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Resumo

Realizado no ambito da Unidade Curricular “Estagio Curricular” do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, o presente
trabalho contem: o Relatério de Estagio em Industria Farmacéutica, realizado junto da equipa
responsavel pelo Cosmedesk, no periodo de 3 de maio de 2021 a 30 de julho de 2021; o
Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria, realizado na Farmacia S. José, Coimbra, no
periodo de 3 de janeiro a 30 de abril de 2021; e a monografia intitulada “Senolytics and

Senomorphics for the Treatment of Osteoarthritis’.

Palavras-chave: Farmacia Comunitaria; Cosmedesk; Osteoartrite; Senescéncia celular;

Senoliticos; Senomoérficos.

Abstract

Carried out within the scope of the Curricular Unit “Curricular Internship” of the Integrated
Master's Degree in Pharmaceutical Sciences at the Faculty of Pharmacy of the University of
Coimbra, this work contains: the internship report in Pharmaceutical Industry, carried out
with the team responsible for Cosmedesk from May 3", 2021 to July 30", 2021; the internship
report in Community Pharmacy, carried out at Farmacia S. José, from January 3rd to April
30th, 2021; and the monograph entitled “Senolytics and Senomorphics for the Treatment of

Osteoarthritis”.

Keywords: Community Pharmacy; Cosmedesk; Osteoarthritis; Cellular Senescence;

Senotherpeutics; Senolytics; Senomorphics.
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Nota Introdutéria

Chegado o quinto ano do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas foi tempo de colocar
em pratica os conhecimentos adquiridos durante a formagao curricular. O estagio em Farmacia
Comunitaria permite um primeiro contacto com a realidade do mercado de trabalho que nos

aguarda.

Com o avangar do tempo, o farmacéutico evoluiu e passou a desempenhar um papel cada vez
mais importante e abrangente na salude dos cidadaos e na salde publica. Nunca perdendo o
foco enquanto especialista no medicamento, e em tudo o que lhe diz respeito, o farmacéutico
alargou as suas capacidades e os servigos disponiveis nas farmacias, para garantir que as

necessidades de saude e bem-estar dos seus utentes sao correspondidas.

Sendo, por vezes, a Unica estrutura de salde acessivel e sempre de portas abertas aos cidadaos,
a Farmacia Comunitdria e as suas equipas técnicas constituem uma linha da frente da Saude,
pronta a ajudar nas mais diversas necessidades apresentadas pelos utentes. Esta resposta pode
passar por aconselhamento terapéutico ou por encaminhamento para outros profissionais de

saude.

Os farmacéuticos, técnicos de farmacia e restantes profissionais nas farmacias tém assim de
trabalhar em equipa e estar capacitados para lidar com as mais diversas situagoes que lhes sao
impostas no quotidiano. Pude testemunhar esta capacidade de adaptagao e resiliéncia, e de
disponibilidade para com o outro e para com o Pais, pessoalmente, no meu periodo de estagio

que decorreu durante a pandemia do SARS-COV-2.

A minha escolha para realizagao de estagio recaiu sobre a Farmacia Sao José (FS)) pela sua
reconhecida qualidade no aconselhamento e atendimento e pela sua excelente localizagao que
traz ao atendimento uma pandplia de utentes com as mais diversas necessidades. O meu
estagio decorreu de 3 de janeiro a 30 de abril de 2021 sob a orientagao do Dr. Paulo Monteiro,
Diretor Técnico e proprietario da Farmacia Sao José, e com o indispensavel auxilio da sua

equipa técnica.

Este Relatorio de Estagio tera por base uma andlise SWOT sobre as atividades realizadas, as
experiéncias vividas e os ensinamentos adquiridos durante o mesmo, e contem ainda alguns

casos clinicos presenciados durante este periodo.



Analise SWOT

Tabela |I: Andlise SWOT - Pontos Fortes, Pontos Fracos, Oportunidades e Ameacas do Estagio em
Farmacia Comunitaria na Farmacia Sao José.

- Diversidade de tarefas executadas.

Pontos Fortes | _ Equipa técnica.

- Aplicagao de conhecimentos teodricos adquiridos durante formagao académica.

- Dificuldade no aconselhamento e na comunicacao com o utente.

Pontos Fracos | _  yjlizacio de duas versdes do Sifarma® em simultineo.

- Conhecimento limitado em determinadas areas.

- Localizagdao da farmacia e diversidade de utentes.

Oportunidades | ~ Acesso a medicamentos hospitalares em regime ambulatorio na farmacia
comunitaria.

- Formagdes durante periodo de estagio.

- Pandemia dificultou atividades como aconselhamento e rastreios.

Ameagas - Dificuldade no tratamento de receitas manuais e sub-sistemas/ organismos de

salide/ comparticipagao.

A. Pontos Fortes

a. Diversidade de tarefas executadas

Ao longo do meu estagio tive oportunidade de perceber a grande variedade de tarefas
realizadas pelos profissionais que trabalham nas farmacias e que vao muito para além do que

o utente Vé.

No periodo inicial do estagio, o ensino baseou-se nas tarefas de backoffice nomeadamente de
compras e encomendas. Isto permitiu adquirir conhecimento base para as outras tarefas que
viria a desempenhar posteriormente no estagio. Percebi como ¢é feita a gestao do inventario,
cujas necessidades variam constantemente e devem ser rapidamente adaptadas. Executei
tarefas como pedido e recegao de encomendas, arrumagao de produtos, gestao e verificagao

de stock.

Uma mais-valia foi entender como funciona a comunicagao entre a farmacia, os distribuidores
e representantes de marcas e industrias. Enquanto estabelecimento comercial a farmacia deve
também ter uma forte componente de marketing. Neste ambito auxiliei a equipa em contagens
fisicas para verificagdo de stocks, constru¢io de montras e criagio de campanhas
promocionais. As campanhas promocionais sao uma forma de atrair o cliente e de libertar o

stock de produtos mais parados.



A FS) tem um laboratério para produgao de Medicamentos Manipulados pelo que me foi
possivel produzir os mesmos. A necessidade de produzir medicamentos manipulados acontece
quando a industria nao consegue dar resposta a necessidade dos utentes. Os casos mais
frequentes era a necessidade de adaptar dosagem que apenas existem no mercado para adultos
em forma e dosagem para administragao pediatrica. O produto manipulado mais pedido era
Minoxidil, manipulado em capsulas, para tratamento e prevenciao da perda de cabelo em

algumas situagoes de alopécia.

A tarefa que distingue o farmacéutico dos restantes profissionais de saide é o aconselhamento
farmacéutico. O atendimento dos utentes nao se limita apenas a dispensa dos produtos, é
necessario entender as necessidades individuais de cada utente, aconselhar a terapéutica
apropriada e garantir que o utente fica esclarecido quando ao plano terapéutico. Apesar das
insegurangas iniciais com motivagao e auxilio por parte da equipa da FS] melhorei as minhas

capacidades de aconselhamento e comunicagao.

b. Equipa técnica

Pelo grande volume de atendimentos, a Farmacia Sao José necessita de uma equipa com
elementos capazes e de elevado profissionalismo. Existe uma grande variedade de tarefas pelas
quais a equipa técnica é responsavel, desde obrigagoes administrativas a gestao e reposicao de
stock, preparagao de manipulados, atendimento ao publico e outras. A distribuicao de tarefas
e responsabilidades pelos elementos da equipa técnica sao essenciais para garantir que todas

as tarefas sao completadas com sucesso.

Durante a adaptagao a este novo contexto, a equipa técnica da Farmacia Sao José mostrou-se
sempre disponivel para ajudar e a ensinar os estagiarios nas mais diversas tarefas realizadas
dentro da farmacia. Sabendo que cada pessoa tem os seus pontos fortes, foi importante
perceber como cada profissional usa as suas melhores competéncias para obter um melhor
resultado para a equipa. Saliento a atengao e disponibilidade de toda a equipa técnica para
ajudar todos os utentes que se dirigiam a este espago, especialmente perante a situagao

pandémica.

c. _Aplicacio de conhecimentos teéricos adquiridos durante formacao académica

Apos 4 ano e meio de ensino tedrico foi gratificante ver finalmente a sua tradugao para a
pratica. Poder ver a equipa técnica em agao, farmacéuticos e técnicos, permite reconhecer o
valor dos conhecimentos adquiridos durante o curriculo bem como a importancia dos

mesmos.



B. Pontos Fracos

a. Dificuldade no aconselhamento e na comunicacio com o utente

A tradugao dos conhecimentos teoricos para a pratica é dificil e como este é o primeiro
contacto com os utentes a comunicagao carece ainda de pratica para ser a mais adequada.
Apesar de durante o curso resolvermos casos praticos de aconselhamento em aula, a realidade
das situagoes dos utentes tem muitas variantes que dificultam até os aconselhamentos que
poderiam parecer simples. Como este é o primeiro contacto com utentes € um pouco dificil

ter confianga e seguranga nos atendimentos iniciais.

A situagao pandémica que implicou o uso de mascara e acrilicos e o devido distanciamento
social tornou ainda mais desafiante a interagao com os utentes e a compreensao para ambas
as partes. A pandemia criou insegurancga e receio na populagao de forma geral. Alguns doentes
receavam ida ao hospital e dirigiam-se a farmacia para situagdes que requeriam atengao

médica, para diagndstico e/ou prescrigao médica.

®

b. Utilizacio de duas versoes do Sifarma® em simultaneo

O Sifarma®' é a grande base de trabalho da farmacia, é usando para tarefas de gestio e
atendimento. Esta ferramenta auxilia na gestio de produtos, encomendas e registo de

movimentos de compras e vendas e consumos.

No final de 2020 uma nova versio do Sifarma® comecou a ser utilizada com o objetivo de
substituir o Sifarma2000®. No entanto, nem todas as funcionalidades foram transpostas para

a nova versao, obrigando assim a utilizagao das duas versoes.

A maioria das tarefas relacionadas com encomendas, historico de consumos e gestao de stocks
e validades tem ainda de ser realizada na versao antiga do sistema. O atendimento ¢€ realizado
na nova versao exceto em situagoes para as quais esta ainda nao tem solugao ou nao funciona
corretamente. Sendo estas algumas campanhas promocionais e consulta de historicos de

utentes anteriores a novembro de 2020.

A dificuldade de trabalhar com estas duas versoes do Sifarma® deve-se a sua disparidade na
otica do utilizador. Uma é mais intuitiva a nivel visual, ao passo que a outra funciona mais por

atalhos de teclado e por abertura e fecho de janelas.



c. Conhecimento limitado em determinadas areas

Apesar do plano curricular do MICF ter algumas unidades curriculares que procuram
diversificar a formagao para abranger outros produtos que nao o medicamento, esta formagao

nao é suficiente no momento de chegada ao estagio.

Areas como a dermocosmética e os produtos para uso veterinario sio abordados durante o
curriculo mas a grande diversidade de situagoes apresentadas pelos utentes e o grande volume
e diversidade de produtos tornam dificil o aconselhamento nestes ambitos. As formagoes
durante o periodo de estagio, observagao de aconselhamento feito pela equipa da FS) e alguma
pesquisa permitiram adquirir algum conhecimento nestas areas e diminuir a dificuldade no

aconselhamento.

C. Oportunidades

a. Localizacao da farmacia e diversidade de utentes

A localizagdo da Farmacia Sao José permite o contacto com utente de diferentes origens
sociais e com diferentes necessidades. A variedade de situagoes permitiu ver a equipa técnica
adaptar o seu atendimento para cada doente e aprender sobre interagao utente-farmacéutico-

medicamento.

A FS|, para além de utentes habituais, alguns polimedicados e/ou doentes crénicos, chegam
utentes de unidades de saude publicas e privadas e utentes que procuram solucao para

situagoes agudas e esporadicas.

b. Acesso a medicamentos hospitalares em regime ambulatorio na farmacia

Pela proximidade ao Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra, a FS} possui também o
servigo de dispensa de medicamentos provenientes da farmacia hospitalar. O servigo pode ser
solicitado pelos utentes Este servigo foi especialmente valioso perante a situagao pandémica.
Uma vez, que evitava a deslocagao dos utentes ao ambiente hospitalar e a exposi¢ao a riscos

inerentes.

Este é um possivel futuro servigo das farmacias que com as necessarias adaptagoes, como a
criagao de beneficios para farmacias aderentes, pode ser bastante vantajoso para doentes,

farmacias e Sistema Nacional de Salde.



c. Formacdes durante periodo de estagio

Durante o meu estagio tive oportunidade de participar em diversas agoes de formagao. Apesar
da situagdo pandémica foi possivel assistir as mesmas em formato online. Estas formagoes
permitiram adquirir novos conhecimentos e esclarecer dividas em campos como
aconselhamento dermocosmético, suplementagao alimentar, auxiliares do sono e algumas

patologias como endometriose.

Sem duvida que estas formagoes sao uma mais-valia nao sé para os estagiarios como também
para os profissionais, que assim se podem inteirar de novos avangos cientificos e novos
produtos, e tém oportunidade de esclarecer e expor as suas duvidas junto de outros

profissionais.
D. Ameagas

a. Pandemia dificultou atividades como aconselhamento e rastreios

Apesar dos esforgos para trabalhar o mais perto da normalidade possivel, a pandemia do SAR-
COV-2 condicionou o trabalho didrio. Para além das medidas restritivas a nivel de
distanciamento, horarios de circulagao na via publica e da tipologia de produtos vendidos,
atividades de rastreio e aconselhamento para patologias ou situagoes mais especificas nao
foram possiveis. Como o meu estagio se realizou num dos periodos mais conturbados estas

consequéncias foram bem visiveis no movimento na farmacia.

Perante a situagao pandémica os utentes apresentavam insegurangas e ansiedade e, por vezes,
condicionantes financeiras acrescidas. Nestas condicoes, o aconselhamento e a assimilacao da
informacao pelo doente é condicionada e posta em risco. Era necessario uma disponibilidade
extra dos profissionais para esclarecer duvidas referentes as constantes informagoes
divulgadas nos meios de comunicagao social, nem sempre as mais corretas e que geravam

alarmismo e confusao na populagao.

b. Dificuldade no tratamento de receitas manuais e sub-sistemas/ organismos de

saude/ comparticipacao

Apesar das restritas situagoes em que as receitas manuais ainda sao aceites, o volume que
chega as farmacias ainda é consideravel. A receciao e tratamento destas nao é facil, requer
olho treinado para confirmar a sua validade, para interpretar a prescricio que nem sempre
esta nas condigoes mais legiveis, e um conhecimento dos diferentes sistemas de saude e

respetivos métodos de comparticipa¢ao, de forma a nao prejudicar nenhum dos implicados.



A utilizagao deste meio de prescrigao cria erros e problemas que seriam facilmente evitados
com substituicao por Receita sem Papel. Perante a acessibilidade a sistemas informaticos, por
parte das diferentes unidades de salde e prescritores, as regras para prescricaio manual
2deveriam ser mais estritas. Num futuro préximo as Receitas Manuais deveriam deixar de ser

utilizadas pelo seu obsoletismo.

Casos Praticos

Caso Pritico |: Micose maos e pés

Utente de 50 anos, do sexo feminino dirige-se a farmacia para adquirir medicamentos da sua
terapéutica regular. Durante atendimento era percetivel que doente apresentava lesoes

interdigitais nas maos. Era visivel descamagao e irritagao na zona das lesoes.

IF: Farmacéutica questionou se a utente sentia desconforto nas lesoes apresentadas e se sabia
a causa, ao que a utente disse desconhecer a causa e que apresentava comichao e desconforto
pois ja apresentava fissuras nas lesoes. Apos observagao mais atenta a farmacéutica perguntou
se apresentava mais lesoes semelhantes em outras zonas do corpo ao que a utente respondeu
que tinha lesoes semelhantes nos pés. Foi entao explicado que se poderia tratar de uma
situagao de transmissao de pé de atleta (7inea pedis) e aconselhou antifingico mitotico,
clotrimazol, em creme. O tratamento deve ser 2 a 3 vezes por dia durante 3 ou 4 semanas
para eliminar a infecao fungica, mas a duragao de tratamento pode variar consoante a gravidade
e a extensio da infecio. E importante relembrar que o tratamento deve ser feito até ao fim
mesmo apos desaparecimento de lesoes. Como medida extra de tratamento e prevengao foi
sugerido produto em poé ou spray para desinfecao do calgado. Foi salientada a importancia de
manter as zonas afetadas o mais secas possivel. Apds banho, zonas de lesao devem ser bem
secas e com toalhas diferentes das utilizadas para o resto do corpo. Meias devem ser trocadas
frequentemente e, se possivel, deve ser usado calgado aberto para reduzir humidade nos pés
e evitar reincidéncias. Por fim, a utente foi aconselhada a procurar aconselhamento médico se
nao obtivesse melhorias, podendo ser necessaria toma oral de antimitoticos. Durante o
tratamento nao devem ser partilhados itens de calgado, toalhas ou roupa de cama de forma a
evitar novos contagios. Para esta utente o tratamento deve ser feito concomitantemente nas
maos e nos pés. Primeiro deve aplicar o produto nas lesdes nos pés, utilizando um aplicador.
De seguida deve ser feita higienizacao e desinfecao das maos. Apos uma secagem cuidada, o
antimitético deve ser aplicado nas lesoes das maos utilizando um aplicador apropriado.

Coabitantes devem também ser avisados para que possam tomar medidas preventivas. > *



Caso Pratico 2: Contracegao de Emergéncia

Utente do sexo feminino, 20 anos, pede contracegao de emergéncia apds rotura do

preservativo durante relagao sexual. Refere nao utilizar nenhum contracetivo hormonal.

IF: A Contracegao de Emergéncia (CE) tem com objetivo evitar gravidezes nao planeadas em
algumas situagoes entre as quais relagoes sexuais desprotegidas. Como o método contracetivo
fisico foi o unico utilizado e sofreu rotura, estamos perante uma situagao de relagao sexual
desprotegida. O atendimento deve ser feito com linguagem simples e clara. Perante a
sensibilidade da situagao, o atendimento foi continuado em gabinete. A utente foi questionada
sobre o tempo decorrido desde a relagao desprotegida, ao que respondeu 22 horas. Quando
questionada sobre outras comorbilidades, medicagoes ou hipersensibilidades negou todas as
anteriores. Foi ainda questionado se sabia a fase do ciclo menstrual ao que referiu esperar
menstruagao na semana seguinte e que a anterior tinha decorrido normalmente. Nas farmacias
portuguesas estao disponiveis dois métodos de CE sob a forma de comprimidos: contendo
[,5 mg de Levonorgestrel como substancia ativa ou contendo 30 mg de Acetato de Ulipristal.
Ambos aplicaveis na presente situagao. Foi cedido Levonorgenestrel e esclarecido que a CE

hormonal evita a gravidez e nao provoca a sua interrupgao.

Foi ainda relembrado que CE nao é método contracetivo para futuras relagdes e que devem
ser retomados ou iniciados outros métodos contracetivos apos a sua toma. A utente foi
informada que efeitos secundarios sao raros mas possiveis de acontecer. Entre os quais
nauseas, vomitos e possiveis alteragoes, retrocessos ou avangos, de até | ou 2 dias da
menstruacao. Utente deve ainda ser alertado relativamente a possibilidade de episodios de
spottings. Em situagao de vomito até 3 horas apos a toma é recomendada a repetigao da toma
de CE. Foi sugerido contacto com médico para conhecer diferentes opgoes de contracegao
de uso regular, uma vez que a sua eficacia é superior a CE, e a realizagao de teste de gravidez
se a menstruagao sofrer atraso superior a 5 dias. No final do atendimento foi confirmado que

a utente se encontrava esclarecida relativamente ao aconselhamento.

Este atendimento seguiu norma especifica para intervengao farmacéutica na Contracecao de

emergéncia publicada pela Ordem dos Farmacéuticos. *



Caso Pratico 3: Pediculose

Utente do sexo feminino, mae de uma crianga de 4 anos dirige-se a farmacia pedindo um
tratamento para a filha que apresentava uma situagao de pediculose no cabelo. Acrescentou

ainda que outras criangas da mesma escola teriam o mesmo problema.

IF: A pediculose da cabega nao esta relacionada com falta de higiene. O contagio é
normalmente direto, cabe¢a com cabega ou através de objetos como escovas de cabelo,
almofadas e acessorios de cabelo. Como a crianga tinha 4 anos e nao apresentava outros sinais

ou comorbilidades nao foi necessario encaminhamento médico.

Foi recomendado o Champd Anti-piolhos Elimax 2 em /°. Foram explicadas as medidas de
utilizagao. Antes de iniciar o tratamento deve ser colocada uma toalha sobre os ombros para
proteger pele e roupa. O produto deve ser aplicado em cabelo seco pois os oleos na sua
composicao facilitam a eliminagao dos piolhos e léndeas e simultaneamente acalmam a
comichao e irritagao do couro cabeludo. O produto deve cobrir todo o cabelo e couro
cabeludo. Apos aplicagao do produto este deve ser deixado a atuar |15 minutos. De seguida,
o cabelo deve ser penteado com pente para piolhos até retirar todos os piolhos/léndeas. Apos
a escovagem, o cabelo deve ser lavado com o minimo de agua necessaria para gerar espuma e
posteriormente enxaguado abundantemente. Secagem deve ser feita com toalha e nao com

secador. Tratamento deve ser repetido apos 7-10 dias.

Foi ainda aconselhado que todos os que se encontravam em contacto com a crianga,
especialmente em contexto familiar e escolar, fizessem o mesmo tratamento de forma a evitar
novas infestagcdes. Recomenda-se a lavagem a altas temperaturas (>60°C) de roupas,
vestuarios, acessorios, cama e banho para erradicar a possibilidade de novos contagios da
propria ou de outros. Superficies almofadadas como sofa, carpetes e cadeiras de transporte
devem ser aspiradas e/ou lavadas. Como medida de controlo foi sugerido pentear
regularmente o cabelo da crianca sobre uma toalha branca durante os |5 dias para confirmar

eficacia do tratamento.



Consideragoes Finais

O estagio em Farmacia Comunitaria permitiu-me obter uma nova visao e perspetiva do
farmacéutico comunitario. Enquanto parte da equipa durante estes meses percebi que as

tarefas vao muito para la do visivel ao olho do utente.

Se o farmacéutico ja tinha o seu papel enquanto agente de saude publica, a situagao pandémica
do SARS-COV-2 demonstrou o quanto os utentes valorizam o aconselhamento e a atencao
dada em cada atendimento. A farmacia € um local onde os cidadaos tém confianga para adquirir
informagao e aconselhamento de qualidade. Para que isto acontega os profissionais estao em

constante aprendizagem e adaptagao perante as situagoes que vao surgindo.

Sem duvida que os pontos fortes se sobrepoem aos pontos fracos fazendo um balango positivo
do meu estagio em Farmacia Comunitaria. Esta experiéncia foi uma mais-valia e uma grande
oportunidade para crescer e aprender, nao s6 enquanto futura profissional mas também a
nivel pessoal. Apos 4 anos e meio de formagao essencialmente tedrica foi muito positivo poder
ter contacto e ser parte ativa numa potencial saida profissional e ver o valor que o

conhecimento adquirido pode ter.

Sem duvida que o Dr. Paulo Monteiro e toda a equipa da Farmacia Sao José foram pegas chave
para o sucesso da minha experiéncia durante o estagio, sempre disponiveis a ensinar e ajudar
na realizagao de todas as tarefas. A Farmacia Sao José foi um otimo sitio de aprendizagem e

deu-me otimos conhecimentos base para iniciar o meu percurso profissional.
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Nota introdutoria

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) contempla um plano curricular
abrangente e diverso que prepara os seus estudantes para diferentes areas de atuagao. O
estagio curricular da, aos estudantes, oportunidade de conhecerem melhor as suas saidas
profissionais e de colocarem em pratica os conhecimentos adquiridos durante a formacgao

académica.

Os conhecimentos e competéncias obtidos durante o MICF capacitam os seus estudantes para
diversas oportunidades profissionais junto da Indlstria Farmacéutica e Cosmética. Os
produtos cosméticos estao presentes no nosso quotidiano e sao essenciais ha nossa rotina.
Considerando as futuras possibilidades profissionais achei pertinente realizar um dos meus

estagios nesta area.

Perante as oportunidades de estagio oferecidas pela Faculdade de Farmacia da Universidade

de Coimbra decidi estagiar junto da equipa multidisciplinar do Cosmedesk.

O Cosmedesk' & um inovador software regulamentar web-based, direcionado para a industria
cosmética. Permite gerir toda a informagao relativa aos produtos cosméticos, desde a
construgao de perfis toxicologicos de ingredientes a elaboragao dos necessarios documentos

regulamentares para a introdugao destes produtos no mercado.

Criado para atender as necessidades de gestao de informagao e simplificar tarefas associadas
ao processo regulamentar de introducao de produtos cosméticos no mercado, o Cosmedesk

comecou a ser comercializado em 2019 e é ja a base de trabalho de muitas empresas.

O presente relatorio tem como objetivo analisar experiéncias e aprendizagens decorrentes
do estagio, orientado pelo Dr. Daniel Ribeiro, no periodo de 3 de maio de 2021| a 30 de julho
de 2021l. Este relatério contem uma breve descricio e contextualizacao das atividades

realizadas bem como uma analise SWOT.
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Atividades realizadas

O Cosmedesk é um software regulamentar que permite aos seus utilizadores a gestao dos
seus produtos cosméticos e a producao dos documentos necessarios para a sua introdugao
no mercado. Apesar de ja trabalhar com clientes de |7 paises o seu foco principal é o mercado

europeu.

A equipa do Cosmedesk apresenta um perfil multidisciplinar que trabalha para o
desenvolvimento e correto funcionamento do software, garantindo o rigor cientifico e

regulamentar e a satisfagao dos seus utilizadores.

De acordo com o Regulamento (CE) n.° 1223/2009, um produto cosmético é "uma substancia
ou mistura destinada a ser posta em contacto com as varias partes superficiais do corpo
humano (epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, labios e genitais externos) ou com os
dentes, visando, exclusiva ou principalmente, limpa-los, perfuma-los, modificar sua aparéncia,

protegé-los, manté-los em boas condigdes ou corrigir odores". 2

Para a sua comercializagao no mercado europeu os produtos cosméticos nao necessitam de
autorizagao prévia, mas € necessaria a sua notificagao no Portal de Notificagao de Produtos
Cosméticos (CPNP, do termo inglés Cosmetic Products Notification Portal). Este registo é
feito pela Pessoa Responsavel pelo produto cosmético e tem como objetivo informar a
Comissao da Uniao Europeia e os seus Estados Membros que o produto ira ser colocado no

mercado europeu.

A Pessoa Responsavel por um produto cosmético deve certificar-se que quando o produto é
colocado no mercado cumpre as normas regulamentares atuais e deve conservar um Ficheiro
de Informagoes sobre o Produto (PIF, do termo inglés Product Information File). Este ficheiro
deve ser conservado por 10 anos apds a data em que o Ultimo lote de produto foi colocado
no mercado. O PIF contem documentos técnicos e outras informagoes e deve ser atualizado

sempre que necessario.

O Cosmedesk permite gerar automaticamente os documentos para introdugao de novos
produtos cosméticos no mercado europeu, como o PIF e o Relatorio de Seguranca do
Produto Cosmético (CPSR, do termo inglés Cosmetic Product Safety Report), de forma facil

e simples.

As primeiras atividades do meu estagio passaram pela apresentagao da equipa e dos métodos

de trabalho da mesma. De seguida, para conhecer melhor o enquadramento dos cosméticos
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e o seu processo de introdugao no mercado europeu, realizei uma pesquisa bibliografica e

elaborei um white paper sobre este tema.

Uma das tarefas chave foi a construgao dos perfis toxicologicos de ingredientes cosméticos.
Apos ter sido contextualizada sobre o processo teodrico e pratico usado para construgao
destes, tive a oportunidade de explorar autonomamente as bases de dados utilizadas, para
informagao regulamentar e cientifica. Passei entao a construgao dos perfis toxicologicos
usando bases de dados cientificas de referéncia. Durante todo o processo foram discutidas as
minhas duvidas e esclarecidas as minhas questoes pela equipa. Pude ainda criar PIF e Relatorios
de Seguranga para produtos formulados por mim, o que me permitiu perceber todos os

parametros e informagoes necessarias para gerar estes documentos.

Uma parte importante das atividades diarias consistia na pesquisa de novas guidelines ou
atualizagoes destas e novas opinioes/pareceres. O mercado dos cosméticos deve cumprir
regras nacionais e internacionais e quando estas sao alteradas o software deve ser atualizado
para que os clientes possam trabalhar em conformidade com as normas. A equipa cientifica
tem aqui um papel fulcral para ceder a informagao atualizada e correta para ser colocada a

disposigao dos utilizadores.

Ao longo do estagio tive oportunidade de participar em reunides de equipa nas quais eram
discutidos temas multidisciplinares como estratégias de marketing, oportunidades de expansao

de contactos e possiveis desenvolvimentos/atualizagoes do Cosmedesk.

Para avaliar a possibilidade de expansao e adaptabilidade do Cosmedesk a novos mercados,
elaborei uma pesquisa sobre varios mercados nao europeus relativamente ao enquadramento
regulamentar dos cosméticos nestes. Foram explorados os seguintes mercados: ASEAN
(Associacio das Nagdes do Sudeste Asiatico), China, Brasil, Japio, Australia, Africa do Sul e

Coreia do Sul.
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Analise SWOT

Tabela |I: Andlise SWOT - Pontos Fortes, Pontos Fracos, Oportunidades e Ameagas do Estagio no
Cosmedesk.

- Equipa multidisciplinar e diversidade de tarefas.

- Autonomia e espirito critico.

Pontos Fortes - Desenvolvimento de capacidade de pesquisa e familiarizagdo com bases
de dados.

- Conhecimento de mercado e regulamentos.

Pontos Fracos - Teletrabalho.

- Conhecimentos prévios limitados.

Oportunidades - Possiveis saidas profissionais.

- Contacto com diferentes idiomas.

Ameacas - Informagao discrepante nas bases de dados.

- Apenas | estagiaria.

A. Pontos Fortes

a. Equipa multidisciplinar e diversidade de tarefas

Uma vez que a equipa responsavel pelo Cosmedesk € ainda algo reduzida, foi-me possivel um
contacto proximo com todas as areas envolvidas no mesmo. Apesar da area cientifica e
regulamentar ser a mais proxima do MICF tive também oportunidade de ver o trabalho das
areas de desenvolvimento de software, recursos humanos e marketing. Foi muito positivo ver
como pessoas com formagao em diferentes campos colaboram e contribuem de diferentes

formas para garantir o melhor resultado possivel.

b. Autonomia e espirito critico

Neste estagio foi muito promovido o espirito critico e a descoberta de forma auténoma para
a realizagao das tarefas propostas. Este estimulo permitiu-me detetar algumas capacidades que
preciso de trabalhar, como a tomada de decisGes, e descobrir novas ferramentas e solugoes
para as ultrapassar. Sempre que necessario tive ajuda na realizagao das tarefas e foram

esclarecidas todas as ddvidas que surgiram.

c. Desenvolvimento de capacidade de pesquisa e familiarizacio com bases de dados

Para a elaboragao dos perfis toxicoldgicos de ingredientes tive de recorrer a diferentes bases
de dados regularmente. As maiores bases de trabalho foram a Cosmetic Ingredient Database
(Coslng) e os respetivos documentos associados, como Opinides emitidas pelo Scientific
Committee on Consumer Safety (SCCS). Outras fontes de informagao de qualidade utilizadas
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foram os relatorios de seguranga do Cosmetic Ingredient Review (CIR) e os dossiés de registo

de substancias quimicas disponiveis na base de dados da European Chemicals Agency (ECHA).

No periodo inicial nao foi facil trabalhar com estas fontes porque muitas me eram
desconhecidas, mas com a pratica e o auxilio da equipa consegui melhorar a minha capacidade

de pesquisa e de selegao de informagao.

d. Conhecimento de mercado e regulamentos

Apesar de ser abordado em algumas unidades curriculares, o mercado dos cosméticos € muito
extenso e multidisciplinar, pelo que a formagao académica do MICF s6 abrange uma infima
parte deste. Foi muito benéfico poder explorar e conhecer este mercado nos seus diferentes

ambitos e as oportunidades futuras que me pode oferecer.

Para além da componente cientifica de formulagao e analise de seguranga é ainda importante
conhecer e respeitar limitagoes e obrigagoes regulamentares que sao constantemente revistas
e atualizadas. Os produtos no mercado devem cumprir as normas e guidelines mais recentes

para garantir que os cidadaos tém acesso a produtos seguros e de qualidade.

B. Pontos Fracos

a. Teletrabalho

A situagao pandémica, provocada pelo SARS-COV-2, e as consequentes restri¢oes levaram a
que a equipa do Cosmedesk trabalhasse de forma remota e, por consequéncia, que também
o meu estagio decorresse inteiramente em modelo de teletrabalho. Apesar das inUmeras
ferramentas disponiveis para comunicagao via online, o desenvolvimento de interagoes sociais

e profissionais nao foi o mesmo que teria sido caso o regime presencial tivesse sido possivel.
b. Conhecimentos limitados da industria cosmética e da vertente regulamentar:

Os conhecimentos adquiridos durante a formagao do MICF sao variados de forma a preparar
os alunos para diferentes oportunidades profissionais. Apesar de o curriculo do MICF incluir
unidades curriculares que abordam produtos cosméticos e a area regulamentar, esta formagao
nao é suficiente para comegar a trabalhar imediatamente. Foi necessario um periodo de
aprendizagem para me inteirar do contexto regulamentar e cientifico e assim poder realizar

as tarefas propostas.
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C. Oportunidades

a. Possivel saida profissional em mercado de srandes dimensoes

A indUGstria cosmética tem um peso consideravel na economia mundial. Enquanto possivel saida
profissional foi muito positivo poder conhecer um pouco melhor o mundo dos cosméticos e
as oportunidades que tem para me oferecer enquanto futura profissional. Durante este estagio
tive também oportunidade de explorar o funcionamento de mercados para alem do nacional

e de perceber que estes sao também uma possibilidade para o meu futuro.

b. Contacto com diferentes idiomas

O Cosmedesk trabalha com clientes de |7 paises e gera documentos em 5 idiomas: portugués,
inglés, espanhol, romeno e italiano. Durante o meu estagio trabalhei com informagao em
diferentes idiomas e pude ajudar nos trabalhos de tradugao e geragao de documentos nas
diferentes linguas. Este uso diario de idiomas diferentes foi uma mais-valia que me permitiu
reavivar conhecimentos que por desuso fui perdendo. Sendo que vivemos cada vez mais numa
aldeia global é essencial conseguir comunicar e trabalhar com profissionais de diferentes

nacionalidades.

D. Ameagas

a. Falta de estudos em cosméticos e informacao discrepante entre bases de dados

A construcao de perfis toxicolégicos de ingredientes cosméticos tinha como base a
informacao cientifica disponivel em diferentes bases de dados de reconhecido valor cientifico.
Durante a realizagao das minhas tarefas deparei-me com falta de informagao relativa a alguns
ingredientes e situacoes de informagao discrepante. Aconteceu também que a informagao
existente nao era aplicavel a sua fungao e aplicagdo em cosméticos. Foi por isso necessario,
quando possivel, extrapolar informagao de aplicagoes terapéuticas ou nutricionais. A auséncia
de testagem e estudos para aplicagoes cosméticas pode comprometer a correta avaliagao de

seguranga de ingredientes e produtos.

b. Apenas | estagiaria

A presenca de outra estagidria teria sido benéfica para a discussao de ideias e dificuldades.
Apesar da dimensao da equipa do Cosmedesk acho que a presenga de 2 ou mais estagiarios

de MICF em simultaneo poderia enriquecer ainda mais esta experiéncia.
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Consideragoes Finais

Ao longo desta experiéncia pude integrar uma equipa muito focada e empenhada e aprendi
licoes valiosas para o meu futuro. A possibilidade de conhecer melhor o contexto
regulamentar dos produtos cosméticos, o desenvolvimento de espirito critico e capacidade
de decisao, a aplicagdo dos conhecimentos cientificos ao desenvolvimento de novas
funcionalidades no software e o contacto com diferentes idiomas sao algumas das mais-valias

desta experiéncia.

A drea regulamentar dos produtos cosméticos nao € um assunto muito abordado ao longo do
curriculo, mas neste estagio percebi que é uma area muito valiosa e que pode oferecer muitas
oportunidades profissionais. Perante o desenvolvimento tecnologico atual é importante saber
como valorizar as competéncias cientificas adquiridas durante o MICF. A aplicagao do
conhecimento cientifico e regulamentar para o desenvolvimento de software e outras

ferramentas € uma das oportunidades a explorar pelos profissionais.

E de salientar que o saldo positivo que atribuo a este estagio se deve a preciosa ajuda por
parte da equipa do Cosmedesk, que sempre se mostrou disponivel a esclarecer todas as

duvidas e a ensinar o caminho para atravessar as dificuldades que fui encontrando.

O estagio junto da equipa do Cosmedesk foi sem divida uma experiéncia positiva e

enriquecedora, que me ajudou a crescer a nivel pessoal e profissional.
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Monografia

“Senolytics and Senomorphics for the Treatment of

Osteoarthritis”



Resumo

A Osteoartrite (OA) é uma doenca degenerativa das articulagoes que resulta em perda de
qualidade de vida e incapacidade. A senescéncia celular, um dos fendmenos associados ao
envelhecimento, tem sido associada ao desenvolvimento e progressao da OA. Novas terapias
focadas na senescéncia celular tem sido alvo de pesquisa. Senoliticos sao farmacos que levam
a eliminagao das células senescentes. Senomorficos sao farmacos que interferem nas vias e
fatores do fenodtipo associado a senescéncia. Resultados demonstraram que os senoliticos e
senomorficos sio capazes de abrandar a patogénese da OA e reduzir a sintomatologia
associada. No entanto, mais investigacao é necessaria para avaliar eficiéncia, seguranga e efeitos
adversos destes compostos. Perante os resultados positivos e a auséncia de terapias que
abrandem o desenvolvimento da doenga, senoliticos e senomorficos surgem como uma

abordagem terapéutica muito promissora para a OA.

Palavras-chave: Osteoartrite; Senescéncia celular; Senoliticos; Senomérficos.

Abstract

Osteoarthritis (OA) is a common joint degenerating disease that results in loss of quality of
life and decline of functional capacities for those affected by it. Cellular senescence, a hallmark
of aging, has been linked to OA development and progression. New therapy approaches
targeting cellular senescence have been the subject of valuable research. Senolytics eliminate
senescence cells and senomorphics affect pathways and molecules linked to senescence-
associated secretory phenotype (SASP). Evidence has shown that senotherapeutics are capable
of reducing OA pathogenesis and associated symptomatology. However, more research is
needed to assess efficiency, safety, and adverse effects. Given the positive results and current
lack of disease modifying therapies, senolytics and senomorphics represent a very promising

therapeutic approach for the treatment of OA.

Keywords: Osteoarthritis; Cellular Senescence; Senotherpeutics; Senolytics; Senomorphics.
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FDA - Food and Drug Administration

FOXO4-DRI - Fork Head Box O transcription factor 4-D-Retro-Inverso
GAG - Glycosaminoglycan

HDAC:s - Histone DeAcetylases

IL - Interleukin

iNOS - Inducible Nitric Oxide synthase

JAK - Janus kinase

MAPKs - Mitogen-Activated Protein Kinases

MIA - monosodium iodoacetate

MDM2 - Mouse Double Minute 2 homologue

MMP - Matrix MetalloProteinases

mTOR - Mechanistic Target Of Rapamycin or mammalian Target of Rapamycin
NF-k B - Nuclear Factor k appa-light -chain-enhancer of activated B cells
NO - Nitric Oxide

NSAIDs - Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs
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PI3K - Phospholnositide 3-Kinases
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. Introduction

I.1 Osteoarthritis: Definition, epidemiology, risk factors, management

Osteoarthritis (OA) is a common debilitating disease that poses a substantial and increasing
challenge for worldwide health systems. Factors like the aging and growing obesity of the
world population, as well as increasing joint injuries, mean that an estimated 250 million people
may currently be affected by OA.' Both the incidence and the prevalence of the condition are
expected to rise soon. Unfortunately, most of the individuals affected by this pathology do not

receive the proper management and care options." >

OA is a musculoskeletal chronic disease that results in loss of quality of life and decline of
functional capacities for those affected by it. This condition is characterized by pain in the
joints, tenderness, stiffness, restriction of movement, variable degrees of inflammation
amongst other factors. Pain is the symptom with the most impact on patients’ quality of life,
as it limits their functional capacity. It is of major importance to assess individuals conditions,
including social, psychological, and biological factors, to obtain the best possible outcome for

the management of OA.’

The level of disability associated with this pathology can range from mild, with transient pain
and little impact in daily activities, to severe with chronic pain, with irreversible loss of function
and associated mental and social consequences. The repercussions of OA are different for

each patient and affected by a multitude of factors.

The knee is the most common site of OA, followed by the hand and hip." In Portugal, a survey
with 10.661 individuals revealed the following prevalence amongst the population: 11.0% -
13.8% for knee OA; 7.5%-9.9% for hand OA; 2.3%-3.6% for hip OA.” The Portuguese League
Against Rheumatic disease estimated that 6% of the Portuguese population suffered from OA.’
The medical cost of OA has been estimated between | and 5% of the gross domestic product
of some high-income countries. And the majority of the health care costs result from hip and
knee joint replacements. It is also important to mention the substantial indirect cost due to

work loss and premature retirement. '

The relevance of risk factors may differ for different joints and phases of disease evolution. It
is also difficult to distinguish between single and aggregated risk factors involved in the
pathogenesis and development of the disease.’ Age is one of the major risk factors for OA.
The aggregated exposure to various risk factors and the biological and morphologic changes

that occur as part of the aging process makes the joints vulnerable. Regardless of age, women
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present higher prevalence of knee OA.* Obesity is also recognized as a risk factor for OA
development and progression. The causes seem to be the increase in load and stress in the
joints and the pro-inflammatory action of adipose tissue.” ¢ Occupations that require load-
bearing and repetitive moves are risk factors for hand, knee, and hip OA. Although moderate
physical activities appear to have a protective effect regarding OA, high-impact sports have
been linked to an increased risk of OA. The increased risk is probably due to injuries

developed in sports activities.” ®

The standard for confirming OA is a clinical diagnosis, several diagnostic criteria have been
established but the process for early diagnosis that could lead to the key treatment of early
symptoms is still missing.' The European League Against Rheumatism published
recommendations for the diagnosis of OA with specifications for each joint. In most cases, the
diagnosis must be made according to the symptomatology of the patient and signs on clinical
examination; plain radiography is the “gold standard” for morphological evaluation of
osteoarticular changes. Laboratory tests on blood, urine or synovial fluid might be needed to

confirm or exclude coexistent inflammatory syndrome.” °

For the management of OA, an individualized plan of treatment must be created for each
patient and may include interventions from different areas. Regular exercise, local muscle
strengthening, and general aerobics are recommended as well as weight loss for overweight
and obese people as non-pharmacological approaches. For pharmacological options,
paracetamol and/or topical Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) should be
considered before oral NSAIDs, ciclo-oxigenase-2 (COX-2) inhibitors, or opioids. When
these are ineffective for pain relief, the risks and benefits of opioid analgesics must be
thoroughly analyzed ahead of using opioid analgesics. For relief of moderate to severe pain,
intra-articular corticosteroid injections must be considered. Patients with joint symptoms that
impact their quality of life and are unresponsive to non-surgical treatments must be referred
to joint surgery preceding established severe pain and functional limitation. Regular follow-ups

must be offered to all patients with symptomatic OA.'"'?

1.2 Pathophysiology of OA

OA is a disease that affects and changes all the tissues in the joint: cartilage, subchondral bone,
ligaments, capsule, synovium, and periarticular muscles (Fig. 1).This pathogenesis is a complex

and multifactorial process that ultimately leads to the deterioration of the joint.'

Diarthrodial joints connect two adjacent bones that are covered by a layer of specialized

articular cartilage and protected by a synovial capsule. Changes to the integrity of individual
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joint tissues can appear acutely from traumatic injuries. Prolonged action of factors derived
from cell and matrix can also alter the properties of the joint tissues. The close physical and
functional association of joint tissues means that when one is damaged all become

compromised, making osteoarthritis a whole-joint disease."

The articular cartilage contains organic extracellular matrix components, mostly type Il
collagen, and aggrecan and other proteoglycans, water and other collagens, and non-
collagenous proteins. The structure formed by collagen provides tensile strength to the joint
and the proteoglycans provide resistance to compression by retaining large quantities of water

14; 15

in the side chains of hydrophilic glycosaminoglycan (GAG).

Cartilage is an avascular and aneural tissue and has chondrocytes as its only cell type. Under
typical conditions, chondrocytes exhibit no mitotic activity and minimal collagen turnover.
Chondrocytes have superficial receptors that allowed them to sense and adapt their
metabolism to the environment. To keep the homeostasis and adaptation to the mechanical
environment, a low oxygen tension must be maintained. Chondrocytes are protected by a
pericellular matrix that blocks their interactions with the extracellular matrix components,

therefore, maintaining a low-turnover state."
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Figure | - Healthy articular joint (A) and joint with OA (B). Adapted image. '6

OA changes the composition and structure of the cartilage matrix, making it more susceptible
to disruption by physical forces.' Increased vascularity and reduced bone density characterize
the beginning stages of OA."” The first signs are surface fibrillations that evolve to deep fissures
combined with exfoliation of cartilage fragments and result in the exposure of the hidden
calcified cartilage and bone. Simultaneously, the calcified cartilage area expands and the

overlying articular cartilage is replaced."

In the early stages of OA, chondrocytes increase their metabolic activity attempting to repair

the damage. This backfires its original rebuild attempt as generates matrix degradation
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products and proinflammatory cytokines. These will destabilize chondrocyte function in an
autocrine and paracrine manner and stimulate inflammatory responses in the adjacent
synovium. The release of more proinflammatory factors by synoviocytes and chondrocytes is
followed by tissue hypertrophy and elevated vascularity. ' It is also described that in the early
stages of disease occur the disruption of the chondrocyte pericellular matrix and as a
consequence the deregulation of the chondrocyte function due to the exposure to inter-
territorial matrix components. With the disease development, proteoglycan becomes
depleted and occurs the erosion of the collagen network making this an irreversible state.
Simultaneously, several families of aggrecanases and several different matrix
metalloproteinases are induced. The upregulation of genes encoding pro-inflammatory and
catabolic proteins is associated with the activation of Nuclear Factor kappa-light-chain-
enhancer activated B cells (NF-k B), Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs), and other

pathways induced by stress and inflammation. "

The enhanced bone remodeling is associated with vascular invasion. Vascular elements can
penetrate deep layers of articular cartilage at the site of fissures enhancing endochondral bone
formation. '’ In the latter stages of the disease, the majority of chondrocytes display a
hypertrophic phenotype, which promotes the release of angiogenic factors, such as vascular
endothelial growth factor (VEGF), which will induce the growth of new blood vessels and

calcified cartilage expansion.'®

Changes in the normal activity of osteoclasts and osteoblast, with bone remodeling and repair,
through the OA progression result in changes to the joint structure like the increase in
volume, contour, and thickness of the cortical plate, alterations to bone subchondral

trabecular architecture, formation of bone cyst, osteophytes and bone marrow lesions. '

1.3 Osteoarthritis and cellular senescence

OA pathogenesis has been associated with cellular senescence, one of the hallmarks of
aging."”” According to Price and co-workers, senescent chondrocytes were identified in
human cartilage tissues and their localization was predominantly near osteoarthritic lesions.”

Moreover, the accumulation of these cells was associated with aging, the main OA risk factor.”

Cellular senescence was first mentioned by Dr. Leonard Hayflick as the limited proliferation
capacity of normal human fibroblast in culture."” Cellular senescence is defined as a permanent
state of cell cycle arrest that results from different damaging stimuli, such as telomere
shortening, oncogene activation, metabolic and oxidative stress, epigenetic dysregulation, and

mitochondrial dysfunction.'® It is an important mechanism against tumorigenesis by limiting the
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growth of oncogenic cells. Cellular senescence also plays an important role in embryogenesis,

tissue remodeling, and tissue repair.”

Nevertheless, senescent cells (SnCs) can have deleterious effects on tissues, compromising
their regenerative capacities and creating proinfllmmatory conditions convenient for age-
related diseases development. The extremely variable and heterogeneous senescence
phenotype and the presence of senescence hallmarks in other cellular states and conditions

complicate the identification, isolation, and characterization of SnCs.*

The characteristics of SnCs have been the target of a great load of research.”” Some of the
features that distinguish these cells are chronic activation of DNA damage response (e.g.

activation of p53 pathway), up-regulation of cyclin-dependent kinase inhibitors (e.g. p16™*,

5INK4b I CP

pl and p21™"), apoptosis resistance, altered metabolic rates, endoplasmic reticulum stress
and increased secretion of proinflammatory and tissue-remodeling factors, named Senescence-
Associated Secretory Phenotype (SASP).** SASP plays an important role in ensuring the
efficient growth arrest by autocrine signalling, in particular immediately after senescence
induction and signalling SnCs for clearance by the immune system.”®*” Constitution of SASP is
dependent on cell type and its production is associated with the activation of NF-kB. * %,
Regarding morphological characteristics, SnCs may present enlarged and irregular size, altered
composition of the plasma membrane by upregulation of caveolin-I, increased lysosomal
content which is directly correlated with higher Senescence-Associated Beta-galactosidase
(SA-B gal) activity at pH 6.0 , accumulation of mitochondria and nuclear changes, such as loss

of Lamin Bl and formation of senescence-associated heterochromatin foci**

Excessive accumulation of SnCs has been linked to negative alterations in homeostasis, mainly
via SASP”, particularly in age-related diseases, such as OA as mentioned earlier.”” Xiu and
colleagues performed a study where mouse fibroblasts were induced into senescence and then
transplanted to the knee joint regions of mice. Transplantation of senescent fibroblasts into
articular joints of mice induced OA common features, such as cartilage erosion, loss of
mobility, and osteophyte formation. However, knees injected with non-senescent did not
develop any of these OA typical features. These results suggest that cellular senescence can
lead to the development of OA.?® However, the selective removal of SnCs from in vitro culture
of chondrocytes isolated from patients with OA undergoing total knee replacement led to a
reduction of senescence and inflammatory markers as well as increased matrix proteins

expression » These findings show the potential of SnCs as a therapeutic target for OA.
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Given the causative role of SnCs and SASP in the development and progression of OA, new
strategies for treatment are now a real possibility. Thus, this dissertation aims to explore some
therapeutic strategies targeting cellular senescence to prevent OA development and

progression.
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2. Senotherapeutics for Osteoarthritis

The evidence that elimination of SnCs increases health and life span, leads to the development
of a new approach to tackle age-related diseases.’® Senotherapeutics strategies include
senolytics and senomorphics agents (Figure 2). Senolytics are agents that eliminate SnCs,
including compounds that induce apoptosis by inhibition of prosurvival pathways ( e.g. like the
BCL-2/BCL-xL, p53/p21, and PI3K/AKT) or by inhibiting antiapoptotic signaling, acting directly
or indirectly.’’ Senomorphics are agents that block the detrimental cell-extrinsic effects of
SnCs, namely SASP.” These classes of compounds include inhibitors of Ik B kinase and NF-

k B, inhibitors of the tyrosine protein kinase JAK, for example.
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Figure 2 - Senolytic and senomorphic therapeutic targets. Adapted image.32
2.1 Senolytics for OA

UBXO0101

UBXO0101 inhibits the interaction of p53 and Mouse Double Minute 2 homologue (MDM2),
the E; ubiquitin protein ligase targeting p53 for degradation.” Jeon and colleagues performed
a study where mice with post-traumatic OA (PTOA) were locally injected with UBXO0I0I.

This compound selectively eliminated SnCs and reduced OA symptoms, pain as well as
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cartilage degradation and progression. These results were validated in human OA
chondrocytes and, as expected, UBX010| showed efficacy in SnC clearance and stimulated

chondrogenesis.”

In phase | of a double-blind randomized study, single intra-articular doses of UBX010| were
well tolerated and improved pain and function in patients with painful knee OA.**** However,
in phase 2, the outcomes were unsatisfactory. At |2-weeks the results of UBX01010 and

placebo were similar and the trial was terminated.”>

Dasatinib and Quercetin

Dasatinib (Fig. 3) is a nonspecific tyrosine inhibitor used for cancer treatment and Quercetin
(Fig. 4) is a plant flavonol that inhibits kinases, such as phosphoinositide 3-kinases (PI3K) and

serine proteinase inhibitors (SERPINSs).*"®

Although individually these drugs showed efficacy /n vitro as senolytics, when used in
combination (D+Q) the results were even better, suggesting that the combination targets a

broader scope of SnCs than either of the compounds alone.”
®
L

A

-0

Figure 3 - Chemical Structure of Dasatinib.*? Figure 4 - Chemical Structure of Quercetin.”

In rat models with PTOA, intra-articular injections of the combination D+Q induced
senescent chondrogenic progenitor cells apoptosis and reduced IL-1B levels. Groups treated

with these senolytics showed improved chondrogenesis and better cartilage restoration.*

Zhou and co-workers evaluated the potential of Dasatinib and Quercetin combination to clear
SnCs in temporomandibular joints in mice. Biweekly administrations of this senolytic
combination improved subchondral bone turnover, alleviated cartilage degradation and
pathology progression as well as increased bone volume in temporomandibular joints from

old mice.*
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Navitoclax

Navitoclax (Fig. 5), also known as ABT-263, an anticancer compound that can bind to the
inhibitory domain of the anti-apoptotic proteins Bcl-2, Bcl-w, and Bcl-xL, induced apoptosis in
some cell types in vitro.** Sessions et al established a cartilage explant model of senescence

induction and senolytic clearance of P'*"*

expression as a biomarker. In this model, navitoclax
reduced plé-high chondrocytes, which are characterized by higher SA-B gal activity and
increased gene expression of the SASP, through apoptosis, and consequently, decreasing the

senescent burden.*”

Furthermore, Yang and colleagues evaluated Navitoclax in monolayer and 3D cultures of
osteoarthritic chondrocytes from human articular cartilage of patients with advanced OA
undergoing total knee arthroplasty. The results demonstrated that Navitoclax selectively
eliminated SnCs by apoptosis. Additionally, this compound promoted cartilage matrix
deposition and suppresses the expression of proinflammatory factors and degradative enzymes
in 3D pellet culture. To validate the effect of Navitoclax in vivo, post-traumatic OA was
induced in male Sprague-Dawley rats by destabilization of the medial meniscus. Intra-articular
injection of Navitoclax reduced OA pathological lesions, improving the inflammatory
environment and preserving the cartilage phenotype, showing a protective role against PTOA

development.*

Figure 5 - Chemical Structure of Navitoclax.*

Fisetin

Fisetin (Fig. 6) is a flavonoid with antioxidant, anti-inflammatory and cancer therapeutic and
preventive properties, which was also identified as a potential senotherapeutic by efficiently

eliminating senescent murine and human fibroblast.*

Yousefzadeh and co-workers tested fisetin’s activity in both premature aging and old mice.
Fisetin effectively removed SnCs and reduced SASP expression in various tissues, when

administered acutely and when added to the diet. Human adipose explants were used to verify
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the translation of the findings. Fisetin-treated cultures demonstrated lower SA-B-gal positive
cells percentage and reduced expression of SASP factors IL-6, IL-8, and Monocyte

Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), supporting the translational potential of this senolytic.*

Zheng and colleagues performed a study where IL-IP -induced chondrocytes were treated
with Fisetin. The results showed that Fisetin inhibits IL-IB - induced inflammatory response
and cartilage degradation by activating Sirtuin |. In addition to /n vitro studies, Fisetin was also
evaluated in mice OA models induced by destabilization of the medial meniscus. As expected,
Fisetin diminished cartilage destruction and reduced synovium inflammation in mice OA
models.*® Currently, there are clinical trials underway or recruiting to evaluate the application

of Fisetin senolytic and senomorphic properties as a therapeutic strategy for OA " 2

Figure 6 - Chemical structure of Fisetin. **

Oleuropein

Oleuropein (Fig. 7) is the major polyphenol in the leaves and fruit of the olive plant and has
been linked to different pharmacological activities, such as antioxidant, anti-inflammatory and
anti-tumor.

Varela-Eirin et a/ evaluated the effect of Oleuropein in osteoarthritic chondrocytes regarding
the cellular senescence and connexin43 (Cx43). Joints tissues affected by OA show an
overactivity of Cx43 and accumulation of SnCs coincident with disrupted tissue regeneration
and disease progression.** The results demonstrated that Oleuropein was capable of reducing
cellular senescence and SASP expression in osteoarthritic chondrocytes, in synovial and in
bone cells as well as protected from the accumulation of SnCs under an arthritic insult.
Moreover, this compound decreased Cx43 levels in osteoarthritic chondrocytes, leading to
redifferentiation, promoting synthesis of cartilage matrix and decreasing inflammatory and

catabolic mediators.**
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Figure 7 - Chemical Structure of Oleuropein.*®

Peptide FOXO4-DRI

FOXO4-DRI (Fork Head Box O transcription factor 4-D-Retro-Inverso) is a peptide
antagonist designed to disturb the interaction of FOXO4 and p53, leading to the p53 exclusion
from the nucleus and re-directed to mitochondria for induction of apoptosis, thus eliminating
SnCs. In a study where expanded human chondrocytes were treated with FOXO4-DRI,
senescence level was significantly reduced and the cartilage tissue generated from FOXO4-
DRI pretreated cells displayed lower expression of SASP factors than that from the untreated

control group.*
Fenofibrate

Fenofibrate (Fig. 8) is a peroxisome proliferator-activated receptor-a (PPARa ) agonist used
in the treatment of dyslipidemias. In 2019, a study explored the hypothesis of fibrates as disease
modifying therapy for OA. Fenofibrate showed its senolytic properties, eliminating senescent
human OA chondrocytes through apoptosis, promoting cell autophagy and reducing

inflammation by activating PPARa .*’

Figure 8 - Chemical structure of Fenofibrate.*®
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Celastrol

Celastrol (Fig. 9), a compound isolated from Tripterygium wilfordji, is commonly used in China
for the treatment of inflammatory arthritis and autoimmune diseases. This compound acts on
multiple targets and owns anti-inflammatory and antioxidant properties.”’Moreover, as an
inhibitor of Heat Shock Protein (HSP) 90, Celastrol is expected that inhibit the interaction of
HPS90 and phosphorylated AKT and, consequently, interfering with PI3K/AKT signaling and

inducing SnCs apoptosis.*

Celastrol was able to inhibit the expression of MMP-1, MMP-3, MMP-13, inducible Nitric
Oxide Synthase (iNOS), COX-2, and Nitric Oxide (NO) production in IL-1B - treated human
chondrocytes. Study results suggest that Celastrol blocks activation of NF-kB in OA

chondrocytes, therefore reducing inflammation and resulting damages.*

Figure 9 - Chemical structure of Celastrol.*”

Dai and coworkers performed a study, which included a transcriptomics analysis, with the aim
of identifying the potential of Celastrol for the treatment of OA and its mechanism. Multiple
targets for Celastrol actions against OA were identified, one of the core targets being mTOR.
The data obtained suggest that Celastrol actions against OA result of various mechanisms,

such as regulation of inflammatory response, apoptosis, autophagy and senescence.”

To overcome low solubility and, consequently, low bioavailability, pH-responsive hollow
mesoporous silica nanoparticles were used as a carrier for Celastrol. The monosodium
iodoacetate (MIA)-induced osteoarthritic joints in rats treated with the vehiculated Celastrol
versus the simple Celastrol obtained better cartilage integrity, improvement in synovial
inflammation, less pain, significant downregulation of expression level of MMP-3 and MMP-13
and inhibiting the Nf-kB signaling pathway. Overall improving the therapeutic results of
Celastrol in OA.®'
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Piperlongumine

Piperlongumine (Fig. 10) is a natural compound obtained from plants in the genus Pjper that

can selectively lead senescent human WVI-38 fibroblast to apoptosis.*’

Although Piperlongumine has been validated as senolytic, its mechanisms of action and targets
in SnCs remain still unclear. Oxidation Resistance | (OXR1) was identified as a possible target
and it was found to be upregulated in senescent fibroblast. Results show that Piperlongumine
induces OXRI proteasomal degradation and apoptosis of SnCs. Therefore, identifying OXRI

as a potential target to Piperlongumine senolytic activity.**

Besides its senolytic properties, Piperlongumine has senomorphc activity. In a study using rats
with induced OA, Piperlongumine significantly lowered serum levels of MMP-1, MMP-3 and IL-

IB . The animals treated with Piperlongumine showed a reduction in OA joint damage.*’

Figure 10 - Chemical structure of Piperlongumine.*

|7-DMAG

|7-DMAG, also known as Alvespimycin (Fig.11), is a geldanamycin-derived HSP90 inhibitor.
Treatment of Erccl— /A mice with 17-DMAG resulted in an improved healthspan, delayed
the development of age-related conditions, and reduced p 16™** expression. During the study,
the researchers also validated that | 7-DMAG can selectively eliminate SnCs, senescent human
fibroblasts, and mouse stem cells, without affecting healthy cells.” 17-DMAG inhibits p21 at
mRNA and protein levels. This compound also promoted chondrogenesis in adult

mesenchymal stem cells and auricular cartilage injury model.*®

Figure 11 - Chemical structure of Alvespimycin.®’
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2.2 Senomorphics for OA

Even before the link between senescent cells and OA was hypothesized, therapeutic strategies
were moving toward targeting pathways and molecules linked to inflammation and disease
progression. A wide array of senomorphic candidates have been shown to inhibit pathways

linked to the SASP without inducing apoptosis.”” 7

Given the link between SASP factors and the OA pathology, inhibition of these may be a
valuable treatment approach if the correct target is chosen. Therapeutic targets may include
proinflammatory cytokines, chemokines, growth factors, catabolic enzymes, and others,
involved in cartilage degradation. Signaling cascades upstream of the SASP, such as NF-k B or

p38 MAPK may also be targeted.”

2.2.1 SASP components neutralization

Lutikizumab, an anti-interleukin-1 o /B immunoglobulin developed for the treatment of OA,
reduced symptom progression in mice models and had anti-inflammatory results in phase |
trials. In phase Il trials, this antibody still decreased serum levels of IL-la /IL-IB levels and
blood neutrophils but did not produce pain relief or functional improvement in patients with

either knee or hand OA.7" 727374

Etanercept, a TNF inhibitor, was authorized by European Medicines Agency as an anti-
inflammatory for the treatment of moderate to severe rheumatoid arthritis, juvenile idiopathic
arthritis, psoriatic arthritis, severe ankylosing spondylitis, plaque psoriasis, and severe non-
radiographic axial spondyloarthritis.” Etanercept reduced MMP-3 levels and alleviate some

bone marrow lesions but failed to relieve pain, in patients with inflammatory hand OA.”¢ 77,

Canakinumab is a human monoclonal antibody that neutralizes IL-13 and it is approved for
treatment of autoimmune diseases. This monoclonal antibody was able to lower the gene
expression MMPs [, 3, 13 in TNF-a. induced-human OA chondrocytes. These results revealed
a possible chondroprotective role for Canakinumab in OA progression.” In order to test the
efficacy of Canakinumab on cardiac events in vulnerable populations, it was found a lower

incidence of knee and hip replacement in the treated groups than in placebo groups.”

Tocilizumab is an anti-IL-6 receptor antibody approved by the Food and Drug Administration
(FDA) for the treatment of moderate to severe rheumatoid arthritis. In a study with progeroid
mice, Tocilizumab was capable of blocking IL-6 and, consequently, reducing cellular senescence
and easing age-related symptoms. Animals treated with this antibody had an improvement in

motor activity.* Moreover, Lin and colleagues validated tocilizumab’s ability to suppress
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neuroinflammation and attenuate pain in mice with MIA-induced OA.*' However, in a clinical
trial, Tocilizumab failed to relieve pain in patients with hand OA.* In 2020, it was published a
clinical case where a patient with erosive hand OA entered remission after treatment with

Tocilizumab.®

Adalimumab is a fully human monoclonal antibody that blocks TNF-a indicated for some
inflammatory diseases. When OA rat models were treated with Adalimumab, cartilage damage
was inhibited as a result of downregulation of MMP-13 expression.®* In clinical trials, a single
intra-articular injection of Adalimumab in patients with knee OA improved pain and physical
function.** Disappointingly, in trials with erosive hand osteoarthritis patients, Adalimumab

failed to relieve pain and alleviate OA- lesions.*

Another therapeutic strategy may have as a target the MMPs, also SASP factors, due to their
damaging effects on cartilage. For instance, MMP-13 expression levels are higher in human
chondrocytes from patients with OA than those from healthy cartilage.” CL82198, a selective
inhibitor of MMP-13, was tested in a murine model of injury-induced OA. The results
demonstrated that CL82198 reduced OA severity, inhibited chondrocyte apoptosis, and

increased type Il collagen and proteoglycan levels.”#

2.2.2 Interfering with SASP regulatory pathways

Rapamycin is a selective inhibitor of the mTOR pathway. Rapamycin treatment acted against
IL-18, which incites proinflammatory catabolic effects in chondrocytes and synoviocytes,
protecting cartilage integrity in rat models through autophagy enhancement and prevention of
senescence.” * To fight poor drug retention in joints and some side effects Rapamycin was
encapsulated in poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) carriers. This delivery system protected
Rapamycin from degradation, extending half-life in the target joint, and prolonged senescent

preventive effect. *'

Research has demonstrated the relevant role of histone deacetylases (HDACs) in OA
development and progression. HDAC inhibitors have shown chondroprotective activity and
can prevent cartilage degeneration. ** Trichostatin-A treatment reduced the expression of
cartilage damaging MMP-1, MMP-3, and MMP-13 and proinflammatory factors TNF-a , IL-I1B ,
and IL-6. Trichostatin-A significantly reduced cartilage damage in two OA animal models—

Destabilization of the Medial Meniscus (DMM) and MIA.”

Scutellarin is a natural flavonoid extracted from the herb Erijgeron breviscapus. Human
chondrocytes and mice models induced with IL-IB showed a downregulation of the mRNA

expression of MMPI, MMP-13, and A Disintegrin and Metalloprotease with Thrombospondin
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Type | Motif 5 (ADAMTS-5), and an increase in Collagen Il and Aggrecan expression when
treated with Scutellarin. As a result, cartilage degradation was inhibited.”* OA mouse model
treated with oral scutellarin presented less inflammation and less cartilage degeneration. The

protective effect of this drug was linked to NF-k B and PI3K/AKT signaling pathways.”

Vitexin, a compound extracted from hawthorn leaf extracts, has antioxidant, antitumor, anti-
inflammatory, and some other therapeutic properties. Xie and colleagues explored the Vitexin
effects on chondrocytes. In rat chondrocytes, Vitexin inhibited the NF-k B signalling pathway
and, consequently, inflammatory cytokines expression (IL-6 and TNF-a ). /n vivo tests showed
that Vitexin was capable of slowing OA progression.” When used to treat IL-1B -stimulated
OA chondrocytes from patients, Vitexin inhibited IL-1B -induced proinflammatory protein

expression, lowering the serum levels of IL-6, TNF-a and MMP-1,3 and 13.”

Ruxolitinib, a selective Janus kinase (JAK) 1/2 inhibitor approved by the FDA, reduced adipose
tissue and systemic inflammation and enhanced mobility in aged mice. By inhibiting the JAK
pathway in SnCs, this inhibitor suppressed SASP, revealing this pathway as potential a
therapeutic target for age-related conditions.”® Treatment of old mice with Ruxolitinib

protected against age-related bone loss.”

Metformin, commonly used as anti-diabetic drug, has shown senomorphic activity. In /in vitro
experiments Metformin lowered MMP-13 levels, promoted type Il collagen production by
activating the AMPK pathway and decreased p16™“* levels. In OA mice models, treatment
with Metformin reduced pain and reduced cartilage destruction as a result of AMPK pathway

activation and mTOR pathway inhibition.'®* %" '%

Simvastatin, HMG-CoA reductase inhibitor used to treat dyslipidemia, inhibited the IL-1B -
induced production of MMP-1, 3, 13 and reduced cellular senescence in human articular
chondrocytes. In OA mice models, treatment with Simvastatin alleviated cartilage

degeneration and promoted autophagy.'® '*

Sirtuin | (SIRTI) is a NAD*- HDAC that plays an important role in homeostasis. In OA, SIRT|
expression is decreased, suggesting that it may have a regulatory role in the disease. /n vitro
and /n vivo studies revealed that resveratrol, an activator of SIRTI, can have a protective effect
in the OA progression, inhibiting chondrocyte apoptosis, elevating bone density, and the
production of ECM components as well as reducing inflammation.'® '® Currently, a clinical

trial is recruiting patients to evaluate if 3 months of oral resveratrol can reduce pain in patients

with knee OA.'”
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Closing remarks /conclusion

Cellular senescence and OA are both undoubtedly intimately connected with the process of
aging and consequent loss of tissue function and the ability to protect and repair themselves.
Although the exact mechanism that connects both is not yet fully understand, the surfaced
evidence linking both is considerable. OA is one of the chronic diseases that affects worldwide
population the most. The growing burden caused by this disabling condition affects not only
the individuals but also the healthcare systems and the community socially and economically.
Given the impact of OA, creating methods for early diagnosis and possible prevention is
imperative. Research for more efficient management therapeutics is also fundamental to

maximize the quality of life for the patients.

Senotherapeutics have shown efficacy in reducing SnCs and their damages in different tissues
in vivo and in vitro. Reducing senescence quota even increased lifespan and quality of life in
some of the experimental studies. Even though /n vitro and in vivo show promising results the
translation for clinical trials is not a linear or easy process. The many new variables that clinical
trials bring and the uncertainty about some of the mechanisms driving senescence, diseases,
and the connection between both are obstacles to attain good results in trials. Nevertheless,
evidence shows that senotherapeuthics are a valid and promising management path for chronic

diseases and degenerative diseases, and maybe also in other classes of pathologies.

Senolytic pharmacological approaches do seem promising for age-related diseases but the
potential for adverse effects and discrepancy in drug potential is concerning. Use of carriers
to deliver drugs to local of action may reduce side effects and expand the time between

administrations.

The fact that SnCs may also exhibit beneficial roles for different processes in the organism
must also be taken into account when using senolytics. More research is needed to clarify the
potential side effects, which could contribute to tissue damage in OA, as a result of extensive

elimination of senescent cells from joint.

Concluding, research using senolytics and senomorphics to treat OA must continue as the
evidence found shows a new therapeutic approach that stops disease development and
progression as opposed to current management that only provides patients with measures to

symptomatology.
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