, enquanto estagiaria,
estes momentos tornavam-se bastante tensos, uma vez que sentia a responsabilidade de
agilizar cada atendimento no menor tempo possivel para evitar o transtorno dos utentes.
Desta forma, era perdido algum do tempo que poderia ter sido bastante util para conhecer o
utente, avaliar as suas reais necessidades e prestar o melhor aconselhamento possivel. Esta foi

também uma ameaga ao meu desempenho, assim como a escassez de tempo para refletir
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sobre determinado momento de aprendizagem de forma a integra-lo, a cimenta-lo e a avalia-
lo criticamente, e de modo a compreender os pontos a melhorar.

No entanto, com o decorrer do estagio e com a rapida familiarizagao dos
procedimentos inerentes ao atendimento, consegui mais uma vez ultrapassar este obstaculo e

gerir a pressao que sentia.

3.4.3 Produtos esgotados

Durante o estagio foram recorrentes as roturas de stock por parte dos laboratoérios.
Neste sentido, tornava-se impossivel satisfazer necessidades especificas do utente, quando
este nao pretendia alternativas. Este facto, potenciava a visao redutora do utente para com a
farmacia e para ultrapassar este aspeto, tentei sempre, através dos recursos de que dispunha
(telefonando para os laboratorios, de modo a perceber as razoes da falta; telefonando para
outras farmacias; telefonando para o médico para arranjar alternativas) ajudar o utente a

conseguir o medicamento pretendido ou o produto de salide e bem-estar.

3.4.4 Descredibilizac3ao do estagiario pelo utente

A descredibilizagao do estagiario pelo utente, apesar de nao ter sido frequente na
Farmacia Luciano & Matos, é ainda um ponto negativo durante os estagios na aprendizagem
do aluno. O facto de alguns utentes preferirem ser atendidos por um colaborador mais
experiente leva a que seja impossibilitado ao aluno de mostrar o que vale e contribuir para o
desenvolvimento das suas qualidades na intervengao farmacéutica perante um atendimento.
Nestas situagoes, a minha atuagao primou pelo respeito pela opiniao do utente e pelas suas
preferéncias, pelo que reagi sempre com naturalidade e compreensao.

Por outro lado, em alguns momentos em que o utente se apresentava mais apreensivo
ao ser atendido por um estagiario, fui capaz de fazer com que o mesmo sentisse confianga nos

meus conselhos e assim contribuir para uma visao mais positiva do mesmo.
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4. Casos praticos

Neste ponto do relatorio de estagio, apresento alguns casos praticos que surgiram durante
o atendimento ao publico, na Farmacia Luciano & Matos, e que me permitiram aplicar

conhecimentos tedricos em contexto pratico.

4.1 Caso pratico n.° |

Uma utente do sexo feminino, de 60 anos dirige-se a farmacia e refere apresentar dor
por baixo da mama esquerda. De forma a que pudesse identificar melhor a situagao questionei
se poderia observar a regido da pele onde apresentava dor, tendo-se demonstrado
colaborativa. Assim, para garantir a privacidade da utente, solicitei que me acompanhasse até
ao “Gabinete de Utente”. Apos a observagao da regiao afetada, verifiquei que a utente
apresentava sinais de inflamagao na pele devido a infegao fungica, uma vez que a pele se
encontrava ruborizada, ligeiramente macerada, com exsudagao e cheiro fétido.

A regiao da pele por baixo da mama, é uma zona propicia a infegao flngica, uma vez
que essa zona apresenta maior humidade, devido a sudorese, e devido ao facto de nao ocorrer
a correta secagem da pele apds o banho. Assim, sugeri a utente que realizasse a lavagem da
regido da pele, para remogio do exsudato, com Ducray Diaseptyl Spray®, secando a pele com
a ajuda de uma compressa esterilizada através da aplicagao de ligeiros toques. O Ducray
Diaseptyl Spray® apresenta na sua constituigio clorohexidina, uma substincia com
propriedades antisséticas que ajuda a evitar a infegao bacteriana na regiao macerada.

De seguida aconselhei a aplicagdo de um creme com propriedades cicatrizantes,
nomeadamente o creme La Roche Posay Cicaplast®, duas vezes por dia, na pele limpa e seca.
O creme La Roche Posay Cicaplast® apresenta na sua constituicio componentes que vio
favorecer a reparagao da barreira cutinea e que vao proporcionar um cuidado hidratante e
calmante da pele®.

Posteriormente, aconselhei a que, apés a completa cicatrizagao da pele, aplicasse
Canesten® creme duas vezes por dia, na pele limpa e seca. O Canesten® creme apresenta
cetoconazol como substancia ativa, que é um antifingico de largo espetro’.

Para finalizar, a fim de prevenir o aparecimento de recidivas, sugeri a utente que, apés
o tratamento, tivesse o cuidado de limpar e secar muito bem a regiao da pele em causa e que

fosse vigiando possiveis sinais de inflamagao.
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4.2 Caso pratico n.° 2

Uma utente do sexo feminino, de 40 anos dirige-se a farmacia e refere que apresenta
descamacao intensa, em placas, no couro cabeludo e prurido. A utente diz ja ter realizado
tratamento com champos antifingicos, nao tendo resolvido o problema, e que a situagao lhe
tem causado bastante desconforto. A utente refere ainda que tem reparado numa queda de
cabelo acentuada.

Ao perceber que poderia ser um problema de psoriase ao nivel do couro cabeludo, e
uma vez que naquela semana se iria realizar um servico Holon de dermofarmacia especialmente
dedicado aos cuidados capilares, aconselhei que realizasse a marcagao. Contudo, a utente nao
tinha disponibilidade para estar presente, pelo que decidi aconselhar um champo
queratoredutor, como o Ducray Kertyol P.S.0.® e expliquei que o deveria aplicar no cabelo
himido, enxaguar de seguida e repetir a aplicacao, desta vez deixando atuar durante trés
minutos, voltando a enxaguar com 4gua abundante®. O tratamento deve ser realizado duas a
trés vezes por semana, durante seis semanas®. O champé Ducray Kertyol P.S.O.® apresenta
na sua constituicao enxofre e acido salicilico, que tém acao queratolitica permitindo eliminar
as placas descamativas®. Este champd apresenta também ictiol e glicerol, componentes que
tém acio calmante, antipruriginosa e hidratante’. Uma vez que a utente apresentava cabelo
seco, com tendéncia para embaragar facilmente, aconselhei também a aplicagao de Ducray
Kertyol P.S.0.® condicionador.

De forma a maximizar o tratamento, e de evitar o aparecimento de recidiva, sugeri o
champd de utilizagio diaria Elution Ducray® reequilibrante, indicado para o cabelo fragilizado’.
Elution Ducray® apresenta gluconato de zinco, glicocola e vitamina B5 que conferem agao

calmante e limpam o couro cabeludo com suavidade, evitando a recidiva da descamacio’.
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5. Conclusao

O Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria € uma excelente preparagao do aluno
de MICF para o mercado de trabalho e o primeiro passo para a integragao numa classe tao
preponderante para a sociedade, que é a classe farmacéutica.

Ser farmacéutico é mais do que ser especialista do medicamento, é ser um profissional
dedicado ao outro, é ser um bom ouvinte, um bom conselheiro e um bom amigo. O
farmacéutico presta um papel de exceléncia na comunidade, na promogao da salde e da
qualidade de vida, assim como na prevengao da doenca. Este profissional de saude, é muitas
vezes o primeiro e o Unico com o qual o utente contacta para esclarecer as suas duividas e
para satisfazer necessidades em saide e bem-estar. Assim, esta profissio reveste-se de
extrema responsabilidade e exige qualificagao e formagao continua.

Neste Estagio Curricular, nao s6 me foi possibilitada uma aprendizagem de qualidade,
como também me foram transmitidos compreensao, apoio e incentivo. Por este motivo, tenho
a agradecer a equipa da Farmacia Luciano & Matos. Além disso, tenho também a agradecer
aos meus colegas de estagio pela cumplicidade, pela partilha de experiéncias e pela entreajuda,
fulcrais para o sucesso desta etapa.

A experiéncia de realizar o Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria permitiu-me
crescer tanto a nivel pessoal, no que toca a valores como a responsabilidade, a proatividade,
o espirito critico, a organizagao, a perseveranca e o espirito de equipa, como a nivel de
conhecimento técnico-cientifico basilar da profissao farmacéutica.

Termino assim o meu estagio com a certeza de que tenho os pilares fundamentais
para a constru¢ao de um futuro pela saide, pelo bem-estar, pela classe farmacéutica, pela

sociedade.
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7. Anexos

Anexo | — Receita médica do medicamento manipulado.




Anexo Il — Ficha de preparagao do medicamento manipulado













Anexo lll — Rétulo do medicamento manipulado

Anexo |V — Estudo apresentado na formacao “Envelhecimento Saudavel” da Pharma Nord.

©® JACC

Heart Failure

Collay
of Caniviogy

Reprint

O efeito da coenzima Q4o na morbilidade e
mortalidade por insuficiéncia cardiaca crénica
Resultados do Q-SYMBIO: Um estudo aleatério
duplamente cego

Svend A. Mortensen, Franklin Rosenfeldt, Adarsh Kumar et al.
Journal of the American College of Cardiology: Heart Failure 2014;
2:641-649
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Anexo V — Folheto sobre a rigidez arterial.

ha‘nmmwm transporte do
‘sangue do coraglo para todas as partes do orpo, vao perdendo
elasticidade a0 longo da vida, tornando-se mais rigidas.

A rigidez arterial sume como um processo normal do
envelhecimento. Contudo, pode ser acelerada pela presenca
de fatores genéticos, pelos estilos de vida pouco saudaveis
(inatividade fisica, habitos tabdgicos, alimentacdo desequilibrada)
ou algumas doencas (como, por exemplo, a diabetes ou a
hipertensdo arterial)

PORQUE € IMPORTANTE CONHECER

A IDADE DAS SUAS ARTERIAS?

0 aumento da rigidez arterial faz com que, em algumas pessoas, a
idade das anérias seja mais elevada do que 3 sua idade cronolbgica
Nestes casos, & probabiidade de ocorrer uma doenca
cardiovascular, como enfarte ou acidente vascular cerebral (AVC),
£ mais elevada do que na restante populacdo,

No entanto, com 0 controlo cuidadoso dos fatores de risco
cadovascular presentes, € possivel retardar o envelhecimento
premature das suas artéras e diminuir o risco de doenca
tardiovascular

COMO SE AVALIA?

A avaliagdo da rigidez arterial e da idade das artérias & feita por
um método simples e ndo invasivo, semelhante ao utilizado para
avaliar a pressio arterial

Uma bragadeira & colocada no brago e permite obter pardmetros
relacionados com a satde das artérias

OSRESULTADOS, OBTIDOSNOMOMENTO, SAOADAPTADOS
AS CARACTERISTICAS DE CADA PESSOA, TORNANDO ESTA

AVALIACAO TOTALMENTE PERSONALIZADA!

QUE RESULTADOS OBTEM?
PRESSAQ ARTERIAL

Indica a forga que o sangue bombeado
pelo corag3o exerce nos 5 sanguineos

FREQUENCIA CARDIACA
Indica o ndi e vezes que
0 Coragao ba!

nUM MiNUto.

VELOCIDADE DE ONDA DE PULSO
£ um parametro da rigidez arterial que
permite detetar precocemente
lesBes nas artérias

IDADE VASCULAR
Indica a idade das artérias

Faca a avaliacao

numa Farmacia Holon
e conheca a idade
das suas arterias
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