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PARTE |

RELATORIO DE ESTAGIO EM INDUSTRIA FARMACEUTICA

labialfarma

laboratério de produtos farmacéuticos e nutracéuticos, sa



LISTA DE ABREVIATURAS

CQ - Controlo de Qualidade

IF - IndUstria Farmacéutica

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

IPC - Controlo em Processo



1. INTRODUCAO

Em concordancia com o vasto leque de saidas profissionais que esta profissao oferece,
o Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) na Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC) tem um plano curricular bastante diversificado,
proporcionando aos futuros profissionais de salude todas as ferramentas necessarias para
desempenharem devidamente as suas fungoes, em qualquer que seja a area do setor
farmacéutico. Para além da base tedrica, o plano de estudos engloba na reta final do curso, a
realizagdo de um estagio curricular que permite aplicar todos os conhecimentos teoricos
adquiridos, melhorar as aptidoes técnicas, e acima de tudo, preparar os estudantes para a
passagem do mundo académico para a realidade do mercado de trabalho.

No seguimento da diversificagao, a FFUC permite-nos nao so a realizagao de um
estagio em farmacia comunitaria, mas também um segundo estdgio numa outra area que nao
esta. Assim sendo, de modo a experienciar outras realidades para além da tradicional, optei
pela area da industria.

Desta forma, surgiu a oportunidade de estagiar durante trés meses numa industria
farmacéutica, a Labialfarma - Laboratério de produtos Farmacéuticos e Nutracéuticos, S.A.,
na qual estagiei no departamento do Controlo de Qualidade e no da Produgao, sob orientagao
da Dra. Mariana Mergulhao.

Este relatério, essencialmente sob forma de andlise SWOT, destina-se a expor, de
forma critica, a minha experiéncia enquanto estagiaria na Labialfarma identificando os pontos

fortes, pontos fracos, oportunidades e ameagas.

2. LABIALFARMA - LABORATORIO DE PRODUTOS FARMACEUTICOS E
NUTRACEUTICOS S.A.

O FERRAZ GROUP é um grupo privado de empresas portuguesas que iniciou a sua
atividade em 1981. A sua sede esta situada no centro de Portugal, na Felgueira. Atualmente, o
Grupo ¢é constituido por cinco empresas: Labialfarma, Ferraz Pharma, LigFillCaps
Internacional, Ferraz Sciencis, que desenvolvem atividades aplicadas a industria farmacéutica e
nutracéutica e ainda a Gesconsulting que presta servicos de gestao, de consultoria fiscal e de
contabilidade'.

Este grupo rege-se pela seguinte maxima: “Nos acreditamos que desafiando o Status
Quo através da inovagao cientifica, desenvolvemos produtos com mais eficacia, qualidade e

seguranga. Acreditamos que juntando a inovagao cientifica novos conceitos tecnologicos,



conseguimos fazer chegar ao consumidor produtos com design elegante, de utilizagao facil e
intuitiva e que promovam melhor saide e bem-estar”'.

A Labialfarma é a empresa mae do grupo e esta vocacionada para a pesquisa,
desenvolvimento e fabrico de produtos e formas farmacéuticas inovadoras. A qualidade dos
produtos e servigos € uma preocupagao, tendo sido implementado um Sistema de Qualidade
suportado pelas normas ISSO 9001, ISSO 14001, HACCP, ISSO 13485, pelas Boas Praticas de

Fabrico e pelo cumprimento da legislagio aplicavel em vigor'.

3. ANALISE SWOT

Pontos Fortes Pontos Fracos
- Rotatividade pelas diferentes secgoes. - Duragao em cada setor.
- Versatilidade/Qualidade das tarefas propostas. - Qualidade das tarefas propostas.

- Aplicagdo pratica dos conhecimentos teéricos do MICF.
- Rececao e integragao numa equipa competente e acolhedora.

- Confianga/Autonomia.

Oportunidades Ameacas
- Empresa especializada no mercado dos suplementos alimentares - Baixo nimero de farmacéuticos na
e produtos nutracéuticos. Industria Farmacéutica.
- Extenso portfolio de produtos e formas farmacéuticas. - Pandemia.

- Visitas de clientes.

3.1. Ponto Fortes
3.1.1. Rotatividade pelas diferentes seccoes

Nos primeiros dois meses, integrei a equipa do departamento de CQ, no qual tive a
oportunidade de acompanhar todas as secgdes. Ja no departamento de Produgao, onde
permaneci durante as Gltimas trés semanas, pude acompanhar a sec¢ao de embalagem, capsulas
moles, solidos e liquidos/semi-solidos.

Penso que este ponto é o que atribui a0 meu estagio a sua maior carateristica: a
versatilidade. Ao ter rodado por entre as secgoes, pude aprender um pouco sobre todas elas
e assim, expandir os meus conhecimentos acerca do funcionamento de uma industria

farmacéutica.



Para além de ter aprendido sobre cada secgao individualmente, o facto de ter passado
por dois departamentos diferentes, neste caso o CQ e a Produgao, permitiu-me constatar o

elevado nivel de interligagio existente entre eles'.

3.1.2. Versatilidade/Qualidade das tarefas

O facto da Labialfarma me ter proporcionado um estagio tao versatil permitiu-me
executar um vasto leque de tarefas.

Na secgdo das andlises as matérias primas realizei tarefas como a preparagao de
solugoes, determinagao de pH e densidades, reagoes de identificagao, determinagao da
solubilidade, doseamentos, determinacao do teor de humidade com o Karl Fisher e
determinagao de uniformidade em capsulas moles e capsulas duras. Ja na microbiologia tive a
oportunidade de preparar material estéril na autoclave, preparar meios de cultura, realizar
passagens e respetivos registos e auxiliar no controlo microbiolégico do ar e agua das salas.
Ao nivel das analises instrumentais, auxiliei na preparagao de fases moveis, amostras, solugoes
tampao e no enchimento dos vials para analise no HPLC. No controlo do material de
embalagem tanto calculei gramagens em acondicionamentos secundarios, como analisei
acondicionamentos primarios como bisnagas e frascos de vidro ambar. Nas analises as plantas
determinei a densidade aparente, a compactada, a presenca de elementos estranhos, o indice
de peroxidos e acidos e realizei cromatografias em camada fina. Por fim, no IPC pude contactar
com ensaios de desagregacao, friabilidade, estanquicidade e determinagao das dimensoes.

A nivel da produgao, as atividades passavam por auxiliar os colaboradores em pequenas
fungoes a medida que acompanhava as varias etapas. Conheci em detalhe varias etapas nos
solidos, como a mistura das matérias primas, granulagao, calibragao, secagem, compressao,
encapsulagao e revestimento, bem como algumas etapas nos liquidos/semissolidos como a
mistura de matérias primas de suspensoes e de cremes, e respetivos enchimentos. Nas
capsulas moles auxiliei na preparagao de misturas de enchimento e da gelatina, no enchimento
das capsulas e na sua escolha. Pude ainda, participar no embalamento do acondicionamento
primario e secundario de todas estas formas farmacéuticas.

Toda a equipa, para além de me explicar a base tedrica dos procedimentos, confiava-
me algumas tarefas de modo a consolidar os conhecimentos e a melhorar as competéncias
técnicas. A maioria das atividades propostas eram desafiantes pelo que as desenvolvi com

entusiasmo, facilitando o processo de aprendizagem.



3.1.3. Aplicagdo pratica de imensos conhecimentos teéricos do MICF

Este ponto acaba por ir ao encontro dos dois anteriores, na medida em que é uma
consequéncia quer da variedade de setores, quer da realizacao de tarefas.

Ao longo do estagio, ao passar pelas varias secgoes, as atividades com que me deparei
levaram-me a cruzar os conteldos de varias unidades curriculares como quimica analitica,
microbiologia, bacteriologia, métodos instrumentais de analise, farmacognosia, tecnologia
farmacéutica, entre outras. Deste modo, pude comprovar a abrangéncia da preparagao que é

dada no MICEF.

3.1.4. Rececdo e integracdo numa equipa competente e acolhedora

A Labialfarma conta com uma equipa multidisciplinar que prima pelo profissionalismo
e competéncia, nao abdicando de um ambiente acolhedor, bem-disposto e com enorme
espirito de entreajuda. Ser recebida neste ambiente, foi sem divida um dos pontos mais fortes,
senao o mais forte, uma vez que desde o inicio toda a equipa se mostrou bastante disponivel
para me explicar pormenorizadamente todos os processos, assim como, me colocou a
vontade para esclarecer qualquer duvida que tivesse.

E de notar a motivacgio, entusiasmo e conhecimento que a maioria dos colaboradores
demonstrou ao explicar as tarefas desempenhadas e o funcionamento das secgdes, acabando
por me contagiar e motivar acerca da industria farmacéutica.

Desta forma, o facto de toda a equipa me ter recebido, integrado e transmitido o seu
conhecimento de forma tao excecional foi fundamental para a minha adaptagao a esta nova

fase do meu percurso académico.

3.1.5. ConfiancalAutonomia

Durante o estagio, a equipa ia-me explicando as tarefas: o objetivo; o fundamento
tedrico; o modo de realizagao; os pontos criticos; e os cuidados a ter na execugao. Por fim,
era encorajada a realizar essas mesmas tarefas. Numa primeira fase era supervisionada, porém,
com o avancar do estagio pude realizar algumas atividades de forma independente.

Quando cometia algum erro ou o resultado nio era o esperado, havia uma
preocupagao por parte dos profissionais em perceber e explicar o que é que tinha corrido
mal, no entanto, logo de seguida era incentivada a repetir, transmitindo-me uma sensagao de
confianga. Ao sentir que a equipa confiava em mim para desempenhar certas fungoes, eu

mesma ganhava confianga para as desempenhar tornando-me mais autbnoma.



Considero que este estagio teve a dose ideal de autonomia, na medida em que a equipa
estava sempre disponivel a esclarecer qualquer divida e a ajudar, mas ao mesmo tempo me
dava a oportunidade de realizar as tarefas, cometer erros e aprender com eles.

Sendo a autonomia uma qualidade fundamental em qualquer profissional, considero

este um ponto fortissimo no estagio que vai, com certeza, ser uma mais valia no meu futuro.

3.2. Pontos Fracos
3.2.1. Duragcdo em cada sec¢cdo

O estagio curricular na industria farmacéutica tem a duragao de 3 meses. Como ja
referi anteriormente, este periodo foi dividido por varias sec¢oes sendo o tempo de
permanéncia em cada uma cerca de uma ou duas semanas. Apenas a passagem pela sec¢ao dos
solidos e liquidos foi mais curta devido a uma situagao externa a empresa.

Relativamente a divisao do tempo, considero que a duragao em cada posicao me
permitiu adquirir muitas nogoes e desempenhar muitas tarefas. No entanto, devido a elevada
especificidade de cada secgao considero que nao foi tempo suficiente para as conhecer na sua
plenitude, nem para conseguir desempenhar todas as tarefas de uma forma auténoma.

Considero este um ponto menos positivo do estagio, contudo, compreendo que ao
ter a oportunidade de estagiar em varias seccdes, a duragio em cada uma seria reduzida. E,
portanto, um ponto fraco que, a meu ver, se torna necessario uma vez que num primeiro
contacto, considero mais vantajoso ter conhecido uma multiplicidade de sec¢oes de forma

abrangente, do que apenas uma de forma pormenorizada.

3.2.2. Plano de estagio na Producdo

O plano de estagio das varias secgoes da Produgao consistia em observar os processos
que estavam a acontecer. Ao longo do estagio acompanhei os operadores que me explicaram,
atenciosamente, as fungoes que desempenhavam, o funcionamento dos equipamentos e os
registos necessarios. Apesar de reconhecer que esta aprendizagem ¢ absolutamente
indispensavel para um farmacéutico desempenhar as suas fungdes numa industria, considero
que permaneci mais tempo do que o necessario a acompanhar alguns processos. Por varias
vezes, segui o mesmo equipamento durante horas sendo que ao fim de algum tempo o
operador ja tinha explicado como tudo funcionava e esclarecido todas as questoes, restando

apenas observar o equipamento a funcionar. Desta forma, o que para mim foi o ponto mais



fraco do estagio foram esses momentos de observacao demasiado longos que acabavam por

se tornar cansativos e desmotivadores.

3.3. Oportunidades

3.3.1. Empresa especializada no mercado dos suplementos alimentares e produtos

nutracéuticos

O mercado dos suplementos alimentares tem vindo a mostrar um grande crescimento
2 N . . T

em Portugal”. Face a esta tendéncia, a Labialfarma especializou-se neste ramo ocupando,
atualmente, uma posicao de destaque neste mercado, nao deixando de parte a produgao de
medicamentos. Ao apostar nestes mercados distintos, a Labialfarma proporcionou-me uma
maior percecao das diferencas de legislacio entre eles, especialmente a nivel do CQ. Para
além disso, o facto de grande parte da producao estar direcionada para os suplementos
alimentares e produtos nutracéuticos, dos quais a maioria € a base de plantas, permitiu-me

contactar com técnicas especificas destes produtos.

3.3.2. Extenso portfélio de produtos e formas farmacéuticas

A Labialfarma produz um leque variadissimo de produtos e formas farmacéuticas.

O facto de ter assistido a produgao, embalamento e controlo de tantos produtos
diferentes contribuiu para que conhecesse muitos deles que desconhecia e que aprendesse
acerca da sua composicao e indicagao terapéutica. Para além da grande variedade de produtos,
esta industria também me proporcionou o contacto com uma multiplicidade de formas
farmacéuticas, nomeadamente, comprimidos revestidos; capsulas de gelatina dura com pos,
granulados e liquido; capsulas de gelatina mole; pos; granulados; pomadas; cremes; geles;
solugoes e suspensoes. Tamanha variedade contribuiu para que a nivel da produgao me
deparasse com diferentes processos de fabrico e respetivos equipamentos e que a nivel de
CQ conhecesse as especificagoes carateristicas de cada forma farmacéutica.

E de destacar a oportunidade que me foi dada de assistir a producio de capsulas de
gelatina mole e capsulas duras com conteudo liquido e semi-sélido, uma vez que, a produgao
destas formas farmacéuticas, em Portugal, ocorre exclusivamente na Labialfarma. O mesmo
acontece com o smartPACKAGING exclusivo da Labialfarma, onde pude conhecer o

FUSIONPACK e TRIPACK.



3.3.3. Visitas de clientes

Sendo a Labialfarma uma empresa que exporta para mais de 30 paises nos cinco
continentes, conta naturalmente com um vasto portfélio de clientes que visitam as instalagoes
da industria. Durante o estagio pude assistir a varias visitas de clientes e analisar toda a logistica
inerente a estas.

Esta oportunidade deu-me a conhecer uma vertente diferente do mundo profissional,
na medida em que pude testemunhar que os farmacéuticos nao desempenham exclusivamente
fungoes que estio ligadas a drea das ciéncias farmacéuticas, necessitando de uma diversidade

de competéncias.

3.4. Ameacgas
3.4.1. Pouco contacto com farmacéuticos na Indistria Farmacéutica

Uma vez que a indUstria farmacéutica é constituida por uma equipa multidisciplinar,
tive a oportunidade de trabalhar com bioquimicos; farmacéuticos; quimicos; bidlogos;
engenheiros das mais diversas areas; entre outros, com os quais aprendi imenso. Apesar de
ter acompanhado alguns farmacéuticos, achei que no geral havia poucos e que a sua presenga
se concentrava em cargos da diregao e chefia das sec¢oes, o que condicionava o meu contacto
com esta classe profissional.

Do meu ponto de vista pessoal, encaro esta situagao como uma ameaga, dado que, ao
nao ter acompanhado de perto muitos farmacéuticos, nao fiquei totalmente esclarecida quanto
as funcoes que estes desempenham numa IF. No entanto, reconheg¢o que primeiramente se
deve conhecer e perceber o funcionamento das sec¢oes, para mais tarde, se compreender as

funcoes desempenhadas pelos cargos ocupados por farmacéuticos.

3.4.2. Pandemia

No final de 2019, foi identificado pela primeira vez o virus SARS-CoV-2, cuja doenga
foi chamada de COVID-I9. Surgiu na cidade chinesa de Wuhan, mas rapidamente se
disseminou por todo o mundo tendo sido confirmado o primeiro caso em Portugal a 2 de
margo. A || de margo, a Organizagao Mundial da Saude qualificou a COVID-19 como uma
pandemia face ao nivel alarmante de propagagao que se fazia notar. Poucos dias depois, tornou-
se necessario adotar algumas medidas para combater esta calamidade publica, pelo que o
Presidente da Republica declarou estado de emergéncia. Face a esta situagao, os estagios

curriculares foram cancelados terminando mais cedo do que o previsto.



Devido a declaragao de estado de emergéncia, o estagio foi concluido prematuramente,
levando a que a minha passagem por duas secgoes apenas tivesse a duragao de dois dias.
Obviamente que esse tempo foi manifestamente insuficiente para contactar com as secgoes,

sendo que acabei por ter uma ideia mais superficial do funcionamento das mesmas.

4. CONCLUSAO

Terminado o estagio na Labialfarma S.A. o balango final é, sem duvida, bastante positivo.

Os trés meses de estagio revelaram-se bastante enriquecedores, dando-me a
oportunidade de consolidar conhecimentos, aprimorar técnicas e aprender novos contetdos.
Para além destas competéncias, o estdgio preparou-me para outras aptidoes igualmente
necessarias no mercado de trabalho como trabalhar em equipa, gerir o tempo e as tarefas e
cumprir prazos. Posto isto, considero que esta etapa de intensa aprendizagem foi um passo
importantissimo no caminho para me tornar uma profissional competente.

Este primeiro contacto com uma industria farmacéutica tornou-se bastante revelador,
uma vez que me permitiu compreender a organizagao e o funcionamento de uma industria,
bem como, os varios papéis desempenhados pelos farmacéuticos. Nesse sentido, apercebi-me
que uma das principais tarefas desempenhadas é gerir recursos e colaboradores, pelo que,
apesar de reconhecer que o curso de MICF proporciona um plano curricular completo que
fornece todos os conhecimentos necessarios a pratica da profissao, considero que seria
benéfico ter uma unidade curricular no plano curricular direcionada a drea da gestao.

Terminado o estagio, resta-me agradecer a Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra pela oportunidade de puder optar por um estagio numa IF; ao Grupo Ferraz por me
proporcionar este desafio, e a todos os colaboradores, em particular a equipa do CQ, pela
fantastica integracao e preparagao, que nao sé contribuiram para o meu crescimento

profissional, mas também pessoal.
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I. INTRODUCAO

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC) conta com um plano de estudos que culmina na realizagao
de um estagio curricular na area da Farmacia Comunitaria de natureza obrigatoria. Este
estagio, constitui, para a maioria dos alunos, o primeiro contato com o mundo profissional,

colocando a prova os conhecimentos adquiridos ao longo do percurso académico.

Na Farmacia Comunitaria, o farmacéutico contacta diretamente com o utente,
prestando aconselhamento qualificado relativamente ao medicamento e parametros clinicos e
promovendo a utilizagao racional do medicamento. Assim sendo, o estagio curricular permite
nao so adquirir conhecimentos técnicos e cientificos, mas também competéncias sociais, que

considero valéncias fundamentais para o exercicio da profissao farmacéutica.

Assim, tive a oportunidade de realizar o estagio curricular na Farmacia Coimbra sob a
orientagao da Dra. Ana Leite e Silva e de uma equipa profissional e acolhedora. Este periodo
de aprendizagem teve inicio a 9 de maio de 2020 e terminou a 3| de agosto do mesmo ano,

perfazendo um total de 670 horas.

Com este relatorio sob a forma de analise SWOT (do inglés, Strengths, Weaknesses,
Opportunities, Threats) pretendo expor de forma critica os que considero serem os pontos

fortes, pontos fracos, oportunidades e ameagas sentidas no decorrer desta formagao.

2. FARMACIA COIMBRA

A Farmacia Coimbra encontra-se situada no CoimbraShopping que, por sua vez, esta
rodeado por zonas de residéncia, escolas, o Instituo Superior de Engenharia de Coimbra e
uma unidade de sadde. A sua localizagao leva a que o grupo de utentes que frequenta a farmacia
seja bastante heterogéneo, desde idosos a estudantes, fidelizados ou de passagem. O facto de
se localizar dentro de um centro comercial influencia a afluéncia de utentes, que se revela
elevada.

Para além disso, a Farmacia Coimbra funciona em regime de horario alargado.
Atualmente, devido a questao da pandemia, o horario de funcionamento é das 9h as 23h, todos

os dias da semana, inclusive feriados.



3. ANALISE SWOT

Ponto Fortes Pontos Fracos

- Estruturagio do plano de estagio. - Reduzida preparagao de manipulados.
- Horario do estagio.
- Integragdo numa equipa profissional e acolhedora.

- Confianga/Autonomia.

Oportunidades Ameacas
- Realizagao de formagoes. - Reduzida proximidade com o utente.
- Afluéncia e heterogeneidade de utentes. - Encerramento de alguns servigos farmacéuticos.

- Prescrigées manuais.

3.1.Pontos Fortes
3.1.1. Estruturacdo do plano de estagio

A estrutura do plano de estagio mostrou-se logica e faseada o que permitiu uma
aprendizagem gradual e continua.

Como tal, numa primeira fase foi realizado, essencialmente, servico de back-office.
Assim sendo, comecei por fazer a recegao de encomendas utilizando o software Sifarma 2000°
e posteriormente, efetuar a arrumagao dos medicamentos. Estas atividades permitiram tomar
conhecimento dos fornecedores existentes e dos horarios de entrega, bem como, conhecer
os produtos que fazem parte do stock da farmacia e os locais de armazenamento de cada um.
Além disso, também me foi dada a oportunidade de rececionar produtos com reserva, separa-
los e arruma-los, o que me permitiu perceber a dindmica em torno destes. Para além destas
tarefas, participei no controlo periddico de stock, que consistiu na contagem fisica e verificagao
dos prazos de validade dos produtos para verificar se o stock real estava em conformidade
com o stock registado no sistema.

Posteriormente a esta fase introdutéria, seguiu-se uma fase que encaro como uma
transi¢ao para o atendimento na qual, a par com o trabalho de back-office, me foi permitido
observar os atendimentos. Deste modo, consegui familiarizar-me com o moédulo de
atendimento do Sifarma 2000®, com o sistema de acumulagio de pontos nas fichas dos utentes
(YClient®) e ainda, observar e escutar o aconselhamento prestado em diversas situages.

A fase de atendimento ao publico foi a mais desafiante do estagio. Numa primeira

instancia, fui acompanhada por uma farmacéutica da equipa, que gradualmente me permitiu
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realizar o atendimento de forma auténoma. Aqui, pude colocar a prova os conhecimentos
adquiridos no MICF, bem como aqueles que obtive na fase de back-office e na observacional.
Em retrospetiva, reconhego que iniciar o estagio pelo trabalho de back-office é
fundamental para ganhar bases para as tarefas que sucedem, culminando num atendimento
mais funcional e de qualidade para os utentes. Desta forma, encaro o plano de estagio como

um ponto forte que me permitiu estar em constante e gradual aprendizagem.

3.1.2. Hordrio de estagio

Como referido anteriormente neste relatério, a farmacia Coimbra funcionou num
horario alargado, estando aberta todos os dias da semana inclusive feriados, das 9h as 23h.

A equipa da farmacia organizou-se por turnos de |0h, nomeadamente, o da abertura,
o intermédio e o de fecho, como eram vulgarmente distinguidos. Cerca de metade do meu
estagio funcionou em horarios similares. Esta oportunidade permitiu-me experienciar
situagoes diferentes e conhecer a logistica inerente a abertura e fecho de uma farmacia. Para
além disso, considero que ter feito estes horarios, apesar de, por vezes, se tornar cansativo,
me fez crescer a nivel profissional e pessoal, preparando-me para o mundo do mercado de
trabalho.

O facto de ter estagiado durante a semana, fins de semana e feriados permitiu-me
constatar diferentes realidades, essencialmente, a diferenca do fluxo de utentes bem como o
tipo de utentes, e assim os quadros clinicos apresentados. Desta forma, pude vivenciar
situagoes diferentes como momentos de grande afluéncia em que sentia pressao para fazer
um atendimento rapido, porém, com igual qualidade, ou dias em que aquela farmacia era a das
poucas abertas e recebia imensos utentes que nao eram fidelizados.

Por ultimo, gostaria de deixar o meu agradecimento e realgar a flexibilidade
demonstrada em relagao ao meu horario de estagio, pela possibilidade de fazer alteragoes

quando foi necessario.

3.1.3. Integracdo numa equipa profissional e acolhedora

A equipa da Farmacia Coimbra consta como um ponto forte uma vez que influenciou,
positivamente, o meu percurso enquanto estagiaria. Esta equipa conta com profissionais
dindmicos e bem-dispostos, que primam pelo bom ambiente, nao descurando da competéncia

e profissionalismo.
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Desde o primeiro dia, toda a equipa se demonstrou bastante compreensivel face a
minha inexperiéncia, colocando-me a vontade para esclarecer qualquer duvida que surgisse,
mesmo que nao parecesse relevante. Quando cometia algum erro, sentia que havia a
preocupagao em me explicarem o porqué de modo a que pudesse corrigir € melhorar.

Concluo assim que pertencer a uma equipa como a da Farmacia Coimbra foi uma mais

valia e que me proporcionou uma maior aprendizagem e crescimento a nivel profissional.

3.1.4. AutonomialConfianca

No inicio do estagio, o atendimento ao balcio e o contacto com os utentes era um
momento de grande ansiedade e inseguranga. Numa primeira instancia, quando comecei a
realizar atendimentos, era acompanhada por uma farmacéutica que me ensinava como o fazer
e corrigia qualquer engano. De forma gradual foi-me permitido atender sozinha, no entanto,
o facto de saber que tinha uma equipa de profissionais dispostos a intervir sempre que
necessario foi fundamental para ganhar confianga.

O voto de confianga que me foi dado acarretou com ele muitas responsabilidades que
me fizeram crescer enquanto profissional. Ao realizar os atendimentos de forma autonoma,
consegui, aos poucos, sentir-me menos insegura e ganhar confianga de modo a melhorar a
minha destreza a atender.

Assim sendo, para mim este € o ponto mais forte que me fez ultrapassar algumas

limitagoes enquanto profissional e enquanto pessoa.

3.2.Pontos Fracos
3.2.1. Auséncia da preparacdo de manipulados

Um dos servigos prestados a nivel da farmacia comunitdria é a preparagao de
manipulados. No entanto, a Farmacia Coimbra integra um grupo de farmacias distribuidas pelo
pais, no qual os pedidos de preparagao sao todos encaminhados para uma farmacia na cidade
do Porto, onde sao executadas. Como tal, nao foi possivel observar nem realizar nenhuma
preparagao de manipulados.

E um ponto fraco do meu estigio, uma vez que me impossibilitou de aplicar os
conhecimentos galénicos adquiridos durante o meu percurso académico e adquirir

competéncias praticas no campo dos manipulados.
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3.3. Oportunidades
3.3.1. Realiza¢do de formacéoes

As farmacias comunitarias recebem delegados de informagao médica que dao
formacoes de forma a expor e explicar os produtos das suas marcas. Estes momentos
formativos sao bastante uteis para manter os profissionais atualizados. Enquanto estagiaria, as
formagoes permitiram-me conhecer varios produtos e as suas especificagoes, o que me
proporcionou uma maior capacidade e seguranga no momento do atendimento. Desta forma,
considero a realizagao de formagoes uma oportunidade neste estagio, uma vez que, foram
momentos de aprendizagem bastante enriquecedores.

Devido a pandemia vivenciada, o nimero de formagdes presenciais foi reduzido,

porém, foram realizadas formagoes online para colmatar essa situagao.

3.3.2. Grande dafluéncia e heterogeneidade de utentes

Como ja foi referido, a Farmacia Coimbra esta situada dentro do CoimbraShopping
que tem nos seus arredores o Instituo Superior de Engenharia de Coimbra, zonas de
residéncia, escolas e uma unidade de saude. Como tal, nao é surpreendente a grande afluéncia
e heterogeneidade de utentes que se faz sentir todos os dias. Esta carateristica da farmacia
proporcionou numerosos atendimentos, com diferentes tipos de utentes e com situagoes
clinicas muito distintas. Desta forma, consegui ganhar muita experiéncia e desenvolver a minha

capacidade de adaptacao a cada tipo de utente.

3.3.3. Prescricoes Manuais

Atualmente, a grande maioria das receitas que surge na farmacia apresenta formato
eletronico, podendo o utente receber estas receitas através de SMS ou email. No entanto,
ainda se verifica a prescricao de medicamentos pela via manual, excecionalmente em caso de
faléncia do sistema informatico, inadaptacao fundamentada do prescritor, prescricao ao
domicilio ou até um maximo de 40 receitas médicas por més.

No momento da dispensa, as receitas manuais exigem uma atengao redobrada uma vez
que existe um elevado numero de elementos a conferir tais como: a presenga da vinheta do
prescritor, a justificagao de utilizagao, os dados do utente, o organismo de comparticipagao, a
assinatura do prescritor e a data de prescricao. Para além disso € necessario verificar a
existéncia de rasuras ou de caligrafias diferentes. Assim sendo, os atendimentos tornam-se

mais morosos e com um maior risco de erros durante a sua realizagao.
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No decorrer do estagio pude contactar com um numero consideravel deste tipo de
receitas, o que me proporcionou a oportunidade de aprender todas as regras e especificidades

inerentes a este tipo de prescrigao.

3.4. Ameacas
3.4.1. Reduzida proximidade com o utente

Atualmente, o farmacéutico ocupa a linha da frente no contacto com o publico sendo
um dos profissionais de saude mais proximo dos utentes e que consegue criar uma ligagao
com estes.

Contudo, devido a pandemia vivenciada nos dias de hoje, foram adotados
comportamentos de distanciamento social e implementados certos equipamentos necessarios
a seguranga e protegao quer dos utentes, quer dos profissionais de saude. Nesse sentido foram
colocados acrilicos nos balcoes, interrompidos alguns servigos farmacéuticos e implementado
o uso obrigatorio de mascara.

Na minha opiniao pessoal, a adogao destas medidas, apesar de indiscutivelmente
essenciais, dificultaram a comunicagao entre farmacéutico e utente no ato do atendimento,

comprometendo a proximidade carateristica desta profissao.

3.4.2. Encerramento de alguns servicos farmacéuticos

Como mencionado no ponto 3.4.l., face a situagao de pandemia vivenciada foi
necessario interromper alguns servicos farmacéuticos, nomeadamente, a medicao de
parametros bioquimicos e avaliagao da pressao arterial. Estes servicos eram prestados num
gabinete de apoio ao utente, o que conferia outro nivel de privacidade aos utentes, levando-
os a falar mais abertamente e estabelecer uma ligagao com o farmacéutico.

Para além da questao da proximidade com o utente nestes momentos, o encerramento
destes servigos limitou a minha formagao relativamente a estes. Penso que teria sido uma
excelente oportunidade para aplicar em pratica certos conhecimentos adquiridos, quer na
execugao do servico, quer na avaliagio dos resultados. Considero, ainda, que teria sido
benéfico para desenvolver a minha capacidade social, uma vez que iria aprender e perceber a
melhor forma de comunicar e interagir com os utentes de modo a que estes confiassem e

aplicassem o aconselhamento dado.
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4. CONCLUSAO

Depois de terminado o estagio, acredito que este é uma pega fundamental no percurso
académico do farmacéutico. Esta experiéncia revelou-se essencial para consolidar e aplicar na
pratica todo o conhecimento tedrico adquirido ao longo do curso, bem como para adquirir
novas competeéncias, tanto cientificas como sociais.

O estagio na Farmacia Coimbra, com todas as suas carateristicas, proporcionou-me as
condigoes ideais para uma extensa aprendizagem. Nao so6 os pontos fortes e as oportunidades
foram fundamentais para a minha evolugao enquanto profissional, mas também as ameagas me
permitiram ganhar capacidade de me adaptar face a realidades diferentes. Portanto, com o
concluir desta etapa, sinto-me mais capacitada profissionalmente e com uma maior consciéncia
acerca do papel e da importancia do farmacéutico na sociedade.

Desta forma, gostaria de expressar o meu agradecimento a Farmacia Coimbra pela
oportunidade de estagio e a toda a equipa pela integragao e partilha de conhecimentos que,

com certeza, farao de mim uma melhor profissional.
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MONOGRAFIA

“Sindrome Wiskott-Aldrich: alteracoes da funcao das

células do sistema imunologico”



LISTA DE ABREVIATURAS

ADCC - Citotoxicidade celular dependente de anticorpos
APC - Célula apresentadora de antigénios

BCL6 - Linfoma 6 de linfocitos B

BCR - Recetor dos linfécitos B

CD - Cluster of Differentiation

CXCRS - Recetor de quimiocina C-X-C tipo 5

DC - Célula dendritica

DECH - Doenga do enxerto contra o hospedeiro

HLA - Antigénio Leucocitario Humano

HSCT - Transplante de Células Estaminais Hematopoiéticas
IL - Interleucina

MHC-1 - Moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe |
MHC-II - Moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe |1
MZ-B - Linfocitos B da zona marginal

NK - Natural Killer

TCR - Recetor dos Linfocitos T

Tth - Linfocitos T auxiliares foliculares

Treg - Linfocitos T auxiliares reguladores

WAS - Sindrome Wiskott Aldrich

WASD - Proteina da Sindrome de Wiskott- Aldrich

XLN - Neutropenia ligada ao X

XLT - Trombocitopenia ligada ao X
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RESUMO

Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) carateriza-se por uma imunodeficiéncia associada
a um quadro clinico distinto constituido principalmente por eczema, microtrombocitopenia e
imunodeficiéncia com infecoes recorrentes. Esta também associada ao aumento da incidéncia
de doencas autoimunes e malignidades. Este sindrome esta incluido nas doengas raras e tem
origem numa grande variedade de mutagoes no gene que codifica para a proteina do Sindrome
de Wiskott-Aldrich (WASp), conduzindo a alteragoes na sua expressao e fungoes nas células

do sistema imunolégico.

WASp é uma proteina citoplasmatica expressa, exclusivamente, em células
hematopoiéticas. Esta proteina desempenha uma fungao essencial na regulagao da
polimerizagao da actina, que € a chave para a reorganizagao do citoesqueleto, desempenhando
um papel fundamental no controlo da morfologia e da motilidade celular. A auséncia de WASp
funcional resulta num variadissimo leque de defeitos funcionais da resposta da imunidade inata
e adaptativa, como a migragao celular, adesao, proliferagao, fagocitose de patogénios invasores

e formagao de sinapses imunologicas.

Nesta patologia, WAS, estio alteradas diversas fungdes do sistema imunitario,
especificamente as células da linhagem mieloide, células dendriticas, células NK e os varios
tipos de linfocitos. Se a origem biologica deste sindrome nao for precocemente identificado e
tratado, a situagao clinica pode evoluir para quadros manifestamente graves e conduzir a

morte do doente.

O transplante de células estaminais hematopoiéticas é o tratamento de escolha para
fenotipos mais graves do sindrome de Wiskott-Aldrich, sendo que nos fenotipos menos
severos tende-se a optar pelo tratamento das manifestagoes clinicas. Mais recentemente, a

terapia génica tornou-se uma opgao alternativa, embora ainda se encontre em investigagao.

Palavras-chave: Sindrome Wiskott Aldrich; WASp; mutagoes; actina; citoesqueleto; sistema

imunoldgico; estratégias terapéuticas.
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ABSTRACT

Wiskott-Aldrich syndrome (WADS), is characterized by an immunodeficiency associated
with a distinct clinical picture, which consists mainly in the appearance of eczema,
microthrombocytopenia and immunodeficiency with recurrent infections. Also, it’s associated
to an increased incidence of autoimmune diseases and comorbidities. This syndrome is
included in the class of rare diseases and has its origin in a wide variety of mutations in the
gene that codes the Wiskott-Aldrich syndrome (WASp) protein, leading to changes in its

expression and function towards the cells of the immune system.

WASp is a cytoplasmic protein expressed exclusively in hematopoietic cells. This
specific protein plays an essential role in the regulation of actin polymerization, which is the
key to the reorganization of the cytoskeleton that plays an underlying role in the control of
cell morphology and motility. The absence of functional WASp results in a wide range of
functional defects, relatable to the innate and adaptive immunity response, such as: cell
migration, adhesion, proliferation, phagocytosis associated with invading pathogens and

formation of immune synapses.

In this pathology, WAS, several functions of the immune system are altered, specifically
the cells of the myeloid lineage, dendritic cells, NK cells and the various types of lymphocytes.
If the biological origin of this syndrome is not identified and treated early, the clinical situation

can evolve to manifestly severe conditions and lead to the patient's death.

Hematopoietic stem cell transplantation is the treatment of choice for the most severe
phenotypes of the Wiskott-Aldrich syndrome, with less severe phenotypes tending to treat
clinical manifestations. More recently, gene therapy has become an alternative option, although

is still under investigation.

Keywords: Wiskott Aldrich Syndrome; WASp; Mutations; actin; cytoskeleton; immune

system; therapeutic strategies.
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I. INTRODUCAO

A patologia designada por Sindrome Wiskott-Aldrich (WAS) teve esta designagao
devido ao nome dos dois pediatras que inicialmente a descreveram: Dr. Alfred Wiskott (1937)
e Dr. Robert Aldrich (1954). Este sindrome apresenta um quadro clinico caracteristico
constituido principalmente por eczema, microtrombocitopenia e imunodeficiéncia com
infecoes recorrentes. Esta também associada ao aumento da incidéncia de doengas autoimunes

e malignidades'.

WAS é classificada como condigao rara, uma vez que a estimativa da taxa de incidéncia
€ de um afetado em cem mil nascimentos. Em 2015, o WAS representava cerca de 3% de
todas as Imunodeficiéncias Primarias registadas na Sociedade Europeia de Imunodeficiéncias
Primarias. No entanto, esta condicao pode estar a ser subnotificada devido ao diagnostico

incorreto de casos mais brandos como sendo purpura trombocitopénica idiopatica®.

Este sindrome tem origem numa grande variedade de mutagoes no gene que codifica
a Proteina do Sindrome de Wiskott-Aldrich (WASp). A WASp é expressa, exclusivamente,
em células estaminais hematopoiéticas que sao precursoras de todas as células do sistema
imunoldgico. Desta forma, é inevitavel que a deficiéncia ou auséncia da WASp prejudique a

resposta imune’.

A WASp desempenha um papel importante na regulagao da polimerizagao da actina,
que é fundamental para a formagao do citoesqueleto. Desta forma, a deficiéncia de WASp
resulta na perda de integridade do citoesqueleto celular que leva a diversos defeitos na
resposta imune ao comprometer a migragao celular, adesao, proliferagao, fagocitose de

patogenios invasores e formagio de sinapses imunolégicas®.

Esta monografia tem como principal objetivo conhecer a WAS e compreender as suas
implicagoes na fungao das células do sistema imunologico, bem como, as estratégias

terapéuticas existentes.
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2. SINDROME WISKOTT ALDRICH

2.1. Caraterizacao genética

O gene responsavel pelo WAS esta localizado no brago curto do cromossoma X, na
zona Xpl1.22-11.23 e contém 12 exdes’. A sua localizagio no cromossoma X juntamente
com o facto de ser uma condigao recessiva, leva a que a WAS se manifeste maioritariamente
no sexo masculino. No entanto, ja foram descritos casos desta condigao em mulheres, embora
sejam muito raros. Nestes casos esta envolvida a heranga do cromossoma materno com o

gene alterado e de um cromossoma X de origem paterna que sofreu uma mutagao®.

A clonagem e sequenciamento do gene que codifica a WASp nao forneceu apenas
novas informagoes sobre a fungao da proteina, como também conduziu a descoberta de
ferramentas poderosas que permitem confirmar molecularmente o diagndstico. Este passo €
importante na confirmagao de diagnosticos em individuos masculinos sintomaticos, mas
também na identificagao de mulheres portadoras de mutagées no gene WASp. As mulheres
gravidas de que se saiba, ou exista suspeita de que sejam portadoras da mutagao WASp podem
também fazer um despiste genético pré-natal, por forma a identificarem precocemente o

genétipo do filho e assim prevenir atrasos no diagnostico e tratamento’.

2.2. Correlacao Genoétipo/Fenotipo

Desde que o gene que codifica a WASp foi identificado, ja foram encontradas centenas
de mutagoes que resultam em variadas alteragoes a nivel da fungao e da expressao da proteina.
Consequentemente, estas alteragoes conduzem a uma grande heterogeneidade de quadros
clinicos bem como a diferentes graus de severidade. Estao descritas trés variagdes do
sindrome (WAS classica, XLT e XLN) que, em grande parte, embora nao exclusivamente,
dependem da mutagao. Em regra geral, as mutagoes mais extremas estao associadas a um nivel

mais baixo de WASp e, naturalmente, a um fenétipo mais grave®.

Apesar de haver algumas exceg¢oes, as mutagoes nonsense, frameshift, insergoes,
delegoes ou defeitos no splicing estao geralmente associadas ao quadro clinico mais grave: a
WAS classica. Nesta variagao do sindrome, as células hematopoiéticas perdem a capacidade
de expressao da WASp ou a sua expressao € truncada devido as terminagoes prematuras.
Este quadro corresponde a triade clinica de eczema, microtrombocitopenia e imunodeficiéncia
que conduz a infegSes recorrentes, para além do aumento da incidéncia de autoimunidade e

malignidades®.
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As mutagoes missense estao associadas a trombocitopenia associada ao cromossoma
X (XLT). Neste caso, as mutagoes tanto podem resultar numa expressao proteica diminuida,
mas com a totalidade da sua capacidade funcional como numa expressao quantitativa normal,
mas comprometida funcionalmente. Este tipo de mutagoes conduz, geralmente, a um sindrome
atenuado, com melhor prognéstico, caracterizado principalmente por trombocitopenia e, em

alguns casos, associado a eczema ou imunodeficiéncia mais leve’.

Mais recentemente, foi demonstrado que algumas mutagoes missense na zona do
dominio GBD (GTPase binding domain), um dos 5 dominios da proteina, resultam numa ativagao
desregulada do WASp originando um fendtipo clinico e biologicamente distinto da WAS,
caracterizado por neutropenia e mielodisplasia. Esta condicao denomina-se neutropenia ligada
ao X (XLN). Até ao momento, apenas um pequeno numero de doentes foi relatado,

apresentando um fenétipo surpreendentemente variavel'’.

oo EREE G
WASp atva @ .GBDJ | PRD J. -

S
XLr XLN

WAS classica

Figura |. Representacdo esquematica do gene WAS e da WASp. No gene estio identificados |2 exdes. Os dominios
da proteina estdo representados exatamente em baixo do respetivo exdo. A maioria das mutagoes missense ocorre entre o
exdo | e 4, dando origem ao XLT. As mutagSes no gene relativo ao C-terminal do dominio GBD, dio origem a XLN. As
mutagdes nonsense, delegdes, insergdes e mutagdes complexas associadas a WAS classica, estdo distribuidas ao longo do
gene. WAS; Wiskott Aldrich Syndrome; WASp, Wiskott Aldrich Syndrome protein; EVHI, Ena Vasp Homology I; B, basic
domain; GBD, GTPase binding domain; PRD, Proline-Rich Domain; V, Verprolin homology domain; C, Central region; A,
Acidic region. (Adaptado de 3)

Numa tentativa de quantificar as caracteristicas clinicas associadas as diversas variagoes
de sindrome, foi proposto um sistema de pontuagao de | a 5 baseado na gravidade da doenga.
Este sistema auxilia a correlagao dos fenotipos com os respetivos genétipos. Uma forma mais
moderada de WAS esta associada a uma pontuagao de 2, enquanto que um fenotipo grave de
WAS classico estara associado a uma pontuagao entre 3-5, com base na gravidade das infegoes,
coexisténcia de eczema, complicagoes autoimunes, entre outros. A pontuagao de 0 esta
reservada para situagoes em que o doente apresenta mutagoes associadas ao XLN. A evolugao
da pontuaciao estd mais frequentemente associada a individuos nos quais nao é detetada a
presenca da WASp, em comparagao com os individuos com quantidades reduzidas, mas

detetéveis, da proteina''.
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Tabela I. Genétipo e Fenétipo das trés variagées do Sindrome de Wiskott Aldrich

WAS cléssica XLT XLN
Mutacdo No?sense, Frczmesh:f.t,. Missense Missense
Insercdes, Dele¢des, Splicing
Efeito da mutacdo Perda de funcio Perda de funcio Dlsfungac.? do EHEED
autoinibido
Expressdo da WASp Normalmente ausente Normzflmente presente em Presente
baixas quantidades
SCORE 3-5 I-2, ou superior* 0
Manifestaces MHEre e e e -II;r:iT: Zci:woupne:étﬁec?;::: Neutropenia e mieloplasia
clinicas eczema e imunodeficiéncia g . P P
ligeira
Complicac¢ées (TEIITEE G Autoimunidade Indeterminado

Malignidade

*Normalmente os doentes com XLT tém um SCORE entre | e 2, porém, podem ocorrer complicagdes que o fagam evoluir.

Casos descritos com um fenétipo mais suave do que o previsto pelo genétipo podem
sugerir a existéncia de alteragoes compensatorias como eventos de reversao genética ou de
mutagoes que resultam na restauragao de uma sequéncia génica, dando assim vantagem

seletiva as células hematopoiéticas com expressio normal de WASp'%,

No entanto, apesar da correlagio fenotipo-genotipo estabelecida, existem varias
excecoes que, associadas ao grande nimero de mutagoes, bem como a grande variabilidade
de fenotipos descritos, torna dificil fazer um prognéstico clinico preciso com base apenas no

genotipo.

2.3. Manifestacoes Clinicas

As manifestagoes clinicas aparecem, geralmente, nos primeiros meses da vida e
apresentam grande heterogeneidade. O sindrome afeta varios sistemas, em especial, o sistema
imunolégico, que se encontra diretamente relacionado com a imunodeficiéncia e a
autoimunidade. Estas apresentagoes clinicas encontram-se na grande maioria dos doentes

afetados'’.

A imunodeficiéncia aumenta a suscetibilidade a infegoes por agentes bacterianos, virais
e fungicos. As infe¢oes sinopulmonares como a otite média crénica e as infegoes do trato
respiratério inferior sao geralmente as complicagoes infeciosas mais comuns e problematicas,

assim como sepse (7% dos casos) e meningite (4% dos casos). Os doentes com WAS podem
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desenvolver formas severas e disseminadas de infegoes virais causadas pelo virus herpes
simplex | ou Il (6% dos casos) e da varicela (3% dos casos). Apesar de relatados, infegoes com

fungos ndo ocorrem com tanta frequéncia'.

Estimativas sugerem que mais de 40% dos doentes com WAS desenvolvem
autoimunidade e que tal manifestacao é responsavel por mais de 20% das complicagoes pos
transplante de células estaminais hematopoiéticas. Citopenias autoimunes siao as
manifestacoes mais relatadas, seguidas de artrite (10%), vasculite (13%), doenga inflamatoria

intestinal e doenca renal (12%)".

2.4. Proteina do Sindrome de Wiskott Aldrich (WASp): Estrutura e funcao

O conhecimento da estrutura de WASp facilita a identificagao da fungao de cada um
dos seus cinco dominios funcionais. A estrutura molecular da proteina encontra-se

representada na Figura 2.

Figura 2. Estrutura de WASp na sua forma inativa. Neste esquema
WASp inativa a proteina encontra-se em repouso, no seu estado autoinibido, no qual o
dominio VCA forma um pseudodominio com GBD, impossibilitando a
interagdo com o complexo Arp2/3. A molécula WIP ligada ao dominio
EVHI atua estabilizando esta conformagao inativa. EVHI, Ena Vasp
Homology I; B, basic domain; GBD, GTPase binding domain; PRD, Proline-Rich
Domain; V, Verprolin homology domain; C, Central region; A, Acidic region; WIP,
WASD interacting protein. (Adaptado de 3)

Na extremidade N-terminal encontra-se o dominio WHI/EVHI (WASP homology |/Ena
Vasp Homology 1) seguido do dominio basico (B), o dominio central GBD, a regiao rica em
prolinas (PRD) e o dominio VCA, formado pela regiao homologa de verprolina (V), regiao

central (C) e regido acida (A) na extremidade C-terminal'.

No estado de repouso, o dominio VCA forma um pseudo-dominio com o GBD, que
mantém a proteina autoinibida, uma vez que, a zona de ligagao ao complexo Arp2/3 fica oculta
impossibilitando a polimerizagio de actina'®. Para manter a estabilidade desta conformagao, a

proteina interage com a WIP (WASp Interacting Protein) que se liga ao dominio EVHI".

Apbos a ativagao celular, a WASp é recrutada para o local de sinalizagao da membrana.
Consoante o microambiente em que a proteina foi recrutada, um ou mais sinais vao resultar
na sua ativagao. Esses sinais sao, nomeadamente, varias moléculas que ao se ligarem a proteina

alteram a sua conformagio, como representado na Figura 3".
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Figura 3. Estrutura de WASp e as diferentes conformacdes. A proteina encontra-se ativada apos
mediagao por varios sinais, nomeadamente o Cdc-42, o PIP,, TOCA-| e a fosforilagao de Y291. Apés ativacao,
a proteina desdobra-se deixando o dominio VCA livre para interagir com o complexo Arp2/3 e os monémeros
de actina. EVHI, Ena Vasp Homology I; B, basic domain; GBD, GTPase binding domain; PRD, Proline-Rich Domain; V,
Verprolin homology domain; C, Central region; A, Acidic region; WIP, WASp interacting protein; TOCA-1,Transducer of
CDC42-dependent actin assembly |; Cdc-42, Cell Division Cycle 42; PIP,, Phosphatidylinositol(4,5)-bisphosphate; F,
Fosforilagiao; Arp2/3: Actin related protein 2/3. (Adaptado de *)

A molécula TOCA-I (transducer of Cdc42-dependent actin assembly) atua a nivel da WIP,
porém nao se conhece ao certo o seu mecanismo. Teoricamente, consideram-se duas
hipoteses: a TOCA-| atua alterando a conformac¢ao do WIP levando a perda da sua fungao
estabilizadora ou atua destruindo o complexo WIP-WAS'"". Para além disso, esta molécula
contribui para a ativagao da WASp através da PIP2 (phophatidylinositol (4,5) biphosphate) e da
Cdc-42 (Cell Division Cycle 42). A molécula Cdc42-GTP pertencente a familia Rho de GTPases
e a molécula PIP, tém a capacidade de se ligarem, respetivamente, ao dominio GBD e B, e
ativar a proteina. A ativagao da WASp pode ainda ser mediada por varias moléculas como é o

caso das tirosina quinases (Fyn, Lyn, Lck, Hck, Btk) e as proteinas adaptadoras (NCK, CRKL,
Grb2) que se ligam ao dominio PRD".

Uma vez ativada, a proteina é estabilizada através da fosforilagaio de um residuo de
tirosina na posi¢io 291 (Y291) no dominio GBD'® e dois residuos de serina na posicio 483 e
484 (S483 e S484) no dominio VCA'". Para além de estabilizadoras, estas fosforilagdes

conduzem ao aumento da capacidade de ativagio do complexo Arp2/3'®".

Apos ativagao da proteina, esta altera a sua conformagao expondo o dominio VCA, e
consequentemente, a zona de ligacio do complexo Arp2/3", cuja estrutura esta representada

na Figura 4A.

l-% Complexo

Arp2/3 ativo v Y
Complexo -’

B Arp2/3 inativo v* Monémeros

de actina

Filamento
filho

ho -

Filamento mae

Figura 4. Complexo Arp2/3. A. O complexo Arp2/3 é uma estrutura estavel composta por sete proteinas
diferentes (Arp2, Arp3, Arpcl, Arpc2, Arpc3, Arpc4, Arpc5). B. Esquema da polimerizagao de actina mediada
pelo complexo Arp 2/3. Arp; Actin Related Protein; WASp; Wiskott Aldrich Syndrome Protein. (Adaptado de *°)
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O complexo Arp2/3 liga-se as regices C e A ficando também ele ativado e
desencadeando uma ligacao a filamentos de actina ja existentes (filamento mae). No ponto da
ligagcao, encontra-se a Arp2 e a Arp3 que por serem homologas da actina formam um nucleo
onde se tornam as primeiras duas subunidades do novo filamento de actina (filamento filho)
que faz um 4ngulo de 70 graus em relagio ao filamento pré-existente. A regiio V ligam-se
monomeros de actina, que vao posteriormente ser adicionados ao filamento-filho para dar
inicio ao alongamento do ramo de actina. Deste modo, formam-se filamentos de actina

ramificados que vio constituir o citoesqueleto®.

Figura 5. Citoesqueleto celular. O

Filamento intermédio . , .
citoesqueleto é um sistema altamente

complexo organizado em varias estruturas
Microtibulo como: filamentos intermédios, microtibulos
e microfilamentos. (Adaptado de ?')

Filamento de actina

O citoesqueleto constitui a estrutura mecanica das células, sendo a principal forga
motriz para o seu movimento. Portanto, as células para se moverem, contam com o
citoesqueleto para produzir forgas de empurrao (protrusivas) e forgas de tragao (contrateis)
através da combinagao dindmica da montagem e desmontagem dos filamentos de actina.
Ambos os tipos de forga siao particularmente importantes para o citoesqueleto regular
multiplos aspetos do comportamento celular, incluindo o controlo da morfologia da célula e

dos organelos e da motilidade celular e intracelular®?,

A perda de integridade do citoesqueleto celular causa defeitos em quase todos os
aspetos na resposta da imunidade ao prejudicar a migracao celular, adesao, proliferagao,

fagocitose de patdgenos invasores e formagio de sinapses imunolégicas®.

3. WASp NO SISTEMA IMUNOLOGICO

A proteina de WAS ¢é fundamental para diversas fungoes nas células estaminais
hematopoiéticas, pelo que a sua deficiéncia ou auséncia resulta num variadissimo leque de
defeitos funcionais em todas as linhagens. A combinagao da fungao defeituosa de varias células
imunes como as células de linhagem mieloide, as células dendriticas, as células NK e os
linfocitos T e B, leva a desregulagao geral da fungao imune que se manifesta com infe¢oes

recorrentes, respostas inflamatorias anormais, autoimunidade e suscetibilidade a malignidades.
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3.1. WASpP nas células de linhagem mieldide

Muitos defeitos do sistema imunolégico em doentes com WAS foram descobertos em
células da linhagem mieldide. Esta linhagem é constituida por mondcitos e macrofagos,
neutrofilos, basofilos, eosindfilos, eritrécitos e megacariocitos/plaquetas. A maioria das células
mieldides atuam no sistema imune inato, destacando-se os monocitos/macréfagos e os
neutrofilos, que apresentam capacidade fagocitica. Estas células detetam as células invasoras e
migram até elas, onde libertam moléculas de sinalizagdo e metabolitos toxicos.

Posteriormente, fagocitam o invasor destruindo-o”'

Uma vez que o citoesqueleto constitui a estrutura mecanica celular torna-se evidente
que a sua deficiente reorganizagao compromete a locomogao das células. A resposta
quimiotatica (locomogao orientada e unidirecional face a um gradiente quimico) nos
macrofagos de doentes com WAS, encontra-se deficiente quando comparada com células
saudaveis. Esta resposta anormal verifica-se apesar dos macrofagos apresentarem uma
expressio normal dos recetores dos agentes quimiotiticos”. Os neutréfilos e mondcitos
também vém a sua resposta quimiotitica comprometida®**’. Em alguns estudos, determinou-
se que a regiao de WASp minima necessaria para ocorrer quimiotaxia € a regiao VCA.
Coincidentemente, a regiao minima necessaria para estimular a polimerizacao de actina é a
mesma, o que fortalece a correlagao entre os defeitos causados pela WAS e a desregulagao

do citoesqueleto®

Os doentes com WAS apresentam mondcitos/macrofagos com défice de
podossomos®. Estas estruturas sio um tipo de protusio e estio presentes nas células
mieldides. A sua organizagao € unica apresentando dois dominios estruturais: um nucleo
formado por varios filamentos de actina; e um anel em torno desse nucleo constituido por

proteinas de adesio, como as integrinas e proteinas reguladoras de integrina®®*'.

! Filamento de actina

: , .
5 /\W - - " . . MATRIZ EXTRACELULAR
Mfr Talina, Vinculina
J Integrina iy
Matriz extracelular

Figura 6. Representacdo esquematica de um podossomo e as moléculas envolvidas. A. Os podossomos sio
compostos por duas estruturas, nomeadamente o nucleo de actina e o anel composto por integrina e proteinas que ligam a
actina a integrina. B. Estrutura da integrina composta por duas subunidades (a e B). (Adaptado de 32)
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As integrinas sao elementos da familia de moléculas de adesao, e sao constituidas por
duas subunidades (a e B) com ligagao nao covalente. Cada subunidade conta com uma regiao
extracelular, uma regiao transmembranar e uma regiao citoplasmatica. As extremidades
extracelulares das cadeias o e B unem-se e formam uma estrutura globular, conhecida por

“cabega”, que é responsavel pela ligagdo aos sinais extracelulares?*,

As integrinas sao reconhecidas como moléculas de sinalizagao capazes de realizar a
transdugao de sinais entre a célula e a matriz extracelular. Durante a ligagado com a matriz
extracelular, as integrinas agrupam-se e formam um cluster de integrinas na membrana
plasmatica que promove o agrupamento de filamentos de actina. Deste modo, sao formadas
as adesoes focais, designagao dada ao conjunto das proteinas da matriz extracelular, integrinas
e proteinas do citoesqueleto que iniciam o processo de sinalizagio celular***. Esta sinalizagio
pode ocorrer em dois sentidos, como representado na figura 7.

@ sNALIZAGAO OUTSIDE-IN © siNALIZAGEO INSIDE-OUT

Migracdo e Figura 7. Sinalizacdo mediada por integrinas. Existem

Ligante s adeso celular dois caminhos na sinalizagio da integrina que tém consequéncias

..-‘* Extracelular t biologicas distintas. A. As integrinas atuam como recetores de

INTEGRINA sinalizagdo para as células através da sinalizagdo outside-in. A

ol ligagdo das integrinas aos seus ligantes extracelulares altera a

conformagio das integrinas que leva a sinais intracelulares que

controlam a polarizagdo celular, a proliferagdo, a estrutura

citoesquelética e expressio génica. B. Durante a sinalizagao

inside-out, um ativador intracelular, como a talina, liga-se a

subunidade B, o que leva a alteragdes conformacionais da

! ok integrina que resultam num aumento de afinidade para ligantes

Polarizagio celular, x extracelulares (ativagdo da integrina). Esta sinalizagdo ¢
Actina

Proliferagdo, Estrutura do r nsavel la migraca desa lular
citoesqueleto, Expressao génica e€sponsavel pela gracao € adesao celular.

Na sinalizagao inside-out, ou seja, de dentro para fora, a atividade de ligagao extracelular
das integrinas é regulada internamente na célula. Por sua vez, na sinalizagao outsider-in, a
ligagao de proteinas da matriz extracelular as integrinas promove sinais que sao transmitidos

para o interior da célula®.

A fungao adesiva e migratdria das células é regulada pela sinalizagao do tipo inside-out,
que controla a forga de adesao e permite interagoes suficientemente fortes entre as integrinas
e as proteinas da matriz extracelular de modo a que a as integrinas sejam capazes de transmitir

a forca necesséria para a migragio celular®.

Embora esteja bem estabelecido que a deficiéncia de WASp desregula a reorganizagao
do citoesqueleto, é provavel que a fungao das integrinas também seja indiretamente
prejudicada. Para corroborar esta hipotese, verificou-se que a familia B2 de integrinas, presente

nos podossomos das células mieloides, nao se agrupa na auséncia de WASp, dando origem a
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varios defeitos nas funcdes dependentes de integrinas®. No entanto, em varios estudos,
quando se reintroduz o gene WAS sem qualquer mutagao, a formagao de podossomos é
restaurada, assim como a migracio®’. Deste modo, torna-se inegavel a vinculagio da WASp a

formacao destas estruturas.

3.2. WASpP nas células dendriticas (DCs)

As células dendriticas surgem por uma via de hematopoiese linfo-mieldide e
diferenciam-se em subconjuntos especializados sob a influéncia de fatores de transcrigao
especificos de cada linhagem. Estas células sao consideradas uma ponte entre o sistema
imunoldgico inato e adaptativo, atuando em ambos, ao reconhecer e fagocitar o patogeno
invasor, bem como a digeri-lo e a apresentar o material antigénico as células especializadas

do sistema imune®,

A migragao das células dendriticas (DCs) para os locais da inflamagao encontra-se
prejudicada, 2 semelhanga das células de linhagem mieloide®”. Os podossomos existentes,
caracteristicos dessa mesma linhagem, também demonstram ter uma falha na sua formacgao e
na montagem de integrinas®. Para além disso, uma vez sendo células fagocitirias, esta

capacidade também se encontra comprometida®'.

A migragao retardada nas DCs com WAS pode levar ao seu amadurecimento das
mesmas antes destas atingirem o local de inflamagao. Nesta situagao, a célula madura inicia,
precocemente, a libertagao de citocinas e quimiocinas dando origem ao recrutamento de
células imunes para o local errado desencadeando processos inflamatérios como, por

exemplo, o eczema associado a WAS*.

As DCs sao células apresentadoras de antigénios (APC), pelo que, nao sé a migragao
em resposta aos sinais quimiotaticos é defeituosa, como também a migracgao até aos linfécitos
T nos ginglios linfiticos®. Para além disso, estas células apresentam fraca capacidade de

apresentacao de antigénios* e de formacio de sinapses imunoldgicas®.

3.3. WASpP nas células natural killer (NK)

As células NK sao importantes elementos da resposta imune inata que eliminam células
afetadas por virus, parasitas e células tumorais. Apesar de serem consideradas constituintes
da imunidade inata, estas células também atuam na imunidade adaptativa através da

citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). As células NK possuem recetores
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para a porgao Fc das imunoglobulinas, permitindo-lhe interagir com as células alvo revestidas

por anticorpos®'.

(1) Anticorpos ligam-se aos  (2) As células NK reconhecemos (3) A célula alvo morre
antigénios das células anticorpos e desencadeiam por apoptose.
alvo. sinalizagao para a destruigao
da célula.

o __:) Receptor ®
/ n °

Anticorpos 4

°
Fc { &, s °
" .
Fab[ - 9 . —
L o W °
e “~ .
° o
Célula Alvo Sinalizagao Morte celular

Figura 8. Citotoxicidade celular dependente de anticorpos mediada por células NK.

Por outro lado, durante a resposta inata, as células NK sao ativadas e migram do sangue
para o local de inflamagao. Estas células sao dotadas de recetores NK que incluem recetores
inibitorios e de ativagao. Os recetores inibitorios reconhecem as moléculas do complexo de
histocompatibilidade de classe | (MHC-I), presentes em praticamente todas as células
nucleadas, e inibem o ataque por parte das NK. No entanto, tais recetores nao sao ativados
com células infetadas uma vez que estas apresentam niveis de MHC-| reduzidos ou
inexistentes. Assim sendo, a resposta das células NK é desencadeada quando os recetores
inibitorios nao sao ativados e quando os recetores de ativagao reconhecem ligandos sobre-
expressos em células infetadas®'.

Para além deste mecanismo de ativagao, as células NK sao também reguladas através
de citocinas libertadas pelas células infetadas ou pelas APC. Estes sinais sao dependentes de
contacto, sendo obrigatéria a ocorréncia de sinapses imunolégicas®'.

Independentemente do mecanismo de ativagao, as células NK ativadas libertam
substancias toxicas, como as perforinas e granzimas. As perforinas sao proteinas com
capacidade para produzir pequenos poros na membrana plasmatica da célula-alvo, que vao ser
penetrados pelas granzimas, que causam a apoptose da célula. Como complemento a agao
citotoxica, as células NK produzem citocinas que regulam outras células do sistema
imunologico como o interferao gama (INF-Y), fator de necrose tumoral alfa e beta (TNF-a,

TNF-B), entre outros®'.

Em doentes com WAS, as células NK tendem a apresentar valores normais ou
elevados®, contudo, com alteracdes a nivel funcional incluindo migragio comprometida®,

formacio de sinapses imunoldgicas defeituosas e fraca libertacio de granulos citotdxicos™®.

As alteragoes na estrutura da bicamada fosfolipidica assim como a formagao das
sinapses imunolégicas dependem da polimerizagao de actina que, no caso de doentes com
WAS, é deficiente. Logo, as células NK de doentes evidenciam uma fraca capacidade de ligagao

estavel as células e um acimulo reduzido de actina nessa ligagao. As sinapses defeituosas tanto
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se sucedem nas ligagoes NK-células alvo, onde afetam o efeito citotdxico direto, como nas
ligagoes NK-APC, onde desregulam a ativagao das NK através das citocinas dependentes de

contacto®,

A libertagao de perforina e granzimas encontra-se defeituosa, uma vez que se gera um
acmulo de perforina no ponto de contato entre as NK e as células alvo, que leva a diminuigao

da lise das células alvo®.

Para além destes defeitos acima descritos, alguns estudos expuseram a ativagao do
Cdc42 apos a ligagao das NK as células alvo. O mesmo se verificou aquando a ativagao das
células NK através da ADCC, para além da fosforilacdo da tirosina do WASp*. Outros estudos
demonstraram ainda a vantagem seletiva conferida por mutagoes espontaneas que reverteram
o panorama em doentes com WAS®, Todas estas revelagdes expéem uma inegavel ligagio

entre a WASP e as células NK.

A falta de resposta das células NK face a virus, em especial, aqueles com potencial
oncogénico e a células tumorais é provavelmente a causa do aumento da incidéncia de

malignidade na WAS.

3.4. WASDP nos linfécitos T

Os linfocitos T fazem parte da imunidade celular, que é um dos mecanismos da
imunidade adaptativa. Estas células tém origem na linhagem linféide das células hematopoéticas
da medula 6ssea. Os precursores dos linfocitos T deixam a medula éssea e migram para o
timo, onde ocorre todo o processo de selecao e maturagao. Somente apds o processo de
maturagao concluido, é que os linfécitos T maduros deixam o timo e entram na circulagao

sanguinea®'.

O processo de maturagao dos linfocitos T

CELULA APRESENTADORA .
~ , 3 CELULA INFETADA
envolve a expressao de um recetor de células T (TCR) DE ANTIGENIOS
funcional e dos co-recetores CD4 ou CD8. Os TCR
presentes na membrana do linfocito T permitem o .‘ MHC D8
MHC-II -

. , F. cD4 0.
reconhecimento do complexo MHC/peptideo. TCR ” TCR ”
Consoante o tipo de antigénio, a molécula MHC sera

de classe | ou Il, determinando a diferenciacio do
LINFOCITO T AUXILIAR LINFOCITO T CITOTOXICO

timocito em linfocito T auxiliar ou linfocito T
Figura 9. Diferenciacdo dos linfocitos

citotoxico, respetivamente. Por norma, os antigénios T. (Adaptado de 2')

exogenos, fagocitados ou endocitados, sao associados
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as moléculas de MHC classe Il das células apresentadoras de antigénios que interagem com o
TCR e a glicoproteina CD4 dando origem a linfécitos T auxiliares. Por sua vez, quando os
antigénios sao intracelulares, estes sao convertidos em peptideos e acoplados as moléculas de
MHC-I. Este complexo é transportado para a superficie celular e apresentado ao TCR e a

glicoproteina CD8 facilitando a diferenciacio em linfocitos T citotoxicos?'.

Os linfécitos T citotdxicos apos reconhecimento do antigénio por moléculas MHC-|
e posterior ativagao, proliferam e tornam-se capazes de eliminar por citotoxicidade qualquer
célula que apresente esse antigénio especifico. Estes linfocitos induzem a apoptose nas células
alvo recorrendo a perforinas e granzimas, a semelhanga das células NK, ou fazendo-se valer

da expressio do recetor FasL que interage com a molécula Fas nas células alvo®'.

LINFOCITO T CITOTOXICO CELULA INFETADA

FAS

Figura 10. Destruicdo de células infetadas
mediada por linfécitos T citotoxicos.
(Adaptado de 2")

ol
Granzimas . Perforinas

Por sua vez, os linfocitos T auxiliares sao subdivididos funcionalmente pelo padrao de
citocinas que produzem. Embora sejam morfologicamente semelhantes, estas células secretam
diferentes padroes de citocinas o que, consequentemente, leva a respostas efetoras distintas,
como se encontra representado na Figura | I. Os linfocitos T auxiliares sao responsaveis por
regular a fungao de outras células do sistema imune, ativando macrofagos, neutrofilos,

linfocitos B e até mesmo, linfocitos T citotdxicos?'.

Thi Th2 Th17 Treg Tfh
v v v v v
INI IL-4 IL-17A
Fr IL-10
IL-2 IL-5 IL-17F
TNF-B IL-13 L-22
H H H H H
H H H H H
v v v v v
Ativacdo células Tc  Ativacdo linfécitos B Protecdo contra Regulagio e Regulacio da
Ativacdo macréfagos Producdo IgE infegbes fangicas e por supress3o das imunidade
Producso de IgG Ativacdo eosindfilos  bactérias extracelulares  respostas imunes e humoral
Inflamacio Respostas alérgicas Contribui para a inflamatdrias
inflamacdo e

auto-imunidade

Figura 11. Subconjuntos dos linfécitos T auxiliares, respetivas citocinas produzidas e as suas funcdes. IL;
interleucinas; TNF, Fator de Necrose Tumoral; TGF, Fator de Transformagdo de Crescimento. (Adaptado de 2!)
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Os doentes com WAS apresentam niveis reduzidos de linfécitos T. A linfopenia
manifesta-se na infancia e adolescéncia, ou até mesmo, desde o nascimento, o que sugere uma
deficiente produgio timica®”. Para além disso, foi detetada saida timica defeituosa® e um

aumento da frequéncia de apoptose’'.

Os linfécitos T doentes exibem protusdes anormais e escassez de microvilosidades™,
e por sua vez, uma capacidade migratodria até aos locais de inflamagao diminuida. Em 2017 foi
identificada uma regiao Unica de 30 aminoacidos na WASp que parece desempenhar um papel
indispensavel na quimiotaxia das células. Essa regiao nao é encontrada na N-WASp (membro
da familia de fatores promotores da nucleagao (NFPs), com mais de 50% de homologia com o
WASPp) o que pode explicar a incapacidade da N-WASp em compensar funcionalmente o
WASp no processo de quimiotaxia®.

A sinapse imunoldgica formada entre o linfécito T e a APC é defeituosa,

I**. Para além

impossibilitando o reconhecimento 6timo do antigénio e a transdugao do sina
disso, apds a ligagdo do TCR com o APC ¢, por norma, desencadeada a endocitose do
complexo TCR, que neste caso, nao se verifica com a devida frequéncia®. Esta internalizacio
¢ fundamental na modulagao da ativacao dos linfocitos T, na selecao de timocitos e decisao da
linhagem dos linfocitos. A intersectina-2 é uma proteina adaptadora que atua na endocitose
do TCR, cuja localizagao nas células foi determinada como sendo a mesma que a WASp e o
Cdc42, confirmando a interagao dessas proteinas apos a formagao da sinapse. Esta evidéncia
pode justificar o facto de doentes com WAS verificarem uma reducao significativa da
endocitose do TCR nos linfécitos T°°.

Adicionalmente, os linfocitos T, tanto os auxiliares como os citotoxicos, revelam

dificuldades numa das suas principais fungdes, a secregio de citocinas®*®,

3.4.1. WASp nos linfécitos T auxiliares reguladores (Treg)

Os Treg sao um subtipo dos linfécitos T auxiliares especializados em atenuar a reagao
do sistema imunolodgico face a antigénios que nao sao proprios e promover a tolerancia em
relagao a antigénios proprios. Ou seja, estas células desempenham um importante papel na
manutengao da autotolerancia imunologica e no controlo das respostas autoimunes. Estas
células com fungao imunorreguladora apresentam como caracteristica basica a capacidade de
producao de citocinas imunossupressoras, como a interleucina 10 (IL-10) e o fator de

transformagio de crescimento beta (TGF-B)>’.
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Em doentes com WAS, o nimero e o nivel de desenvolvimento das Treg mostram-se
normais, ao contrario da sua atividade funcional. A libertagao das citocinas II-10 e TGF-$
encontra-se comprometida, e consequentemente a capacidade em suprimir a resposta

imune®.

As células Treg necessitam de marcadores que regulem o trafego celular como CD 103,
P-seletina, E-seletina e CCR4 o que se encontra defeituoso na auséncia de WASp. Dai, os
doentes com WAS evidenciarem uma quantidade quase inexistente de Treg nos tecidos

periféricos inflamados e um menor nimero nos tecidos linfbides secundérios®'.

Os linfocitos Treg induzem a apoptose dos linfocitos B através da libertagao de
granzima B. Através de alguns estudos foi possivel detetar em doentes com WAS uma redugao
significativa da secregao da granzima B, e por consequéncia, uma fraca indugao da apoptose de

linfocitos B2

A inaptidao dos linfocitos Treg, deficientes em WASp em controlar os linfocitos T
efetores e os linfocitos B pode explicar parcialmente a propensao a desregulagao autoimune
em doentes com WAS. De modo a fortalecer esta relagao, alguns estudos mostraram que a
reexpressao do WASp apds uma mutagao de reversao num doente demonstrou uma
vantagem seletiva na populagao Treg com uma diminuicao correspondente na doenga

autoimune e melhoria da condic¢io clinica®'.

3.4.2. WASpP nos linfécitos T auxiliares foliculares (Tfh)

Os linfocitos T auxiliares foliculares sao um subconjunto das células T auxiliares que
colaboram na regulagao da resposta humoral. Sao células especializadas em promover a
formacao de centros germinativos, regular a proliferagao e diferenciagao dos linfocitos B, e

subsequentemente, a maturagao de anticorpos®’.

A diferenciacao em Tfh é um processo multifatorial que envolve varias etapas. O
linfocito T auxiliar naive interage com uma molécula apresentadora de antigénios que leva a
expressao da interleucina 21 (IL-21) e da proteina do linfoma 6 de linfécitos B (Bcl6). A IL-21
para além de se ligar a superficie dos linfocitos B e auxiliar na produgao de anticorpos de alta
afinidade, também contribui para a expressao do BCL6 atuando de forma autdcrina. A proteina
BCL6 é o principal fator de transcricao que atua como repressor transcricional, reprimindo
fatores de transcricao que induzem a diferenciagao de outros fenétipos de linfocitos T
auxiliares, direcionando a diferenciagao para os linfocitos Tfh. Uma vez diferenciado, o Tth

expressa o recetor de quimiocina C-X-C tipo 5 (CXCR5) que faz com que a célula migre até
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a fronteira entre a zona dos linfécitos B e T, de modo a que ocorra a ligagao com os linfécitos
B. Essa interacao leva a formagao de centros germinativos, a maturagao dos linfécitos B e a
sua diferenciagao. Para além disso, certas citocinas libertadas pelas Tfh promovem a mudanga
de classes de imunoglobulinas nos linfocitos B. Posteriormente a resposta imune, as células
Tfh tornam-se células de memodria capazes de reagir mais prontamente em caso de

reexposicio aos antigénios®.

A contribuicao dada pelas células Tfh para a patogénese da WAS ainda nao esta bem
definida. No entanto, todos os doentes com expressao deficiente de WASp evidenciam uma
frequéncia claramente reduzida de células Tfh, com atividade irregular, fraca proliferacao,
diferenciagao defeituosa e apoptose aumentada. A expressao do fator de transcricao BCL6 e
do CXCR5 também se encontra diminuida, assim como a quantidade de linfocitos Tfh de
memoria. Contudo, o mecanismo pelo qual a deficiéncia do WASp leva a estas alteragoes nao

esta totalmente identificado®.

A nivel dos centros germinativos constatou-se uma diminuicao progressiva dos
mesmos assim como regides mais reduzidas de linfocitos T e linfocitos B*. Estas perturbagdes
juntamente com os defeitos gerais dos linfécitos Tfh, evidentemente, prejudicam a resposta

humoral, contudo, os linfécitos B também defeitos intrinsecos.

3.5. WASpP nos linfécitos B

Os linfocitos B sao células pertencentes a linhagem linfoide. As células precursoras
permanecem na medula 6ssea durante todos os estagios de maturagao (Pré-B, Pré-B, linfocitos
imaturos, linfocitos B maduros). Uma vez maduros, os linfocitos migram até aos orgaos
linfoides secundarios onde podem dar inicio a uma resposta imunolégica ou re-circular pelo

sangue ou linfa®'.

Estas células estao incluidas no sistema imunoldgico adaptativo, estando encarregues
da imunidade humoral, que se carateriza pela produgao e libertagao de anticorpos com

capacidade para neutralizar ou destruir os respetivos antigénios®'.

Para que tal acontega, os linfécitos B tém de ser ativados, o que ocorre através da
ligacao do recetor das células B (BCR) com o epitopo antigénico das células alvo. Os BCRs
sao constituidos por uma imunoglobulina presente na membrana plasmatica responsavel pelo
reconhecimento do antigénio. Para além disso, os BCRs incluem duas cadeias peptidicas, Iga

e IgB, cuja fungio é dar inicio a cascata de sinalizagio intracelular ap6s a ligagio ao antigénio®.
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RECETOR DOS
LINFOCITOS B

9 v Figura 12. Estrutura dos recetores dos linfécitos B. Os BCRs sdo constituidos por uma
imunoglobulina e duas cadeias peptidicas, Iga e IgB. A imunoglobulina tem duas cadeias pesadas
idénticas, com uma regido variavel (assinalada com V) e trés ou quatro regices constantes. As
duas cadeiras leves também apresentam uma regido variavel, porém, sé tém uma regido
constante. O antigénio liga-se ao recetor nas regides variaveis de ambas as cadeias. (Adaptado
de 21)

De modo a alcancar a sinalizagdo ideal em resposta ao antigénio, o linfocito B
experimenta alteragoes morfoldgicas de elongagao e contracio do BCR. Os linfocitos
expandem o seu contato com o antigénio através da polimerizagao de actina na borda da zona

de contato do BCR®.

A ativagao dos linfocitos B pode derivar de dois caminhos distintos: a resposta T
independente e a resposta T dependente. No caso da resposta T dependente, a ativagao dos
linfocitos B requer a colaboragao das células T auxiliares foliculares, como referido
anteriormente no ponto 3.4.2.. Este tipo de resposta desencadeia uma série de eventos
intracelulares que levam a proliferagao e diferenciagao destas células em plasmécitos com
producao de imunoglobulinas com alta afinidade para o epitopo antigénico que originou a

resposta e em linfécitos B de memoria®'.

Por outro lado, a resposta T independente faz parte da imunidade inata, acabando por
preencher a lacuna temporal necessaria até a producgao e libertacio de anticorpos de alta
afinidade pela resposta T dependente. Este tipo de resposta é mediado, em parte, pela
populacao especializada de linfécitos B nas zonas marginais do bago, os MZ-B. Este subtipo de
linfocitos B reage a estimulos antigénicos, normalmente polissacarideos, e diferencia-se em
plasmécitos de curta duragao. Tais plasmocitos, libertam anticorpos Unicos, os IgM,

apresentando baixa afinidade®'.

Os doentes com WAS apresentam valores anormalmente baixos de células Pré-B, de
linfocitos B imaturos e maduros. A semelhanca das células imunoldgicas acima descritas, estes
linfocitos B também revelam protusdes defeituosos, e consequentemente, dificuldade na
migragao. As alteragoes na motilidade podem explicar varios defeitos encontrados, tais como
o numero reduzido de linfocitos B no sangue e a morfologia anormal do bago e dos ganglios
linfaticos®.

De igual forma, a migracao defeituosa parece ser a causa aparente do défice de
linfocitos MZ-B na zona marginal do bago, contudo, a fraca retengao das células nessa zona

também parece estar envolvida. A retengao destes linfocitos € mediada por integrinas, que na
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auséncia de WASp, sao afetadas, como ja foi referido no ponto 3.1.. A redugao de linfécitos
B é consistente com a resposta comprometida que se faz notar face a antigénios

polissacarideos®.

A sinalizagao através do BCR encontra-se prejudicada, o que resulta numa deficiente
formagao de sinapses imunoldgicas e consequentes falhas na ativagao dos linfocitos B. A
reduzida resposta dos linfocitos B face a polarizagao por parte dos linfocitos T pode justificar
os defeitos detetados em relagao a diferenciagao dos linfocitos e a mudanga anormal da classe
de imunoglobulina. A quantidade de linfocitos B de memoria encontra-se reduzida, assim como

a de alguns anticorpos produzidos pelos plasmécitos®.

A autoimunidade é, maioritariamente, associada as células Treg porém, alguns estudos
demonstraram que a delegao seletiva do gene WAS nas células B pode levar a
hiperproliferagao de autoanticorpos. Desta forma, é possivel afirmar que a disfungao intrinseca

dos linfécitos B é suficiente para estabelecer a autoimunidade®.

3.5.1. WASpP nos linfécitos B10

Recentemente foram detetados linfocitos B reguladores que inibem as respostas
imunes inflamatorias. Um dos mecanismos mais descrito pelo qual estes linfocitos suprimem
a inflamagao € a secregao da citocina anti-inflamatoéria IL- 10, dai a designagao de linfocitos B10.
Ao produzir IL-10, os linfocitos BI0 medeiam a supressao da inflamagao através de varios
mecanismos, incluindo a regulagao negativa da produgao de citocinas pro-inflamatdrias, como
o IFN-Y. Estas células desempenham fung¢oes imunes significativas, incluindo a manutengao da
tolerancia periférica, a regulagao da eliminagao de patogénios e a modulagao da resposta imune

antitumoral®’.

A semelhanca dos linfocitos B, os linfocitos BI0 recebem sinais externos através do
BCR, que levam a ativagao da WASp e posterior reorganizagao do citoesqueleto. Este
processo é crucial para a migragao e adesao das células que sao fundamentais para a ativagao,
desenvolvimento e fungao dos linfocitos BI10. A defeituosa sinalizagao do BCR, juntamente
com a anormal migracao e adesao, parece explicar os niveis reduzidos destas células em

doentes com WAS®,

Embora o papel das células BIO ainda nao esteja claramente definido, é possivel

especular que a sua deficiéncia possa contribuir para os disturbios autoimunes.
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4. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

A abordagem de tratamento em doentes com WAS ¢ adaptada as manifestagoes
clinicas e ao grau de gravidade. Em casos menos severos, onde o risco das opgoes de
tratamento definitivas € considerado demasiado elevado, pode ser usado o tratamento
destinado a gerir as manifestagoes clinicas individuais. Neste caso, o tratamento nao € curativo,
porém, é o suficiente para preservar a qualidade de vida do doente. Quando possivel, o
tratamento de escolha é o transplante de células estaminais hematopoiéticas (HSCT). Como
alternativa, pode-se recorrer a terapia génica, sobre a qual foram reportados avangos recentes.
Esta terapia ainda se encontra sob investigacao, pelo que, apenas € utilizada nos casos em que

nao se encontra nenhum dador compativel para o HSCT®.

Sintomas o Tratamento das Dador izma'o idéntico Doente > | ano de idade
severos manifestagées clinicas — Dador néo relacionado HSCT
compativel
1 5
Doente < |
Procura de dador ano de idade Complicagdes HSCT assim
que ameagam -
) que atinja |
a vida do NAO .
ano de idade
doente?
Auséncia de WASp
oule —  Transplante haploidéntico
Mutagdo nonsense, —>  Dador incompativel
Sintomas e il — Terapia geénica
moderados
Diminui¢ao de WASp
— oule
Mutagio missense Caso se desenvolvam manifestagoes
= =+ clinicas severas, deve-se considerar o
: HSCT ou a terapia génica.
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Figura 13. Algoritmo de tratamento para doentes com WAS e XLT. Os algoritmos de tratamento para doentes
com WAS/XLT dependem do quadro clinico, da expressao da proteina e da mutagio genética. (Adaptado de ¢°)

4.1. Terapéutica na imunodeficiéncia

A prevencao e o tratamento imediato de infe¢oes sao um dos pilares de um tratamento
eficaz nos doentes com WAS. Nos casos especificos em que se esta a considerar o HSCT, ¢
ainda mais necessario a atengao a prevengao e tratamento de complicagoes infeciosas de modo

a limitar a morbilidade pré-HSCT”.

Em doentes com sinais ou sintomas clinicos de infecao, € fundamental uma avaliagao e
tratamento imediatos. A avaliagio deve ser exaustiva até que a fonte da infegao seja
descoberta, podendo incluir avaliagoes invasivas. Na maioria dos casos, é necessario recorrer

ao tratamento antibiético parenteral empirico”.
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A decisao acerca do inicio da quimioprofilaxia e da inclusao de medicamentos antivirais,
antibacterianos e/ou antifingicos, depende da frequéncia, gravidade e tipo de infegoes
identificadas em cada doente individualmente. Ou seja, no caso de doentes que tiveram
infecoes virais significativas, pode-se considerar o uso de agentes antivirais profilaticos. Assim
como, no caso de doentes com infegoes sinopulmonares bacterianas recorrentes, pode-se
recorrer ao uso de antibidticos profilaticos. Para além disso, na situagao de doentes que foram
submetidos a esplenectomia, todos os doentes devem ser medicados com antibidtico

profildtico para o resto da vida™.

Doentes com infegoes recorrentes, niveis quantitativos de imunoglobulinas anormais
ou respostas defeituosas de anticorpos devem iniciar o tratamento de reposicao de Ig. Devido
a tendéncia de sangramento na WAS, a maioria dos médicos prescreve a terapia com

imunoglobulina intravenosa em vez de injecdes de imunoglobulina subcutinea’'.

4.2. Terapéutica na autoimunidade

As complicagdes autoimunes requerem uma terapia imunossupressora, o que pode ser
desafiante devido a imunodeficiéncia presente em doentes com WAS. Alguns casos de
autoimunidade podem ser secundarios e estar associados a patogenos infeciosos, sendo

bastante importante fazer um correto diagndstico’.

Os corticosteroides sao amplamente utilizados, no entanto, apenas 10% dos doentes
sao sensiveis a monoterapia com corticosteroides. Dado a este facto, € frequente a associagao
a outros medicamentos imunossupressores, como a ciclofosfamida, azatioprina e ciclosporina.
Para além disso, pode-se recorrer a utilizagao de anticorpos monoclonais como é o caso do
rituximab (anti-CD20) que leva a destruigao de linfocitos B, revelando-se um complemento

atil 3 terapia imunossupressora’’.

Em doentes com WAS, nos quais esta a ser considerado o HSCT é necessaria uma
atengao redobrada uma vez que a autoimunidade pré-HSCT parece estar associada a um risco

aumentado de autoimunidade pés-HSCT™>

4.3. Transplante de células estaminais hematopoéticas (HSCT)

O transplante com células estaminais hematopoéticas & o Unico tratamento curativo
para o sindrome de Wiskott-Aldrich. Apesar do risco de complicagoes pos-transplante, existe

um consenso de que doentes com WAS classica, com um score igual ou superior a 3, devem
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ser transplantados. Ja o uso do HSCT num fenétipo menos severo, como no XLT, ainda é
controverso devido a excelente sobrevida com o tratamento sintomatico. No caso de doentes
com XLT que apresentem complicagoes, o HSCT pode ser considerado, especialmente se
houver um dador irmao com HLA (Antigénio Leucocitario Humano) idéntico. Portanto, a

decisio de realizar ou nio o HSCT em casos mais leves do sindrome, é tomada caso a caso’’.

A taxa de sobrevivéncia apés o HSCT ¢ elevada, porém qualquer doente sujeito a um
transplante é exposto a complicagoes pos- HSCT, como a doenga aguda ou crénica do enxerto
contra o hospedeiro (DECH) que é observada especialmente no primeiro ano apds o

transplante’™.

Varios critérios afetam o nivel de sucesso do HSCT, dos quais os mais importantes sao
o regime de condicionamento, a fonte dadora, a idade, o estado clinico do recetor no

momento do HSCT e a fonte do enxerto”.

O procedimento do HSCT tem inicio num regime de condicionamento mieloablativo,
no qual se destroi irreversivelmente a medula ssea. Para o efeito, recorre-se, por norma, ao
bussulfano. Para além deste farmaco, € ainda administrado um imunossupressor, como a
ciclofosfamida, que visa evitar a rejeicao apds o transplante. As altas doses de quimioterapia a
que o doente é submetido podem trazer complicagoes, pelo que estao a ser realizados varios

estudos de modo a descobrir regimes de condicionamento menos téxicos’”’.

O tipo de dador é um fator a ter em consideragao na utilizagio do HSCT em doentes
com WAS. Como esperado, os melhores resultados de transplante sao obtidos com dadores
irmaos com HLA idénticos e dadores nao relacionados compativeis enquanto que as menores
taxas de sobrevida estio associadas a dadores nao relacionados incompativeis”.
Historicamente, os dados relativos a transplantes haploidénticos, nos quais, a compatibilidade
recetor/dador é de apenas 50%, nao sao favoraveis devido a alta mortalidade associada a
DECH. Porém, atualmente, conseguiu-se superar essa complicagao e na falta de dadores

compativeis, pode-se recorrer a um dador haploidéntico’.

No cenario da WAS, a idade do recetor no momento do HSCT é um fator importante.
Doentes com idade mais avangada, isto €, com mais de 5 anos de idade, no momento do
transplante estao associados a uma sobrevida inferior. Os doentes submetidos ao HSCT com
dador nao relacionado compativel em idades mais jovens apresentam resultados comparaveis
aos transplantes com dadores irmaos com HLA idéntico, provando que a idade é um fator

critico. No entanto, o transplante nao é recomendado em doentes com menos de | ano,
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devido a falta de informagao. Nesta situagao, o transplante s6 deve ser considerado caso o

doente apresente complicagdes que ameacem a sua sobrevivéncia’”’.

Relativamente ao estado clinico, os doentes que se encontram em melhores condigoes

clinicas revelam uma menor taxa de complicagdes pés- HSCT”>.

A maioria da experiéncia clinica no HSCT em doentes com WAS esta associada ao uso
da medula 6ssea. Esta fonte de enxerto fornece resultados excelentes, a semelhanca de
transplantes que recorrem ao sangue do cordao umbilical. No entanto, outras fontes de células
dadoras, como células estaminais do sangue periférico, também podem ser consideradas,

embora exista um risco maior de DECH”.

4.4. Terapia génica

Em média, o HSCT de dadores familiares idénticos ao HLA apenas esta disponivel para
uma quantidade relativamente baixa de doentes transplantados, rondando os 20%. Embora o
HSCT esteja em constante aperfeicoamento, a morbilidade e mortalidade associada ao
transplante de dadores incompativeis justifica a investigagao de tratamentos alternativos como

a terapia génica'.

A terapia génica tem por base a inser¢ao de um gene funcional dentro das células do
doente de forma a substituir o gene defeituoso e promover a correta produgao de proteinas.
Para que o gene seja colocado no interior da célula, é necessaria a utilizagao de um vetor, que
normalmente é um virus devido a sua capacidade de entrar na célula humana e inserir os seus

genes®.

Esta estratégia terapéutica oferece varias vantagens em relagio ao transplante.
Primeiramente, a terapia génica é um tratamento disponivel a todos os doentes. Em segundo,
o risco de rejeicao do enxerto € mais reduzido, o que se traduz numa necessidade menor de
regime de condicionamento e imunossupressao pos-transplante eliminando as possiveis

complicagbes que poderiam advir desses procedimentos'.

As primeiras tentativas de terapia génica na WAS, que recorreram a um vetor
retroviral, melhoraram substancialmente os parametros imunolégicos, contudo, apresentaram

uma percentagem elevada de doentes que desenvolveram leucemia aguda®'.

Esses valores levaram os investigadores a utilizar outro vetor, nomeadamente o vetor
lentiviral (LV) derivado do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A terapia génica revelou

ser eficaz no tratamento de WAS, com estudos a demonstrar uma reconstituicao imunologica
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adequada, capaz de fornecer protegao contra infe¢coes e controlo da autoimunidade na maioria
dos doentes. Porém, a trombocitopenia revelou-se persistente em varios doentes, embora de

forma mais branda e principalmente assintomatica®.

A toxicidade limitada e a auséncia de mortalidade nos doentes tratados com terapia
génica com vetor lentiviral contrasta com o potencial de morbilidade, mortalidade e
complicagoes a longo prazo em doentes tratados com HSCT, o que leva a que a terapia génica
pareca uma opgao mais favoravel. Contudo, ao contrario da terapia génica, os dados sobre o
HSTC derivam de observagoes de centenas de doentes, o que induz um nivel mais alto de
confianga neste tipo de tratamento®. Atualmente, a experiéncia com terapia génica apenas
demonstra seguranca e eficacia a curto e médio prazo, sendo o acompanhamento mais longo
de aproximadamente 9 anos. O tempo relatado de ocorréncia de leucemia no estudo
retroviral foi entre os | e 5 anos, sendo que, até ao momento, nenhum doente desenvolveu
neoplasias. Todavia, € crucial manter o acompanhamento ao longo da vida de todos os doentes

tratados com terapia genica®.
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5. CONCLUSAO

O Sindrome Wiskott Aldrich carateriza-se por imunodeficiéncia e autoimunidade,
sendo possivel identificar alteragoes na fungdo das células do sistema imunolégico. As
anomalias detetadas sao, essencialmente, na migragao, adesao, proliferagao, fagocitose e
sinalizagao celular, que sao fungoes dependentes do citoesqueleto. Estas descobertas sao
consistentes com a deficiéncia em WASp, uma vez que esta proteina esta intimamente

envolvida na polimerizagao de actina.

Embora tenha sido feito um amplo progresso no entendimento das bases
fisiopatologicas desta patologia, a WAS continua a ser um desafio clinico e a requerer uma
abordagem multidisciplinar. E de esperar que a medida que as pesquisas avangam, o
entendimento sobre os mecanismos seja mais aprofundado e que seja possivel aprimorar a

precisao do diagnostico, bem como a eficacia dos tratamentos.

Na década de 60, a expectativa de vida em doentes com WAS era bastante reduzida
motivada pelas graves complicagoes da patologia. Atualmente, mesmo na auséncia do
tratamento curativo (HSCT), a expectativa de vida aumentou até a idade adulta, gragas as
modernas opg¢oes de profilaxia e de tratamento das manifestagoes clinicas. A evolugao em
direcao a aplicagao da terapia génica como tratamento fornece algum otimismo, porém, sao
necessarios mais estudos e periodos de observagao mais longos para determinar se este tipo

de tratamento pode oferecer uma cura definitiva para os doentes afetados.
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