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. Introducao

O plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) culmina com
a realizacdo de um estagio curricular em areas que envolvam o sector farmacéutico, de
forma a favorecer a familiarizagdo com as futuras saidas profissionais.

Neste contexto, além do estagio em Farmacia Comunitaria, optei por estagiar também em
Indlstria Farmacéutica, uma vez que considero ser uma area com manifesto e crescente
relevo na sociedade e no mercado atual entendendo, também, ser pertinente perceber qual
a funcao do farmacéutico na mesma.

Assim, estagiei de 7 de janeiro a 29 de marg¢o na Bluepharma, enquadrada no departamento
de Desenvolvimento Analitico e Galénico (DAG), sob orientagao da Dra. Ana Pedro e com
a cooperagao da restante equipa. Durante este periodo, foi-me dado a conhecer o
funcionamento geral da empresa e, em particular, a atividade e funcionalidades do sector de
desenvolvimento galénico na Bluepharma.

A Bluepharma é uma empresa farmacéutica com atividade industrial sediada em Coimbra,
que produz formas farmacéuticas solidas: comprimidos e capsulas. A sua atividade percorre
toda a cadeia de valor do medicamento, desde a Investigacao e Desenvolvimento (I&D) até
ao mercado, centralizando-se em 3 areas: na produgao de medicamentos proprios e para
terceiros, na investigacao, desenvolvimento e registo de medicamentos e na comercializagao
de medicamentos genéricos'.

Com a intensa globalizagao dos ultimos tempos, o setor farmacéutico tem-se tornado cada
vez mais competitivo e complexo, sendo por isso essencial, a par das atividades de
investigagdo, apostar no desenvolvimento de novas formulagoes que respondam as
crescentes necessidades do mercado de patentes e que assegurem elevados niveis de
qualidade, seguranga e eficacia®. Para tal, é fulcral que exista um setor de desenvolvimento
galénico que tenha como principal objetivo a expansio do portfélio de medicamentos
genéricos.

O presente relatério é elaborado sob a forma de uma analise SWOT (do inglés: Strenghts,
Weaknesses, Opportunities,Threats), e nesse contexto, salientarei a nivel interno, os pontos
fortes e os pontos fracos e a nivel externo, as oportunidades e ameagas, que resultam de

uma avaliagao critica do estagio e da Bluepharma.



2. Sector de Desenvolvimento Galénico

Como ja foi referido, tive oportunidade de integrar o Departamento de Desenvolvimento
Analitico e Galénico (DAG), que se subdivide nos seguintes sectores: Desenvolvimento
Analitico (1, Il, 1ll), Apoio ao Galénico, Estabilidades e Desenvolvimento Galénico.

Na Bluepharma, o DAG tem como principal objetivo o desenvolvimento de medicamentos
genéricos, que segundo a Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude
(INFARMED), sao “medicamentos com a mesma substincia ativa, forma farmacéutica,
dosagem e indicagao terapéutica que o medicamento original, de marca, que serviu de
referéncia (RP), estando dispensada a apresentagao de ensaios pré-clinicos e clinicos desde
que demonstrada a bioequivaléncia com base em estudos de biodisponibilidade’”.

O sector de desenvolvimento galénico, onde estagiei, € responsavel pelo desenvolvimento
de formulagoes e processos de fabrico com vista a obtengcao de medicamentos genéricos,
como referido anteriormente. Tem também como fungao a optimizagao de técnicas quer
para a melhoria dos processos de fabrico, quer para a implementagao de transferéncias de
tecnologia, possuindo, para esse efeito, um laboratoério de scale-up, onde sao produzidos os
lotes de registo dos medicamentos.

Além disso, é também responsavel pela preparagao da documentagao necessaria para
submissao as entidades regulamentares, nomeadamente a se¢ao 3.2.P.2 do Common Technical
Document (CTD).

E notério que, pelo referido anteriormente, o setor de desenvolvimento galénico tem um
papel essencial e integrante no desenvolvimento do produto farmacéutico, em particular no
desenvolvimento de genéricos, devendo assegurar que estes apresentam elevados padroes
de qualidade. Nesse contexto, os desenvolvimentos integram tanto quanto possivel a
abordagem de Quality by Design, que defende que a qualidade nao deve ser testada, mas sim
planeada e incorporada num produto, comegando com objetivos predefinidos e assegurando
o controlo dos processos e procedimentos, alicergando-se em metodologias de gestao de
riscos®.

A Bluepharma dispoe de dois laboratérios onde podem ser efetuados testes galénicos: o
laboratorio de formulagoes, onde sao desenvolvidas as pré-formulagoes, formulagoes e os
processos de fabrico a escala laboratorial e o laboratério Scale-up onde é realizado o
aumento de escala de lotes laboratoriais para tamanhos de lote pré-piloto, feasibility e piloto,
onde se pode avaliar o impacto da mudanca de escala e proceder as necessarias alteragoes

no processo de fabrico. Apds a validagao do método de fabrico a escala piloto, estes lotes



sao submetidos a ensaios clinicos, para demonstracao da bioequivaléncia pivotal entre o
medicamento genérico e o RP.

O laboratorio Scale-up tem ainda uma zona de contengao, onde sao manipulados
medicamentos potentes, cujos efeitos negativos para a saude de um operador se atingem a
concentragdoes muito pequenas e por isso requerem mais cuidado na manipulagio e
contengao dos processos. Esta zona permite minimizar ou eliminar a exposicao dos
operadores e/ou areas envolventes a substancia ativa que esta a ser manipulada.

Durante o desenvolvimento galénico é importante, em cumprimento das boas praticas de
fabrico, assegurar a limpeza e higienizagao de todas as instalagdes e equipamentos onde
ocorra manipulagao do produto.

Importante também ¢&, antes da manipulagao de qualquer produto, consultar a ficha de dados
de seguranga da substincia ativa e dos excipientes em questiao, de forma a conhecer os

equipamentos de protecao individual (EPI) a utilizar.

3. Analise SWOT - Bluepharma

Tabela |- Matriz SWOT do estagio na Bluepharma

Pontos Fortes Pontos Fracos
Ambiente de trabalho - .
Dimensio = - Duragao de estagio
Formagdes continuas
interna Processo de selecao .. . .
- - - MICF e Industria farmacéutica
Filosofia Kaizen
Oportunidades Ameacgas
Competéncias extracurriculares Limitagoes nas instalagoes
Dimensio Experiéncia na area de
externa Desenvolvimento Galénico Concorréncia profissional

3.1. Pontos Fortes
3.1.1. Ambiente de Trabalho

Certamente sem ser inovadora, considero este ponto primordial uma vez que acredito que
o sucesso de qualquer estagio em geral, e deste em particular, em muito depende do
ambiente e da forma como somos recebidos, enquadrados no servigo e guiados durante o
periodo de estagio.

Neste aspeto, o balango nao podia ser mais positivo.



Desde o primeiro dia existiu predisposicao de todos os colaboradores do departamento
visando a minha inclusao, com atitudes que em muito contribuiram para um saudavel
ambiente de compreensao, cumplicidade e partilha de conhecimentos.

Na Bluepharma, a cada estagiario é atribuido um tutor que é responsavel pela sua integracao
na empresa e em particular no departamento. No meu caso, foi a Dra. Ana Pedro, mas
como ja referi, rapidamente senti apoio e acompanhamento por parte de toda a equipa, a

quem muito agradego.

3.1.2. Formacgoes continuas

Ao longo dos 3 meses de estagio na Bluepharma, tive oportunidade de assistir a mais de 10
formagoes, desde as iniciais, sobre o funcionamento e estrutura da empresa, bem como
formagoes continuas que abordavam temas relevantes nas mais diversas areas.

Neste seguimento, posso destacar a formagao em “Sistema de Gestio integrado e Boas
Praticas de Fabrico”, “Melhoria Continua” e “Ambiente, Salide e Seguranca no Trabalho”.
Considero que estas formagoes sao extremamente importantes, uma vez que potenciam a
familiarizagdo com a empresa e com as varias areas transversais do sector farmacéutico.
Além disso, constituem ferramentas, que aliadas ao conhecimento adquirido durante os
cinco anos de MICF, complementam a nossa formagao, permitindo que nos destaquemos

dos demais.

3.1.3. Processo de selecao

Na Bluepharma, ha valorizagao do Curriculum Vitae e realizagdo de uma entrevista, ambos
decisivos na selegao do candidato. Considero que este processo € uma mais-valia, uma vez
que, para além de serem avaliados outros aspetos que nao s6 a média curricular, ao
candidato a estagio permite uma consciencializagdo de que uma nova etapa vai comegar,
constituindo uma aprendizagem para o futuro, visto que nos permite compreender, preparar
e antecipar o ambiente de uma entrevista de trabalho.

Para além disso, nessa ocasiao é também clarificado qual o departamento que vai ao
encontro das nossas expectativas e com o que antecipamos maiores ligagoes permitindo um

maior aproveitamento do estagio.

3.1.4. Filosofia Kaizen

A filosofia Kaizen, desenvolvida por Masaaki Imai, surgiu no Japao no inicio da década de 50,

como um modelo de gestio que se baseia na produtividade, eficiéncia operacional,



organizagao e melhoria continua. Inicialmente foi aplicada ao sector automével, no entanto,
atualmente é conhecida e utilizada em todo o mundo’.

A equipa do setor de desenvolvimento galénico também a implementou na sua metodologia
de trabalho com o objetivo de mudar (“Kai”) para melhor (“Zen”), o que possibilita a
detecio de problemas e a sua resolugdo muito mais rapidamente’.

Neste contexto, sao efetuadas reunioes didrias em que sao expostos os constrangimentos
referentes ao dia anterior, tornando assim possivel que todos os elementos do
departamento fiquem ao corrente das varias fases dos diversos projetos e que as solugoes
sejam discutidas, ponderadas e ajustadas em conjunto, permitindo otimizar e tirar maior
proveito destas sessoes de grupo.

Considero este ponto muito importante porque assimilei bastantes conhecimentos nestas
reunioes quer pelo facto de constituirem um meio facilitador de apreender os varios
projetos em desenvolvimento no departamento quer, ainda, as suas dificuldades e como

supera-las, permitindo complementar toda a minha aprendizagem durante o estagio.

3.2. Pontos Fracos

3.2.1. Duracao de estagio

A Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, primando pela diferenga, da
oportunidade aos seus alunos de estagiar na area de industria farmacéutica. No entanto,
creio que a duragao de estagio neste sector esta longe de ser o ideal pelo que entendo que
deveria ser ajustada.

O estagio na Bluepharma teve a duragao de 3 meses, o que considero ser escasso, uma vez
que é necessario consumir parte desse periodo na habitual integracao dos estagiarios, em
geral, na empresa e, em particular, no departamento a que ficam adstritos para estagio.
Neste enquadramento, entendo que teria sido proveitoso um estagio mais prolongado, para
que a aprendizagem fosse mais completa e consolidada o que tenderia a permitir um
incremento de autonomia, conhecimento e agilidade nos procedimentos e processos do

sector de desenvolvimento galénico.

3.2.2. MICF e Industria farmacéutica

Embora o plano curricular do MICF seja diversificado em varias areas do conhecimento, este
estagio, permitiu-me identificar algumas lacunas na formagao, que envolvem a indUstria

farmacéutica, e que podem ser melhoradas.



Assim, considero importante que haja sensibilizagao das diversas fungoes e da potencialidade
que um farmacéutico pode ter numa industria farmacéutica, assunto que para mim constituiu
novidade.

Para além disso, creio ser pertinente um maior investimento no conhecimento da area de
assuntos regulamentares que, contrariamente ao que pensava, € transversal aos diversos
departamentos da industria farmacéutica, inclusive ao setor de desenvolvimento galénico,

que como ja referi anteriormente, € responsavel pela elaboragao da se¢ao 3.2.P.2 do CTD.

3.3. Oportunidades

3.3.1. Competéncias extracurriculares

O plano curricular do MICF contempla a nossa formagao académica e confere-nos as bases
essenciais para que no futuro consigamos desempenhar as nossas fungoes como agente do
medicamento. No entanto, ao longo do estagio, pude constatar que existem soft-skills que
requerem experiéncia profissional para serem desenvolvidas. Deste modo, o espirito de
equipa, entreajuda e comunicagao sao capacidades fundamentais para desempenharmos as
nossas fungoes de forma harmoniosa dentro do nosso departamento e com os restantes
departamentos. O dominio do inglés é também imprescindivel, uma vez que é uma lingua
universal e a maioria dos clientes da Bluepharma sao estrangeiros.

Assim, durante estes trés meses, aprendi a valorizar e a desenvolver estas novas

competéncias que por certo se revelarao fundamentais no futuro.

3.3.2. Experiéncia na area de Desenvolvimento Galénico

No decorrer do estagio, tive oportunidade de acompanhar varios projetos, o que tornou a
experiéncia bastante enriquecedora, porque pude aprender algumas particularidades dos
diferentes processos de fabrico envolvidos.

Por uma questao de confidencialidade, é politica da Bluepharma denominar de “Blue” todos
os projetos que estio em desenvolvimento galénico. Dos varios Blues que acompanhei,
destacarei o Blue 075 (Anexos — Tabela | e 2).

O projeto Blue 075 é uma transferéncia de tecnologia, o que significa que o medicamento foi
desenvolvido por outra indlstria farmacéutica, houve uma transferéncia do processo de
fabrico para a Bluepharma, podendo ser necessario o scale-up, implementagao e validagao do
processo.

A forma farmacéutica do RP é em comprimidos, mas o objetivo proposto foi implementar o

processo de fabrico que resulte em capsulas com pellets e/ou microcomprimidos, optando



pela forma farmacéutica cujo perfil de dissolugao demonstre ser bioequivalente em ensaios
clinicos.

E transversal a todas as etapas do processo a utilizagio de mascara panoramica equipada
com filtros de pd P3, coverall, luvas de nitrilo, fardas e sapatos com protecgoes de ago
(biqueira), que sao os EPI necessarios para garantir a seguran¢a do operador.

A substancia ativa utilizada é fotossensivel e por isso, de forma a evitar a sua foto-
degradagao, que ocorre maioritariamente a comprimentos de onda baixos entre 500 e
300nm (radiagao visivel azul, violeta e ultravioleta), as lampadas utilizadas durante as etapas
de fabrico deverao emitir luz num comprimento de onda acima dos 520nm/540nm (in actinic
light).

O processo de fabrico, quer dos pellets quer dos microcomprimidos, inicia-se com uma
micronizagao da substancia ativa, utilizando um moinho a jato. No fundo, é um processo de
redugao do tamanho de particulas recorrendo, neste caso, a nitrogénio, por ser um gas
inerte. O principio de funcionamento baseia-se numa alimentagao de po6 tangencial a camara
de moagem, através do sistema de Venturi. Uma vez no interior desta camara, as particulas
de po sao aceleradas por uma série de jatos alimentados pelo sistema Anelar, que entram
num movimento em espiral, promovendo a colisao entre as particulas e por sua vez, a
redugio do seu tamanho®. Nesta fase é necessario utilizar um EPI adicional: protetores
auriculares.

No caso da produgao dos pellets, apos a micronizagao, ha o revestimento de esferas de
aclcar com uma suspensao de substancia ativa micronizada. Posteriormente, revestem-se os
pellets com a suspensio de revestimento (Opadry® AMB), que confere protegao contra a
humidade. O revestimento e simultanea secagem com fluxo de ar quente é efetuado num
equipamento de leite fluidizado, através de um processo de bottom spray (Wurster coating).
Estas etapas constituem a pelletizacdo, que mostrou ser uma fase critica, uma vez é um
processo demorado e sensivel, que requer acompanhamento constante.

Seguidamente, procede-se ao enchimento de capsulas com os pellets formados.

No caso da produgao dos microcomprimidos, apés a micronizagao, € feita uma mistura da
celulose microcristalina com uma solugao etandlica de butilhidroxianisol (BHA), um
antioxidante que previne a degradagao da substancia ativa. De seguida, sao adicionados os
restantes componentes e misturados de forma a garantir a distribuicao uniforme de todos os
constituintes. Nesta fase, é feita uma amostragem, para se determinar o doseamento no
topo, meio e fundo da mistura e comprovar a sua homogeneidade. Posteriormente, adiciona-

se lubrificante a mistura e efetua-se uma granulagao a seco, utilizando um compactador de
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rolos. A granulagao transforma particulas de po6 em aglomerados soélidos, que apresentam
inmeras vantagens, como maior facilidade de escoamento, maior compressibilidade e
resisténcia mecanica entre outras’. Na granulagio a seco, a pressio utilizada na compactagao
é o agente promotor da formagao dos aglomerados sélidos’.

Ao granulado formado, € adicionada a segunda parte de lubrificante, seguindo-se novamente
uma fase de mistura. Finalmente, estio reunidas as condi¢coes para se efetuar uma
compressao, formando assim, os microcomprimidos, que serao posteriormente
encapsulados a semelhanca do referido para os pellets.

Na compressao, a mistura € sujeita a uma pressao exercida por dois pungoes (superior e
inferior) no interior de uma camara, a matriz. Este processo envolve 4 etapas (Figura |): o
enchimento das matrizes, a pré-compressao, com o objetivo de eliminar o ar da mistura e a
compressao principal, donde resultam deformacgoes plasticas, elasticas ou fraturas dos
constituintes da mistura. Posteriormente, ha ejecao do microcomprimido, por elevagao da
pungao inferior.

Ao longo dos processos sao efetuados IPC (in-process control), de forma a monitorizar os
parametros considerados criticos. No caso da compressao, sao controlados os pesos e as

durezas, ajustando, nesse contexto, os settings referentes ao enchimento e a compressao.

Figura | — Etapas da fase de compressao. Alimentacao e enchimento das matrizes, pré-
compressio, compressio principal e ejegio do comprimido®.

Igualmente, quer nos processos de fabrico envolvendo pellets quer nos microcomprimidos,

ha realizagao de diversos testes analiticos, nomeadamente, testes de dissolucao, testes de
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homogeneidade de mistura, doseamento, impurezas e Karl-Fischer, com o objetivo de aferir

a qualidade do produto.

3.4. Ameacas

3.4.1. Limitacoes nas instalacoes

Ao longo dos seus |8 anos, a Bluepharma transformou uma unidade industrial que
empregava 58 pessoas numa que, atualmente, emprega cerca de 580 colaboradores °. Este
crescimento exponencial fez com que as instalagoes comegassem a ser insuficientes para
proporcionar as melhores condigoes aos seus colaboradores e ao desenvolvimento e
produgao de medicamentos.

Assim, creio que, a semelhanga do que ja vem sendo feito, a Bluepharma deve continuar a
investir na melhoria das suas instalagoes, para que seja possivel acolher mais colaboradores e
novos projetos fomentando, deste modo, a sua expansao e refor¢ando a sua posigao no

mercado farmacéutico.

3.4.2. Concorréncia profissional

Ao longo do estagio, foi percetivel a versatilidade do farmacéutico na industria farmacéutica:
desde fungoes em laboratorio - como controlo de qualidade e investigagao -, a fungoes em
assuntos regulamentares ou desenvolvimento de negocio, o papel do farmacéutico é
relevante nas mais diversas areas.

De acordo com o Estatuto da Ordem dos Farmacéuticos na versao introduzida pela Lei n°
131/2015, de 4 de Setembro (Diario da Republica, |* série n°173), o “Ato Farmacéutico é da
exclusiva competéncia e responsabilidade dos farmacéuticos” (Cfr Artigo 74 n°l da supra
mencionada Lei)'°, nomeadamente a atividade de “desenvolvimento e preparacio da forma
farmacéutica dos medicamentos” (Cfr Artigo 75 a) da supra mencionada Lei)'".

Ainda assim, e apesar da equipa de desenvolvimento galénico ser maioritariamente
constituida por farmacéuticos, durante estes trés meses, tive oportunidade de contactar
com profissionais de outras areas de formacgao, constatando, neste contexto, que muitos dos
colaboradores que nao tém instrucao base na area do medicamento conseguem, igualmente,
responder a muitas necessidades requeridas pela industria farmacéutica.

Deste modo, resulta evidente a competitividade e concorréncia neste sector sendo, por
isso, fulcral a continua formagao e especializagao do farmacéutico, de forma a garantir a
singularidade da sua competéncia e saber especifico para que a Bluepharma continue a ter

mercado de trabalho, também, para os farmacéuticos.



4. Conclusio

Atualmente, devido a crescente competitividade no sector farmacéutico, torna-se da maxima
importancia um maior empenho na nossa formagao académica para que nos consigamos
destacar e alcangar um brilhante futuro profissional.

Nesse contexto, o estagio na Bluepharma foi uma experiéncia muito enriquecedora, uma vez
que surgiu como uma oportunidade de consolidar e colocar em pratica os conhecimentos
adquiridos ao longo do MICF.

Para além disso, possibilitou o desenvolvimento de novas competéncias e aptidoes, que
serao certamente essenciais tanto para o meu crescimento pessoal como profissional.

A area de desenvolvimento galénico mostrou ser bastante desafiante, porque concilia e
abrange conhecimento que é transversal a diversas areas e requer uma grande capacidade de
planeamento, comunicagao e gestao de tempo.

Fascinou-me, também, por nao ser uma atividade rotineira, originando uma constante
reflexao e flexibilidade com vista a superagao de desafios.

Por outro lado, e nao menos importante, € inegavel que o desenvolvimento galénico é
fundamental na industria farmacéutica, uma vez que é um agente essencial na aposta em
novas formulagoes e no caso da Bluepharma, em genéricos, que se traduzem em opgoes
economicas mais acessiveis a toda a populagao, com a garantia de qualidade, segurancga e
eficacia exigidas.

Se tudo o que vai dito permite, em conclusao, apelidar de muito positivo o estagio que
desenvolvi na Bluepharma nao posso, neste momento, deixar de mencionar que tal éxito se
deveu, em grande parte, a equipa extraordinaria que tive o privilégio de integrar.

Sendo assim, nao podia concluir, sem deixar a minha reconhecida gratidio a todos os
elementos do desenvolvimento galénico, pela paciéncia, carinho, atengao e partilha de saber
que me concederam, superando expetativas e tornando a minha experiéncia de estagio
inesquecivel.

Obrigada a todos!



5. Anexos

Tabela | - Etapas do Processo do Blue 075 - Pellets

Etapas do Processo

Parametros de
processo

Analises
efetuadas

) Micronizacao
Jet Mill

(Moinho a jato)

e Velocidade de
alimentacao
(g/min)

e Pressao de Venturi
(bar)

e Pressao Anelar

(bar)

v" Tamanho de

particula

2) Preparacao
da suspensio de

API

IKA mixer

e Tempo (min)

e Rotagao (rpm)

Nao aplicavel

3) Revestimento

dos Pellets (1)

Mini-Glatt FBD
Waurster

e Tempo (min)

e T do processo
(°C)

e Pressao do ar do
processo (bar)

¢ Velocidade da
bomba peristaltica
(rpm)

e Pressao do ar de
Pulverizacao (bar)

e Peso da suspensao

e T* do produto

v" Doseamento
da substancia
ativa

v" Doseamento

do BHA
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Etapas do Processo

Parametros de
processo

Analises
efetuadas

4) Preparacao da
suspensao de

revestimento
(Opadry® AMB)

IKA mixer

e Tempo (min)

e Rotagao (rpm)

Nao aplicavel

e Tempo (min)

| ® T* do processo

(°C)
v
e Pressao do ar do Doseamento
. da substancia
5) Revestimento processo (bar)
. ativa
dos Pellets (Il) ¢ Velocidade da
e v" Doseamento
bomba peristaltica
- do BHA
Mini-Glatt FBD (rpm) o
Warster e Pressao do ar de
Pulverizagao (bar)
| ® Peso da suspensao
e T* do produto
v" Doseamento
. da substancia
6) Enchimento de
; ativa
capsulas
e Peso das cipsulas | v Doseamento
Manual do BHA
v" Dissolucao
v Karl-Fischer
v Impurezas
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Tabela 2 - Etapas do Processo do Blue 075 — Microcomprimidos

Etapas do Processo

Parametros de
processo

Analises
efetuadas

e Velocidade de

alimentagao
I) Micronizacdo .
e (g/min)
Pressio d v Tamanho de
Jet Mill T TTeseo g particula
Venturi (bar)
(Moinho a jato) e Pressio Anelar
(bar)
e Tempo (min)
Velocidade d
2) Wetting e Velocidade das

High-shear Granulator
Mini Glatt

pas do
misturador e

triturador (rpm)

Nao aplicavel

3) Mistura

Double cone blender

Erweka

e Tempo (min)

e Rotagao (rpm)

v Doseamento:
topo, meio e
fundo (Teste de
homogeneidade

de mistura)

4) Mistura Final |

Double cone blender

Erweka

e Tempo (min)

e Rotagao (rpm)

Nao aplicavel
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Etapas do Processo

Parametros de
processo

Analises
efetuadas

5) Granulacgao a

seco

Alexander Werk
WPI20

e Alimentacao do
sem fim (rpm)

e Pressao (bar)

e Espagamento

entre rolos (mm)

Nao aplicavel

6) Mistura Final Il

Double cone blender

Erweka

e Tempo (min)

e Rotagao (rpm)

Doseamento:
topo, meio e
fundo (Teste de
homogeneidade
de mistura)
Doseamento:
topo, meio e

fundo (BHA)

7) Compressao

Compressing Machine

e Dureza
e Espessura
e Diametro

e Pré-compressao

Dissolucao

Doseamento da
substancia ativa
Doseamento do

BHA

Ronchi e Enchimento
e Peso Desagregagoes
Friabilidade
Dissolucao

8) Enchimento de

capsulas

Manual

e Peso das capsulas

Doseamento da
substancia ativa
Doseamento do
BHA

Impurezas

Karl-Fischer
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Abreviaturas

AFP

ANF

ARA

CCF

IECA

MICF

MNSRM

MSRM

SNS

SWOT

Associagao de Farmacias de Portugal

Associacao Nacional de Farmacias

Antagonista dos recetores da angiotensina

Centro de Conferéncia de Faturas

Inibidores da enzima de conversao da angiotensina
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
Medicamento nao sujeito a receita médica
Medicamento sujeito a receita médica

Sistema Nacional de Saide

Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats
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. Introducao

Nos ultimos tempos, a farmacia comunitaria tem evoluido gradualmente para um espago
mais proximo da sociedade, que disponibiliza uma gama variada de produtos e servigos que
promovem a saude do utente e aumentam a sua qualidade de vida, com atendimentos
personalizados e dirigidos as suas necessidades. Na verdade, para uma grande maioria dos
utentes, a farmacia constitui o primeiro local onde explanam as suas preocupagdes e
procuram solugoes para os seus problemas de saude.

Nesse contexto, o farmacéutico comunitario tem um papel extremamente relevante na
adesao a terapéutica e no uso responsavel do medicamento, na detegao de comportamentos
de risco e na educagao para a saude. Assim, é imprescindivel, como futuros profissionais de
salude e do medicamento, que desenvolvamos um conjunto de caracteristicas que tornem o
aconselhamento farmacéutico de exceléncia. A comunicagao, o saber escutar e a empatia
que criamos junto ao utente € imprescindivel para ganhar a sua confianga. No entanto, sao
caracteristicas que requerem pratica e perseveranga para serem desenvolvidas e por isso,
como futura farmacéutica, considero ser essencial um estagio curricular em farmacia
comunitaria, que me permita contactar com a realidade profissional e desenvolver novas
competéncias, técnicas e sociais, essenciais para um bom desempenho profissional. Para além
disso, € mais uma oportunidade de complementar a minha formagao e consolidar os
conhecimentos adquiridos ao longo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF).

Neste contexto, o meu estagio curricular ocorreu na Farmacia Mouro, em Viseu, sob
orientagao da Dra. Andreia Ferreira e direcao técnica da Dra. Ana Paula Pipa. O estagio
iniciou-se no dia | de abril e terminou a |3 de julho e, durante este periodo, foi-me dada a
conhecer a dindmica de uma farmacia comunitaria e a importancia do farmacéutico na
mesma.

O presente relatério é elaborado sob a forma de uma analise SWOT (do inglés: Strenghts,
Weaknesses, Opportunities, Threats), e nesse contexto, salientarei a nivel interno, os pontos
fortes e os pontos fracos e a nivel externo, as oportunidades e ameagas, que resultam de

uma avaliagao critica do estagio e da Farmacia Mouro.
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2. Analise SWOT - Farmacia Mouro

Tabela | - Matriz SWOT da Farmacia Mouro

Pontos Fortes Pontos Fracos

Localizagao
Timing do estagio

Horario alargado

Dimensao interna = —
Planificagao do estagio:

aprendizagem faseada
MICF e Farmacia Comunitaria

Equipa técnica

Servigos disponibilizados

Oportunidades Ameacas

Concorreéncia de estabelecimentos

Heterogeneidade de utentes de venda de medicamentos nao

Dimensao sujeitos a receita médica

externa Papel do Farmacéutico Produtos esgotados

Pedido de medicamentos sujeitos a
Formagoes continuas receita médica sem apresentagao de

receita médica

2.1. Pontos Fortes

2.1.1. Localizacao

A Farmacia Mouro encontra-se situada na proximidade de trés grandes instituicoes de saude
- do Hospital Sao Teotodnio, do Centro de Saude Viseu lll e da CUF Viseu -, usufruindo,
deste modo, de uma posicao estratégica que amplia a procura de servigos farmacéuticos.
Além disso, esta numa zona de facil acesso no que diz respeito a transportes publicos,
dispondo também de um grande area envolvente de estacionamentos, o que facilita o acesso
dos utentes em viatura propria. Tudo isto se configura muito convidativo e promove a

grande afluéncia de utentes que caracteriza esta farmacia.

2.1.2. Horario alargado

O horario de funcionamento da Farmacia Mouro é bastante alargado: de segunda a sabado
das 8h as 23h. De facto, € um aspeto muito vantajoso, porque assim € possivel garantir o
atendimento a um maior nimero de pessoas, abrangendo as diferentes disponibilidades

horarias dos utentes.
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2.1.3. Planificacdao do Estagio: aprendizagem faseada

O estagio na Farmacia Mouro envolveu diversas fases, as quais me permitiram percecionar as
diferentes funcionalidades de uma farmacia e o enquadramento do ato farmacéutico nas
mesmas.

Inicialmente, as minhas fungoes focaram-se na area do back-office, nomeadamente na recegao
de encomendas, verificagao de prazos de validade e arrumagao de produtos farmacéuticos
de acordo com a regra “first in, first out”. Esta etapa foi fundamental, uma vez que me
permitiu contactar com todos os medicamentos existentes na farmacia e assim potenciar a
familiarizagdo com os nomes comerciais, ultrapassando, desta forma, parte da fragilidade,
inicial dos estagiarios, em associar a substancia ativa ao nome do medicamento. Para além
disso, deu-me a conhecer alguns dos aspetos que envolvem a gestao de uma farmacia que,
hoje em dia, é fundamental para a manter economicamente viavel, designadamente a
importancia de gerir stocks de uma forma inteligente e consoante as saidas mensais dos
produtos. Durante esta fase, fiquei também encarregue de efetuar a reposicao diaria dos
produtos farmacéuticos nas gavetas e nos lineares, de forma a conhecer a sua disposicao,
para a posteriori, agilizar o atendimento ao balcao.

Depois, seguiu-se a fase de verificagao e processamento de receituario. Esta etapa revelou-se
fundamental para garantir a dispensa correta de medicamentos ao balcao, bem como a
recuperacao do valor das comparticipagoes, salvaguardando tanto os interesses do utente
como os da farmacia. Neste seguimento, aprendi a analisar e interpretar uma receita
materializada e as suas particularidades e, ainda, a selecionar os regimes de comparticipagao
e sistemas de complementaridade aplicaveis a cada caso. Na farmacia Mouro existem dois
momentos de verificagao destas receitas: o primeiro € feito ao balcao, em que é observado a
existéncia de um conjunto de elementos necessarios para se processar a receita e aviar os
medicamentos, tais como os dados do utente (nome, numero de utente), excecao legal,
validade, vinheta e assinatura do médico. O corpo da receita, onde estio descritos os
medicamentos a aviar, deve ser claro e cumprir as regras do nimero maximo de dispensa de
medicamentos. No caso de existirem rasuras, estas devem ser devidamente rubricadas pelo
médico. O segundo e Gltimo momento de verificagao de receitas fica a cargo de um dos
colaboradores, sendo tarefa de rotagio mensal entre todos os membros da Farmacia
Mouro. Nesta fase que ¢é feita gradualmente ao longo do més, para detetar mais
precocemente possiveis erros, sao novamente verificados os elementos obrigatorios ja
referidos, bem como se os medicamentos prescritos coincidem com os medicamentos

cedidos. A medida que sao analisadas, as receitas vao sendo organizadas por lotes, cada um
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com 30 receitas e divididos de acordo com o sistema de comparticipagio ou as
complementaridades respetivas. Quando sao detetadas irregularidades, sao colocadas de
parte para posterior analise e resolugao. Apos terminar o processo de validagao de receitas,
estas sao guardadas até ao fecho da faturagao, que consiste na organizagao mensal de toda a
documentagao necessaria para enviar as entidades responsaveis pelo pagamento das
comparticipagoes a farmacia. Assim sendo, todas as receitas comparticipadas pelo Sistema
Nacional de Saude (SNS) sao enviadas para o Centro de Conferéncia de Faturas (CCF) e as
restantes complementaridades a Associagao de Farmacias de Portugal (AFP), no caso da
farmacia Mouro, ou a Associagao Nacional de Farmacias (ANF), no caso das farmacias
consideradas farmacias portuguesas.

Durante o estagio, tive também oportunidade de observar e preparar alguns medicamentos
manipulados, com a supervisao de um farmacéutico experiente nesta area. A elaboragao de
medicamentos manipulados é uma mais-valia, em geral, para a farmacia e, em particular, para
o farmacéutico, por constituir uma area de exceléncia de demonstracido dos seus
conhecimentos tedrico-praticos.

Apos esta fase inicial e introdutoria a farmacia e as suas rotinas, a minha atividade
centralizou-se preferencialmente no atendimento ao balcao. Comecei por assistir a varios
atendimentos da equipa técnica da Farmacia Mouro, tendo a oportunidade de aprender e
constatar a importancia da comunicagao e do papel do farmacéutico no aconselhamento e na
adesao a terapéutica, aspetos fundamentais para um atendimento de exceléncia. De seguida,
iniciei o atendimento ao balcao, acompanhada pela minha tutora Dra. Andreia, que me
apoiava sempre que necessario. Posteriormente, comecei a atender ao balcao de uma forma
mais autonoma, mas sabendo sempre que poderia contar com a disponibilidade de qualquer
elemento da equipa para o esclarecimento de duvidas. Esta fase, que se prolongou até ao
final do estagio, foi muito desafiante, uma vez que tive de aprimorar as minhas capacidades
de comunicagao, adaptando os conhecimentos que adquiri ao longo do curso a cada
situagao, porque cada utente é diferente e por isso, a abordagem é necessariamente
diferente e personalizada. Deste modo, é possivel garantir um atendimento de qualidade e a
satisfagdo do utente, que é o nosso proposito final enquanto futuros profissionais de saude.
Sem duavida que, a planificagdo sequencial do estagio foi fundamental, uma vez que me
permitiu uma aprendizagem mais consolidada e abrangente do ciclo de vida dos produtos
farmacéuticos, desde da sua entrada na farmacia até a dispensa ao utente. Por outro lado,
permitiu a minha evolugao de uma forma gradual, faseada e concisa, o que tornou esta

experiéncia muito gratificante.
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2.1.4. Equipa técnica

A Farmacia Mouro é constituida por uma equipa técnica de exceléncia com grande espirito
de equipa e ética profissional, determinagao em fazer bem, educagao e competéncia, aspetos
que sao valorizados e reconhecidos pelos utentes, motivando a sua fidelizagdo a esta
farmacia.

Durante o periodo de estagio, tive oportunidade de acompanhar cada um dos membros
desta equipa, e assim, contactar com diferentes particularidades de atendimentos e
comunicagoes com o utente, o que enriqueceu a minha formagao. Para além disso, é de
valorizar e agradecer a disponibilidade de toda a equipa para o esclarecimento de qualquer
duvida que surgisse, bem como todas as explicagoes fornecidas com o objetivo de melhorar
o meu desempenho. Da mesma forma, mostraram-se sempre recetivos a novas sugestoes e
ideias que funcionassem igualmente como oportunidade de melhoria para a farmacia.
Inegavel também é o carinho, paciéncia e atengao com que me receberam e integraram tao
bem nesta equipa durante quatro meses.

Contactar com profissionais desta qualidade e disponibilidade, foi fundamental durante o
meu estagio, o que contribuiu para uma maior naturalidade e confianga no atendimento ao

balcao.

2.1.5. Servicos disponibilizados

A Farmacia Mouro preocupa-se em disponibilizar um conjunto de servigos que promovam e
garantam a saude do utente. Ao mesmo tempo que fomenta a sua dinamizagio e
diferenciagao relativamente a outras farmacias, consegue fazer um acompanhamento mais
personalizado a cada utente, contribuindo para o aumento da sua qualidade de vida.
Disponibiliza trés servicos de salde principais: a avaliagdo de parametros bioquimicos, o
servigo de nutrigao e o servigo de podologia.

Neste seguimento, num dos gabinetes da Farmacia Mouro é possivel avaliar varios
parametros bioquimicos, como a glicémia, o colesterol e os triglicéridos, bem como a
medicao da pressao arterial, a administragao de vacinas e injetaveis, o tratamento de feridas
e a realizagao de curativos. Estes servigos, prestados diariamente, sao muito requisitados
pelos utentes, e revelam-se de enorme importancia, uma vez que permitem uma
monitorizagao mais regular destes valores, e no limite a sinalizagao de casos para o médico.
A prestacao destes servigcos foi mais uma oportunidade para completar a minha formagao,
uma vez que pude avaliar alguns destes parametros, principalmente os bioquimicos, e ajustar

o aconselhamento farmacéutico a cada caso.
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O servigo de nutricao é efetuado por uma nutricionista do programa DIETA EASYSLIM,
todas as tergas e quartas-feiras. Este servi¢o disponibiliza um acompanhamento altamente
especializado e individualizado com o propédsito de combater a obesidade ou fomentar
habitos de vida mais saudaveis'. Este objetivo é cumprido recorrendo a um plano de dieta
estruturado, seguro e adaptado a cada utente, consoante as metas definidas a atingir. A
Farmacia Mouro disponibiliza uma vasta gama de produtos da DIETA EASYSLIM, como
suplementos e produtos alimentares. Sendo certo que a preocupagao pela adogao de uma
dieta equilibrada e de habitos de vida saudaveis tem crescido substancialmente na populagao
em geral, este servico € uma boa aposta da Farmacia Mouro, e tem um retorno muito
positivo por parte dos utentes.

O servico de podologia ¢ disponibilizado todas as quartas-feiras, e é efetuado por uma
podologista licenciada, e permite a avaliagao, monitorizagao e prevengao de patologias do pé,
nomeadamente o tratamento de fungos nas unhas. Este servigo tem, também, muita procura
ajudando a fidelizar e a atrair novos utentes para a farmacia.

Além dos descritos anteriormente, a Farmacia Mouro também disponibiliza outros servigos
aos utentes, de caracter mensal, como as ecografias emocionais da bebé 4D, e mais
ocasionalmente, rastreios capilares com a clinica Saude Viavel e visitas de conselheiras de

cosmética.

2.2. Pontos Fracos

2.2.1. Timing do estagio

O plano curricular do MICF consagra a realizagao de um estagio curricular no 2° semestre
do ultimo ano de curso, a fim de proporcionar um contexto da realidade profissional aos
seus alunos, principio com que concordo. No entanto, entendo que o timing do estagio
curricular podia ser diferente. No verao do meu 3° ano, decidi, voluntariamente, realizar um
estagio curricular numa farmacia comunitaria, e na altura escolhi a Farmacia Mouro. Apesar
do estagio ter decorrido muito no back-office e na rece¢ao de encomendas, senti que foi uma
mais-valia, uma vez que me permitiu uma primeira familiarizagdo com a dindmica de uma
farmacia e fez com que ficasse alerta para as competéncias e conhecimentos que tinha que
adquirir para um bom desempenho profissional numa farmacia comunitaria. Isso permitiu
que, no meu 4° e 5° ano, encarasse a matéria teorica lecionada também numa perspetiva de
aplicagao pratica. Por isso, creio que a partir do 3°/4° ja temos bases suficientes que nos
permitem tirar partido de um estigio em contexto profissional, quer seja em farmacia
comunitaria, quer noutra vertente profissional. Assim, sou da opiniao, que um estagio

repartido por estes anos seria importante, uma vez que nos proporcionaria um contacto
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gradual e por sua vez uma aprendizagem mais consolidada e faseada dos conhecimentos

necessarios para o dia-a-dia, neste caso, numa farmacia comunitaria.

2.2.2. MICF e Farmacia Comunitaria

O MICF apresenta um plano curricular rico e abrangente. No entanto, existem determinadas
areas presentes numa farmacia, com as quais temos pouco contacto durante o curso,
nomeadamente a puericultura, a cosmética e a suplementagao. Assim, no inicio do estagio
tornou-se mais dificil o aconselhamento nestas areas, dado a variedade de marcas, produtos
e opgoes dentro de cada uma delas. Todavia, durante o estagio estas dificuldades foram
sendo ultrapassadas, o que em muito se deve as explicagdes e conselhos de todos os
membros da equipa técnica da Farmacia Mouro. Por conseguinte, creio que seria muito
proveitoso para os alunos, um maior investimento nestas tematicas e areas de intervengao,
que cada vez sao mais procuradas e requisitas pelos utentes. O farmacéutico, como
profissional de saude, deve ser capaz de esclarecer as eventuais duvidas dos utentes nestas
areas, pelo que, beneficia de uma aprendizagem mais consolidada e pormenorizada que lhe

permita fazer um aconselhamento seguro e de exceléncia.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Heterogeneidade de utentes

A Farmacia Mouro é uma farmacia de referéncia em Viseu. Isto faz com que consiga uma
elevada afluéncia de utentes, de diferentes faixas etarias, diferentes extratos sociais e com
necessidades distintas. Por conseguinte, esta heterogeneidade de utentes torna o
atendimento ao balcao muito desafiante e versatil, promovendo uma constante atualizagao
de conhecimentos, transversais as mais diversas areas, de forma a responder as diferentes
necessidades e questoes dos utentes.

Para mim, constituiu mais uma oportunidade de ganhar traquejo, experiéncia, conhecimentos

e capacidade de comunicagao, complementando, assim, a minha formagao.

2.3.2. Papel do Farmacéutico

De acordo com o Estatuto da Ordem dos Farmacéuticos na versao introduzida pela Lei n°
131/2015, de 4 de Setembro (Diario da Republica, |* série n°173), o farmacéutico é “um
agente de saude, cumprindo-lhe executar todas as tarefas que ao medicamento concernem, todas
as que respeitam as andlises clinicas ou andlises de outra natureza de idéntico modo suscetiveis de
contribuir para a salvaguarda da saude publica e todas as agoes de educagdo dirigidas a

comunidade no @mbito da promogdo da satude” (Cfr Artigo 78 n°l da supra mencionada Lei)’.
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Este estagio constituiu uma grande oportunidade para mim, porque para além de contribuir
em grande medida para a minha formacao, ensinou-me a valorizar e a engrandecer ainda
mais o papel do farmacéutico comunitario. Durante este periodo, apercebi-me da confianga
que os utentes colocam em nés e como valorizam o nosso aconselhamento. Neste
contexto, houve um caso que me deixou particularmente realizada, pelo aconselhamento
farmacéutico que promovi (Anexos - Tabela ). Um utente, do sexo masculino, num quadro
de monitorizagao bisemanal dos seus valores de pressao arterial, apresentou queixas de
tosse seca e irritativa, que o impediam de dormir ha cerca de |5 dias. Confirmando que o
medicamento ministrado na altura pertencia a classe dos inibidores da enzima de conversao
da angiotensina (IECA) e sabendo que esta sintomatologia poderia constituir um efeito
secundario dessa mesma classe, aconselhei o utente a consultar o médico, uma vez que era
possivel estar num quadro de efeito colateral da medicagao que lhe tinha sido prescrita.
Enquanto nio fosse ao médico, aconselhei o Grintuss®, para aliviar o desconforto da tosse
seca e irritativa e permitir um maior descanso nocturno. Passado uma semana, e com uma
nova prescrigcao, o utente voltou a farmacia, agradecendo o aconselhamento anterior, que
veio a ser confirmado pelo médico.

O caso acabado de descrever, entre outros, contribuiu para a consciencializacdo de como a
comunicagao € fundamental para estabelecer um elo de confianga com o utente, e assim,
facilitar a nossa intervengao na educagao para a saude, no controlo do uso irresponsavel do
medicamento ou para contrariar o ceticismo quanto aos medicamentos genéricos.

De facto, os utentes valorizam o carinho com os que os tratamos e a atengao com que os
escutamos e tentamos solucionar os seus problemas. Foi muito gratificante, apesar de em

tao pouco tempo, contribuir para melhorar a qualidade de vida de algumas pessoas.

2.3.3. Formacoes continuas

E da responsabilidade do farmacéutico garantir a constante renovagao e atualizagao dos seus
conhecimentos em resposta as crescentes necessidades da sociedade e as novas solugoes
terapéuticas existentes no mercado. Por conseguinte, € necessario investir tempo em
aprendizagem, que lhe permita consolidar alguns conhecimentos e adquirir novas
competéncias. Para tal, existem varias acoes de formagao promovidas pela ANF ou por
alguns laboratorios, que estao ao dispor de todos os farmacéuticos do nosso pais. Durante
estes quatro meses de estagio, tive oportunidade de frequentar algumas, sobre tematicas
pertinentes e atuais, como “Farmacia e o Aconselhamento a Mulher em Atendimento” e “lI
Encontro de Feridas”. Estas agoes de formagao constituiram mais uma ferramenta para

consolidar os meus conhecimentos, mas creio que, no geral, a classe farmacéutica, tal como
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todas as outras profissoes, deve investir seriamente na formagao continua, uma vez que
proporciona uma atualizagao de conhecimentos, que se reflete no aconselhamento ao

utente, e por sua vez, num melhor desempenho profissional.

2.4. Ameacgas
2.4.1. Concorréncia de estabelecimentos de venda de medicamentos nao

sujeitos a receita médica

A venda de medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM) fora das farmacias, como
em parafarmacias ou superficies comerciais, constitui uma grande ameaga a sustentabilidade
das farmacias comunitarias. De facto, estes estabelecimentos sao muito atrativos para os
utentes, porque conseguem praticar pregos mais baixos, com os quais as farmacias nao
conseguem competir. Por isso, a grande vantagem que as farmacias oferecem relativamente a
estes locais, € uma equipa altamente especializada e com aconselhamento de exceléncia.
Deste modo, é imperativo que invistam neste fator de diferenciagao, de forma a atrair e
fidelizar utentes a farmacia.

Por outro lado, creio que deve haver uma consciencializagao e uma preocupagao crescente
quanto a automedicagao irresponsavel, que acaba por ser facilitada quando sao vendidos
medicamentos em locais, cujos colaboradores tém uma reduzida preparagao cientifica para o
fazer. A minha questao é: estao a ser salvaguardados os interesses do utente ou interesses

econdémicos alheios?
2.4.2. Produtos esgotados

Durante o meu estagio, contactei com o desespero de alguns utentes porque os seus
medicamentos habituais estavam esgotados. Na verdade, com a colocagao dos dispositivos
de prevengao de adulteragoes na embalagem secundaria, nomeadamente o codigo
datamatrix, alguns medicamentos como a Aspirina® e o Adalat CR® estiveram esgotados
grande parte do periodo do meu estagio.

Esta situagao, apesar de ser proviséria, revelou-se penosa para o utente que ja estd
habituado a um determinado medicamento, e mesmo explicando que a farmacia ¢ alheia a
esta situagao, nem todos compreendem, acabando por culpar a farmacia pela falta dos seus

medicamentos.
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2.4.3. Pedido de medicamentos sujeitos a receita médica sem apresentacao de

receita médica

Durante o meu estagio, apercebi-me que é muito frequente a solicitagao de medicamentos
sujeitos a receita médica (MSRM), sem a apresentagao da mesma, nomeadamente da classe
das benzodiazepinas.

Durante o atendimento ao balcao, fui confrontada com esta situagao e sentia a pressao e

insisténcia exercida pelos utentes, que utilizavam como justificacao a dificuldade de

¢ ‘e

marcarem uma consulta médica, “ a farmacia x ja me cedeu sem receita médica” ou “ja é
medicagao habitual”. Em algumas situagoes, foi dificil que os utentes aceitassem que nao é
possivel ceder MSRM, sem a apresentagao da receita. A resposta negativa ao aviamento do
medicamento pretendido, acabava por gerar sentimentos de desagrado e revolta dirigidos,

injustamente, a farmacia e a sua equipa técnica.
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3. Conclusido

O estagio na Farmacia Mouro constituiu uma importante, desafiante e gratificante etapa na
minha formagao, uma vez que me permitiu incorporar novas competéncias que requerem o
contacto com a realidade profissional para serem desenvolvidas: o a vontade e comunicagao
com o utente, a confianga e seguranga no aconselhamento farmacéutico entre outras. Para
além disso, permitiu-me aplicar e consolidar os conhecimentos tedricos e praticos
adquiridos ao longo do MICF e adequa-los a cada situagao.

Estes quatro meses proporcionaram-me um enorme crescimento enquanto pessoa e
enquanto profissional. Durante este periodo esforcei-me ao maximo para superar as minhas
dificuldades e seguir todos os conselhos e sugestoes fornecidas pela equipa da Farmacia
Mouro, de forma a melhorar a minha prestagao e o meu a vontade no atendimento ao
balcao.

Para além disso, este estagio permitiu-me percecionar a dinamica do dia-a-dia numa farmacia
comunitaria e a importancia do farmacéutico na melhoria da qualidade de vida dos utentes,
na dete¢cao de comportamentos de risco e na educagao para a saude.

Como estagiaria, tenho nogao de como é importante a forma como somos integrados na
equipa de profissionais do local que nos acolhe. E nesse contexto, nao podia sentir-me mais
sortuda, pelo privilégio de ter integrado a equipa da Farmacia Mouro. Assim, nao podia
concluir sem prestar o meu reconhecido agradecimento a todos os membros desta equipa:
Por serem incansaveis;

Pela atencao e carinho;

Por me apoiarem em todos os momentos;

Por me formarem e me tornarem uma profissional mais completa e dotada.

Sem voceés teria sido bem mais dificil.

Obrigada a todos!
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4. Anexo

Tabelal - Caso de estudo

|* Terapéutica Prescrita — Inibidor da enzima de conversao da angiotensina (IECA)

Medicamento Mecanismo de Acgao Queixas do utente

Inibe a enzima de

conversao da angiotensina,
Capoten® 50 mg &

diminuindo a formacao da | Tosse seca, ndo produtiva

angiotensina |l, potente

(Captopril)
e irritativa >
vasoconstritor >

2* Terapéutica Prescrita — Antagonista dos recetores da angiotensina (ARA)

Medicamento Mecanismo de Acao Queixas do utente

Antagonista do recetor da
Cozaar® 50 mg

angiotensina |l, impedindo Sem queixas

(Losartan) a sua ligagdo e agdo *
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Parte Il - Monografia

“Terapia Génica na Diabetes Mellitus tipo |”’

Orientador: Professor Doutor Luis Pereira de Almeida



Resumo

A Diabetes Mellitus € uma doenga metabdlica com elevada prevaléncia a nivel mundial, cuja
incidéncia aumenta de ano para ano. A Diabetes Mellitus tipo I, um dos tipos de diabetes
existente, resulta, maioritariamente, da destruicao auto-imune das células B pancreaticas, e,
consequentemente, estd associada a um défice absoluto de insulina endégena.

Atualmente, a terapéutica convencional da Diabetes Mellitus tipo | envolve um controlo dos
niveis de glicose, mas permanecem riscos de hipoglicémia e de complicagdes micro e
macrovasculares associadas a hiperglicémia que afetam a qualidade de vida dos utentes,
havendo assim necessidade de desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas que
melhorem o panorama atual. Neste contexto, a terapia génica surgiu como umas das
potenciais alternativas para este tipo de diabetes.

A terapia génica recorre a utilizagao de acidos nucleicos, DNA ou RNA, para obter efeitos
terapéuticos. No ambito da Diabetes Mellitus tipo |, a terapia génica pode modular o sistema
imunitario ou repor os niveis de insulina, através da promocgao da regeneragao de células 3
pancredticas ou através da inducao da produgao de insulina em células nao f3.

Ao longo desta revisao sistematica serao contextualizadas as varias estratégias de terapia
génica aplicadas a Diabetes Mellitus tipo |, explanando as suas vantagens, limitagoes e

perspetivas futuras.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo |, Terapia Génica, Células [} pancreaticas,

Transdiferenciagao, Diferenciagao, Células estaminais pluripotentes induzidas, Insulina.
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Abstrat

Diabetes Mellitus is a metabolic disease with a high prevalence worldwide, whose number of
cases increases every year. Type | Diabetes Mellitus is one of the existing types of diabetes, in
most cases an autoimmune disease resulting from the destruction of pancreatic 3 cells and
as a consequence associated with a complete deficit of endogenous insulin.

Presently, the conventional therapeutic treatment of type | Diabetes Mellitus involves a
control of glucose levels, but still prone to micro and macrovascular complications
associated with hyperglycemia and risks associated with hypoglycemia. These complications
affect the quality of life of patients, and therefore new therapeutic alternatives are desirable
to improve the current situation. In this context, gene therapy emerged has a potential
solution for this disorder.

Gene Therapy uses nucleic acids such as DNA or RNA to produce therapeutic effects.
Within the scope of type | Diabetes Mellitus, gene therapy can modulate the immune system
or reinstate the levels of insulin, through the induction of regeneration of pancreatic 3 cells
or through the production of insulin in non 3 cells.

Over this systematic revision, the main strategies of gene therapy applied to type | Diabetes
Mellitus will be contextualized, explaining the advantages, the limitations and the future

perspectives.

Keywords: Type | Diabetes Mellitus, Gene Therapy, Pancreatic 3 cells, Transdifferentiation,

Differentiation, Induced Pluripotent Stem Cells, Insulin.
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Abreviaturas

AA Autoantigenios

ADA-SCID | Imunodeficiéncia severa combinada de adenosina deaminase

BCR Recetor dos linfocitos

CTL-4 Cytotoxic lymphocyte associated Antigen-4
c-Myc Master Regulator of Cell Cycle Entryand Proliferative Metabolism
DM Diabetes Mellitus

DMI Diabetes Mellitus tipo |

DMIAI Diabetes Mellitus tipo | auto-imune
dsDNA Cadeia dupla de DNA

EMA Agéncia Europeia do Medicamento
ESC Células estaminais embrionarias

FDA Food and Drug Administration

Fox A2 Forkhead box A2

GIRE Glucose-inducible response elements

GLP Ganglios linfaticos pancreaticos

GLUT-2 Transportador de glicose 2

GK Glucocinase

HLA Antigénio Leucocitario Humano

ILIB Interleucina 13

IL- 4 Interleucina- 4

IGFBPI Insulin-like growth factor binding protein-1
IFN Interferao

IFN-Y Interferao Y

Ins- VNTR | Insulin gene variable number of tandem repeats

iPSC Células estaminais pluripotentes induzidas

kB Quilobase




Kif4
LADA
LPLD
L-PK
Mafa
MHC
Neurod|
NFkp
Ngn3
NKT
Nkxé. |
Oct4
PCI/3
PC2

Pdx |
Ptfla
PTPN22
RE

Sox2
Sox 9
Sox 17
ssDNA
+ssRNA
STATI
TCR

TNFa

Kriippel-like factor 4
Latent Autoimmune Diabetes in Adults
Deficiéncia de lipoproteina lipase

L- piruvato cinase

v-Maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A

Complexo major de histocompatibilidade
Neurogenic differentiation factor |

Fator de transcricao kf3

Neurogenin 3

Células T Natural Killer

Nké homeobox protein |

Octamer-binding transcription factor 4
Pré-hormona convertase /3

Pré-hormona convertase 2
Pancreas/duodenum homeobox protein |
Pancreas transcription factor | subunit alpha
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 22
Reticulo Endoplasmatico

Sex determining region Y-box 2

Sex determining region Y-box 9

Sex determining region Y box |7

Cadeia simples de DNA

Cadeia simples de RNA de polaridade positiva
Signal transducer and activator of transcription |
Recetor dos linfocitos T

Fator de necrose tumoral o
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l. Introducio

A Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga metabdlica caracterizada por elevados niveis de
glicose no sangue, maioritariamente associados a uma falha na secre¢ao ou agao da insulina.
A insulina, sintetizada por células  pancreaticas, localizadas nos Ilhéus de Langerhans, é uma
hormona pancreatica que garante a entrada de glicose nas células do tecido adiposo e
musculo-esquelético. Quando as células B pancreaticas se tornam incapazes de segregar
insulina suficiente para suprir as necessidades do organismo ou em situagoes de resisténcia a
insulina, a entrada de glicose nas células é condicionada (Regazzi, 2018). No caso da Diabetes
Mellitus tipo | (DMI), na grande maioria dos casos, ha destruigao auto-imune das células 3
pancredticas, resultando em défices de insulina e, por sua vez, em hiperglicémias (Kroger et
al, 2018).

A longo prazo, a persisténcia de hiperglicémias aumenta o risco de desenvolvimento de
complicagoes micro e macrovasculares, associadas a nefropatia, retinopatia, neuropatia bem
como doengas cardiovasculares como o enfarte agudo do miocardio e o acidente vascular
cerebral (Prina et al, 2014 ; Tan et al,, 2019). Com o aumento da incidéncia nos Ultimos anos
da DM no geral, e da DMI em particular, estas complicagoes tém-se tornado mais comuns,
sendo, deste modo, notoria a importancia do controlo desta patologia, de forma a garantir a
qualidade de vida dos utentes e a reducao de custos de salde publica (Regazzi, 2018).
Apesar do progresso e do investimento dos ultimos anos, a terapéutica convencional para o
tratamento da DMI nao é eficaz na eliminagao ou reversao da progressao da doenga (Prina
et al, 2014; Regazzi, 2018). Por esta razao, a comunidade cientifica tem apostado em
estratégias e alternativas terapéuticas emergentes nesta area, nomeadamente a terapia génica
(Regazzi, 2018).

Na presente monografia sera feita uma abordagem dos progressos atuais da terapia génica
aplicada a Diabetes Mellitus tipo |, bem como os seus desafios e perspetivas futuras no

tratamento desta patologia.
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2. Epidemiologia

Segundo dados de 2017 da Federagao Internacional da Diabetes, cerca de 425 milhoes de
pessoas em todo o mundo, com idades compreendidas entre os 20 e os 79 anos, padecem
de DM e estima-se que até 2045 esse numero atinja os 629 milhoes. Para além disso, mais de
um milhao de criangas e adolescentes tém DM (IDF, 2017).

Preocupante também é que uma em cada duas pessoas nao sao diagnosticadas e, no ano de
2017, esta patologia foi responsavel por cerca de 4 milhoes de mortes a nivel mundial e pelo
gasto de cerca de 727 milhares de milhao de ddlares em saude (IDF, 2017).

Na realidade portuguesa, o cenario nao é diferente, dado que, segundo dados da Direcao
Geral de Salde, em 2015, cerca de 13,3% da populagao com idades compreendidas entre os
20 e os 79 anos, foi diagnosticada com DM. No mesmo ano, cerca de 0.09% de criangas com

idades até aos 14 anos apresentavam DM (DGS, 2017).

3. Diabetes Mellitus tipo |

A Diabetes Mellitus tipo | (DMI) representa cerca de 10% de todos os casos de diabetes
(Katsarou et al, 2017). Geralmente manifesta-se em criangas ou adolescentes, mas também
pode surgir no adulto, sendo designada de LADA (Do inglés: Latent Autoimmune Diabetes in
Adults) (Schwartz et al,, 2017). Pode subdividir-se em DMI autoimune, mais comum, e em
DMI idiopatica, mais rara (Katsarou et al,, 2017). Em qualquer um dos casos, ha destruigao de
todas (ou quase todas) as células B pancreaticas, resultando numa insulinopenia absoluta
(Regazzi, 2018).

A DMI autoimune (DMIAI) é resultado da destruicao progressiva das células [ pancreaticas
provocada por uma resposta auto-imune exacerbada, mediada por linfocitos T CD4" e
CD8"auto-reativos, ativados por células apresentadoras de antigénios, como os linfécitos B e
as células dendriticas (Figura 1) (Kroger et al, 2018; Noguchi, 2010). Clinicamente, podem ser
detetados autoanticorpos, que estao presentes em aproximadamente 85% dos pacientes
com esta patologia (Wong, Hawthorne e Manolios, 201 1). A maioria desses autoanticorpos é
dirigida as células dos ilhéus de Langerhans, a insulina, a descarboxilase do acido glutamico
65, ao transportador de zinco 8 e a proteina fosfatase da tirosina IA-2 e I1A-2[3 (Redondo et
al, 2018). Estes autoanticorpos surgem anos antes do inicio de sintomas mais comuns, tais
como poliuria, fadiga e polidipsia, podendo ser utilizados para estimar a probabilidade de
desenvolver este tipo de diabetes, funcionando, por isso, como biomarcadores da

autoimunidade (Katsarou et al, 2017; Tan et al.,, 2019).
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Apesar de ainda nao existir uma associagao clara a etiologia da auto-imunidade relativa a
destruicao das células B pancreaticas, a DMIAI é uma doenga multifatorial, que pode estar
associada a fatores genéticos e ambientais (como infegoes virais) (Miao et al,, 2018; Tan et al,
2019). De entre as varias predisposigoes genéticas relacionadas a este tipo de diabetes, é
possivel destacar os polimorfismos no antigénio leucocitario humano (HLA), que estao
presentes em cerca de 40 a 50% dos casos de DMIAI (Pathak et al, 2019). Estes genes
codificam proteinas de superficie que permitem a interagao entre as varias células do sistema
imune, responsaveis pela resposta imunologica (Rock, Reits e Neefjes, 2016). A suscetibilidade
a esta patologia € principalmente associada aos HLA de classe Il, nomeadamente aos
haplotipos HLA-DR4-DQ8 e HLA-DR3-DQ2 (Andrzejewski et al, 2019; Smith, Simmons e
Cambier, 2017). Outras predisposigoes genéticas envolvem polimorfismos no gene da insulina
(Ins-VNTR, IDDM2), no gene CTLA-4 (do inglés: Cytotoxic lymphocyte associated Antigen-4) e
PTPN22 (do inglés: Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type22). No fundo, a DMIAI é
uma doenga multifactorial que tem inicio quando um individuo geneticamente suscetivel &
sujeito a um estimulo ambiental desencadeador, resultando numa resposta imunologica
exacerbada (Noguchi, 2010).

A forma idiopatica apresenta uma baixa prevaléncia e a sua etiologia € desconhecida. No
entanto, sabe-se que nao esta associada a qualquer processo autoimune (American Diabetes
Association, 2018; Pathak et al., 2019).

Ao longo desta revisao sistematica, focar-me-ei apenas na DMI| com origem auto-imune

(DMIAI).

Stress na célula

B

Pancreas -

f Célula p

Celula

d /% Autoanticorpos
dendritica

llheu de
Langerhans

Destruigio
auto-imune da
Célula B

Figural- Patogénese da DMIAI. Os autoantigénios da célula  vao ser detetados pelos linfécitos B e células
dendriticas. Essas células vdo apresentar os autoantigénios aos linfocitos T CD4" e CD8*, ativando-os. A
exposicao dos linfécitos B aos autoantigénios desencadeia a formagao de autoanticorpos, que funcionam como
biomarcadores da auto-imunidade. BCR- recetor dos linfécitos B; TCR: recetor dos linfocitos T; MHC-
complexo major de histocompatibilidade; AA- autoantigenios (Adaptado de Katsarou et al,, 2017)
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3.1. Contextualizacdao da terapéutica atual

Atualmente, ainda nao ha cura para a DMIAI (Handorf, Sollinger e Alam, 2015). No entanto,
existem estratégias terapéuticas, que associadas a uma alimentagao saudavel e equilibrada,
permitem o controlo dos niveis de glicose no sangue e, assim, minimizam os riscos de
complicagoes micro e macrovasculares associados a esta patologia.
A terapéutica convencional da DMIAI é a insulinoterapia exdgena (Pathak et al, 2019). Na
verdade, a insulinoterapia exdgena aumenta a esperanga de vida dos utentes com DMIAI e
reduz o risco de aparecimento de complicagoes secundarias associadas a esta patologia. Para
além disto, nos ultimos anos, na perspetiva de proporcionar uma maior qualidade de vida
aos utentes, foram desenvolvidos novos sistemas como os sensores de glicose, os sistemas
subcutaneos de perfusao continua de insulina (dispositivos PSCI) e o “pancreas artificial”’, que
sao procedimentos menos invasivos e que proporcionam um maior controlo glicémico
(Handorf, Sollinger e Alam, 2016). Todavia, ainda assim, a insulina exdgena acarreta um risco
de hipoglicémias, uma vez que nao consegue mimetizar na totalidade o comportamento
fisiologico das células B pancredticas, em resposta a flutuagoes dos niveis de glicémia
(Handorf, Sollinger e Alam, 2015; Pathak et al.,, 2019).
Outra das alternativas envolve a reposi¢ao das células § pancreaticas, nomeadamente através
do transplante do pancreas total e do transplante do ilhéu de Langerhans, que se tornou
viavel com a divulgagao do protocolo de Edmonton. Apesar destas alternativas apresentarem
um maior controlo glicémico comparativamente com a insulinoterapia exdgena, o seu
alcance ¢ limitado, uma vez que o nimero de dadores é reduzido e ha necessidade de toma
continuada de imunossupressores para evitar a rejeicio do enxerto transplantado
(Aghazadeh e Nostro, 2017; Pathak et al., 2019).
Posto isto, é percetivel a necessidade de investir em novas alternativas terapéuticas para a
DMIAL
A terapia génica é uma das potenciais e promissoras terapéuticas para a DMIAI, podendo
atuar em diferentes fases de progressao da doenga: (I) Como estratégia de profilaxia, uma
das possiveis alternativas envolve a modulagao do sistema imunitdrio, evitando, assim, a
destruicao das células B pancreaticas; (2) Numa fase posterior da doenga, quando ja ha
destruicao das células } pancredticas, a estratégia envolvera o investimento em técnicas que
permitam a reposi¢ao dos niveis normais de insulina. Isso pode ser conseguido através da
regeneragao de células § pancreaticas ou através da indugao de produgao de insulina noutras
células do organismo (Handorf, Sollinger e Alam, 2016; Wong, Hawthorne e Manolios, 201 I;
Yechoor e Chan, 2005).
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Ao longo desta monografia, serao abordadas as vantagens, desvantagens e perspetivas

futuras de cada uma das estratégias de terapia génica aplicadas a DMIAL.

4. Terapia Génica

4.1. Breve contextualizacao histérica

Passados cerca de 30 anos desde o primeiro ensaio clinico em humanos, em 1989, a terapia
génica, aliada aos progressos em biologia molecular, tem nutrido uma atengao crescente por
parte da comunidade cientifica por demonstrar ter um enorme potencial na cura, prevengao
e tratamento de doengas com origem genética (Keeler, EIMallah e Flotte, 2017; Prina et al,
2014). Apesar de alguns insucessos passados, tém vindo a acumular-se as historias de éxito
associadas a terapia génica. Na verdade, em 2012, surgiu o primeiro medicamento aprovado
pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA), o GlyberaR® para o tratamento da
deficiéncia da lipoproteina lipase (LPLD). No entanto, como nao foi aprovado pela FDA (do
inglés: food and drug administration) e nao era economicamente viavel, em 2017 foi retirado
do mercado. Todavia, a verdade é que abriu caminho para outros medicamentos em terapia
génica e neste seguimento, em 2016, surge o segundo medicamento aprovado pela EMA, o
Strimvelis®, para o tratamento da imunodeficiéncia severa combinada de adenosina

deaminase (ADA-SCID) (Wirth, Parker e Yld-Herttuala, 2013).

4.2. Principios e aplicagoes

A terapia génica baseia-se na manipulagio do material genético de uma célula, com a
finalidade de corrigir os genes mutados responsaveis por uma determinada doenga e, assim,
obter o efeito terapéutico pretendido (Trent e Alexander, 2004). Esse objetivo pode ser
conseguido através da introdugao de um gene, que esta em falta ou em pequena quantidade
ou através da reparagio de genes mutados, por adicao de um gene funcional ou pelo
silenciamento dos genes que causam a doenga (Chellappan et al., 2018).

Em terapia génica, s6 é permitido utilizar como células alvo as de origem somatica, ou seja,
aquelas em que as alteragdes produzidas nao sao transmitidas a geragao seguinte. Assim, por
questOes éticas, as células germinativas nao sao alvo de terapia génica (Trent e Alexander,
2004; Wirth, Parker e Yld-Herttuala, 201 3).

O gene terapéutico € introduzido na célula alvo, através de sistemas de transporte como os
vetores virais ou nao virais, existindo duas estratégias de entrega para esse efeito: in vivo ou
ex vivo (Anexos - Figura |) (Bouard, Alazard-Dany e Ali, 2009).

Na terapia génica ex vivo, as células alvo sao extraidas do doente, e in vitro, ha inser¢ao do
gene terapéutico por um vetor, etapa denominada de transfe¢cao ou transdugao se se tratar
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de um sistema nao viral ou viral, respetivamente. Posteriormente, quando as células
manipuladas desenvolvem o fendtipo pretendido, sao re-implantadas no organismo do
doente (Al-Allaf et al,, 2010; Nayerossadat, Ali e Maedeh, 201 2).

O método alternativo, in vivo, envolve injegoes do vetor contendo o transgene na corrente
sanguinea (entrega sistémica) ou injegoes diretas (in situ) do vetor no tecido alvo. Neste
caso, a transfecao ou transdugao das células alvo ocorre in vivo (Nayerossadat, Ali e Maedeh,
2012; Prina et al., 2014).

Cada uma destas abordagens apresenta vantagens e limitagoes (Tabela I), que é essencial
conhecer para o sucesso da terapia génica. Da mesma forma, é imprescindivel garantir que a
transferéncia e insercao do gene terapéutico sao eficientes e seletivas para a célula-alvo
(Pena et al, 2019). Para tal, é fundamental conhecer os varios sistemas de transporte
disponiveis, bem como os seus pros e contras, para saber adequa-los a aplicagao terapéutica

pretendida.

Tabela | - Sistematizagao das principais vantagens e desvantagens da terapia génica in vivo e
ex vivo.

Estratégias de terapia génica
In vivo Ex vivo Referéncias
- Maior controlo da qualidade e
- E uma técnica mais simples, que nio seguranca das células alvo;
exige técnicas laboratoriais tao - Evita a transfecao ou transdugao
elaboradas; de células nao alvo, diminuindo a Al-Allaf et al,
Vantagens - Custos mais reduzidos; toxicidade do vetor; 2010: Prina
- Apenas sdo re-implantadas as etal, 2014
células que apresentam as
caracteristicas pretendidas;
- Nao ha controlo, a priori, da - Técnica trabalhosa e morosa; Al-Allaf et al.,
qualidade da célula transfetada ou - Risco de falha na re-implantagao 2010; Chan,
Desvantagens transduzida; da célula transfetada ou Fujimiya e
-Risco de insergao aleatéria e transduzida; Kojima, 2003
genotoxica do transgene na célula alvo;
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4.3. Sistemas de transporte: vetores

Para ultrapassar as barreiras bioldgicas do organismo humano, é necessario recorrer a
sistemas de transporte que garantam e facilitem a entrada do gene terapéutico nas células
alvo. Para este efeito recorre-se a codificagao ou insergao do gene de interesse (transgene)
num vetor. Este pode mediar transfecao ou transdugao de células alvo especificas com o
gene terapéutico que é transportado para o nlcleo das células onde permanece sob a forma
epissomal ou é integrado nos cromossomas. O transgene fica assim em condi¢oes de poder
ser transcrito e traduzido, de forma a desencadear o efeito terapéutico pretendido (Pena et
al, 2019).

A eficacia da terapia génica na DMIAI depende de vetores eficazes, seguros e seletivos que
garantam uma expressao génica sustentada e a sobrevivéncia duradoura das células
transfetadas ou transduzidas (Al-Allaf et al, 2010; Pena et al, 2019). No entanto, a obtengao
de um vetor com as particularidades acima referidas continua a ser um grande desafio para a
terapia génica (Al-Allaf et al., 2010).

Um vetor ideal deve apresentar determinadas caracteristicas, nomeadamente: (1) capacidade
ilimitada de packaging ou seja, capacidade ilimitada de insercao do gene terapéutico; (2)
produgao simples e reprodutivel em larga escala; (3) expressao sustentada e regulada do
gene terapéutico; (4) capacidade de infetar células com e sem capacidade de divisao; (6)
transfecao ou transducao eficiente e seletiva do gene terapéutico na célula alvo, de modo a
alcangar especificidade de agao e evitar a toxicidade do vetor; (7) no caso de vetores que
facam integragao cromossomica, idealmente esta nao deveria ser aleatoria, mas sim num
local especifico e conhecido do genoma, evitando assim a possibilidade de mutagénese
insercional (Al-Allaf et al,, 2010; Wong, Hawthorne e Manolios, 201 [). No entanto, ainda nao se
conseguiu obter o vetor ideal, pelo que todos os sistemas de transporte apresentam
limitagoes. Por conseguinte, a escolha de um vetor em detrimento de outro, sera decidida
consoante as caracteristicas que melhor se adaptam ao perfil desejado (Naso et al., 2017).

Os sistemas de transporte podem ser agrupados em vetores de origem viral ou nao viral
(Chellappan et al, 2018). No entanto, na DMIAI, os vetores virais sao preferencialmente
utilizados, uma vez que possuem uma maior eficiéncia de transdugiao, garantindo uma

expressao estavel, que é geralmente desejavel na DMIAI (Handorf, Sollinger e Alam, 20135).
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4.3.1. Vetores virais

Os virus tém uma capacidade inata para parasitar as células humanas inserindo nestas o seu
material genético (DNA ou RNA), o que os torna bastante atrativos para utilizagio em
terapia génica (Naso et al,, 2017).

No entanto, para o seu uso como sistemas de transporte € necessario garantir que nao sao
patogénicos para o organismo-alvo. Neste seguimento, € necessario impedir a replicagao
viral, ou seja, garantir que os vetores virais, apos infetarem a célula alvo, sao incapazes de
produzir particulas virais infeciosas. Isto é conseguido, através da eliminagao de todos os
genes que estio associados a patogenicidade do virus, substituindo-os pelo gene terapéutico.
Em resultado, s sao mantidos os genes responsaveis pela regulagao das sequéncias virais, ou
seja, os que codificam para as proteinas virais necessarias ao ciclo de vida do virus.
Teoricamente, se forem bem preparados, estes vetores virais recombinantes nao sao
patogénicos nem capazes de replicar na célula alvo (Al-Allaf et al., 2010; Handorf, Sollinger e
Alam, 2016; Pena et al, 2019; Prina et al., 2014).

De uma forma geral, os vetores virais manifestam elevada capacidade e eficacia de
transdugao, o que os torna bastante vantajosos. No entanto, também apresentam limitagoes,
como a capacidade reduzida de insercao de genes (devido ao reduzido tamanho que
apresentam) e o risco de desencadearem reagoes imunoldgicas no organismo humano (Pena
et al, 2019; Prina et al., 2014).

Existem diversos vetores virais utilizados em terapia génica, sendo possivel destacar, os
retrovirus e lentivirus, virus de RNA, e os adenovirus e virus adeno-associados, virus de
DNA. Cada um destes vetores virais apresenta atributos unicos, que podem ser vantajosos
ou limitantes, consoante o perfil desejado (Chellappan et al, 2018). Por exemplo, caso se
pretenda uma expressao transiente, ou seja, por um curto periodo de tempo, a opgao ideal
sera um virus que nao faga integracao cromossémica, como é o caso dos adenovirus. No
entanto, se for necessaria uma expressao permanente, nesse caso, poder-se-a optar por um
vetor viral que faga integragdo cromossomica, como os retrovirus ou lentivirus (Handorf,
Sollinger e Alam, 201 6).

Na tabela 2 s3o ilustradas as principais vantagens e desvantagens dos vetores virais mais

utilizados em terapia génica na DMIAI.
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Tabela 2 — Sistematizagao das principais vantagens e desvantagens dos vetores virais mais
utilizados em terapia génica na DMIAI.

Vetor Vantagens Desvantagens Referéncias
Infecta apenas células em
P Chellappan
~ . divisao;
Expressao estavel e et al, 2018;
, Risco de mutagénese
Retrovirus permanente; 8 Pena et al,
. . - insercional devido a
(+ssRNA) Boa capacidade de insercao de 2019
integragao cromossomica;
transgenes (8-9 kB); gras
Risco de ativagao de
oncogenes;
Infecta células com e sem
capacidade de divisao;
Boa capacidade de insercio de | Risco de mutagénese Chellappan
Lentivirus transgenes (8-9kB); insercional devido a et al, 2018;
(+ssRNA) Expressao estavel © | integracdo cromossémica; Pena et al,
permanente; 2019
Nao ha evidéncia de ativacao de
oncogenes;
Infecta células com e sem
capacidade de divisao;
, Boa capacidade de insercao de Muito imunogénico; Pena et al,
Adenovirus
transgenes (8-9kB); Expressao transiente; 2019
(dsDNA) genes (8-9kB) P
Baixo risco de mutagénese
insercional;
Infecta células com e sem
capacidade de divisao;
Biologicamente seguro Capacidade  reduzida de
. (Nao foi associada insercao  de  transgenes | Naso et dl,
VirusAdeno- o )
_ patogenicidade ao virus (<5kBY); 2017; Pena
associados . )
selvagem); Expressao transiente em | etal, 2019
(ssDNA) N , , .
Integragao minima em células células em divisao;
com capacidade de divisao;
Expressao estavel em células
quiescentes ;

kB - quilobase; +ssRNA - cadeia simples de RNA de polaridade positiva; dsDNA - cadeia dupla de DNA;
ssDNA - cadeia simples de DNA
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5. Terapia Génica na Diabetes Mellitus tipo | auto-imune
5.. PREVENGCAO DA DESTRUICAO AUTO-IMUNE DAS CELULAS p
PANCREATICAS

Como referido anteriormente, a DMIAI esta associada a uma destruicio auto-imune das
células B pancreaticas. Apesar de ainda nao ser clara a origem da auto-imunidade associada a
esta patologia, a DMIAI é uma doenga multifatorial, que ocorre quando um individuo
geneticamente suscetivel € sujeito a um estimulo ambiental que desencadeia a resposta
imunitaria (Noguchi, 2010). Na verdade, agressoes externas, como infe¢oes virais, podem
induzir a acumulagao de proteinas que perderam a sua conformagao tridimensional normal,
causando stress no reticulo endoplasmatico, que por sua vez, pode promover a apoptose da
célula B pancredtica, com subsequente libertagao de auto-antigénios. Numa situagao normal,
os linfécitos T nao reconhecem os auto-antigénios como estranhos. No entanto, na DMIAI,
ha uma desregulagao da tolerancia imunoldgica, e por isso, os auto-antigénios vao ativar as
células apresentadoras de antigénios (como as células dendriticas ou os linfécitos B), que por
sua vez, ativam os linfocitos T. Posteriormente, estes linfocitos T autorreativos vao detetar

os auto-antigénios retidos nas restantes células 3, desencadeando uma reagao inflamatoéria

denominada de insulite (Figura 2) (Vega-Monroy, la e Fernandez-Mejia, 201 1).
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Figura 2- Hipotese para o desenvolvimento de insulite na célula B pancreatica. Uma agressdo externa, como uma
infecdo viral, pode provocar stress na célula B, promovendo a sua apoptose. Em resultado, ha libertagio de
autoantigenios, que vao ser detetados pelas células apresentadoras de antigenios, que promovem a ativagao de
linfocitos T nos ganglios linfaticos. Os linfocitos T vao reencontrar os autoantigenios retidos nas restantes células 3
normais, libertando citocinas e originando insulite. A produgido de citocinas pelos linfocitos T ativa a transcrigio de
STATI e NFkp, que por sua vez diminuem a expressdo de Pdx| e GLUT2, originando uma diminui¢do da produgio de
insulina. A expressio de STATI| e NFkP também promovem stress no reticulo endoplasmatico, com subsequente
apoptose e libertagio de citocinas. TNFao- fator de necrose tumoral a; IFN- interferdo; IFN-Y - interferao Y; ILIf-
interleucina 1f; Pdx|- pancreas/duodenum homeobox protein |; GLUT-2: transportador de glicose 2; NFkf- fator de
transcrigao kB; STAT - signal transducer and activator of transcription |; RE- reticulo endoplasmatico. (Adaptado de Vega-
Monroy e Fernandez-Meija, 201 )
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Assim, dada a etiologia auto-imune da DMIAI, a terapia génica mais logica para esta patologia,
a titulo preventivo, seria impedir a destruicao auto-imune das células [ pancreadticas.
Inicialmente, estas estratégias envolviam a indugao de tolerancia imunologica ou o bloqueio
da apoptose da célula B (Handorf, Sollinger e Alam, 2016). Mais tarde, a imunorregulagao com
citocinas surgiu também como uma potencial estratégia terapéutica neste ambito. Esta

monografia focar-se-a apenas na imunorregulagao com citocinas.

5.1.1. Imunorregulagao com citocinas

Uma das tentativas para evitar a destruicao auto-imune das células 3 pancreaticas envolve a
utilizacao de citocinas imunorreguladoras, como é o caso da IL-4 (interleucina-4) (Wong,
Hawthorne e Manolios, 201 1).

Ao longo dos dltimos anos, diversos estudos tém procurado clarificar o papel
imunorregulador da IL-4. Um deles, foi efetuado por Creusot e colaboradores, que
promoveram a transdugao, in vitro com lentivirus que codificavam para a IL-4, de células
dendriticas derivadas da médula 6ssea de murganhos. Como as células dendriticas sao faceis
de gerar e possuem capacidade de migrar para os nédulos linfaticos pancreaticos onde
regulam a resposta imune, sao boas candidatas neste contexto. Na verdade, este grupo
verificou que ocorria uma diminuicao gradual da expressao de IL-4 nos ganglios linfaticos
pancreaticos (GLP) de murganhos diabéticos comparativamente com os de murganhos nao
diabéticos. Para além disso, verificaram também que os GLP de murganhos diabéticos
apresentavam uma expressao alterada de determinados genes comparativamente aos GLP de
murganhos nao diabéticos. Posto isto, o objetivo deste grupo era perceber se conseguiriam
promover o aumento de IL-4 nos GLP, inferindo sobre o seu impacto na regularizagao da
expressao dos genes alterados, e subsequentemente, no controlo do desenvolvimento da
DMIAI. Sendo assim, este grupo injetou, por via intravenosa, células dendriticas tratadas com
IL-4 em murganhos pré-diabéticos com |2 semanas de idade (grupo experimental) e
monitorizou os niveis de glicémia. No grupo controlo, que nao foi transduzido com IL-4,
80% dos animais desenvolveram diabetes as 30 semanas de idade. No grupo experimental,
que tinha sido transduzido com IL-4, a DMIAI s6 se manifestou as 35 semanas de idade,
sendo que apenas 30% dos murganhos a desenvolveram. Assim, foi possivel concluir que a
IL-4 apresenta um efeito protetor no desenvolvimento de DMIAI. Para além disso, com o
aumento dos niveis de IL-4, houve também normalizagao em mais de 85% dos genes cuja
expressao estava alterada nos GLP dos murganhos diabéticos. Neste sentido, este grupo

associou a agao protetora da IL-4 na DMIAI a capacidade de regularizar a expressao dos
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genes alterados, que poderao estar associados ao inicio de insulite na DMIAI (Creusot et al.,

2008).

5.1.2. Consideracoes relativas a prevencao da destruicao auto-imune das células

B pancreaticas

As estratégias de prevencao da destruicdo auto-imune das células B pancredticas sao
promissoras, mas apresentam algumas limitagoes ao seu uso em profilaxia: (1) Baseiam-se na
detecgao precoce da DMIAI, o que se afigura dificil, uma vez que quando ha aparecimento
de sintomatologia, ja houve uma perda de mais de 80% das células B funcionais. Assim,
mesmo que se conseguisse proteger as células B remanescentes, ainda existiriam quadros de
hiperglicémia, dado o nimero reduzido de células 3 funcionais; (2) O caracter multifatorial
da DMIAI dificulta a identificagao dos individuos em risco de a desenvolver; (3) O sistema
imunitario é complexo e o seu funcionamento ainda nao é totalmente conhecido (Handorf,
Sollinger e Alam, 2016). No entanto, as técnicas de prevencao da destruicao auto-imune, em
geral, e a imunorregulagio com citocinas, em particular, poder-se-ao configurar bastante
uteis quando associadas as estratégias de regeneragao de células B pancreaticas (Wong,

Hawthorne e Manolios, 201 1).

5.2. REGENERAGCAO DE CELULAS p PANCREATICAS

Na DMIAI ha destruicao de células B pancredticas, o que origina défices de insulina e
elevados niveis de glicose no sangue (Kroger et al, 2018). Assim, um dos possiveis
tratamentos para esta patologia envolve a reposicao do nimero normal de células f
pancreaticas funcionais (Ge, Chen e Chen, 2017). Atualmente, em meio clinico, é possivel
atingir este proposito recorrendo ao transplante pancredtico ou transplante dos ilhéus de
Langerhans, purificados de cadaveres humanos (Duffy et al, 201/8). No entanto, o seu uso é
limitado, uma vez que, a semelhanga do que sucede no transplante de outros érgaos, o
numero de dadores cadavéricos disponiveis é reduzido, acabando por nao acompanhar o
nimero crescente de novos doentes com DMIAI (Kondo et al, 201/8). Além disso, para
evitar a rejeicdo imune, é necessaria a toma cronica de imunossupressores, com riscos
inerentes para a saude do doente (Cierpka-Kmiec, Wronska e Kmiec, 2019). Posto isto, é
notoria a importancia de gerar novas fontes de células  pancreaticas, acessiveis a um maior
numero de diabéticos (Shahjalal et al., 2018).

O conhecimento de novas técnicas de terapia génica, aliadas a um progresso continuo em

areas de biologia molecular e celular, vieram revolucionar e proporcionar fontes alternativas
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de células B pancreaticas (Cierpka-Kmiec, Wronska e Kmiec, 2019). Neste contexto, existem
duas estratégias principais para regenerar estas células.

Uma das abordagens envolve a reprogramagao direta ou transdiferenciagao de células
somaticas adultas (como células a e células acinares), baseando-se na expressao forgada de
determinados fatores de transcricao que sao caracteristicos da célula  pancredtica, com o
objetivo de estimular a transdiferenciagao dessas células em células  pancreaticas (Figura 3)
(Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018).

A segunda abordagem envolve a diferenciagao in vitro de células estaminais pluripotentes,
nomeadamente as células estaminais embrionarias (ESC) e as células estaminais pluripotentes
induzidas (iPSC), utilizando determinadas vias de sinalizagao que induzam a sua diferenciagao
e mimetizem os diferentes estagios de desenvolvimento da célula  pancreatica (Figura 3)
(Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018).

Ambas as abordagens necessitam de um conhecimento e entendimento profundo das etapas
de desenvolvimento de uma célula B pancredtica ou pelo menos do seu perfil transcricional

(Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018).
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Figura 3 - Regeneragao da célula B pancredtica. A) Diferenciagao a partir de ESC ou iPSC, que mimetiza as
diferentes fases de desenvolvimento pancredtico. B) Reprogramagao direta ou transdiferenciagao a partir de
células somaticas, como as células o ou as células acinares, pela expressao forgada de determinados fatores de
transcricdo (Adaptado de Pagliuca e Melton, 2013).
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5.2.1. O pancreas

O pancreas é uma glandula complexa, responsavel pela producao de hormonas essenciais a
homeostase da glicose, bem como, pela producao de enzimas essenciais ao processo de
digestio. E constituido por uma componente exdcrina, que compreende as células acinares —
produzem enzimas digestivas — e as células ductais, que produzem fluidos ricos em
bicarbonato que juntamente com as enzimas digestivas, formam o suco pancredtico. As
células endocrinas, localizadas no Ilhéu de Langerhans, sao responsaveis por produzir
diferentes células, que por sua vez, segregam diferentes hormonas: (1) as células o segregam
o glucagon, que participa na homeostase da glicose; (2) as células & segregam somatostatina,
que inibe a libertagio da hormona de crescimento e a libertagao de insulina e glucagon; (3)
as células PP segregam o polipeptideo pancreatico; (4) as células € produzem grelina, que tal
como o polipeptideo pancreatico, regulam o apetite; (5) as células 3, como ja referido
anteriormente, produzem insulina, uma hormona essencial para regular os niveis de glicose
no sangue (Aghazadeh e Nostro, 201 7; Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018).

O desenvolvimento pancredtico durante a embriogénese é altamente complexo (Figura 4).
Na verdade, os varios tecidos e 6rgaos do nosso organismo tém origem em trés camadas
germinativas: ectoderme, mesoderme ou endoderme. O pancreas, originario da endoderme,
inicia o seu desenvolvimento aquando da diferenciagio da endoderme germinativa na
endoderme definitiva. Existem outros orgaos que também tém origem na endoderme,
designadamente o figado e o intestino, tornam-se, por isso, muito atrativos como 6rgaos
alvo de algumas estratégias de terapia génica aplicada a DMIAI. Apds a formagao da
endoderme definitiva (para simplificar, nesta monografia sao omitidas as fases intermédias de
formacao do tubo digestivo primitivo), desenvolve-se a endoderme pancreatica, que engloba
todas as células progenitoras do pancreas. Essas células, por sua vez, originam as células
enddcrinas e as células exocrinas (Cierpka-Kmiec, Wronska e Kmiec, 2019; Pagliuca e Melton,
2013).

Todas estas etapas de diferenciagao estao associadas a expressao de fatores de transcrigao e
a inducao de determinadas vias de sinalizagao, essenciais conhecer para promover a
regeneragao de células B pancreaticas (Shahjalal et al, 2018) (Figura 4). Na tabela 3 estao

enumeradas as fungoes dos principais fatores de transcrigao.
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Figura 4 - Diferenciagao pancreatica durante a embriogénese. O desenvolvimento pancredtico esta associado a
vias de sinalizagdo (quadrados a rosa) e a expressdao de fatores de transcrigao especificos (por cima de cada uma
das etapas). Ins-insulina; Gcg- glucagon; Sst- somatostatina; Ppy- polipeptideo pancreatico; Ghrl- grelina (Adaptado
de Pagliuca e Melton, 201 3).

Tabela 3 - Principais fatores de transcricao envolvidos na diferenciagao pancreatica

Fatores de Designagao Fungao Referéncias
Transcrigdo (Do inglés)
Sox 17 Sex determining region Y-box |7 Diferenciagdo da endoderme definitiva e regulagao Cierpka-Kmiec,
do FoxA2; Wronska e
Fox A2 forkhead box A2 Diferenciagao da endoderme definitiva; Kmiec, 2019
Organogénese pancreatica;
Pdx| pancreas/duodenum homeobox protein | | Maturagio da célula B; Zhu etal, 2017
Diferenciagao da endoderme pancreatica;
Nkx6.1 Nké6 homeobox protein | Gupta et al,
Ativagao da expressao do gene de insulina;
2018
Cierpka-Kmiec,
pancreas transcription factor | subunit
Ptfla o Diferenciagdo das células acinares; Wronska e
alpha
P Kmiec, 2019
Manutengdo da multipoténcia dos progenitores
Sox9 Sex determining region Y box 9 endécrinos; Seymour, 2014
Diferenciagdo das células do ducto;
Neurog 3
Neurogenin 3 Diferenciagdo dos progenitores endocrinos;
(Ngn3) Zhu et al, 2017
Ativagio do gene de insulina na célula B e repressao | ltkin-Ansari et
Neurod| Neurogenic differentiation factor |
da somatostatina na célula O; al, 2005
v-Maf musculoaponeurotic fibrosarcoma | Chave para a maturagao da célula B;
Mafa L . L Zhu etal, 2017
oncogene homolog A Ativagao da expressao do gene de insulina;
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5.2.2. Transdiferenciacao de células somaticas adultas em células  pancreaticas

Durante muito tempo, considerou-se que era impossivel reverter o estado de diferenciagao
de uma célula somatica adulta para um estado de maior plasticidade. No entanto, a evolugao
na reprogramacao nuclear e a descoberta, em 2006, das células estaminais pluripotentes
induzidas alterou o panorama vigente até entao (Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018). Assim,
as técnicas de transdiferenciagao/reprogramacgao direta, ou seja, o processo de conversao de
uma célula diferenciada noutro tipo celular sem atingir um estado de pluripoténcia, tém
nutrido um grande interesse por parte da comunidade cientifica, nomeadamente, para
obtencao de células B pancreaticas (Tan et al,, 2019).

O objetivo da reprogramagao direta é originar células que sejam tao semelhantes as células
B nativas quanto possivel, nomeadamente, na capacidade de sintetizar insulina quase
instantaneamente, em resposta a elevados niveis de glicémia. Para tal, é necessario conhecer
os fatores de transcricao que desempenham um papel critico na diferenciagao celular da
célula B pancredtica, nomeadamente os referidos anteriormente (Tabela 3). Em contexto de
terapia génica na DMIAI, o objetivo é sobreexpressar esses fatores de transcricao em células
somaticas adultas consideradas células alvo, e assim, promover a sua diferenciagao em células
B pancreadticas (Handorf, Sollinger e Alam, 2016).

Ao longo dos ultimos anos, tém sido feitos diversos estudos no ambito da transdiferenciagao
de células somaticas adultas em células § pancreaticas. Na verdade, em 2008, um grupo
coordenado pelo Dr. Douglas Melton promoveu a expressao mediada por adenovirus, in
vivo, de trés fatores de transcricao chave do desenvolvimento de uma célula  pancreatica,
designadamente, Pdx/, Ngn3 e Mafa, em células acinares de origem murina (Pagliuca e Melton,
2013; Zhou e Melton, 2008). As células obtidas apresentavam caracteristicas muito atrativas,
nomeadamente: (|) tamanho, forma e estrutura semelhante ao das células B nativas; (2)
secrecao de insulina; (3) expressao de marcadores genéticos caracteristicos da célula f3,
como o Nkxé6.1. (Pagliuca e Melton, 201 3; Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018; Zhou e Melton,
2008). No entanto, as células obtidas nao se organizavam em estruturas semelhantes aos
ilhéus de Langerhans como acontece nas células B nativas, o que dificultou a resposta a
elevados niveis de glicémia (Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018; Sneddon et al., 2018; Zhou e
Melton, 2008). Com base nas descobertas deste grupo, em 2014, Li e colaboradores,
expressaram os mesmos trés fatores de transcricao em células acinares, mas através de uma
expressao policistronica mediada por adenovirus. Na verdade, observaram a formagao de
estruturas semelhantes aos ilhéus de Langerhans, o que permitiu a sobrevivéncia e

maturagao sustentada das células obtidas (Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018). Posto isto,
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foi possivel concluir que o sucesso da reprogramagiao de células acinares em células 3 é
superior quando ha expressao policistronica de Pdx/, Ngn3 e Mafa, ao invés da expressao
monocistronica de cada um dos fatores de transcrigio em separado, como outrora feito
pelo grupo do Dr. Douglas Melton (Cavelti-Weder et al, 2017). Por outro lado, também se
verificou um aumento da regulagio de insulina em resposta a elevados niveis de glicémia,
confirmando a importincia do ambiente promovido pelos ilhéus de Langerhans na
restituicao da funcionalidade das células 3 pancreaticas (Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018).
Mais recentemente, em 2018, Xiao e colaboradores, reprogramaram células o de origem
murina em células B pancredticas, pela transdugao mediada por virus adenoassociados que
codificavam para os fatores Pdx| e Mafa. As células B obtidas demonstraram ser altamente
funcionais e muito semelhantes as células 8 nativas (Osipovich e Magnuson, 2018; Xiao et al,

2018).

5.2.2.1. Consideracoes finais relativas a transdiferenciacdao de células somaticas

adultas em células B pancreaticas

A regeneragao de células B pancredticas, a partir de técnicas de transdiferenciagao, tem
demonstrado resultados muito promissores, como fontes alternativas de células [
pancreaticas (Randolph, Bhattacharyya e Lian, 2018). Na verdade, baseiam-se na expressao
forcada de determinados factores de transcricao numa célula somatica adulta, com o
objetivo de promover a sua transdiferenciacao em células § pancreaticas. Na grande maioria
dos casos, as células somaticas escolhidas possuem uma origem embriondria proxima a da
célula B, como é o caso das células acinares e das células o, o que é facilitador da
transdiferenciagao. Para além disso, quando se regenera uma célula } deve-se ter também
em conta a importancia do microambiente fornecido pelos ilhéus de Langerhans, que esta
comprovado influenciar a funcionalidade de uma célula  pancreatica (Zhou e Melton, 2008).
No entanto, apesar de ser uma estratégia promissora no ambito da DMIAI, as células 3
substitutas continuam a estar sujeitas a pré-imunidade existente caracteristica desta
patologia (Handorf, Sollinger e Alam, 2016). Assim sendo, para que esta estratégia possa ser
considerada uma realidade clinica, é essencial um investimento em técnicas de
imunomodulagao, de forma a garantir a protegao das células 3 regeneradas (Randolph,
Bhattacharyya e Lian, 2018). Para além disso, é necessario um continuo investimento em
sistemas de transporte eficazes e seguros e optimizar os protocolos de reprogramagao

direta, de forma a que seja possivel a transposi¢ao para o homem.
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5.2.3. Diferenciacdo de células B pancreaticas a partir de células estaminais

pluripotentes induzidas (iPSC)

As células estaminais pluripotentes tém capacidade de auto-renovagao ilimitada e potencial
para se diferenciarem em qualquer tipo de célula adulta. Estas células podem ser
diferenciadas em células B pancreaticas através da indugao ou inibicao de vias de sinalizagao
especificas, que mimetizam o desenvolvimento embrionario pancredtico (Figura 3) (Cierpka-
Kmiec, Wronska e Kmiec, 2019; Ge, Chen e Chen, 2017). Em particular, as células estaminais
embrionarias (ESC) tém demonstrado enorme potencial na regeneracao de células [
pancreaticas (Pathak et al, 2019; Shahjalal et al, 2018; Millman e Pagliuca, 2017)). Alias,
encontram-se a decorrer ensaios clinicos em fase | e/lou 2 com células progenitoras
pancreaticas derivadas de ESC, no ambito da DMIAI (Anexos — Tabelal) (ClinicalTrials.gov
referéncia: NCT02239354; NCT03162926; NCT03163511).

Outra das alternativas neste contexto envolve a utilizagao de células estaminais pluripotentes
induzidas (iPSC). Em 2006, o grupo japonés liderado por Shynia Yamanaka demonstrou que a
expressao forcada de quatro fatores de transcricao (Oct4, Sox2, c-Myc e KIf4) introduzidos
por retrovirus em fibroblastos de murganhos adultos, induziam a reprogramagao de células
somaticas para um estado de pluripoténcia, originando, as iPSC. (Takahashi e Yamanaka,
2006).

De facto, estas células sao muito promissoras uma vez que possuem potencial de
diferenciacio muito semelhante as ESC, mas tém a vantagem de ter origem em células
somaticas adultas, ultrapassando assim, as questoes éticas associadas as ESC, principalmente
quando estas implicam a destruicio de embrices (Shahjalal et al, 2018). As iPSC, a
semelhanga das ESC, tém sido utilizadas em diversos estudos no ambito da regeneragao de
células B pancreaticas. Neste sentido, em 2014, Pagliuca e colaboradores obtiveram mais de
33% de células B pancreaticas in vitro derivadas de ESC/iPSC. Para além disto, as células 3
obtidas expressavam marcadores de células 3 nativas, e respondiam a variagoes de glicose
associadas ao aumento de calcio intracelular. Este protocolo provou que as células
estaminais pluripotentes (ESC e iPSC) podem constituir fontes alternativas de células 3
pancreaticas (Ge, Chen e Chen, 2017; Pagliuca et al, 2014; Randolph, Bhattacharyya e Lian,
2018).

Para além disto, as iPSC podem ter origem numa célula somatica de um doente com DMIAI,
o que pode ser vantajoso se se pretender realizar um autotransplante ou ainda na criagao de
modelos de doenga e screening de novos farmacos (Kondo et al, 20/8). Na verdade, é

possivel extrair uma célula somatica de um individuo com DMIAI (ex: fibroblasto),
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reprograma-la in vitro numa iPSC, e posteriormente diferencia-la numa célula B pancreatica
ou numa célula do sistema imunitario. Este potencial das iPSC pode contribuir para um
maior entendimento da fisiopatologia da DMIAI e para a criagdo de modelos de doenga in
vitro, que facilitam a descoberta de novas alternativas terapéuticas (Figura 5) (Hossainet al,

2016).
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Figura 5 - Importancia das iPSC na criagao de modelos de doenga na DMIAI. A partir de uma célula somatica
adulta de um individuo com DMIAI, é possivel originar iPSC, através da expressao forcada de Oct4, Sox2, c-Myc e
Kif4. Para que haja a reproducao fidedigna do fenotipo da DMIAI, é importante mimetizar o ambiente auto-imune
desta patologia. A criagdo de modelos de doenga potencia o screening de novos farmacos. Oct4- octamer-binding
transcription factor 4; Sox2- sex determining region Y-box 2; c-Myc: Master Regulator of Cell Cycle Entry and Proliferative
Metabolism; KIf4- Kriippel-like factor 4 (Adaptado de Kondo et al,, 2017).

5.2.3.1. Consideracdes relativas a diferenciacao de células f pancreaticas a

partir de células estaminais pluripotentes induzidas (iPSC)

As células estaminais pluripotentes, nomeadamente as células estaminais embrionarias (ESC)
e as células estaminais pluripotentes induzidas (iPSC), tém demonstrado um enorme
potencial em terapia celular e génica na DMIAI (Jacobson e Tzanakakis, 2017). Apesar de
ainda nao existirem, de momento, ensaios clinicos com células 3 pancreaticas derivadas de
iPSC, estas células apresentam caracteristicas muito atrativas e por isso € provavel que
tenham um futuro muito promissor como estratégia terapéutica na DMIAI (Kondo et dl,
2018). No entanto, apesar dos avangos significativos nos protocolos de diferenciagao destas
células (ESC e iPSC), ha uma multiplicidade de protocolos, nao existindo consenso
relativamente ao melhor protocolo. Deste modo, é importante investir na optimizagao e
padronizagao destes protocolos, de modo a aumentar a eficiéncia de diferenciagao, na
redugao da probabilidade de alteragoes genomicas nas ESC/iPSC com potencial oncogénico

(formagao de tumores), na redugao da variabilidade entre as linhas celulares obtidas e
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maximizagao do seu custo-efetividade (Jacobson e Tzanakakis, 2017). Para além disso, apos
obter a célula B pancredtica, é necessario garantir a sua protegao da auto-imunidade pré-
existente da DMIAI. Neste sentido, surgiu a hipétese de encapsular estas células em
dispositivos, que sejam imunoprotetores e semi-permeaveis, ou seja, que garantam a entrada
de nutrientes, oxigénio, glicose, mas que protejam as células do sistema imunitario. Estes
dispositivos sao implantados subcutaneamente e sao passiveis de ser retirados caso
necessario (Anexos, Figura 2). De momento, ha ensaios clinicos a decorrer para testar a
seguranca e eficacia destes dispositivos na encapsulagao de células progenitoras pancreaticas

derivadas de ESC (Sneddon et al., 2018).

5.3. PRODUCAO DE INSULINA EM CELULAS NAO B

Dada a etiologia auto-imune associada a DMIAI, a aplicabilidade das estratégias de
regeneragao das células  pancredticas anteriormente descritas pode ser limitada (Handorf,
Sollinger e Alam, 2015). Neste contexto, e tendo em conta que a fungao primaria das células
B pancredticas € produzir insulina, a comunidade cientifica tem apostado na indugao da
produgao de insulina em células nao B (Han et al, 201 1; Handorf, Sollinger e Alam, 2016).
Embora a insulina seja um autoantigenio associado a natureza auto-imune da DMIAI, o risco
tedrico de recorréncia de autoimunidade é bastante reduzido (Handorf, Sollinger e Alam,
2016).

De facto, as células B pancredticas possuem uma extraordinaria capacidade de sintese e
libertagao de insulina, em resposta a elevados niveis de glicémia (Chan, Fujimiya e Kojima,
2003). Esta estratégia terapéutica, sé podera constituir uma opgao viavel na DMIAI, se
conseguir mimetizar de alguma forma a capacidade de resposta destas células (Figura 6). Para
tal, devem ser tidos em conta determinados critérios: (1) Caracteristicas do orgao/célula -
alvo: idealmente, deve ser sensivel a variagoes de glicémia, armazenar insulina em vesiculas
secretoras e liberta-la de forma rapida; (2) Caracteristicas da insulina produzida: idealmente,
a expressao do transgene de insulina deve ser regulada de acordo com as variagoes de
glicémia, ou seja, deve aumentar, em situagoes de hiperglicémia, e diminuir em situagoes de
euglicémia; (3) Caracteristicas do vetor a utilizar: idealmente, deve ser seguro, seletivo e
eficaz na manutengao da expressao sustentada do transgene de insulina na célula-alvo

(Handorf, Sollinger e Alam, 2015 e 2016).

5.3.1. Caracteristicas do 6rgaol/célula alvo

Uma das caracteristicas essenciais que a célula alvo deve ter é a capacidade de detetar
flutuagoes de glicémia e, subsequentemente, libertar insulina (Chan, Fujimiya e Kojima, 2003).
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Isto implica que as células alvo expressem o transportador de glicose-2 (GLUT-2) e a
glucocinase (GK), que sao considerados os “sensores de glicose” da célula B pancreatica
(Figura 6). O GLUT-2 é uma proteina transmembranar que permite o transporte de glicose
para dentro das células, enquanto que a glucocinase € uma enzima que fosforila a glicose,
dando inicio ao seu metabolismo intracelular (Handorf, Sollinger e Alam, 2016). Além das
células B pancreaticas, as Unicas células que expressam simultaneamente GLUT-2 e GK sao
os hepatocitos, as células do hipotdlamo e do intestino delgado (Handorf, Sollinger e Alam,
2015). De todos os mencionados, as células alvo mais utilizadas sao os hepatodcitos, uma vez
que apresentam caracteristicas que os tornam particularmente atrativos: tém origem na
endoderme, tal como o pancreas e as suas células e desempenham um papel importante na
homeostase da glicose (Handorf, Sollinger e Alam, 2016; Wong, Hawthorne e Manolios, 201 [).
Para além disso, apos detetarem alteragoes dos niveis de glicémia através do GLUT-2 e GK,
as células alvo tém de ter a capacidade de produzir insulina. Para tal, é necessario que
processem a pro-insulina - uma forma precursora de insulina — em insulina madura, uma vez
que a pro-insulina tem menos de 10% da atividade da insulina madura (Handorf, Sollinger e
Alam, 2016). Para o processamento adequado da proé-insulina, sao necessarias as pro-
hormonas convertases /3 e 2 (PCI/3 e PC2) e a carboxipeptidase H (Figura 6) (Chan,
Fujimiya e Kojima, 2003).

Por fim, a célula alvo deve ter a capacidade de armazenar insulina em granulos de secregao
ap6s uma fase de hiperglicémia. No entanto, os hepatocitos nao tém capacidade nem para
armazenar insulina em vesiculas secretoras nem para expressar a PCI/3 e PC2 (Handorf,

Sollinger e Alam, 2015).

Mecanismo sensivel 3 glicose
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Figura 6 - Mecanismo de produgao de insulina pela célula B pancreatica: Sensores de glicose como o GLUT-2
e GK, essenciais para a entrada e metabolismo da glicose; Processamento da pré-insulina em insulina madura
pela PC1/3 e PC2 e carboxipeptidase H; Libertagao de insulina através de exocitose (Adaptado de Chan,
Fujimiya e Kojima, 2003).
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5.3.2. Caracteristicas da insulina produzida

Um dos parametros mais criticos para o sucesso desta estratégia terapéutica é a construgao
do transgene de insulina. Idealmente, deve ser sensivel a variagoes dos niveis de glicémia, de
forma a produzir quantidade suficiente de insulina para os regularizar (Handorf, Sollinger e
Alam, 2015). Para cumprir este proposito, tém sido utilizados promotores especificos para
os hepatocitos, que respondam as variagoes dos niveis de glicémia, como é o caso do
promotor da glucose-6-fosfatase utilizado por Chen e colaboradores. Este grupo comprovou
que o aumento da atividade do promotor estava associado ao aumento dos niveis de
glicémia e que a produgao subsequente de insulina promoveu a diminui¢ao de hiperglicémia
em murganhos diabéticos (Chen, Meseck e Woo, 2001).

No entanto, também é possivel utilizar promotores especificos do figado, em que a
sensibilidade a glicose é induzida através da incorporagao de sequéncias que respondem a
glicose - GIRE (do inglés: glucose-inducible response elements). Os GIRE sao sequéncias de
DNA sensiveis a glicose encontradas nas regioes promotoras de alguns genes como o gene
da L-piruvato cinase (L-PK) (Handorf, Sollinger e Alam, 201/6). Neste contexto, Thulé e
colaboradores, incorporaram uma sequéncia GIRE no promotor de IGFBPI (Do inglés:
insulin-like growth factor binding protein-1), resultando numa expressao de insulina dependente
de glicose (Thulé, Liu e Phillips, 2000). Todavia, quer o promotor da glucose-6-fosfatase quer
o promotor de IGFBPI com GIRE, apesar de responderem a variagoes de glicose, sao
inibidos pela insulina (Chen, Meseck e Woo, 2001; Thulé, Liu e Phillips, 2000). Para tentar
ultrapassar esta limitagao, Handorf e colaboradores, utilizaram outro promotor especifico
do figado, o promotor de albumina, que nao respondia nem a insulina nem a variagoes de
glicose. De seguida, introduziram a sequéncia GIRE, com o objetivo de originar um
promotor que respondesse a variagoes de glicose, mas que nao fosse inibido pela insulina.
Este grupo observou que os niveis de glicémia em murganhos diabéticos diminuiram, o que
comprovou a eficacia de GIRE na indugao da sensibilidade a glicose. No entanto, estes
efeitos obtidos utilizando um adenovirus como vetor foram transientes, manifestando-se
apenas durante cerca de um més (Handorf, Sollinger e Alam, 2016).

Outro aspeto fundamental no design do transgene de insulina é a sequéncia de
preproinsulina. A preproinsulina forma a pré-insulina, que é a forma precursora da insulina
madura. Como os hepatocitos nao expressam a PCI1/3 e PC2, essenciais ao processamento
de pro-insulina em insulina madura, é necessario efetuar alteragdes a sequéncia de
preproinsulina, de forma a compensar a auséncia de PCI/3 e PC2. Neste contexto, a

modificagdo mais comum ¢é a incorporacao de sequéncias de clivagem que sejam
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reconhecidas pela furina - uma protease que cliva eficazmente proteinas e que esta presente
no figado - e que por isso é utilizada para clivar a pro-insulina (Chan, Fujimiya e Kojima, 2003).
Por fim, apos aprimorar o design do transgene de insulina, o passo seguinte é escolher um
sistema de transporte, seguro, eficaz e seletivo, que permita a transfecao ou transducao das

células alvo (Handorf, Sollinger e Alam, 2016).

5.3.3. Caracteristicas do sistema de transporte

Para eleger o melhor sistema de transporte que veicule o transgene de insulina, é necessario
que apresente determinadas caracteristicas, como: (l) Ser seletivo para a célula alvo; (2)
Infetar células com e sem capacidade de divisao; (3) Ser nao imunogénico; (4) Promover uma
expressao sustentada da insulina, para evitar administragoes repetidas, que tendem a ser
ineficazes, principalmente se o organismo tiver desenvolvido anticorpos contra o vetor; (5)
Ser passivel de producao facil e em grande escala (Handorf, Sollinger e Alam, 2015 e 2016).

Neste ambito, os vetores virais sao preferencialmente utilizados, nomeadamente os adeno-
virus, os virus adeno-associados, os retrovirus e os lentivirus. Dos mencionados
anteriormente, os lentivirus sao candidatos particularmente bons, uma vez que sao pouco
imunogénicos, infetam células com e sem capacidade de divisao, induzem uma expressao
permanente e estavel do transgene de insulina e ndo ha evidéncia que promovam a ativagao
de oncogenes (Handorf, Sollinger e Alam, 2015). Neste contexto, Ren e colaboradores,
usaram lentivirus para que o figado de murganhos diabéticos induzidos por estreptozotocina
expressasse insulina (Ren et al, 2007). Este grupo observou niveis normais de glicémia e nao
houve evidéncia de comprometimento hepatico nem reagao auto-imune aos hepatocitos

transduzidos (Handorf, Sollinger e Alam, 2016).

5.3.4. Consideracdes relativas a producao de insulina em células nao

Pelo descrito anteriormente, é notorio que a produgao de insulina em hepatécitos € uma
estratégia promissora, que tem tido avangos significativos na perspetiva de optimizar a sua
aplicagio (Handorf, Sollinger e Alam, 2015). E uma estratégia simples em comparagio com as
restantes e que podera contornar a auto-imunidade pré-existente caracteristica da DMIAI.
Uma das principais dificuldades desta estratégia terapéutica é garantir que a expressao de
insulina é sensivel a variagoes dos niveis de glicémia. Para isso, sao utilizados promotores
especificos do figado e sensiveis para a glicose, como é o caso do promotor da glucose-6-
fosfatase. Para além disso, com a descoberta das sequéncias GIRE, foi possivel induzir a
sensibilidade a glicose em promotores como o IGFBP, que a priori nao tinham essa
capacidade. Apesar destes promotores promoverem um controlo satisfatorio dos niveis de
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glicémia, ainda nao conseguem reproduzir na totalidade a rapidez de resposta de uma célula

B pancreatica (Handorf, Sollinger e Alam, 2016).

De facto, para que seja possivel a aplicagao clinica desta estratégia terapéutica, € necessario

investir no desenvolvimento de sistemas de transporte, que optimizem a expressao

sustentada do transgene de insulina. Na verdade, apesar dos lentivirus apresentarem

caracteristicas bastante atrativas, ainda sao dificeis de produzir em larga escala (Handorf,

Sollinger e Alam, 2016). Por outro lado, apesar desta estratégia terapéutica ja ter apresentado

resultados bastante promissores em modelos animais (como murganhos), estes modelos nao

reproduzem na totalidade o organismo humano, principalmente quando ha uma origem

auto-imune associada, como no caso da DMIAI (Handorf, Sollinger e Alam, 2015).

5.4.

génica abordadas

Sistematizacdo das principais caracteristicas das estratégias de terapia

Prevencgio da destruiciao auto-

imune das células f

Regeneracio da célula 8

Produgao de insulina em

células nao B

Beneficios

Utilizagao promissora no

transplante de células §
pancreaticas regeneradas, a fim de
evitar a sua destruigdo pela auto-

imunidade preexistente;

Fonte  muito  atrativa  para
regenerar células 3 e ultrapassar a
limitagdo da escassez de dadores

nos transplantes pancreaticos;

Podera contornar a auto-
imunidade  pré-existente

caracteristica da DMIAI;

Obstaculos

Obstéculos em utilizagdo
preventiva:

E  necessaria uma

precoce da DMIAI;

detecgio

E dificil prever os individuos que
estio em risco de desenvolver
DMIAL;

O sistema imunitario é altamente

complexo;

As  células B  regeneradas
necessitam de prote¢do da auto-

imunidade preexistente;

Os promotores utlizados
nao reproduzem na
totalidade a rapidez de
resposta de uma célula § a

variagoes de glicémia;

Perspetivas

Futuras

. Necessidade de investimento em sistemas de transporte simultaneamente eficazes, seguros e

seletivos para a célula-alvo;

. Necessidade de transposi¢ao para modelos humanos;
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6. Conclusao

A Diabetes Mellitus é uma doenga metabdlica com elevada prevaléncia a nivel mundial. Em
particular, a Diabetes Mellitus tipo | afeta um grande numero de criangas, adolescentes e
também adultos. Atualmente, a terapéutica convencional envolve insulina exoégena, que
apesar de controlar os niveis de glicémia, apresenta risco de causar hipoglicémias. Por outro
lado, existe a possibilidade do transplante pancreatico ou de ilhéu de Langerhans, que
permitem um maior controlo glicémico quando comparado com a insulinoterapia exogena,
mas apresentam como limitagdo um numero reduzido de dadores e a necessidade de
imunossupressao cronica. Por tudo isto, a terapia génica surgiu como potencial alternativa
terapéutica nesta patologia.

A Diabetes Mellitus tipo | resulta, maioritariamente, de uma destruicao auto-imune das
células B pancredticas, o que origina défices de insulina e em consequéncia, hiperglicémias.
Neste contexto, a terapia génica pode atuar em trés angulos diferentes.

Primeiramente, é possivel evitar a destruigao auto-imune das células [ através de estratégias
de imunorregulagao, nomeadamente imunorregulagao com citocinas, como ¢é o caso da IL-4.
Esta estratégia é promissora, mas para que tenha aplicabilidade clinica em titulo de profilaxia,
€ necessario um diagnoéstico precoce desta patologia. A verdade é que, geralmente, quando
ha manifestagao de sintomatologia, ja houve perda significativa de células B pancreaticas.

Por outro lado, é possivel regenerar as células  pancredticas, através da reprogramagao
direta de células somaticas ou através da diferenciacao de células estaminais pluripotentes.
Estas estratégias sao muito promissoras como fontes alternativas de células 3, mas é
necessario garantir a protegao das células obtidas contra a auto-imunidade pré-existente.

A (ltima estratégia abordada nesta monografia envolve a indugao da produgao de insulina,
fungao primaria das células 3, noutras células do organismo, nomeadamente nos hepatocitos.
Neste contexto, tém surgido promotores cada vez mais completos e eficazes, mas que ainda
nao conseguem reproduzir a rapidez de uma célula f em resposta a variagoes dos niveis de
glicémia.

Em conclusao, é notodrio o avango que a terapia génica tem tido com vista ao tratamento da
Diabetes Mellitus tipo 1. No entanto, é necessario um investimento continuo em protocolos
mais eficientes e em sistemas de transporte simultaneamente seguros e eficazes. Na verdade,
apesar de ainda existirem limitagOes, a terapia génica € uma estratégia muito promissora, e

que no futuro, podera constituir uma realidade clinica na Diabetes Mellitus tipo |.
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7. Anexos
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Figura | - Diferencas entre a terapia génica in vivo e ex vivo. Na terapia génica in vivo ha injecao
sistémica ou in situ do vetor na célula alvo. Na terapia génica ex vivo, sdo retiradas células
somaticas do paciente, ocorrendo posteriormente transfecdo ou transdugao dessas células, in
vitro, pelo vetor contendo o gene terapéutico. Quando as células modificadas desenvolvem o
fendtipo pretendido, sdo re-implantadas no organismo do doente (Adaptado de Zwaka, 2006).

Tabela |- Ensaios Clinicos a decorrer, utilizando células progenitoras pancreaticas

derivadas de ESC.
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Figura 2- Modelo de dispositivo imunoprotetor. Este dispositivo deve ser semi-permeavel,
ou seja, deve ter a capacidade de proteger as células  pancredticas do sistema imune, mas ao
mesmo tempo, permitir a sua oxigenagao e nutricao (Adaptado de Kondo et al,, 2018).
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