UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Sofia Febras Fragoso Carmona

Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “Terapia Génica na Doenca de
Alzheimer: uma nova abordagem terapéutica” referentes a Unidade Curricular
“Estagio”, sob orientacao da Dra. Claudia Silvestre, da Dra. Beatriz Costa e
da Professora Doutora Maria Teresa da Teixeira Cruz Rosete apresentados a
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, para apreciacao na
prestacao de provas puablicas de Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas.

Setembro de 2021



UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Sofia Febras Fragoso Carmona

Relatorios de Estagio e Monografia intitulada “Terapia Génica na Doenga de Alzheimer:
uma nova abordagem terapéutica” referentes a Unidade Curricular “Estagio”, sob orientagao
da Dra. Claudia Silvestre, da Dra. Beatriz Costa e da Professora Doutora Maria Teresa da
Teixeira Cruz Rosete apresentados a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,
para apreciagao na prestagao de provas publicas de Mestrado Integrado em Ciéncias

Farmacéuticas.

Setembro 2021



Eu, Sofia Febras Fragoso Carmona, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n.° 2015249682, declaro assumir toda a responsabilidade pelo
conteldo do Documento Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “Terapia Génica na
Doenga de Alzheimer: uma nova abordagem terapéutica” apresentados a Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, no ambito da unidade de Estagio Curricular.

Mais declaro que este Documento é um trabalho original e que toda e qualquer
informagao ou expressao, por mim utilizada, esta referenciada na Bibliografia, segundo os
critérios bibliograficos, legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de

Autor, a excecao das minhas opinides pessoais.

Coimbra, 7 de setembro de 2021.

(Sofia Febras Fragoso Carmona)



AGRADECIMENTOS

Aos meus Super-Pais, os meus exemplos de vida e, sem dlvida os meus melhores amigos.
Obrigada por todos os conselhos sabios durante estes 5 anos de curso e por me deixarem

sonhar e ser feliz.

Aos meus avos, pelo carinho, pelos sorrisos e por estarem sempre presentes. Um grande

obrigada.

Ao meu irmao que nunca me deixou cruzar os bragos e incentivou-me diariamente a lutar

pelos meus sonhos.

Ao Diogo, por todo o carinho, amor, paciéncia e dedicagao e por ter tido um papel crucial

nesta minha conquista. Sem ti nao teria sido possivel!

A Kelly, a Rita, a Sara, a Daniela, a Mariana, por tudo, ou quase tudo, na verdade. Serao sempre

a familia que escolhi.

A minha orientadora Professora Doutora Maria Teresa da Teixeira Cruz Rosete por ser o
exemplo de docente e por todo o apoio, disponibilidade e dedicagao. Um sincero

agradecimento que, certamente, nunca sera suficiente.
A Dra. Claudia Silvestre e restante equipa técnica da Farmacia de Celas por todos os
conhecimentos transmitidos, pela amizade e por todo o carinho e disponibilidade

demonstradas durante o meu estagio.

A BasePoint por todo o apoio transmitido durante o estagio e pela experiéncia enriquecedora

e fundamental para o meu futuro.

A Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, incluindo corpo docente e nao docente,

um sincero agradecimento, por me terem acolhido tao bem nesta jornada.

E, por ultimo, a ti Coimbra por me teres ensinado o verdadeiro significado de “saudade”.



iNDICE

Parte | — Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

| LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt ssesssssessesssasssssssssesssssesssassassasssces 7
2 INTRODUGAO ..ot eeeseseesssessssssssssesssssssessassssssssssesesssessssessassssssssesesssessassssnns 8
3 ANALISE SWOT c.cootmmertcesemerseesssnsessessssssessssssssesssssssssessssssssssssssssssssssassssessessssssessssssssessscssies 9
3.1 PONTOS FORTES (STRENGHTS) ..cuvueuiureuieieeneeneusersinseessessessessessesssseesessessessessessssssscsnes 9
3.1.1  Localizagao da FarmMACia.......ccceeieeeeeeeeeeeeeeetete ettt se e s s s an 9
3.1.2  Estruturacao do Plano de EStagio ...ttt 9
3.1.3 Preparagao de Medicamentos Manipulados ...........cccceeeueemrencuneneunencrneeenernencnsecnnenes I
3.1.4  Integragao na EQUIPa TECNICA......ccociveuicureuciericrecteceecereci e aess e seaeseeaes I
3.1.5  Servigos FarmMaCEULICOS ..ottt ettt s s e s s s s ne s I

3.2  PONTOS FRACOS (WEAKNESSES) ....coveetreinerreneeieieiseesessesneasessesissssessessessesssssssssssees 12
3.2.1 Plano de Estudos do MICF ..........ciicrecenececiseneecseeeseeesseseasessesessesesssaes 12
3.2.2  Sazonalidade do EStAZIO ..ottt ettt es 12

3.3 OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)......covureureueriseeeseenernenneiseseesisessessessessessssesssssssens 12
3.3.1  Formagao COmMPIEMENTAr.......c.cceeuivcuriceeueieieiereeereeeeeseieseseseesessesessesesessascsseassssaes 12
3.3.2 Novo Modulo de Atendimento........cccevcueueeneurenernencrreerneieisenseesseeseesessesessessesessesesssaees 13
3.3.3 Dinamizagao e Gestao do ESPagO......c.ccccivrincurinceneciicienicieeseeesseseeseseeseseeaeseeaees 13

314 AMEAGAS (THREATS) .ottt isessessessesstss s sssssssessesssss s sssssssssssessssssssssssness 14
3.4.1 Medicamentos ESEOtados. ..ottt es 14
3.4.2 Pontos de Venda de MNSRM .......c.oininccecnecieiiciseeseeessesessesseesseseseeaes 14
3.4.3 Impacto do COVID-19 no Poder Econdmico dos Utentes ..........cccocvueeurevcrrecuenee 14

4 CONCLUSAOQ.....coueeereecesssssmnensscesssssmssessssssssssssssss s ssssssssss s ssssssssss s ssssssssssssssssssssssessssssss 15
5. BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ssessese st sttt bbbt sassees 6
6. ANEXOS ...ttt sttt ettt ettt 18

Parte Il — Relatério de Estagio em Assuntos Regulamentares

| LISTA DE ABREVIATURAS ......co ottt ssessessesseasesssssssssessssssssesssassassnsens 23
2 INTRODUGAOD ...t veseseesssessseasssssessssesssssessasessasssssssesssessesessasessasssssessssssssseees 24
3 ANALISE SWOT .ovrioimeeressmmnsesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssss s s s s sssssss s 24
3.1 PONTOS FORTES (STRENGHTS) ..uvueueuieecireinernernenseseeesessessessesssssssssessessessesssssssssesees 25
.11 FOrmagoes INTEINAS........coueueveeeeeeeeeeeeeeteeee ettt tes e ss s s s s s s esesenenean 25
3.1.2  Integragao na EQUIPa TECNICA......ccocuieuiceiuciericreeceece ettt ses e seeaeseeaes 25
3.1.3 Autonomia e Responsabilidade ..........cocourincnincnincnicccrecececeeceeneaes 26
3.1.4 Competéncias técnicas deSENVOIVIAAS ........ccceuverreveurecureeinemicrneereeerseneeseseeeseeeseenees 26

3.2  PONTOS FRACOS (WEAKNESSES) ....coveueereirerrineeisieiseisessesseasessessssssessessessessssssssssssees 27
3.2.1  Fundamentagao de alE@GagOEs........covieururireeurireeuninieisisteeistseesee sttt ses 27
3.2.2  DUragao do ESTAZIO .....coeururieurunireeirinicieisteeistreests ettt sttt sttt ses 27

3.3 OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)......covseereureuresieeneeneenerrensesseeessssessessessessesesssssssens 27
3.3.1 Estagio curricular em diVersas Areas ...........ovveeivererineeinineneieiseeeetsee s esseseaesees 27
3.3.2 Aplicagao de conheCcimentos tEOIICOS . .....c.cvwuuveuecreuernemeinenicreeseeaseseaseseeessesesseaes 28

314 AMEAGAS (THREATS) .o itieieeeeneineuseesisteeseisessesseasesstasassssesssssessessesssas s ssssesssssesssssssssasssess 28
3.4.1 Trabalho dependente de Clientes..........ccoueuveurincrrincenencenicieiicieeectese e seeaes 28
3.4.2 Formacgao Base de Ciéncias Farmac@uticas ..........ccceeveeererereeereereeeeeeeeeeeseeesesesenenas 28



4
5

CONGCLUSAO ... ee s e e es s ses e s s s s s s e s s s ssass e s s s s es e s s s ssassses s sassss s sessassnn 29
BIBLIOGRAFIA ... eees s s e s e ssess s sessss e s s sees e s e s s s s s s s seessess e saessaes s 30

Parte lll - Monografia “Terapia Génica na Doenca de Alzheimer: uma nova
abordagem terapéutica”

w N

0 N o

LISTA DE ABREVIATURAS ...oomeeeeeeeeeeeeeseeeesseseeeseeesessesssesesssssesssesesssesesssassesssasesssssessessesees 34
INTRODUGAOQ.......oeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseveeeeseeseseesssesssssassssasssssssssssessasessasssssesssssesssessasesssssssassssese 36
DOENGA DE ALZHEIMER ..oooneeeeeeeeeeeeeeeeseseeeseeeeessesseessessessesssesesssssssssssesssesesssssessessesees 37
3.0 EPIDEMIOLOGIA . ....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeessesseesssssssessessesenesessssssssmssessesesssssesenesesseens 37
3.2 ETIOLOGIA oo eeeseeeesseeseessessssesseessssssssssassesensesssasssssssessasesssssssenesessnene 37
3.3 FISIOPATOLOGIA...ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeessesseesssssssessessesenesessssssssessessasesesssesenesessene 38
3.4 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DOENCA DE ALZHEIMER................ 46
TERAPIA GENICA ..o eeeseesessesenesesseassesssesessessssssssessssesssassesssesesssesesesssessnsee 47
4] COMPLEXIDADE DO SNC ..oooeeeeeeeeeeeseeeeseeeeesseseesssesessessssesssessessssesssesesssssessnesee 48
42 ESCOLHA DO GENE TERAPEUTICO .oummeeeeeeeeeeeseeeeeeseeeesseeseeseeseesseseneseessssesenesee 48
43 SELECAQO DO VETOR ....oooeeeoeeeeeseeeeseeeeseeeseseeseseessssssssaesessessssessssessssassssssesssesssessens 48
44  PROTOCOLO DE APLICACAOQ ....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeesseeessesseessessssssssesssssssessnesee 51
POTENCIAIS ALVOS ... oeoeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeeesesssessessssssssssssssssessmsessseseessssessmssesssssssssessnns 53
5.1 METABOLISMO DE AB ....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeessessesssssessessnssesssesssssessesssssessssesssnssessens 53
5.2 ENZIMAS PROTEOLITICAS w.ooomeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeesseeeeessesenssessnesssssessesssssesessesssnssessnens 54
53 METABOLISMO DO COLESTEROL ..oommivuemeeeeeeeeseeeeesseeeesseeeesseesssessessesemessessnssessens 55
54 TAU oooeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeseeseessessesesssesssssaeses s esssss s st ssassseenesessssesssassessassesssseesenssessnene 58
5.5 INEUROTROFINAS ..o eeeeseeeeesseseeseessessessessesssssesenssessssesssessesssssesssssesssssesseens 59
5.6 INFLAMAGAO ..ot eeeeeeeeeeeeesseesssesssseesessssssssssssssssesssssssssasessasesssssssasssssessssaseees 62
57 HOMEOSTASE PROTEICA- AUTOFAGIA ..o ooeeeeeeeeeeeeseeeeereeeeesseeeessesenesseeessessens 66
CONGCLUSAOQ ..ooeeeeeeeeeeeeeeeeeseseesesessssssssssesssssessssssssssssssesssssssesssessassssassssassssnessssseses 67
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ooneveeeeeeeeeeeeereeeeesseeeeseeesessessssesssesesssssesssesesssssessessesees 69
ANEXO s eeeeesseseesesesesseesassesssesesesessssssesessesesseassesssesessmsesssassssssesessmsssssassesensssees 83



Parte |

Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria



I LISTA DE ABREVIATURAS

CHUC - Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM - Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
PNY - Plano Nacional de Vacinagao

PVP - Preco de Venda ao Publico

SNS - Servico Nacional de Saude

SWOT - Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats



2 INTRODUCAO

Em Portugal, a existéncia do farmacéutico remonta ao século XV. Nessa época,
conhecidos como boticarios, as suas tarefas estavam, essencialmente, relacionadas com a
preparagao oficinal de medicamentos ou de substiancias medicamentosas. Porém, ao
acompanhar a evolugao cientifica da Ultima década, a pratica farmacéutica comegou a focar-se
cada vez mais no cidadao e em principios sustentados quer no uso racional do medicamento
quer na salvaguarda da sua dispensa com a méxima qualidade, seguranca e eficcia.'

A Ordem dos Farmacéuticos refere que, “A Farmacia Comunitaria é a face mais visivel
da profissao.” Efetivamente, corresponde ao primeiro local onde, maioritariamente, a
populagdo recorre por problemas de salide.' Deste modo, ao ser uma unidade indispensével
para o funcionamento sustentavel e integrado do Servico Nacional de Salide (SNS)?% é na
Farmacia Comunitaria que o farmacéutico se apresenta nao s6 como um mero especialista do
medicamento como também um agente de saide publica.’

Ao fim de quatro anos e meio de intensa formagao tedrica e pratica, o Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) administrado pela Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC), concede aos seus estudantes a possibilidade de ingressar
numa ultima unidade curricular, o Estagio em Farmacia Comunitaria, para uma abordagem
pratica e articulada com a dindmica real. Esta oportunidade pretende consolidar os
conhecimentos ja adquiridos durante o curso, mas, sobretudo, a sua correta e atenciosa
aplicagao em prol do bem-estar dos utentes. Enquanto estudantes, este estagio é muito mais
do que um exame final, € uma experiéncia que permite adquirir principios e valores fulcrais
para que, no futuro, nos tornemos farmacéuticos perfeitamente dedicados e competentes,
pautados por confianga, disponibilidade e proximidade ao utente.

O presente relatorio tem como objetivo retratar o Estagio Curricular em Farmacia
Comunitaria por mim experienciado, o qual teve inicio a || de janeiro e subsequente
conclusao a 30 de abril de 2021, com uma duragao total de 670 horas, na Farmacia de Celas

em Coimbra, sob orientacdo da Dra. Claudia Silvestre.



3 ANALISE SWOT
Tal como consta nas “Normas Orientadoras de Estagio do Mestrado Integrado em

* este relatorio encontra-se sob a forma de analise SWOT, um

Ciéncias Farmacéuticas”,
acronimo das palavras derivadas do inglés Strenghts, Weaknesses, Opportunities e Threats. Este
instrumento, desenvolvido nos anos 60 num contexto empresarial,5 possibilita uma analise
critica quer da minha prestacao quer da minha experiéncia profissional como estagiaria
mediante um processo de avaliagdo profunda e sustentada em duas grandes dimensoes: a

interna, revelando os pontos fortes e fracos para a minha formagao; a externa, evidenciando

as oportunidades cedidas e as ameagas vivenciadas no decorrer deste estagio.

3.1 PONTOS FORTES (STRENGHTYS)

3.1.1 Localizacio da Farmacia

A Farmacia de Celas abriu portas em 1957 na Rua Antoénio José D’Almeida como a
antiga “Farmacia Montes Claros”. Atualmente, localiza-se na Estrada de Coselhas, junto a
circular interna e externa, com grande proximidade ao Centro Hospitalar Universitario de
Coimbra (CHUC) e a outras unidades de saide.® Apresenta-se nio sé como uma farmacia
local para os utentes habituais, como também uma farmacia de passagem para todos os utentes
ocasionais provenientes do meio hospitalar e/ou das restantes unidades de saude que se
encontram na proximidade.

E notério que na Farméacia de Celas encontramos um publico-alvo bastante
heterogéneo e, por isso, tive o privilégio de contactar com varios tipos de utentes, de
diferentes estratos socioeconémicos e faixas etdrias associados a distintos quadros clinicos.
Deste modo, considero a localizagdo como um ponto forte do meu estagio uma vez que
permitiu que realizasse atendimentos diversificados e personalizados. Todos os dias foram de

constante aprendizagem tanto a nivel pessoal como profissional.

3.1.2 Estruturacdo do Plano de Estagio

A farmacia de Celas sujeita os seus estagiarios ao verdadeiro e intenso ritmo de
trabalho que um farmacéutico comunitario exerce e, nesse sentido, oferece uma preparagao
pratica incomparavel e altamente diferenciadora. Considero que a estruturagao do plano de
estagio foi prévia e cuidadosamente delineada. Houve uma preocupagao para que os
estagiarios, numa fase inicial do estdgio, se familiarizassem com as tarefas do back-office antes
de iniciarem a fase de atendimento ao publico. De seguida, abordo detalhadamente algumas

das tarefas desempenhadas.



A gestao de encomendas e arrumagao dos produtos foi uma das primeiras tarefas
atribuidas enquanto estagiaria. Nesta fase tive a oportunidade de rececionar, conferir e criar
encomendas (encomendas diarias, encomendas instantineas e encomendas diretas aos
laboratorios). De real¢ar que os produtos rececionados s6 eram armazenados depois de
verificar e atualizar o prazo de validade no sistema informatico, confirmar os Pregos de Venda
ao Publico (PVPs), confirmar o nimero de embalagens bem como o valor total da encomenda
(salvo os medicamentos com condigoes especiais de conservagao que de forma a salvaguardar
a sua estabilidade e qualidade eram de imediato rececionados e armazenados). Por outro lado,
quando identificava alguma irregularidade na rece¢ao como a existéncia de produtos faturados
e nao enviados ou nao faturados e enviados ou produtos danificados, atuava de imediato no
sentido de reclamar e/ou devolver. A arrumagao dos produtos foi também uma tarefa essencial
porque permitiu que me familiarizasse com os varios produtos, associar nomes comerciais aos
principios ativos e relembrar as indicagoes terapéuticas. Para além disso, esta tarefa permitiu
que me habituasse aos locais de armazenamento dos diversos produtos e, desta forma, facilitar
a sua procura no atendimento.

A gestao comercial apresenta-se como uma tarefa crucial para a devida valorizagao da
Farmacia. Por um lado, a gestao do stock € uma tarefa que deve ser efetuada com extrema
prudéncia de modo a prevenir a perda de vendas por falta de produtos e/ou a perda de
produtos por rutura de stock. Nesta funcao é fundamental selecionar criteriosamente os
produtos de acordo com os desejos da populagao nas diferentes estagoes do ano para alcangar
uma maior rentabilidade da farmacia. Por outro lado, a escolha quer dos fornecedores quer
dos estabelecimentos de contratos exige uma procura infindavel das melhores oportunidades.

O atendimento ao publico foi talvez a tarefa mais desafiante e mais enriquecedora do
meu estagio. Esta fase iniciou-se de forma gradual com um caracter meramente observacional
com vista a me familiarizar com a imprevisibilidade no atendimento. Posteriormente, efetuei
atendimentos devidamente acompanhada por um membro da equipa técnica sendo que todas
as minhas falhas foram reconhecidas e progressivamente ultrapassadas. Gragas a equipa técnica
foi possivel nao sé ganhar alguma confianga como também aprender a aplicar e a interligar
conhecimentos tedricos da Farmacologia, Farmacia Clinica e Indicagao Farmacéutica. Neste
sentido, a interagao com a populagao fomentou o desenvolvimento de competéncias essenciais
como a autonomia, espirito critico, destreza informatica e ajuste dos termos técnicos as

diversas realidades que iam surgindo no ato da dispensa.



3.1.3 Preparacao de Medicamentos Manipulados

Atualmente a preparagao de medicamentos manipulados é cada vez menos frequente
em virtude da evolugao tecnoldgica na Industria Farmacéutica. No entanto, a farmacia de Celas
continua a oferecer este servigo aos seus utentes. Nesse sentido, tive o privilégio de proceder
a preparagao de um medicamento manipulado que se justifica em casos muito especificos de
personalizagao de terapéutica, preenchimento de lacunas ou quando a forma farmacéutica em
causa nao existe no mercado. Considero esta tarefa crucial, uma vez que me permitiu colocar
em pratica alguns conhecimentos previamente adquiridos nas disciplinas de Farmacia Galénica
e Tecnologia Farmacéutica. Evidencio a preparagao de uma pomada de enxofre a 10% para o
tratamento da escabiose humana (sarna), cuja ficha de preparagio vem apresentada no

ANEXO I.

3.1.4 Integracao na Equipa Técnica

A Farmacia de Celas data de um amplo histérico de aceitagio de estagiarios,
evidenciando um elevado grau de respeito, amabilidade e consideragao no seu acolhimento. A
equipa técnica é constituida por 5 colaboradores que se distinguem dos demais nao s6 pelos
seus longos anos de experiéncia e notavel profissionalismo bem como pela sua dedicagao ao
bem-estar dos seus utentes. De realgar que consegui superar as dificuldades e aperfeigoar as
tarefas por mim desempenhadas gragas ao acompanhamento diario que me proporcionaram.
Toda a equipa técnica contribuiu para o enriquecimento da minha formagao académica,
colmatando lacunas referentes a componente pratica do plano de estudos do MICF. Aprendi,

por isso, que para o sucesso sao essenciais qualidades como humildade, amizade e entreajuda.

3.1.5 Servicos Farmacéuticos

A Farmacia de Celas é uma farmacia que prioriza o bem-estar e salvaguarda a saude
dos seus utentes. Desta forma, dispoe de um conjunto de servigos diferenciados como a
administragcao de medicamentos injetaveis e de vacinas nao incluidas no Programa Nacional de
Vacinagao (PNV), a determinagao de parametros bioquimicos e fisiologicos (colesterol total,
glicémia e pressao arterial), consultas de nutrigao, de podologia, preparagao de manipulados,
testes rapidos de antigénio para o SARS-CoV-2 entre outros.

Dos servigos supracitados tive a oportunidade de medir a pressao arterial de varios
utentes e contribuir para a consciencializagdo da importancia da adogao de estilos de vida
saudaveis e de medidas nao farmacologicas. Como estes servigos sao prestados num gabinete
privado fomentam uma relagdo de maior proximidade e confianga com o utente. Considero

este topico como um ponto forte do meu estagio pelo facto de ter sido confrontada com



situagoes reais onde tive a oportunidade de realizar medigoes e analisar os respetivos

resultados bem como comunicar em privado com os utentes.

3.2 PONTOS FRACOS (WEAKNESSES)
3.2.1 Plano de Estudos do MICF

Importa realgar que o MICF dispoe de um plano de estudos bastante diversificado e
abrangente, com uma marcada componente teodrica, delineado para formar profissionais
multifacetados e aptos a ingressar em qualquer area do campo farmacéutico. Contudo, com o
decorrer do meu estagio experienciei algumas lacunas que devem ser colmatadas,
especialmente, relacionadas com a parte pratica. Como exemplo, destaco a dificuldade que
senti no aconselhamento nas dreas das afegoes oftalmoldgicas, suplementagao, veterinaria e
dispositivos médicos, tendo sido necessario recorrer ao apoio e conhecimento dos
colaboradores. Desta forma, realgo a importancia de alargar e especificar conhecimentos nas
areas supracitadas, sendo interessante resolver casos praticos que retratem a realidade diaria

nas farmacias comunitarias.

3.2.2 Sazonalidade do Estagio

Como supracitado, o meu estagio decorreu entre | | de janeiro e 30 de abril de 2021,
compreendendo, essencialmente, meses pertencentes a época do inverno. Por conseguinte,
os medicamentos mais frequentemente procurados pelos utentes resumiam-se a antigripais,
descongestionantes nasais, anti-histaminicos, pastilhas para a dor de garganta e xaropes para a
tosse. Neste sentido, nao foi possivel contactar, de forma detalhada, com os produtos
vendidos, por exemplo, nas estagoes do ano mais quentes, tais como protetores solares e

cremes poés-solares, repelentes de insetos, entre outros.

3.3 OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)

3.3.1 Formacdao Complementar

Como a formagao técnico-cientifica € uma constante na profissio farmacéutica, a
Farmacia de Celas concedeu-me a oportunidade de participar em algumas formagoes internas
com o proposito de aprender novos conhecimentos e consolidar outros ja adquiridos.
Geralmente de curta duragao, estas decorriam no periodo de funcionamento da farmacia, em
regime online devido a pandemia, e eram facultadas por delegados de propaganda médica.
Destinavam-se, essencialmente, a divulgacdo quer das indicagoes terapéuticas quer das
vantagens dos produtos ja comercializados ou quase a serem langados no mercado e, ainda, a

apresentacao de algumas técnicas de venda. Deste modo, tive a oportunidade de assistir a 3



formagoes internas que englobaram, essencialmente, a area da dermocosmeética, o que facilitou

imenso o meu aconselhamento ao publico.

3.3.2 Novo Médulo de Atendimento

Considero que o contacto com o novo sistema informatico - Novo Moddulo de
Atendimento - foi uma das grandes oportunidades do meu estagio. Durante esta experiéncia
tive o privilégio de trabalhar quer com o SIFARMA2000® quer com o Novo Médulo de
Atendimento, aprendendo desta forma a dominar as valéncias de ambos. Este novo sistema
informatico surge nao sé para simplificar alguns procedimentos no atendimento bem como
torna-lo mais rapido e intuitivo. Todos os atendimentos que realizei foram efetuados neste
programa informatico que, na minha opiniao, era muito mais facil de operar e em termos
visuais mais intuitivo. Este médulo apresenta determinadas vantagens face ao SIFARMA2000°
como a possibilidade de criar campanhas promocionais internas, adicionar novos componentes
em qualquer fase do atendimento, gerir mais facilmente documentos de faturagao entre outras.
Este novo mddulo de atendimento ainda niao esta implementado em todas as farmacias
portuguesas e o facto de estar presente como projeto piloto na farmacia de Celas constitui
um aspeto diferenciador do meu estigio e uma mais-valia para o meu futuro como
farmacéutica. Trabalhar com estes dois programas foi uma grande oportunidade visto que o
SIFARMA2000® é o sistema informéitico mais comum nas farmicias e que no futuro serd

substituido pela Novo Modulo de Atendimento.

3.3.3 Dinamizacdo e Gestao do Espaco

Todos os colaboradores da farmacia de Celas, para além de excelentes profissionais,
procuram organizar a farmacia face a forte competitividade do mercado. Nesse sentido,
empenham-se a criar um espago acolhedor salvaguardando a visibilidade e sinalizam os varios
setores, marcas e produtos. Por outro lado, a disposicao dos produtos nos lineares e nas
gondolas bem como a montra sao regularmente reformuladas atendendo as campanhas
promocionais das diversas marcas, as datas comemorativas e, ainda, a sazonalidade das
doengas mais frequentes. Encaro este topico como uma oportunidade pelo facto de ter
colaborado na elaboragio dos lineares e gondolas e recordar alguns conhecimentos
previamente adquiridos nas unidades curriculares de Comunicagao e Marketing e Organizagao

e Gestao farmacéutica.



3.4 AMEAGAS (THREATS)

3.4.1 Medicamentos Esgotados

A realidade dos medicamentos esgotados tem ganho proporgoes significativas em
virtude da legalidade do parallel trading. Varias foram as situagoes que fui confrontada com a
frustracao e desagrado dos utentes perante a impossibilidade de Ihes poder dispensar os
medicamentos prescritos e, por vezes habituais, por se encontrarem esgotados e sem data
prevista de chegada a farmécia.'"' Esta realidade nio sé coloca em causa a credibilidade da
farmacia, como também dificulta o acesso dos utentes a sua medicagao. No entanto, importa
realgar que todos os colaboradores foram incansaveis na procura de alternativas terapéuticas
igualmente vidveis com vista a suprimirem as necessidades do maior niumero possivel de

utentes pelo menos até a reposigao da normalidade.

3.4.2 Pontos de Venda de MNSRM

O Decreto-Lei n.° 134/2005 de 16 de Agosto veio legalizar a comercializagao de
medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM) fora das farmacias, uma vez que o
Governo reconheceu varios beneficios aos consumidores.'? E evidente que estes pontos de
venda se tém vindo a multiplicar nos Ultimos tempos, especialmente nas grandes superficies.
A existéncia destes locais é inevitavelmente uma ameaca a profissao farmacéutica porque, para
além de ter um impacto na viabilidade econémica de uma farmacia, banaliza o estatuto do
medicamento. De facto, as grandes superficies tém a possibilidade de implementar pregos de
venda ao publico inferiores visto que efetuam grandes volumes de compras. Além disso, ha
um apelo irracional a automedicagdo sem que haja um adequado aconselhamento e
acompanhamento farmacoterapéutico ao utente que permita que o medicamento seja tomado

com a maior seguranga e pertinéncia.

3.4.3 Impacto do COVID-19 no Poder Econémico dos Utentes

Uma das consequéncias visiveis da pandemia de COVID-19 é o aumento do nivel de
desemprego. Esta infelicidade desencadeou uma evidente quebra do poder econdémico de
muitas familias que se viram obrigadas a implementar medidas para evitar gastos nao
prioritarios. Como consequéncia, as vendas de produtos cosméticos e de bem-estar tém sido
severamente afetadas. Por outro lado, também as tentativas de cross-selling e up-selling foram

influenciadas de forma negativa.



4 CONCLUSAO

Concluido o Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria, reconhego que estes quatro
meses, repletos de aprendizagem, proporcionaram uma continua preparagao para a primazia
e permitiram que encarasse o futuro a nivel profissional com uma maior seguranga e otimismo.

Apos esta etapa do meu percurso académico, acredito que um farmacéutico
competente sera para todo o sempre um eterno estudante, um profissional preocupado e
capaz de se enriquecer técnico-cientificamente com o proposito de satisfazer com plenitude
as necessidades da comunidade. Para terminar, refor¢o a importancia deste Estagio enquanto
unidade curricular dado que prepara inquestionavelmente os alunos para o exercicio da
profissao farmacéutica. Por essa razao, congratulo a FFUC pela oportunidade que nos oferece
enquanto estudantes finalistas e defendo a sua inclusao nos préximos anos letivos.

De salientar que deste estagio levo uma experiéncia absolutamente gratificante e da
Farmacia de Celas um exemplo de exceléncia, profissionalismo e amizade do qual estarei

eternamente grata.
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6 ANEXO |- FICHA DE PREPARACAO DO MEDICAMENTO MANIPULADO

FICHA DE
(carimbo da Farmacia) PREPARAQAO

Pomada de enxofre a 10%

N.c ManiruLacio(Lote) [

N° DO BOLETIM DE QUANTIDADE
MATERIAS-PRIMAS LOTE/VALIDADE FungAo ANALISE PESADA
L: 181035-P-1 Antissético,
Enxafre V: 09/2021 fungicida 1123 20g
. . L:201144-p-1 .

Vaselina sélida Val-:01/09/2025 Veiculo 1155 q.b.p.200g
PROCEDIMENTO DE MANIPULAGAO
Conforme método descrito em anexo.

| ACAO FARMACOLOGICA Tratamento dermatolégico/sarna

CONDIGOES DE CONSERVAGAO —

Temperatura Ambiente |:| Frio [2° - 5° C] D Frasco de vidro bem fechado

|:| Agitar antes de usar Abrigo da luz Recipiente opaco e bem fechado

PRAZO DE UTILIZAGAO - 30 dias ap6s preparagao

vove IR [ ConTacTo mu—

vorson - |
Nome po PrRescriTor - I

CONTROLO DO PRODUTO ACABADO

CARACTERISTICAS RESULTADO
CARACTERES ORGANOLETICOS (COR, CHEIRO, ASPETO GERAL, ETC.) V
PH \Y
QUANTIDADE/ MASSA/ VOLUME CONFORME PRESCRIGAO 200g

ANEXOS

RECEITA MEDICA ANEXO COM METODO DE PREPARAGAO QuUTRO
Rétulo + Validagéo de pesagem




CALCULO DO PREGO DE VENDA

MATERIAS — PRIMAS

EMBALAGEM EXISTENTE EM PRECO DE AQUISIGAO DE 9
UMA DADA QUANTIDADE
ARMAZEM UNITARIAS (S/ IVA) (€) g PREGO DA
&3
MATERIAS-PRIMAS QUANTIDADE 2 § | MATERIA-PRIMA
Q DADE PRECO DE QUANTY AUSAR g & UTILIZADA NA
UANTI AQuISIGAO DADE | preco | PREPARAGAO
ADQUIRIDA (S/IVA) UNITARIA 3
Enxofre 1kg 8.89€ 1g 0.0089 | X20 X1,9 =
Vaselina sélida 1kg 7,05€ 19 0.007 x 200 x1.6 g |
X X =
X X =
X X =
X X =
X X =
sustoraL A | [N
HONORARIOS DE MANIPULAGAO
FORMA FARMACEUTICA | QUANTIDADE F (€) FATOR VALOR
MULTIPLICATIVO
VALOR REFERENTE A QUANTIDADE BASE Pomada 100 3 x5.05 =
VALOR ADICIONAL propriamente dita | 100 0,01 X 5,05 s ]
sustotaL B | NN
MATERIAL de Embalagem
PRECO DE AQUISIGAO FATOR
MATERIAL DE EMBALAGEM (S/IVA) QUANTIDADE MULTIPLICATIVO VALOR
Recipiente unguentor 200 1.54 x 1 x12 -
X x1,2 =
SustoTaL C | I
PREGO DE VENDA AO PUBLICO DO MEDICAMENTO MANIPULADO (A+B+C)x1,3 _-_
+IVA ]
D[ NN
DISPOSITIVOS AUXILIARES DE ADMINISTRAGAO
DISPOSITIVO PREGO UNITARIO QUANTIDADE VALOR
E
Prego Final (D + E) | IS |
OPERADOR — SUPERVISOR —

RuBRICA DIRETOR TECNICO

DATA




7 ANEXO Il - CASOS PRATICOS

CASO|

A utente A, do sexo feminino e com cerca de 50 anos, dirige-se a farmacia com
sintomas sugestivos de uma infegao urinaria (vontade frequente e inesperada em urinar, nao
estando associada a dor nem a perda de sangue). Revelou que tinha acabado de tomar o
antibiotico prescrito pelo médico e que as infegoes eram bastante frequentes. A utente
pretendia evitar uma nova infecao e, nesse sentido, aconselhei o dispositivo médico
ADVANCIS URITABS constituido por extratos padronizados de Arando Americano e Uva-
Ursina numa férmula reforgada com frutooligossacaridos (FOS) indicado na prevencao das
infe¢des urindrias, com a toma didria de uma capsula, por um periodo de um més.'* O seu
principal mecanismo de agao baseia-se na inibicao da aderéncia e, consequente, formagao de
biofilmes por bactérias como a Escherichia coli no epitélio urinario, o que impede a geragao da
infecao. Por outro lado, alertei a utente que o produto nao seria eficaz numa infegao ja
instalada, dado que o Arando nio demonstra eficicia na remogio de biofilmes ja formados."
Reforcei que caso os sintomas permanecessem e/ou piorassem, deveria consultar novamente
um médico. Como medidas nao farmacologicas, aconselhei a ingestao abundante de agua, uma

adequada higiene genital e, por Ultimo, que evitasse pensos didrios e roupa interior sintética.

CASO 11

O utente B, do sexo masculino e com cerca de 40 anos, dirigiu-se a farmacia,
apressadamente queixando-se de desconforto abdominal e diarreia que durava ha ja alguns
dias. Solicita-me uma solugao urgente para a sua situagao, apresentando motivos profissionais.
Dado que a dispensa de farmacos antidiarreicos, numa primeira abordagem, ser
desaconselhada, optei por garantir que o utente nao apresentava outros sinais como febre,
vomitos, dores de estomago e presenga de sangue e/ou pus nas fezes. Na auséncia destes
sinais, dispensei, com autorizagao de uma farmacéutica, uma embalagem do MNSRM, Imodium
Rapid®, contendo comprimidos orodispersiveis com 2 mg de loperamida - um agente
obstipante que diminui o peristaltismo propulsivo, aumenta o tempo de transito intestinal e a
reabsor¢do de 4gua.'® Esclareci as particularidades associadas a sua toma, explicando que
deveria tomar de imediato 2 comprimidos, seguidos de | comprimido apds cada dejecao
diarreica. Alertei para uma dose maxima diaria de 4 comprimidos e uma duragao maxima de
tratamento de 48 horas.'® Por fim, dei enfase as medidas nio farmacolégicas de hidratagio e
reposi¢ao regular de eletrélitos, recomendando o suplemento alimentar probiético UL-250®
constituido por Saccharomyces boulardii, com a toma de | capsula, 3 vezes ao dia de modo a

reestabelecer a flora intestinal.'”
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CASO il

A utente C, do sexo feminino e aproximadamente com 50 anos, dirige-se a farmacia
solicitando algo para prevenir os enjoos e vomitos. Refere que vai fazer uma longa viagem de
carro e tem tendéncia para enjoar. Na conversa que estabeleci com a utente, pretendi
perceber se a utente sofria de algum tipo de doenca ou se estava gravida ou em periodo de
amamentagiao. E atendendo a que nenhuma destas situagoes se verificava, aconselhei o
MNSRM, o Vomidrine® (dimenidrinato, 50 mg), um antiemético antagonista dos recetores H|
cedido em caso de vomitos associados ao movimento.'® Aconselhei a utente a tomar um
comprimido meia hora antes de iniciar a viagem. Além disso, alertei para os possiveis efeitos
secundarios associados como sonoléncia, tonturas e zumbidos, a qual a utente referiu que nao
seria problema atendendo a que nao era a condutora da viatura e que aproveitava para dormir
durante a viagem. Por fim, propus algumas medidas nao farmacolégicas como evitar alimentos

gordos e liquidos em excesso antes de viajar.
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Parte Il

Relatorio de Estagio em Assuntos Regulamentares



I LISTA DE ABREVIATURAS

CIR - Cosmetic Ingredient Review

CPNP - Cosmetic Products Notification Portal

ECHA - European Chemicals Agency

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
PIF — Product Information File

SCCS - Scientific Committee on Consumer Safety

SWOT - Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats
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2 INTRODUCAO

Ao longo destes quatro anos e meio desenvolvi competéncias em diversas areas, sendo
os Assuntos Regulamentares um dos setores que me suscitou mais curiosidade e interesse. O
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) habilita-nos para o mercado de
trabalho nas mais diversas saidas profissionais, gragas a aquisicao de uma grande variedade de
conhecimentos e a consciencializagdo de que o farmacéutico pode enveredar em
especialidades como andlises clinicas, farmacia hospitalar, assuntos regulamentares ou industria
farmacéutica, para além da farmécia comunitéria.'

A Faculdade de Farmacia permite aos seus estudantes a melhor formagao possivel e,
nesse sentido, é de louvar todo o trabalho realizado por esta instituigdo. A faculdade
estabeleceu protocolos com varias entidades em diferentes areas permitindo, desta forma,
experienciar outros estagios curriculares. Enalteco este tipo de protocolos que permitem, por
um lado, expandir conhecimentos e experiéncia e, por outro, o contacto com outras
realidades possibilitando uma melhor compreensao do papel do farmacéutico nos diversos
ramos de atuagao.

Perante esta oportunidade, optei por realizar um estagio curricular numa empresa de
consultoria, a BasePoint Consulting Services (BasePoint). Para além de corresponder ao meu
interesse na area regulamentar, expandi os meus conhecimentos referentes aos produtos
cosmeéticos, um dos principais focos da empresa.

O presente relatério tem como objetivo apresentar o Estagio Curricular em Assuntos
Regulamentares por mim experienciado, o qual teve inicio a 3 de maio e, subsequente
conclusao a 30 de julho de 2021 na consultora BasePoint Consulting Services, uma empresa

sediada em Coimbra, sob orientagao da Dra. Beatriz Costa.

3 ANALISE SWOT
Tal como consta nas “Normas Orientadoras de Estagio do Mestrado Integrado em

2 este relatério encontra-se sob a forma de anilise SWOT, um

Ciéncias Farmacéuticas”,
acronimo das palavras derivadas do inglés Strenghts, Weaknesses, Opportunities e Threats. Este
instrumento, desenvolvido nos anos 60 num contexto empresarial,3 possibilita uma analise
critica quer da minha prestacao quer da minha experiéncia profissional como estagiaria
mediante um processo de avaliagdo profunda e sustentada em duas grandes dimensoes: a

interna, revelando os pontos fortes e fracos para a minha formagao; a externa, evidenciando

as oportunidades cedidas e as ameagas vivenciadas no decorrer deste estagio.
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3. PONTOS FORTES (STRENGHTS)

3.1.1 Formacoes Internas

Previamente a realizacao das varias tarefas, assisti a formagoes internas ministradas
pelos colaboradores que contribuiram para o meu sucesso didrio. Valorizo toda a dedicagao
prestada pela equipa no decorrer do estagio, especialmente no primeiro dia e sempre que me
era entregue uma nova tarefa ou apresentada uma nova drea.

No primeiro dia de estagio assisti a uma formagao sobre produtos cosméticos e
esclarecimentos referentes ao Regulamento (CE) n.° 1223/2009* do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 30 de novembro de 2009, por parte do Dr. David Costa. No decorrer da
formagao foi me apresentada a estrutura de um Product Information File (PIF) assim como todos
os relatorios e fichas técnicas imprescindiveis a sua elaboragao. Foi me também apresentado
diversas bases de dados, como o Cosmetic Ingredient Review (CIR), o Cosing, o European
Chemicals Agency (ECHA) e o Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS) - ferramentas
relevantes para a elaboragao do dossié técnico. Neste mesmo dia, presenciei uma formagao
acerca da avaliagdo de rotulagem de produtos cosméticos por parte do Dr. David Costa.
Aprendi também a notificar um produto cosmético no portal adequado para o efeito - Cosmetic
Products Notification Portal (CPNP). Dado que se trata de um portal europeu, a partir do
momento que o produto cosmético é registado nesta plataforma, nio é necessaria uma
notificagao adicional noutro Estado-membro da Uniao Europeia.

No decorrer do meu estagio presenciei uma outra formagao acerca dos dispositivos
médicos e explicagoes relativas ao novo Regulamento (UE) n.° 2017/745 do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 5 de abril de 2017, por parte da Dra. Carmen Pinto. Durante a
formagao tive a oportunidade de assistir ao registo de um dispositivo médico na plataforma
do INFARMED, o Sistema de Registo de DM/DIV.

Estas formagoes foram determinantes para alcangar o sucesso didrio e ultrapassar
todos os desafios sentidos no decorrer do estigio. Além disso, permitiram que
compreendesse melhor os servigos prestados pela BasePoint e alcangar mais facilmente o

éxito no estagio.

3.1.2 Integracao na Equipa Técnica
A BasePoint é uma empresa de consultoria focada no setor dos Produtos Cosméticos,
Suplementos Alimentares, Dispositivos Médicos e Biocidas. A empresa esta sediada no Edificio
Fernao Magalhaes, em Coimbra, e € composta por uma equipa jovem, competente e dinamica.
Como é uma empresa pequena tive o privilégio de trabalhar com a maioria dos

colaboradores e de exercer diversas fungoes. Adaptei-me rapidamente a rotina da equipa e
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cooperei com os colaboradores com vista a adquirir conhecimentos diversificados. Aproveitei
também a experiéncia destes profissionais para esclarecer duvidas e consolidar

conhecimentos. Foi, de facto, um dos pontos fortes do meu estagio.

3.1.3 Autonomia e Responsabilidade

No decorrer do estagio, senti o incentivo e apoio constante por parte de toda a equipa
na realizagao das tarefas atribuidas e que procurava desempenhar com autonomia. Apesar de
sentir uma enorme responsabilidade nas tarefas que fiquei encarregue foi-me sempre prestado
auxilio e supervisao das mesmas. Diariamente, era me questionado em que fase do trabalho
estava, que dificuldades estava a sentir e se necessitava de algum tipo de ajuda. Quer a
responsabilidade quer a autonomia foram competéncias que procurei adquirir durante o

estagio, dado que as considero essenciais para o exercicio da atividade farmacéutica.

3.1.4 Competéncias técnicas desenvolvidas

Com o decorrer do estagio, adquiri e fortaleci competéncias técnicas fundamentais
para integrar, no futuro, o mundo do trabalho.

Primeiramente, destaco o dominio da lingua inglesa que se refletiu essencial na
realizacao de todos os trabalhos desempenhados na BasePoint. O conhecimento do inglés
tornou-se crucial no momento da pesquisa bibliografica, por exemplo, para elaborar o perfil
toxicologico de um ingrediente ou para interpretar as fichas técnicas das matérias-primas e
certificados de andlise.

Paralelamente, destaco o meu aperfeicoamento a nivel de pesquisa em plataformas
como o CIR, o SCCS e a ECHA como também no motor de busca PubMed.

Por outro lado, realgo também as competéncias informaticas e todos os conselhos que
me foram transmitidos que me possibilitaram economizar tempo de trabalho e,
consequentemente, ser mais eficiente. Em virtude da constante utilizagao do computador, as
minhas competéncias nas diversas ferramentas do Microsoft Office evoluiram, semanalmente,
especialmente a nivel do Microsoft Word®.

O facto de ter iniciado o estigio com conhecimentos nestas areas permitiu que
integrasse mais rapidamente o ambiente de trabalho. Todavia, tenho consciéncia que, finalizado
o estagio, o meu dominio sobre estas vertentes e a sua adequagao ao contexto real é
consideravelmente maior e mais amplo. Todo o conhecimento adquirido durante o estagio

acompanhar-me-a no futuro.
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3.2 PONTOS FRACOS (WEAKNESSES)

3.2.1 Fundamentacdo das alegacoes

A fundamentagao das alegacoes foi uma das tarefas onde senti maior dificuldade. O
Regulamento n.° 655/2013 da Comissao de 10 de julho de 2013 determina critérios comuns
que visam justificar as alegagcoes. No entanto e, embora existam critérios que necessitam de
ser respeitados, a avaliagao do seu cumprimento depende da interpretagao do avaliador de
seguranca. De facto, a experiéncia nesta tarefa é crucial para justificar ou recusar determinadas

alegacoes nos produtos cosméticos.

3.2.2 Duracao do Estagio

Um ponto fraco que destaco neste estagio foi a sua curta duragao. A empresa
BasePoint presta servicos nas dreas da Cosmética, Suplementos Alimentares, Dispositivos
Médicos e Biocidas. Considerando a curta duragao do mesmo, houve a necessidade de
priorizar uma das dreas de atuagao da empresa - a cosmética. Apesar de ter tido a
oportunidade de realizar tarefas em todos os setores, a maioria foi dedicada aos cosméticos,
o que consequentemente limitou a formagao das restantes. Durante esta experiéncia e, dado
que se apresenta como um estagio de cariz opcional, procurei ganhar competéncias neste
setor, reter o maximo de conhecimento possivel e compreender melhor a realidade
profissional.

Desta forma, considero que um estdgio mais duradouro numa empresa como a
BasePoint, concederia a oportunidade de aprofundar conhecimentos em todas as areas de

atuagao, fundamentar mais competéncias e inclusive preencher determinadas lacunas.

3.3 OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)

3.3.1 Estagio curricular em diversas areas

O MICF apresenta-se como um curso bastante amplo e com uma enorme polivaléncia.
No entanto, ha certas areas que sao pouco exploradas durante o curso como a area dos
produtos cosméticos, suplementos alimentares e dispositivos médicos. Por exemplo, na
unidade curricular de Dermofarmacia e Cosmética apenas adquirimos conhecimentos basicos
referentes ao aconselhamento farmacéutico e desenvolvimento galénico.

O estagio realizado nesta empresa concedeu-me o privilégio de conhecer, de uma
forma mais aprofundada, a area regulamentar dos produtos cosméticos. Tive também a
oportunidade de compreender melhor a area regulamentar dos dispositivos médicos e

suplementos alimentares, ainda que estes tenham sido de uma forma mais superficial
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atendendo a curta duragao do estdgio. Deste modo, considero que consegui adquirir

competéncias que me individualizam e destacam como futura profissional.

3.3.2 Aplicagdao de conhecimentos teéricos

O vasto plano deste curso facultou-me bases essenciais e conhecimentos nas mais
diversas areas cientificas para o meu futuro enquanto farmacéutica. Conforme o trabalho
desempenhado na BasePoint saliento a importancia das areas de assuntos regulamentares e da
cosmética, exploradas nas wunidades curriculares de Assuntos Regulamentares e
Dermofarmacia e Cosmética, durante o 4° ano. Estas unidades curriculares proporcionaram-
me um enquadramento geral bem como varios conhecimentos tedricos acerca destas areas,
tendo sido essenciais para facilitar a minha integragao nas tarefas que desempenhei.

Na empresa tive oportunidade de aplicar conhecimentos teoricos a situagoes reais e,
desta forma, atualizar-me. Sao areas em constante evolugao e, mesmo apds concluir o MICF,

¢é fundamental o farmacéutico manter-se atualizado, numa perspetiva de autorregulagao.

3.4 AMEACAS (THREATS)

3.4.1 Trabalho dependente de clientes

O trabalho numa consultoria como a BasePoint esta dependente dos servigos para os
quais o cliente a requisita. Nesse sentido, as tarefas que desempenhei durante o estagio
dependiam do trabalho solicitado pelo cliente que recorria aos servicos da empresa. Por
exemplo, no ambito dos cosméticos, apenas executei tarefas relativas a sabonetes e champos,
nao tendo tido a oportunidade de contactar com outros tipos de produtos que seriam também
do meu interesse.

Por outro lado, houve situagoes em que tive de iniciar trabalhos sem dispor de toda a
informagao necessaria devido ao envio tardio da informagao por parte do cliente. Como tal,
as tarefas que executava ficavam inacabadas, com notas de rodapé respetivas a informagao em
falta e ainda com topicos por preencher. No entanto, reconhego que este tipo de trabalho se
revelou desafiante.

Por ultimo, referir que o trabalho na empresa foi sempre muito bem organizado,

discutido em equipa e que as situagoes supracitadas foram raras.

3.4.2 Formacio Base de Ciéncias Farmacéuticas

Tendo em conta a curta duragao do estagio na BasePoint, o foco do trabalho incidiu,
essencialmente, sobre os produtos cosméticos. Para realizar as tarefas que me tinham sido
entregues era necessario ter conhecimentos nas unidades curriculares de Assuntos

Regulamentares do Medicamento e Dermofarmacia e Cosmética. Deste modo, considero que
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estes conteldos sdo extremamente importantes no plano de estudos do MICF. No entanto,
o facto de nao haver um grande aprofundamento destas acabou por se transformar numa
desvantagem para mim.

A titulo de exemplo, saliento o facto de nunca ter analisado o Regulamento (CE)
n.° 1223/2009* relativo aos produtos cosméticos que me acompanhou diariamente e revelou
ser essencial na area regulamentar. Tendo em conta que se trata de um regulamento europeu
e que os produtos cosméticos podem circular livremente no mercado europeu, a sua andlise
€ tao importante quanto a analise da legislagio nacional. Deste modo, assegurar a
conformidade destes produtos com a legislagdio do nosso pais, Decreto-Lei n.° 189/20088,°
bem como com a legislagdo da Uniao Europeia, é fundamental na rotina das empresas que
legalizam estes produtos.

Neste sentido, espero que seja ponderada a possibilidade de incluir contetidos da area
regulamentar dos produtos cosméticos no plano de estudos do MICF com o proposito de

adquirir um leque diversificado de conhecimentos e uma formagao mais segura e abrangente

do estudante para ingressar no mercado de trabalho desta area.

4 CONCLUSAO

O estagio curricular na BasePoint tornou-se numa das experiéncias mais gratificantes
e entusiasmantes do meu percurso académico. Apesar da sua curta duragao tentei reter o
maximo de conhecimentos demonstrando diariamente um profundo interesse pelo trabalho
desempenhado pela empresa. Importa também referir que qualquer aspeto menos positivo
que tenha surgido durante o meu estagio foi sempre superado e que constituiu aprendizagens
e desafios que levarei comigo para o meu futuro. Assim, esta experiéncia foi extremamente
enriquecedora e relevante para a minha formagao, na qual fui preparada com o maximo de
exceléncia. Todas as aprendizagens e conselhos adquiridos durante o estagio contribuirao para
a minha futura entrada no mundo do trabalho.

Nesse sentido, congratulo, uma vez mais, a FFUC pela oportunidade que proporciona
aos seus estudantes finalistas de realizarem estagios curriculares noutras areas, para além da
Farmacia Comunitaria. Sem duvida que este tipo de oportunidade destaca positivamente os
seus estudantes perante outros futuros farmacéuticos, conferindo-lhes uma diferenciagao

profissional nas varias areas do setor farmacéutico.
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Parte Il

Monografia

“Terapia Génica na Doenca de Alzheimer: uma nova abordagem
terapéutica”



Resumo

A doenga de Alzheimer (DA) é o distlrbio neurodegenerativo mais prevalente no mundo
afetando cerca de 47 milhdes de pessoas. E uma condicio clinica caracterizada por perda de
memoria persistente e progressiva, défice cognitivo e mudanga de personalidade. Na génese
da doenga existem, essencialmente, dois fatores responsaveis pelo aparecimento desta
sintomatologia, as placas B-amildides e os emaranhados neurofibrilhares constituidos pela
proteina tau. Todavia, estudos recentes demonstram que, para além destes dois hallmarks
neuropatoldgicos, outras caracteristicas patologicas podem ser identificadas no cérebro dos
doentes, tais como neuroinflamagao, excitoxicidade, stresse oxidativo e défice de alguns
neurotransmissores. Estes processos, isoladamente ou em conjunto, conduzem a uma
neurodegeneragao grave observada na DA.

Apesar dos fortes investimentos em programas de desenvolvimento de medicamentos, a
terapéutica disponivel para o tratamento da DA permite apenas a melhoria dos sintomas nao
contribuindo para modificar o curso da doenga. Por conseguinte, esta condi¢ao clinica
continua a ser um enfoque cientifico mundial, dado que é imperativo a identificagao de
estratégias terapéuticas novas e eficazes.

Devido a continua investigagao nesta area e aprofundamento do conhecimento referente
aos mecanismos moleculares e celulares responsaveis pelo desenvolvimento da DA, a terapia
génica tem sido investigada como uma potencial estratégia terapéutica.

A andlise dos resultados de ensaios pré-clinicos e clinicos revela que a DA podera ser uma
das patologias a ter disponivel na pratica clinica um tratamento baseado em terapia génica.
Desta forma, prevé-se uma alteragao do paradigma terapéutico desta patologia e consequente

melhoria da condigao clinica e qualidade de vida dos doentes.

Palavras-chave: doenga de alzheimer, fisiopatologia, terapia génica, potenciais alvos

moleculares.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most prevalent neurodegenerative disorder in the world
affecting about 47 million people. It is a clinical condition characterized by persistent and
progressive memory loss, cognitive impairment, and personality change. In the genesis of the
disease there are essentially two factors responsible for the appearance of this
symptomatology, the B-amyloid plaques and the neurofibrillary tangles made up of the tau
protein. However, recent studies show that in addition to these two neuropathological
hallmarks, other pathological characteristics can be identified in the brains of patients, such as
neuroinflammation, excitotoxicity, oxidative stress, and a deficit of some neurotransmitters.
These processes, alone or together, lead to the severe neurodegeneration seen in AD.

Despite heavy investments in drug development programs, the available therapies for the
treatment of AD allow only the improvement of symptoms and do not contribute to modify
the course of the disease. Therefore, this clinical condition remains a worldwide scientific
focus as it is imperative to identify new and effective therapeutic strategies.

Due to the continued research in this area and the deepening of knowledge regarding the
molecular and cellular mechanisms responsible for the development of AD, gene therapy has
been investigated as a potential therapeutic strategy.

Analysis of the results of pre-clinical and clinical trials reveals that AD may be one of the
diseases for which gene therapy-based treatment will be available in clinical practice. Thus, a
change in the therapeutic paradigm of this pathology is expected, with a consequent

improvement in the clinical condition and quality of life of patients.

Keywords: alzheimer's disease, pathophysiology, gene therapy, potential molecular targets.
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LISTA DE ABREVIATURAS
24S-OHC - Colesterol 24-Hidroxicolesterol

AAV - Virus Adeno-associados

ACAT - Acil-CoA:colesterol aciltransferase

Ach - Acetilcolina

Ad - Adenovirus

AMPA - Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico
ApoE - Apolipoproteina E

APP - Proteina Percursora Amiloide

ASO - Oligonucleotido Anti-Sense

AB - B-amildide

BDNF - Fator Neurotréfico De Crescimento Derivado Do Cérebro
BHE - Barreira Hematoencefilica

CDKS5 - Cinase 5 Dependente de Ciclina

cDNA - DNA complementar

ChAT - Colina Acetil Transferase

CLU - Clusterina

CRISPR - Repetigoes Palindromas Regularmente Espagados
DA - Doenca de Alzheimer

EAAT - Transportadores de Aminoacidos Excitatorios
ECE - Enzima Conversora Da Endotelina

ERO - Espécies Reativas de Oxigénio

FAD - Doenca de Alzheimer Familiar

GDNF - Fator Neurotrofico Derivado De Células Gliais
GSKa3p - Cinase Glicogénio Sintetase 3

HDL - Lipoproteinas De Alta Densidade

HSC - Células Estaminais Hematopoiéticas
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HSV - Virus Herpes Simplex

IGF2 - Fator de Crescimento 2 Semelhante a Insulina
iRNA - Sistemas De Interferéncia de RNA

LSD - Doenga de Armazenamento Lisossomal

LTP - Potenciagao A Longo Termo

LV - Lentivirus

MGIuR - Recetores Metabotropicos

NFT - Emaranhados Neurofibrilhares

NGF - Fator Neurotrofico Neuronal

NMDA - N-metil-d-Aspartato

NO - Oxido Nitrico

PGRN - Progranulina

PSENI - Presenilina-|

PSEN2 - presenilina-2

SAD - Doenca de Alzheimer Esporadica

siRNA - Pequenos RNA de Interferéncia

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP - Polimorfismo de Nucleétidos Unicos

SOAT - Esterol O-aciltransferase

TNF-RI - Recetor do Fator De Necrose Tumoral |
TNF-RII - Recetor do Fator De Necrose Tumoral 2
TNF-a - Fator de Necrose Tumoral Alfa

TREM2 - Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 2
TrkA - Recetor Tropomiosina Cinase A

TrkB - Recetor Tropomiosina Cinase B

VGLUT - GluTs Vesiculares



2 INTRODUCAO

A doenga de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia, a qual se caracteriza
por perda de memoria persistente e progressiva, défice cognitivo e mudanga de humor.' A
deméncia é considerada uma grande ameaga as sociedades modernas em virtude do aumento
da prevaléncia da doenga e dos enormes custos associados aos cuidados de prestagao de
satide.” Além disso, os familiares assistem a uma decadéncia lenta dos seus entes queridos até
estes serem incapazes de os reconhecer mais.’

Embora, a causa da doenca seja multifatorial, é fundamental destacar as duas principais
marcas histopatoldgicas que caracterizam a doenga de Alzheimer: a existéncia de placas B-
amiloide no espagco extracelular e os emaranhados neurofibrilhares, acumulados
intracelularmente, constituidos pela proteina tau hiperfosforilada.’* No entanto, outros sinais
celulares e moleculares podem ser igualmente identificados no cérebro dos doentes, dando-
se énfase a neuroinflamagao, excitoxicidade, stresse oxidativo e défice de alguns
neurotransmissores, nomeadamente a acetilcolina.* Estes processos, separadamente ou em
conjunto, conduzem a uma neurodegeneragao grave que origina os sintomas clinicos.?

Apesar de décadas de estudo a investigar os mecanismos moleculares e celulares da
DA e do empenho consideravel por parte da industria farmacéutica, nao existe, até hoje,
nenhuma terapia eficaz para curar a DA ou para inibir significativamente a progressao dos seus
sintomas.' De facto, os medicamentos aprovados para o tratamento desta doenga sio
limitados e, apenas incluem os inibidores da acetilcolinoesterase (donepezilo, rivastagmina,
galantamina) e os antagonistas dos recetores N-metil-d-Aspartato (NMDA) (memantina). Os
farmacos anteriormente citados somente melhoram o comportamento, o estado cognitivo e
o estado clinico geral dos doentes.” Todavia, a eficacia destes é bastante limitada e, por essa
razao, € mandatorio desenvolver estratégias terapéuticas mais eficazes que permitam um
incremento da qualidade de vida e melhoria da condigao clinica dos doentes que sofram desta
patologia tao devastadora.

Assim, o objetivo principal desta dissertagao é apresentar as potenciais abordagens,
avaliadas em estudos pré-clinicos e clinicos, que possibilitaram a alteragao dos niveis das
proteinas responsaveis pela sobrevivéncia dos neuronios, inflamagao, proteina B-amildide,

metabolismo da tau e metabolismo do colesterol através da terapia génica.
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3 DOENCA DE ALZHEIMER
3.1 EPIDEMIOLOGIA

A medida que a populagio envelhece, a incidéncia e a prevaléncia das doencas
relacionadas com a idade aumentam, como é o caso da deméncia.® A doenca de Alzheimer é
a deméncia mais prevalente na sociedade, sendo responsavel por 50 a 70% dos casos.” Sabe-
se que a incidéncia da deméncia e a sua prevaléncia aumentam quase exponencialmente com
a idade, duplicando a cada 5 anos apos a sexta década de vida.® E de salientar que, uma em
cada trés pessoas com mais de 85 anos, padece desta patologia.’

Mundialmente, estima-se que 24 milhdes de pessoas sofram de deméncia.'® Como
resultado do envelhecimento da populagio e do aumento da esperanga média de vida, é
expectavel que os numeros de casos tripliquem,'' prevendo-se que em 2050 se atinja o
impressionante nimero de |30 milhoes de pessoas com deméncia, dos quais | 15 milhdes com
DA.IZ‘ 13

Relativamente a Portugal, prevé-se que a prevaléncia da doenga na populagao
portuguesa com idade igual ou superior a 60 anos seja de 5,91% com um niumero presumivel
de afetados superior a 160000 individuos.®

De facto, a doenga de Alzheimer tem um impacto deletério nas capacidades dos
doentes, dado que estes perdem a sua autonomia e se tornam dependentes de terceiros,
particularmente numa fase mais avan¢ada da doenga. Por outro lado, provoca uma elevada
carga pessoal, social e econémica e, como tal deve ser encarada como um problema de saide

publica.'

3.2 ETIOLOGIA

A doenca de Alzheimer é o tipo mais comum de deméncia® e pode subdividir-se em
dois grandes grupos: a familiar (FAD) e a esporédica (SAD)."

A FAD ¢ fruto de um gene dominante, possui um inicio precoce (<65 anos) e afeta |-
5% dos casos."® Tem sido mencionado que este tipo de DA esta principalmente correlacionado
com fatores genéticos que afetam o metabolismo da proteina B-amildide. Atualmente,
considera-se que poderao estar envolvidos trés genes diferentes em pelo menos 50% dos
casos de FAD, nomeadamente, o gene APP, o gene presenilina-1(PSEN/) e presenilina-2
(PSEN2)."

Por outro lado, a forma esporadica verifica-se em 90-95% dos eventos e exibe um
inicio tardio (>65 anos)."> Contudo, neste caso, as causas subjacentes nio sio tio bem
compreendidas.'® E referido que 70% se deve a fatores genéticos e 30% a outros fatores de

risco. Este inclui variantes nao modificaveis como o envelhecimento, género, hormonas e
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variantes modificaveis como atividade fisica, padroes sociais, educagao, saude cardiovascular,

obesidade, stresse entre outros.'’'8!%1202!

Além disso, a apoliproteina E (ApoE) esta
fortemente associada a SAD.'® A ApoE é uma proteina expressa no Homem que desempenha
um papel vital na neuroinflamagio e neuroplasticidade.'® Esta proteina apresenta trés alelos
comuns, nomeadamente, €2, €3 e £4.' Contudo, pessoas que apresentam o alelo €4 no locus
da APOE tém um maior risco de vir a desenvolver esta patologia.'® Importa reforcar que
individuos com esta variante nao terao necessariamente a doenga, mas apenas um maior
risco.”? De salientar que os portadores heterozigotos da APOE €4 sio duas a trés vezes mais
predispostos a desenvolver a doenga, ao passo que, os homozigotos tém um risco 10-15 vezes
maior.'®

Na realidade, foram ja identificados mais de 20 genes responsaveis pelo
desenvolvimento da DA em pessoas com mais de 65 anos.”? A maioria desses genes podem-
se agrupar em vias especificas, tais como o processamento da proteina percursora amildide
(APP), a patologia da TAU, a resposta imunoldgica, a migragao celular, a endocitose e o
transporte lipidico. Todas estas vias desempenham um papel importante na etiologia da doenga

de Alzheimer com inicio tardio.'**

3.3 FISIOPATOLOGIA

A doenga de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa altamente complexa,
multifatorial e progressiva.”*

Como citado anteriormente, as principais marcas histopatologicas que caracterizam a
patogénese da doenca sio a presenca de placas senis extracelulares constituidas por agregados
filamentosos da proteina B-amildide (AB) e massas neurofibrilhares intracelulares, compostas
essencialmente pela proteina tau hiperfosforilada. Essas placas e massas presentes no cérebro
dos doentes estao localizadas, sobretudo, no hipocampo, nas amigdalas cerebelosas e no
cortex entorrinal do lobulo temporal, enquanto as porgoes frontais e parietais do cértex

associativo sao menos afetadas.”® A Figura | mostra as regides do cérebro mais afetadas na

DA.
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Figura I: Principais regides do cérebo afetadas na doenga de Alzheimer. Reimpresso com algumas modificages de 26.
[criado com www.BioRender.com]

Porém, outras caracteristicas patologicas sao igualmente observadas na DA. Como tal,
podemos evidenciar o stresse oxidativo, a neuroinflamagao, a neurotoxicidade, a deficiéncia e

distribuicio alterada das mitocondrias e a neurodegeneragao."

PRODUCAO DAS PLACAS B-AMILOIDE
A APP é amplamente expressa nos mamiferos e apresenta-se como uma proteina

. E constituida por um dominio N-terminal extracelular glicosilado,

transmembranar do tipo
um dominio transmembranar e um pequeno dominio C-terminal intracelular.”’ Embora, as
fungoes fisiologicas que desempenha ainda nao estejam totalmente esclarecidas, existe
evidéncia de que auxilia a formagao das sinapses, o crescimento detritico e axonal e, ainda a
sobrevivéncia neuronal.?®

Por agdo de diferentes proteases'®- a dlfa (a), beta (B) e gama (y) - a APP sofre
processamento proteolitico. Como resultado sao formados varios peptideos que exibem
diferentes potenciais de agregacio e, consequentemente, diferentes niveis de toxicidade.’® De
facto, a APP pode ser clivada mediante duas vias: via amiloidogénica e a via nao-amiloidogénica
(evidenciado na Figura 2). Ambas competem para o processamento da APP.2' A via nio
amiloidogénica é considerada a via secretora mais relevante para a maioria das células dado
que, em condigoes fisioldgicas, é responsavel por 90-95% do processamento proteolitico da
APP?' Contudo, no cérebro dos doentes com DA, pensa-se que podera existir um
desequilibrio entre estas duas vias, sendo favorecida a produc¢io dos peptideos AB.*' Importa

referir que em concentragoes fisiologicas, os peptideos AP apresentam um papel relevante na

plasticidade sinaptica a nivel do hipocampo, na formacao de sinapses, sendo a sua presenca
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crucial para a formagio e consolidagio da meméria.’> Desta forma, os peptideos AB podem

exercer efeitos neurotoxicos ou neurotréficos em fungao da sua concentragao.*

Via ndo amiloidogénica

Por esta via, a APP sofre uma clivagem constitutiva e regulada.® Por acio de duas
secretases, a a-secretase e a y-secretase, a APP é clivada originando um pequeno fragmento
hidrofébico, p3, que é soluvel. Embora, as fungoes fisiologicas deste fragmento ainda nao se
encontrem verdadeiramente elucidadas, considera-se que assume um papel crucial na
sinalizagao sinaptica. Por outro lado, o dominio intracelular da APP que resulta da atividade
das duas enzimas supracitadas ¢€ libertado e translocado para o nucleo, sendo responsavel por
regular a expressio génica e facilitar a sinalizagao intracelular.?®*

Em contrapartida, a APP pode apenas sofrer agao da a-secretase e, nesse caso, ha a
produgao de um outro percursor sollvel e nao patogénico que é o s-APPa. Este fragmento
desempenha diversas fungoes cruciais, tais como a sinalizagao e plasticidade sinaptica normal,

aprendizagem, memoria, comportamento emocional e sobrevivéncia neuronal.?®3

Via amiloidogénica

Por esta via, a APP é segmentada de forma diferente culminando com a formagao do
peptideo AB, composto por 39-42 aminodcidos."” Neste caso, por agdo da B-secretase hd a
formagao do fragmento C99 que, por sua vez é clivado pela y-secretase, nas posigoes 40 e 42,
para produzir os monémeros AR, .4 € AB.42.'"® Embora, o primeiro fragmento seja o mais
comum, atualmente considera-se que o segundo, mais hidrofobico, apresenta um maior
potencial amiloidogénico. Porém, ambos siao capazes de se agregar originando oligomeros e,
subsequentemente as placas B-amiloide insoluveis implicadas na degeneragao neuronal e
declinio cognitivo. E por isso imperativo a rapida remocio deste peptideo AB.'*

De facto, a medida que os peptideos AB siao formados, estes sao removidos
continuamente para a periferia, de forma a manter um equilibrio entre os diferentes
compartimentos celulares. A eliminagao do AB no cérebro depende de varios processos que
ocorrem em simultaneo: a sua degradagao proteolitica por diversas proteases tais como a
neprilisina,** as enzimas conversoras da endotelina do tipo | e 2,** a enzima que degrada a
insulina,* a enzima conversora da angiotensina,”’ as metaloproteinases da matriz do tipo 2 e 9
e a catepsina B;*® a sua depuragio passiva mediada por células; e o seu transporte ativo através

da barreira hematoencefalica.*’
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Figura 2: A acumulagio do peptideo B-amildide na doenga de Alzheimer. Reimpresso com pequenas modificagdes de 16.
[Criado com www.BioRender.com]

FORMAGCAO DOS EMARANHADOS NEUROFIBRILHARES

A formagio destes emaranhados é explicada pela hiperfosforilagio da proteina tau,*
tal como ¢ ilustrado na Figura 3. A tau é uma proteina essencial a formagao e estabilizagao dos
microtibulos do citoesqueleto dos neurénios.'

Quando a proteina tau entra em contacto com as cinases é fosforilada. Como resultado
desta hiperfosforilagao, a proteina tau dissocia-se dos microtubulos e agrega-se, no interior
do neurdnio, sob a forma de filamentos helicoidais insoltveis. Por conseguinte, ha a formagao
de enormes massas de emaranhados neurofibrilhares (NFTs) no interior do neurénio e, em
Gltima instancia, morte neuronal devido a perda da comunicagao entre neurdnios e
processamento de sinais.?®*

Embora, os eventos moleculares que levam a formagao dos NFTs ainda nao estejam
bem documentados, considera-se que seja a acumulagao da proteina B-amildide o gatilho
necessario para a ativagao das cinases. Diversas cinases regulam a fosforilagao da tau, tais como
a cinase glicogénio sintetase 3 (GSK3p) e a cinase 5 dependente de ciclina (CDK5). Apesar de
GSK3p e CDKS5 serem as principais responsaveis pela hiperfosforilagao da tau, outras cinases

como a Proteina Cinase C, Proteina Cinase A, ERK2, uma serina/teronina cinase, caspase 3, e

caspase 9 também tém papéis proeminentes, que podem ser ativados pela AB.%*
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Figura 3: Formagao dos emaranhados neurofibrilhares na doenga de Alzheimer. Reimpresso com pequenas modificagdes de
16. [Criado com www.BioRender.com]

BASES GENETICAS

Tal como referido previamente, pensa-se que poderao estar envolvidos trés genes
diferentes na DA, nomeadamente o gene APP, o PSENI| e PSEN2. As mutagoes encontradas
nestes genes conduzem, principalmente, a uma produgao, agregagao ou depuragao anormal da
proteina B-amildide.'®

Relativamente ao gene APP, a maioria das mutagoes ocorrem nas proximidades dos
locais de clivagem da a-, B- ou y-secretase, o que fundamenta a correlagao entre as mutagoes
e a alteragao do metabolismo de AB. De uma forma geral, uma maior produgao dos fragmentos
AB4,, pode iniciar um conjunto de reagoes inflamatorias que conduzem a uma deterioragao
agravada das fungdes cognitivas.” Por outro lado, no caso da trissomia 21, o cromossoma
extra expressa o gene APP e, consequentemente, pessoas com esta patologia terao um gene
APP adicional que culminara numa sobre-expressao da proteina APP.*

Ja no que se refere as mutagoes no gene PSEN| e PSEN2, estas tém tido um impacto
funcional que se traduz num aumento da atividade da y-secretase bem como um incremento
da formacio da AP4, deslocando a razio AB./AB4« e alterando, em Ultima andlise, o
processamento da APP pela y-secretase.®

Quanto ao comprometimento da depuragao de AB, na DA, esta pode ser justificada
pela presenca de uma mutagio no Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 2 (TREM2).28
TREM2 é um recetor altamente expresso nas células da microglia que estao envolvidas na
depuragao fagocitaria de detritos neuronais. Deste modo, estas mutagoes resultam numa
incapacidade destes recetores eliminarem a AP do sistema nervoso central (SNC) e, por

consequéncia, a acumulagido de AB e maior intensificagdo da patogénese nestes doentes.®
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NEUROINFLAMACAO

Nas ultimas décadas, tem-se assistido a uma continua investigacao nesta area com o
intuito de identificar tanto as vias da neuroinflamagao como os tipos de células envolvidas na
patologia.” Com esse proposito, é fundamental entender a dinimica do sistema imunitario
para compreender o seu contributo para a perda neuronal na doenga.

O sistema imune é responsavel pela defesa do organismo contra agentes agressores,
através da imunidade inata e adaptativa. No SNC residem células da imunidade inata que
expressam recetores de reconhecimento de padroes aptos a reconhecer moléculas associadas
a patdgeneos e substincias endégenas libertadas ou produzidas por meio de lesio tecidular. E
o caso da microglia e astrocitos.*®*

A microglia, fagocitos residentes do SNC, exercem um papel vital na manutengao da
plasticidade neuronal e na remodelagio da sinapse.”® Estas células mieloides possuem a
capacidade de remover o peptideo AP que é produzido no cérebro por intermédio da sua
exportagao para o liquido cefalorraquidiano, para os vasos sanguineos ou mediante degradagao
local. Esta degradagao local pode ser realizada por absorgao e degradagao (fagocitose) ou por
degradagdo extracelular gragas a neprilisina.’'**** Além disso, estas células expressam um
conjunto de recetores capazes de reconhecer o peptideo AB dos quais se destacam os
recetores necrofagos (SCARA-I, MARCO, SCARB-1, CD36 e RAGE), recetores do tipo toll-
like (TLR2, TLR4, TLR6 e TLR9), integrina aépl, CD47. Apos reconhecimento, a microglia
induz a libertagao de mediadores pro-inflamatorios como citocinas, das quais se destacam as
interleucinas e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), radicais livres, neurotoxinas que
medeiam a neuroinflamacgio e neurotoxicidade.>**

Todavia, na doenga de Alzheimer, ha um contacto constante com o peptideo AP e,
consequentemente, estas células mieloides sao persistentemente ativadas. Como resultado,
verifica-se um aumento da produgao de mediadores proé-inflamatoérios e de espécies reativas
de oxigénio (EROs) que diminuem a capacidade fagocitica da microglia e provocam uma
neuroinflamagio croénica.>>* Por outro lado, as citocinas supracitadas podem ser produzidas
quer por ativacao da microglia quer por ativagao dos astrécitos no SNC contribuindo
diretamente para o processo de neuroinflamagao. Entre as principais moléculas inflamatorias
associadas a DA salientam-se as citocinas IL-la, IL-18, IL-6 e TNF-a. Em particular, a IL-1f ¢
uma das principais, contribuindo para a evolugao da patologia dado que estimula a produgao
do peptideo B-amildide neurotoxico, hiperfosforilagio da tau, a ativagao da microglia e

astrocitos, libertando uma maior quantidade de citocinas e de 6xido nitrico.%®

43



Para além de todos estes fatores, acrescenta-se o stresse oxidativo resultante da
produgao de intermediarios reativos de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio que
desempenham, igualmente, um papel fundamental na neuroinflamagao. A produgao abundante
de radicais livres origina danos nas membranas neuronais com consequente peroxidagao dos
lipidos e oxidagdo das proteinas membranares, culminando na neurodegeneragio.”’~®

Deste modo, podemos concluir que os astrocitos e a microglia sao as principais células
envolvidas no processo de neuroinflamagao. A libertagio de mediadores inflamatoérios gera

um processo ciclico de estimulo a neuroinflamagao, culminando em niveis progressivamente

maiores de lesio, degeneragio e apoptose neuronal.>®

DISFUNCAO COLINERGICA

1.5 A sua alta densidade

As sinapses colinérgicas sao ubiquas no sistema nervoso centra
no talamo, estriado, sistema limbico e neocortex sugerem que a transmissao colinérgica é
extremamente importante nos processos de aprendizagem, memoria, atengao e outras
fungdes cerebrais superiores.®’

A hipotese colinérgica foi a primeira hipotese evidenciada ha mais de 35 anos, por
Bartus e seus colaboradores, para explicar a etiologia desta doenga. Esta hipotese defendia
que o declinio cognitivo associado a DA era consequéncia primaria da deplegao da acetilcolina
no cérebro destes doentes.** Esta hipotese é fortemente sustentada por estudos que
demonstram que a perda de atividade colinérgica € um evento comum no cérebro dos doentes
com DAG&5 constatando-se uma acentuada reducao de neurdnios nos nucleos basais de Meynert e
da atividade da enzima Colina Acetil Transferase (ChAT), responsavel pela sintese da acetilcolina
(ACh).66 Além disso, sabe-se que a degeneragao neurofibrilhar no encéfalo frontal é a principal
causa da disfungao e morte dos neuronios colinérgicos do encéfalo frontal dando origem a
uma denervagio colinérgica pré-siniptica generalizada.®’> Esta notavel perda de neurénios
colinérgicos esta relacionada com o défice da atividade colinérgica, que afeta tanto os seus
recetores®’ como as enzimas envolvidas na sintese e hidrolise da ACh.®® Como resultado desta
hipotese, varios compostos estimuladores do sistema colinérgico foram submetidos a estudos
pré-clinicos e clinicos.”” Apesar de limitados, os melhores resultados foram exibidos pelos
inibidores das colinesterases, atualmente utilizados como terapéutica sintomatica desta
doenca.” Todavia, o falhango da abordagem colinomimética com o propésito de modificar o
curso da doenga, evidenciou que o défice colinérgico nao é a uUnica causa para a DA, como
inicialmente proposto por esta hipotese. Contudo, nos Ultimos anos, esta teoria tem
ressurgido alicercada no pressuposto de que a DA é uma doenga multifatorial cujo defeito

colinérgico representa uma vertente da sua patogénese, contribuindo para a sua progressio.>’
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DISFUNCAO GLUTAMATERGICA

O principal neurotransmissor excitatério do SNC é o glutamato.”” Este assume um
papel crucial na maioria das fungoes cerebrais tais como memoria, aprendizagem, cognigao,
entre outras.”

Em condigoes fisiologicas e mediante despolarizagao pré-sinaptica, as vesiculas
contendo o glutamato fundem com a membrana do neurénio pré-sinaptico possibilitando a
libertagao do glutamato.” O glutamato vai ligar-se aos recetores de 4cido a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) e aos recetores metabotropicos (mGIuR)
promovendo a sua ativagao. Posteriormente ativa os recetores NMDA estimulando a
despolarizagio pds-sinaptica através do influxo de catides.”” Para evitar a sobre-estimulagio,
o glutamato é removido pelos astrécitos e convertido em L-glutamina por agao da glutamina-
sintetase.”>’® A glutamina é encontrada, essencialmente, no fluido extracelular e, ao contrario
do glutamato, é uma molécula nao téxica desprovida da capacidade de ativar os recetores do
glutamato.”’® A glutamina é depois transferida de volta para o neurénio e é reciclada pela
glutaminase ativada pelo fosfato e forma o L-glutamato.””’® O L-glutamato é captado por
transportadores vesiculares em vesiculas sinapticas.”>’® Este tréifico de glutamato e glutamina
entre astrocitos e neuronios € a via primaria através da qual o glutamato pode ser
reciclado.”*”®”” E gracas aos transportadores de alta afinidade que é possivel remover este
neurotransmissor da fenda sinaptica assegurando, desta forma, concentragoes baixas e nao
toxicas.”>” Existem dois sistemas de transporte: os GluTs Vesiculares (VGLUT) e os
Transportadores de Aminoacidos Excitatorios (EAAT). Os primeiros sao importantes para o
que o glutamato seja armazenado em vesiculas sinapticas. Ao passo que, os segundos sao
responséveis pelo transporte do glutamato em excesso para dentro dos astrocitos.”

Nesta patologia, a disfungao glutamatérgica é resultado da acumulagiao do glutamato na
fenda sinaptica (ou por diminuicdo da sua recaptagao ou por anormalidades no seu
transportador devido a presenca dos peptideos AB) e também pela ativagao exagerada dos
recetores do NMDA pelos peptideos AB.” Esta ativagdo persistente leva a um influxo crénico
de cdlcio que induz um estado de hiperpolarizagao e, consequentemente, inicia o processo de

morte neuronal'”’®

que se correlaciona com a perda da fungao de meméria e da capacidade de
aprendizagem em pacientes com DA.*®" Assim, é crucial manter niveis extracelulares de
73 . ~ 4 . 4 . s . 4
glutamato adequados.” A despolarizagao cronica em neurdnios vulneraveis € acompanhada
por outras perturbagoes, tais como stresse oxidativo neuronal, danos mitocondriais e
inflamagao, presenca de B-amildide e, possivelmente da tau hiperfosforilada, o que pode
eventualmente aumentar a sensibilidade do sistema glutamatérgico e resultar em disfungao
73,82,81

neuronal e morte celular.
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Figura 4: A Disfungdo Glutamatérgica na doenga de Alzheimer. VGlut (transportador vesicular de glutamato); EAAT
(transportador de aminoacidos excitatorios); NMDA (N-metil-d-Aspartato); AMPA (icido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico). Reimpresso com pequenas modificagoes de 73. [Criado com www.BioRender.com]

3.4 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DOENGCA DE ALZHEIMER

Apesar de décadas de estudo sobre a biologia basica da DA e da forte dedicagao por
parte da industria farmacéutica, nao existe ainda uma terapéutica que modifique o curso da
doenca ou que, idealmente, atue de forma preventiva.'®

Na realidade, somente quatro farmacos estao aprovados e disponiveis para utilizagao
na pratica clinica. Porém, nao ha evidéncias claras de que algum destes medicamentos
modifique os processos patologicos primarios inerentes a doenga. Ainda assim, parecem
proporcionar um alivio sintomatico e, normalmente, sao administrados como terapéutica
paliativa com o propésito de abrandar o declinio da qualidade de vida.'

Atualmente, a farmacoterapia disponivel atua na neurotransmissao colinérgica (os
inibidores da acetilcolinesterase) ou glutamatérgica (antagonistas dos recetores NMDA),
possibilitando uma melhoria dos sintomas cognitivos. Por outro lado, antidepressivos,
neurolépticos, ansioliticos e antiepiléticos sao também utilizados, visando melhorar os
sintomas comportamentais e psiquiatricos.®

Relativamente, aos inibidores da acetilcolinesterase, estes retardam a degradagao
metabolica da acetilcolina, otimizando a concentragio deste neurotransmissor para a
intercomunicagao. Estes farmacos atrasam a progressao da disfun¢ao cognitiva e poderao ser
eficazes para alguns doentes nos estagios inicial e intermedidrio da patologia. Nesta classe,

existem trés medicamentos, aprovados pela Administragio Federal de Alimentos e
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Medicamentos americana (FDA - do inglés, Food and Drug Administration): donepezilo,
rivastigmina e galantamina.'®

No que concerne aos antagonistas dos recetores NMDA, o primeiro farmaco
aprovado pela FDA para melhorar os sintomas da doenga moderada a severa e, por enquanto,
o unico exemplar desta classe é a memantina. Este farmaco regula a atividade do
neurotransmissor glutamato que é libertado pelas células danificadas em grandes quantidades.”®
Quando o glutamato atinge os recetores do tipo NMDA, na superficie das células, o calcio flui
livremente para o interior da célula e, consequentemente, desencadeia neurodegeneragao.
Este firmaco é dotado da capacidade de impossibilitar esta sequéncia destrutiva.'®"®

Neste sentido, é necessario desenvolver estratégias terapéuticas mais eficazes que
permitam um incremento da qualidade de vida e melhoria da condigao clinica dos doentes que
sofrem com esta condigao clinica. E, de facto, o aprofundamento do conhecimento a respeito

da fisiopatologia da doenga permitiu visionar novas terapéuticas, das quais se destaca a terapia

génica.

4 TERAPIA GENICA

No que concerne as doengas do SNC, a terapéutica farmacolégica disponivel em
contexto clinico, nao proporciona um tratamento eficaz em virtude do diagnostico tardio, da
complexidade do sistema nervoso e das barreiras fisicas que comprometem a distribuicao dos
farmacos para o cérebro.*

Assim, a terapia génica revela-se como uma poderosa estratégia para colmatar as
necessidades médicas nao preenchidas com a terapéutica tradicional. Esta nova abordagem
apresenta a capacidade de corrigir direta e permanentemente defeitos genéticos evitando
desta forma tratamentos repetidos.®* De salientar que, tem havido um esfor¢o e dedicagido
por parte dos clinicos e investigadores com o propoésito de alcangar uma terapia génica eficaz
orientada para o SNC.

A terapia génica engloba um conjunto de técnicas que possibilita a introdugao de
sequéncias de DNA ou RNA no interior de células-alvo com vista a modular os niveis de

expressao das proteinas nio funcionais.®

De uma maneira geral, para se proceder a
manipulagao genética, varias estratégias poderao ser utilizadas, tais como: i) introduzir uma
copia funcional de um gene defeituoso; ii) silenciar um alelo mutante através de sistemas de
interferéncia de RNA (iRNA); iii) introduzir um gene modificador da doenga; ou iv) recorrer
a métodos de edicio genética.®

Previamente a implementacio da abordagem, varios fatores deverao ser

cuidadosamente discutidos. Nesse sentido, destaca-se a selecao do gene terapéutico, a escolha
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do vetor mais apropriado, barreiras fisicas a considerar, o protocolo de terapia génica a seguir

e qual a via de administragao mais adequada.

4.1 COMPLEXIDADE DO SNC

Apesar da terapia génica ser particularmente atrativa para as perturbagoes
neurolodgicas, algumas limitagdes e obstiaculos tém de ser enfrentados e encarados como
desafios para uma terapia génica eficaz direcionada para o SNC.** De facto, o acesso ao
cérebro é limitado e protegido por barreiras fisicas tais como a barreira-hematoencefalica
(BHE) que dificulta nao s6 o fornecimento de farmacos ao SNC como também impede a
utilizagio de tratamentos sistémicos.’” Por outro lado, no cérebro existem células de natureza
pos-mitodtica (neurdnios) e outros tipos de células, bem como circuitos neuronais especificos,
que desempenham fungdes criticas.® De salientar que o cérebro se apresenta como um 6rgio
sensivel a alteragcdes volumétricas.®

Todas estas caracteristicas aliadas a complexidade da fisiopatologia das doengas
neurodegenerativas justificam o porqué da grande maioria dos medicamentos e
procedimentos cirdrgicos apresentarem-se como ineficazes no tratamento de doengas

associadas ao SNC.%

4.2 ESCOLHA DO GENE TERAPEUTICO
No que se refere a DA, os seus potenciais alvos serao posteriormente abordados com
maior detalhe. Da mesma forma, alguns ensaios pré-clinicos e clinicos serao discutidos visando

elucidar a evolugao desta estratégia tao promissora.

4.3 SELECAO DO VETOR

De forma a providenciar uma terapia génica de sucesso é fundamental garantir uma
transferéncia segura e eficiente do material genético para as células-alvo.*

Um vetor ideal é dotado da capacidade de transportar transgenes de peso molecular
diverso e apresentar baixo grau de imunogenicidade e citoxicidade.®**? Para além disto,
devera permitir uma expressao estavel e com duragao adequada do transgene, garantindo ao
mesmo tempo uma transdugdo eficaz e sem efeitos off-target.®****° Da mesma forma, a sua
producio devera ser simples, eficiente e possibilitar uma produgdo em larga escala.®**>* Até
aos dias de hoje, nao existe um vetor que obedeca a todas estas caracteristicas ideais e, como
tal, as vantagens e limitagoes de cada vetor deverao ser tidas em consideragao com vista a
escolher aquele que se enquadra melhor a cada condigio clinica.®*®

Na realidade, podemos distinguir dois tipos de vetores que sao utilizados neste

contexto de terapia génica: os vetores virais e os vetores nao-virais. Todavia, sao os vetores
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virais os mais frequentemente utilizados gragas ao elevado grau de eficiéncia de transdugao

que proporcionam.®

VETORES VIRAIS

Este tipo de sistema de entrega apresenta a capacidade intrinseca de infetar células.®*
No entanto, os genes responsaveis pela replicagao viral sio substituidos pelos genes
terapéuticos e sio adicionados os promotores que regulam a expressio do transgene. * Dos
varios vetores virais disponiveis para utilizagao destacam-se os adenovirus (Ad), lentivirus (LV),

virus herpes simplex (HSV) e os virus adeno-associados (AAV).2%

Vetores virais de Adenovirus (Ad)

Sao virus ecosaédricos, sem envelope e de dupla cadeia de DNA. Apresentam uma
enorme capacidade transgénica e de infetar vérios tipos de células.” Quando infetam a célula-
hospedeira introduzem o seu material genético, mas sem que este incorpore o genoma da
célula-alvo.” Logo, possibilitam uma expressdo transgénica transitoria. Embora exibam um
otimo perfil de seguranga, a presenca das proteinas virais pode ocasionar uma resposta
imunologica. Por conseguinte, as suas principais aplicagoes no contexto do SNC suportam-se
no seu elevado grau de antigenicidade, sendo frequentemente utilizados com a finalidade de

tratar tumores cerebrais.®%*

Vetores virais do Herpes Simplex (HSV)

Estes sao virus envelopados de dupla cadeia de DNA com capacidade de transportar
transgenes com um elevado peso molecular.®* O seu genoma é depositado na forma
epissomal e, portanto, ha um baixo risco de mutagénese insercional .®* Tratam-se de virus
neurotropicos e, portanto, conseguem infetar eficazmente os neuronios e outras células do
SNC tal como a glia.*® Todavia, a sua utilizagdo é restrita, devido a problemas associados a

expressao latente e imunogenicidade.®**

Vetores virais de Retrovirus
Sao virus envelopados de cadeia simples de RNA e, curiosamente, foram os primeiros
a serem usados em terapia génica.**’**> Quando infetam uma célula-alvo, introduzem nio sé
o seu material genético como também outras enzimas.” Desta forma, conseguem produzir
uma molécula de dupla cadeia de DNA complementar a molécula de RNA gragas a
transcriptase reversa.’® Esta molécula de dupla cadeia de DNA ¢, entao, integrada de forma
aleatoria no genoma da célula-alvo.*** No entanto, sio vetores cuja aplicagio esta limitada,

dado que apenas possuem a capacidade de transferir genes para células que se encontram em
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divisio.**? Por outro lado, como ocorre uma integragdo do genoma na célula-alvo ha um risco
4 . ~ Py 85‘94 ~

aumentado de mutagénese por inser¢ao e genotoxicidade. Como tal, sio vetores

inadequados para a modificagao genética de células diferenciadas e indivisiveis como é o caso

dos neurdnios.®%*

Vetores Lentivirais (LV)

Tal como os retrovirus, sao virus que infetam as células mediante um processo de
. ~ 4 96 7. ’ . ~
integracao do genoma na célula-alvo.” Contudo, ao contrario do retrovirus, a integragao do
seu material genético ocorre em células quiescentes.”® Apresentam uma expressio estavel do
transgene por longos periodos de tempo. Apesar de desempenharem um papel cada vez mais
iminente na terapia génica orientada para o SNC, ha risco de mutagénese insercional uma vez

. /4 91 ’ . ~

que integram o genoma da célula-alvo.”’ Contudo, é gragas a essa capacidade que sao

adequados para a terapia génica ex vivo.”

Vetores de Virus Adeno-Associados (AAYV)

Estes vetores sao virus nao patogénicos de cadeia simples de DNA nao envelopados e
derivados do parvovfrus.%'87 Dentro dos vetores virais, sao atualmente os mais utilizados em
ensaios clinicos aplicados ao SNC.”*¥ Efetivamente, si3o vetores seguros, nio patogénicos e
com capacidade de infetar eficazmente neurénios in vivo.¥” Apresentam tropismo serotipo-
dependente, conforme a interagdo com recetores especificos em células-alvo.”*®” Na verdade,
os serotipos mais estudados num contexto do SNC sao os serotipos 1,2,5,8,9 e rhesus (rh).10
sendo que, o vetor AAV9 apresenta a capacidade de atravessar a BHE.’** Apesar de existir a
possibilidade de desencadear uma resposta imunolégica, tem sido observado pouca toxicidade
associada ao seu uso.”

Nao obstante nenhum dos vetores disponiveis seja o ideal, os AAV surgem como os
vetores de eleicao para a terapia génica direcionada para o SNC e, em particular para as
doengas neurodegenerativas.®***®¥ De facto, apresentam vantagens significativas relativamente
as outras alternativas, como uma expressao estavel e duradoura e ainda auséncia de
toxicidade.***” Contudo, a capacidade de empacotamento é restrita comparativamente aos Ad

ou aos HSV.%

VETORES NAO-VIRAIS

Estes vetores de transferéncia génica sao encarados como uma alternativa promissora
gragas aos seus métodos de produgao simples, associados a baixos custos e elevado perfil de
seguranga.84 Contudo, apresentam uma eficiéncia relativamente baixa e medeiam um efeito

transitorio, exigindo administragoes repetidas com consequente risco de desencadear uma
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resposta imunitaria.?* Assim, o uso destes vetores é geralmente insuficiente no tratamento de
doencgas neurodegenerativas cronicas.®*”” Podemos distinguir dois tipos de métodos de

transferéncia génica nio virais: métodos fisicos e métodos quimicos.®

44 PROTOCOLO DE APLICACAO
A escolha da via de administragao é um aspeto fundamental a ter em consideragao
aquando da manipulagao genética. Dispomos de duas abordagens diferentes: a terapia génica

in vivo e a terapia génica ex vivo como evidenciado na Figura 5.

In vivo Ex vivo
DMPDDT

Gene de interesse

Colheita das células

do hospedeiro
= s

Células alteradas
geneticamente

Posteriormente, sdo entregues
no é6rgéo-alvo

Introduzido num
vetor viral ou
nao-viral

As células modificadas

mm geneticamente s&o reintroduzidas

no hospedeiro
Gene de interesse

Figura 5: Abordagens disponiveis para a realizagdo da terapia génica. Reimpresso com modificagées de 98. [Criado com
www.BioRender.com]

TERAPIA GENICA IN VIVO

Genericamente, a terapia génica in vivo implica a introdugao direta do gene terapéutico
na regiao-alvo recorrendo, para esse efeito, a utilizagao de vetores virais. Recentemente, este
método foi expandido para incluir a edigao direta de genes de células in vivo recorrendo a uma
tecnologia de repeti¢des palindromas regularmente espacados (CRISPR).”

Embora seja uma técnica relativamente simples, varias complicagdes podem surgir
como consequéncia do uso de vetores virais in vivo, tais como, baixo grau de especificidade e
de controlo da transferéncia genética, silenciamento genético, mutagénese de insergao no
interior das células hospedeiras e, ainda respostas imunolodgicas direcionadas para o
vetor.'®'"'Além disso, a sua aplicagio num contexto de doengas neurolégicas exige
frequentemente que as células do SNC em degeneragao se mantenham ativas ao longo do
tempo com vista a produzirem as moléculas terapéuticas pretendidas. Contudo, este
acréscimo de atividade celular pode resultar num stresse indesejavel.'”'

Para a aplicagao deste método, existe um leque variado de possibilidades para
administragao do vetor. Contudo, a escolha da forma de administragao dever-se-a adequar a

regiao que se pretende tratar, no caso da DA, o SNC. Nessa perspetiva, e de forma resumida,
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existem disponiveis as seguintes opgoes: injegao intraparenquimatosa direta no parénquima
cerebral afetado, injecao intracerebroventricular, intra-cisterna magna e a injecao

intravascular.®

TERAPIA GENICA EX VIVO
De um modo geral, para a realizagao desta abordagem, as células necessitam de ser
modificadas geneticamente antes de serem introduzidas no paciente, a fim de poderem

expressar o gene terapéutico.'®

As fontes celulares podem ser isoladas dos pacientes e
reintroduzidas apés manipulagio genética por transplante autdlogo.®” H3, igualmente a
possibilidade de se gerarem linhas celulares alogénicas modificadas que serao armazenadas
para posteriormente se proceder a um transplante.'®

No contexto das perturbagoes neuroldgicas, € comum isolarem-se as células
estaminais hematopoiéticas (HSCs), a partir do sangue ou da medula éssea do paciente e, apos
purificagio, proceder-se & modificagdo genética.®’” Esta modificagdo pressupde a utilizagio de
vetores lentivirais para a realizagao da transdugao in vitro e, posteriormente, procede-se ao
transplante autdlogo das células modificadas.”” Estas células, ao serem reintroduzidas no
paciente, irdo integrar o compartimento das células estaminais da medula 6ssea.’” Uma parte
dessas células teri a capacidade de migrar em dire¢io ao SNC e atravessar a BHE.'
Localmente, podem diferenciar-se em células de suporte essenciais do ponto de vista
terapéutico, tais como microglia, astrocitos ou oligodendrécitos, ou podem fornecer uma
proteina benéfica ou em falta.'® A titulo de exemplo, destaca-se a possibilidade da microglia
poder ser geneticamente modificada com vista a restaurar a fungao normal proporcionando
efeitos benéficos aos neuronios, gragas a produgao de proteinas terapéuticas, fatores troficos
ou quimiocinas.'”'

Este tipo de abordagem permite, por um lado, a caracterizagao do produto celular
geneticamente modificado antes da reintrodugao no paciente e, por outro, possibilita a nao
exposicio direta do paciente ao vetor utilizado na transferéncia genética.'® Todavia, este é
um método que exibe uma baixa disponibilidade de células viaveis para transplante, reduzida
taxa de sobrevivéncia das células transduzidas, possibilidade de terapéutica imunossupressora

e o processo de preparagio das células é altamente complexo e extremamente moroso.'*
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5 POTENCIAIS ALVOS
5. METABOLISMO DE AB
Tal como anteriormente referido, o excesso de AB no cérebro é um dos fatores

desencadeantes da doenc¢a de Alzheimer. Desta forma, uma intervencao direcionada para

reduzir os niveis deste peptideo tem surgido como uma abordagem clinica bastante atrativa.

APP

Considera-se que o peptideo AP que resulta da clivagem da APP tenha a capacidade de
formar oligdmeros e, posteriormente, as placas B-amildide insoliveis implicadas na
neurodegeneragao e declinio cognitivo. Nesse sentido, uma downregulation da expressao do
gene APP representa uma possivel estratégia terapéutica para a DA’

A recente tecnologia baseada em pequenos RNA de interferéncia (siRNA) apresenta-
se como uma estratégia viavel para proceder a downregulation da sintese de APP.> Nesse
sentido, destaca-se um estudo que demonstrou que a utilizagao deste procedimento em
murganhos que sobre-expressam a APP pelo HSV-shRNA reduz a patologia AB.*'® Todavia,
a APP apresenta uma diversidade de fungoes bioldgicas e, como tal, a sua completa eliminagao
provoca disfungdes locomotoras e cognitivas em murganhos.'” Por conseguinte, a completa

eliminagio nio é exequivel.>'"°

sAPPq

O APP ao ser clivado pela a-secretase produz um percursor solivel e nao patologico
que é o sAPPa.”®® Este fragmento desempenha diversas fungdes cruciais tais como a
sinalizacao e plasticidade sinaptica normal, aprendizagem, memoria, comportamento
emocional e sobrevivéncia neuronal.’®** Dado que os pacientes com DA apresentam baixos
niveis deste produto no liquido cefalorraquidiano, uma abordagem terapéutica direcionada
para este fragmento assume-se como promissora.” Todavia, uma upregulation da produgio do
sAPPa mediante indugao da a-secretase podera constituir um problema por afetar substratos
implicados na tumorigénese.''' Neste sentido, a terapia génica assume-se como uma potencial
abordagem para melhorar, ou restaurar, os niveis deste fragmento.'"" Para avaliar o efeito da
sobre-expressao do sAPPa pelo AAV procedeu-se a um estudo com modelos de murganhos
transgénicos APP/PS1E9 com doenga bem estabelecida. Desta abordagem foi possivel observar
uma melhoria da plasticidade sinaptica, aumento da densidade das espinhas dendriticas e, ainda,
uma melhoria da memoria espacial de referéncia.''' Paralelamente, este estudo concluiu que a

expressao AAV-sAPPa resulta em niveis moderadamente reduzidos de AB e uma significativa
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melhoria da patologia.'"

Estas observacoes foram associadas a ativagio da microglia e
fagocitose das placas amildides como consequéncia do aumento da IDE e TREM2.'"
Coletivamente, os resultados deste estudo sugerem que, mesmo em fases com deposicao
avangada das placas, o sAPPa pode atenuar os efeitos sinaptotoxicos induzidos pelo AB e

melhorar a fungio cognitiva.'"

BACEI

A BACEI assume um papel central na produgao do peptideo AP e, como tal, torna-se
um alvo terapéutico bastante atrativo.” Contudo, o local ativo desta enzima apresenta algumas
especificidades que dificultam o desenvolvimento de pequenas moléculas pela quimica
medicinal tradicional.''> Assim, a terapia génica apresenta-se como uma alternativa bastante
promissora a fim de suprimir a BACEI.'"?

Um dos estudos efetuados recorreu a utilizagio de vetores lentiviricos que
expressavam siRNAs com vista a silenciar eficazmente a expressao da BACEI nos neurénios
de murganhos com DA.> Com este estudo foi possivel alcangar uma redugio dos niveis de
BACEI e, consequentemente, uma diminui¢cao quer da produgao do peptideo AP quer dos
défices neurodegenerativos e comportamentais.” Num outro estudo a diminui¢io dos niveis
de BACEI foi alcangada gragas a uma estratégia que envolveu a utilizagao de exossomas auto-
fabricados a partir de células dendriticas para entrega de siRNA no cérebro de modelos
animais.’

No entanto, como resultado da eliminagao da BACEI, surgem efeitos indesejaveis,
quer a nivel cognitivo, quer a nivel sinaptico. Efetivamente, para além dos efeitos neurotéxicos
do peptideo AR, existem evidéncias de que, a niveis fisioldgicos, este é detentor de
propriedades neuroprotetoras; consequentemente, a redugio da BACEI| pode diminuir a

producao enddégena de AP, comprometendo as suas propriedades neurotropicas e

sinaptotroficas.’

5.2 ENZIMAS PROTEOLITICAS

Como referido anteriormente, o peptideo AP sofre constantemente metabolizagao no
liquido cefalorraquidiano e o seu conteludo depende do equilibrio entre a sua produgao e
respetiva depuragao. Constatou-se que os doentes com DA esporadica apresentam uma
depuragao deficiente do peptideo AP. Neste contexto, o aumento dos niveis deste peptideo
pode ser consequéncia da elevada produgido ou baixa degradagio.'

De facto, diversas enzimas residentes no cérebro sao dotadas da capacidade de

degradar o peptideo AB, tal como a neprilisina.*''*!''"* Estudos recentes demonstram que a
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remocao desta enzima em modelos de murganhos esta associada a um risco aumentando de
desenvolvimento da patologia AB nestes animais.>'"* Neste sentido, uma upregulation por
manipulagao genética apresenta-se como uma forte estratégia para reduzir os niveis deste
peptideo na DA} De salientar que a validagdo pré-clinica in vivo demonstrou que a expressio

¢ ou HSV'® em modelos de murganho com sobre-

da neprilisina por AAV'", lentivirus'
expressao de APP, desencadeou uma diminui¢ao dos niveis de AB e uma melhoria da patologia
AB.? Por essa razio, a transferéncia do gene da neprilisina apresenta o potencial de reduzir a
patologia AB na DA

Para além da neprilisina, a enzima conversora da endotelina (ECE) pode igualmente

degradar o peptideo AB no cérebro.’ Na realidade, a transferéncia do gene da ECE para um

modelo de murganho com DA reduziu a patologia AB.>''®

5.3 METABOLISMO DO COLESTEROL
ApoE

O gene que codifica a ApoE apresenta-se como o fator genético de risco mais comum
para o desenvolvimento da DA de inicio tardio.'"” O gene que codifica esta apolipoproteina
compreende trés alelos principais: €2, €3 e £4.'° A existéncia do €4 conduzira 3 expressio da
isoforma proteica ApoE4 que contribuira para acelerar o processo de acumulagao do peptideo
AB de uma forma dose-dependente, enquanto o €2 terd uma agio contréria.''” Para além da
ApoE4 desempenhar um papel crucial na deposigao do peptideo AP, dados recentes sugerem
que também assume um papel importante na patologia de tau e na neurodegeneragao mediada
pela tau.'"” Neste sentido, a redugdo dos niveis da ApoE4'"” ou o aumento da expressio da
ApoE2'? apresentam-se como duas potenciais abordagens para o tratamento da DA.

De facto, um dos estudos realizados envolveu a administracao de oligonucleotidos anti-
sense (ASOs) em modelos de murganhos P301S/ApoE4 a fim de avaliar os efeitos da redugao
dos niveis da ApoE4.'"” Deste estudo concluiu-se que através desta estratégia é possivel
reduzir os seus niveis em cerca de 50%, o que proporciona uma significativa protegao contra
a patologia tau e neurodegeneragao associada, uma diminuicao da neuroinflamagao, sendo
preservada a densidade sinaptica.''” Também foi possivel constatar que esta reducio pode
assumir efeitos neuroprotetores mesmo apés o inicio da patologia tau.'"’ Assim, a redugio
dos niveis da ApoE4 devera ser explorada como uma possivel abordagem terapéutica em
portadores da ApoE4 com taupatia, inclusive numa fase avangada da doenga.'"”

Relativamente ao efeito da ApoE2, foi realizado um estudo que envolveu a
administragao intracerebral de AAV-ApoE4 seguida de administragaio de AAV-ApoE2 em
modelos animais e concluiu-se que houve uma redugao da deposicao de AB. Estes resultados
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sugerem que o aumento da expressao da ApoE2 podera ser eficiente na redugao da patologia
AB."™ Em virtude dos vérios estudos realizados com base neste pressuposto foi possivel
agendar, para breve, um ensaio com a finalidade de testar a seguranca da expressao AAV-

ApoE2 em portadores da ApoE4 (data prevista de conclusio: dezembro de 2021).'%

Clusterina/Apo)

Atualmente a clusterina (CLU), também conhecida como Apo), é o terceiro fator
genético de risco mais significativo para o desenvolvimento da DA tardia.”” O gene que
codifica a estrutura primaria da CLU contém polimorfismos de nucleotidos unicos (SNPs)
associados ao risco de DA tardia.'” Todavia, permanece uma grande lacuna na literatura sobre
os papéis fisiologicos da CLU no cérebro normal e sobre os mecanismos patologicos

conferidos por esses polimorfismos no inicio da SAD."”'

Mais recentemente, tem sido sugerido
que alguns dos SNPs conferem uma protegao contra a DA tardia, mas permanece por
esclarecer o quio significativa é essa neuroprotec¢io e quais os mecanismos subjacentes.'”
De facto, constatou-se que a infusao de CLU no cérebro de murganhos sujeitos a traumatismo
cerebral melhorou os parimetros comportamentais e neuronais.>'”* No entanto, a utilizagdo
do oligonucledtido antisense OGX-011 como ferramenta genética tem sido empregue em
alguns tratamentos para o cancro e tem como pressuposto silenciar a CLU. Esta tecnologia
comprovou ser bem-sucedida nos varios ensaios de fase [1.2'** Contudo, nio conseguiu
traduzir-se na fase lll, uma vez que a CLU tanto funciona como um supressor de tumores

como um promotor.’ Portanto, o efeito tumorgénico da CLU pode ser uma grande

preocupagao no caso particular da DA’

CYP46Al

Nas ultimas décadas, a forte investigagdo em torno da fisiopatologia da DA, permitiu
sugerir que o metabolismo do colesterol esta intimamente relacionado com a progressao
desta doenca.’ De facto, através de ensaios envolvendo modelos animais concluiu-se que a
alteragao do metabolismo deste lipido assume um papel fulcral no desenvolvimento das placas
amildides e na patologia de tau.’

No cérebro, o colesterol ¢ sintetizado in situ, essencialmente pelos astrocitos, sendo
posteriormente transportado pelas lipoproteinas de alta densidade (HDL).’ Estas particulas ao
serem internalizadas pelos neurénios fornecem-lhes o colesterol necessario. Dado que ¢
fundamental manter niveis estaveis desta molécula, a biossintese do colesterol é equilibrada
pela sua eliminagdo.'” Nesse sentido, o principal mecanismo de eliminagdo do excesso do
colesterol é a conversao desta molécula no colesterol 24-hidroxicolesterol (24S-OHC) pela
enzima neuronal colesterol 24-hidroxilase (CYP46A1).'” Este metabolito tem a capacidade de
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atravessar a BHE, ao contrario do colesterol, podendo rapidamente difundir-se para a
circulagio sistémica ou para o LCR e, subsequentemente, sofrer degradagio no figado.'”

Atendendo a que na DA ocorre uma redugio dos niveis da CYP46A1'%, a sobre-
expressao desta enzima através da administragao cerebral de vetores portadores do gene que
a codifica parece ser uma estratégia eficaz’ Com o proposito de avaliar o resultado desta
possivel estratégia, surgiu a primeira manipulagio genética realizada em mamiferos.'” Este
estudo traduziu-se na administragao de injegoes corticais e hipocampais de AAVs portadores
do DNA complementar (cDNA)’> da CYP46A| em modelos de murganhos APP23 aos 3 meses
de idade, antes do inicio dos depésitos amildides.'”® Constatou-se que foi possivel reduzir
acentuadamente os niveis dos peptideos AB e o niumero de depdsitos amildides aos 12 meses
de idade.'”® Estes animais mostraram uma melhoria prévia da memoria espacial aos 6 meses,
antes do inicio do depésito de amildides.'” A sobre-expressio do CYP46Al por injecio do
mesmo vetor AAV no cortex e hipocampo dos murganhos APP/PSI, apds o inicio dos
depdsitos amiléides, reduziu o niumero de placas amildides 3 meses ap6s a intervengao.® Assim,
a sobre-expressao neuronal do CYP46Al, antes ou depois do aparecimento das placas
amiloides, permitiu reduzir a patologia AB em dois modelos diferentes de animais com a
patologia DA

Este trabalho forneceu a primeira evidéncia experimental de que o CYP46A| podera
ser um alvo terapéutico para a doen¢a de Alzheimer, abrindo assim novas vias de

tratamento.'”

ACATI

O colesterol apresenta-se como uma molécula lipidica essencial, presente nas
membranas celulares dos mamiferos.'” Todavia, o colesterol em niveis anormalmente
elevados, especialmente o colesterol livre, é prejudicial para as células.'””'?® Por essa razio, no
interior de cada célula, a homeostase do colesterol celular é altamente regulada por varios

mecanismos.'?'?’

Um desses controlos é assegurado pela enzima acil-CoA:colesterol
aciltransferase (ACAT), também conhecida como esterol O-aciltransferase (SOAT).'” Esta
enzima é responsavel por converter o colesterol livre em ésteres prevenindo, assim, a sua
acumulagao nas membranas celulares. A ACAT ¢é expressa por dois genes diferentes, ACAT |/
e ACAT2, com diferentes padroes de expressdo nos tecidos.'” No ser humano, a expressio
da ACATI predomina sobre a ACAT2, exceto no intestino delgado.'?"'*

Bryleva et al. desenvolveram uma abordagem genética removendo o gene ACAT/ ou o
gene ACAT2 num modelo triplo-transgénico de murganho portador da patologia DA (3XTg-

AD).'"”"13! Este modelo de murganho expressa, simultaneamente, as formas mutantes de APP
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humano, PS| e tau, exibindo um fenétipo semelhante & DA humana.'” Os resultados obtidos
neste estudo permitiram concluir que a ablagao do gene ACAT/, mas nao a do ACAT2, permitiu
reduzir os niveis do peptideo AB bem como a carga da placa amildide, contribuindo para
melhorar a fungio cognitiva dos murganhos aos 12 meses.'*? Estes resultados demonstram
que a inativagao do gene ACAT | é suficiente para melhorar a patologia amiloide neste modelo
animal.'”’

Um outro estudo avaliou se a inibicao da ACAT/ poderia desencadear efeitos benéficos
nos murganhos 3XTg-AD numa fase pos-sintomética.'””'*> Com os dados desse estudo foi
possivel constatar que houve uma redugao dos niveis da proteina APP e do peptideo AB no
cérebro destes animais.'””'*? Verificou-se ainda que, apds o inicio da DA, a inativagio parcial
da ACATI (40%) no cérebro foi suficiente para causar uma diminuigao dos niveis de AP nestes
modelos animais.'”” Assim, estes estudos demonstraram que o bloqueio da ACAT| proporciona

multiplos efeitos benéficos na DA. Nessa perspetiva, esta molécula constitui um novo alvo

terapéutico para o tratamento da DA.'”

54 TAU

Como explanado previamente, uma das marcas histopatologicas desta doenga
neurodegenerativa é a presenca de emaranhados neurofibrilhares intracelulares constituidos
pela proteina tau hiperfosforilada.”** A hiperfosforilagio anormal da tau no cérebro destes
doentes pode ser consequéncia do aumento da fosforilagio por parte das cinases e/ou
diminuicio da desfosforilagiao por fosfatases.'**

Uma vez que a proteina tau desempenha um papel critico na neurodegeneragao, uma
abordagem direcionada para a inibigao da sua expressao constitui uma estratégia promissora
para o tratamento desta doenca."** Perspetivando reduzir a expressio da tau, poderio ser
utilizados tanto os ASOs como os siRNA podem ser utilizados."”> Contudo, até a data, os
siRNAs ainda nio foram investigados em ensaios clinicos para o tratamento da DA.'**!%
Recentemente, os ASOs reemergiram como um valioso instrumento terapéutico nas doengas
neurodegenerativas, das quais se inclui a DA Para estudar os efeitos terapéuticos de uma
redugio total da tau, lonis e colegas desenvolveram o BIIB080,'*” um ASO entregue por via
intratecal que reduz a expressao total do gene da TAU."”” Em murganhos transgénicos P301S
que expressam a tau humana, a redugao em 50% dos niveis do mRNA da TAU pelo BIIBO80
inverteu a agregagao da tau, com uma diminuigao concomitante da taxa de atrofia hipocampal,
perda neuronal e défices comportamentais.'?”'*® Estes resultados pré-clinicos encorajadores

levaram a realizagao de ensaios clinicos de fase /2 em 46 pacientes com DA leve, tratados
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com BIIBO80 durante 36 semanas (NCTO03186989)."” Logo, uma terapia baseada nesta

estratégia podera ser benéfica para pacientes diagnosticados com DA.

5.5 NEUROTROFINAS

As neurotrofinas sio uma familia de peptideos estruturalmente relacionados que
regulam o crescimento, a diferenciagdo e a sobrevivéncia dos neurénios.? No contexto da DA,
os estudos realizados focaram-se, essencialmente, em duas neurotrofinas: o fator neurotrofico

neuronal (NGF) e o fator neurotréfico de crescimento derivado do cérebro (BDNF).>'*

NGF
O NGF apresenta particular importancia no tratamento da DA dado que é capaz de
inverter a atrofia, prevenir a degeneragao e estimular a fungao dos neurénios colinérgicos do

encéfalo frontal.'*®'#!

De enfatizar que a degeneragao dos neurodnios colinérgicos é um
contribuinte precoce e proeminente do declinio cognitivo presente na DA

Mediante condigoes fisiologicas normais, os neurénios colinérgicos do encéfalo frontal
desempenham um papel crucial na cogni¢ao ao inervarem a regiao do cértex e do hipocampo
com acetilcolina.'” Os neurdnios pos-sindpticos residentes nessas regides libertam o
percussor do NGF, o proNGF, que sofre processamento por uma protéase, a plasmina, o que
resulta num NGF maturado, o mNGF.'* Como os neurénios colinérgicos necessitam de NGF
para estimular o crescimento e a plasticidade, expressam a superficie recetores para esta
neurotrofina, o recetor tropomiosina cinase A (TrKA) e o p75."2 O efeito neurotréfico
induzido pelo NGF é conseguido apds interagao com o TrKA (mNGF mais potente que o
proNGF)." O NGF ao ser transportado retrogradamente dentro dos neurdnios colinérgicos
inicia varias cascatas de sinalizagdo que incluem a sobrevivéncia celular, crescimento e
libertagio da acetilcolina através das projegdes cortico-hipocampais.'” De notar que o
proNGF é capaz, por si s, de induzir sinalizagdo apoptodtica ao interagir com o p75.'#

No contexto da DA, o sistema colinérgico é fortemente afetado devido a um conjunto
de processos que incluem a alteragao da maturagao do NGF, alteragao do racio TrKa/p75,
transporte e sinalizagao axonal ineficiente, resposta inflamatoria induzida pela libertagao
dificultada de acetilcolina e citotoxicidade mediada pelo peptideo AB.'"” O declinio da
inervagao colinérgica ao cortex e ao hipocampo é consequéncia de uma maturagao ineficiente
do NGF.'® Isto tanto é atribuido a produgio reduzida e a elevada depuragio do mNGF como
a redugio dos niveis de recetores de TrkA, afetando o transporte retrogrado do NGF.'#
Assim, niveis elevados de proNGF induzem nao sé uma sinalizagdo proé-apoptoética como
também afetam a ligagdo do mNGF ao recetor e o seu transporte axonal, conduzindo a uma
atrofia dos neuronios colinérgicos do encéfalo frontal. Por outro lado, a presenga do peptideo
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AB impede a maturagio do NGF e o NGF pode reduzir a formagio de AB.'"* Os estudos
cientificos sugerem que, durante o envelhecimento, a alteragdo das vias de maturagao e
sinalizagao do NGF pode levar a um aumento da formagao de AP e a uma redugao do espago
livre."® Além de induzir a morte neuronal, o aumento dos niveis de AB pode conduzir a um

aumento da inflamacio e a deficiéncias na sinalizacao.'*

O AB pode também diminuir a
recaptagao de colina da fenda sinaptica, afetando a produgao de acetilcolina em neuronios pré-
sinapticos, e alterar a libertagao deste neurotransmissor, levando a défices cognitivos.'* Dado
que a acetilcolina modula as vias anti-inflamatorias colinérgicas na populagao glial, uma
libertacao de acetilcolina dificultada resulta no inicio da inflamacao.'”® Todas estas alteracdes
comprometem a disponibilidade do mNGF para os neuroénios colinérgicos, o que por sua vez
culmina com a inervagao colinérgica obstruida ao cortex e as regides hipocampais do
cérebro.'”

Neste sentido, o NGF tem sido proposto como um possivel alvo terapéutico
modificador da doenca nos ultimos anos.? O primeiro estudo baseado na terapia génica em
pacientes com DA foi publicado em 2005.' Neste estudo, o gene do NGF foi entregue em
individuos diagnosticados com DA ligeira. A transferéncia do gene foi realizada através de
fibroblastos autologos geneticamente modificados que, posteriormente, foram implantados no
cérebro basal. Os dados deste estudo mostraram um aumento significativo do metabolismo
cerebral e os testes cognitivos sugeriram um potencial abrandamento do declinio cognitivo.'#

Recentemente foi publicado um ensaio clinico de fase | e Il que recorreu a utilizagao
de vetores AAV e incluiu 49 pacientes com DA, aleatoriamente selecionados para receberem
as injegoes intracerebrais de AAV-NGF. Do ensaio clinico de fase |, concluiu-se que a
administracao de AAV-NGF ¢é segura e bem tolerada até 2 anos apos a injegao, mantendo a
bioatividade nas células transduzidas. Os resultado do ensaio clinico de fase Il validaram que a
administracao de AAV-NGF ¢ segura e bem tolerada, porém, sem diferenga significativa no

declinio cognitivo.'®?

BDNF

O BDNF é uma neurotrofina dotada da capacidade de regular os processos de
aprendizagem e meméria.> O BDNF é expresso e amplamente distribuido por todo o cérebro,
especialmente nas regides do cortex e hipocampo.*'* E fundamental para a funcio e
sobrevivéncia tanto dos neurénios dopaminérgicos como colinérgicos.>'* O BDNF maduro
regula a diferenciagao e a plasticidade destes neurdnios mediante ativagao do seu recetor de
alta afinidade TrkB e do seu recetor de baixa afinidade p75N™.>'* O papel do BDNF na

potenciagio a longo termo (LTP) foi estabelecido em experiéncias com animais.>'* Estes

60



estudos demonstraram que a LTP em neurdnios hipocampais é reforgada pela sobre-
expressao do TrkB enquanto a redugao da sinalizagao de BDNF-TrkB leva a uma diminuigao

da memoéria.} Na DA, para além da diminui¢ao dos niveis corticais de BDNF, a sinalizagao do

5NTR 3,146

proBDNF através da ligagao ao p7 promove uma depressao neuronal a longo prazo.
Sabe-se que o BDNF pode ter um efeito protetor contra a toxicidade induzida pelo peptideo
AB, tanto in vivo como in vitro, e prevenir a deficiéncia de LTP induzida pelo AB nas regices do
cortex e hipocampo.>'¥

A semelhanca do que acontece com o NGF, as propriedades farmacocinéticas do
BDNF nao sao adequadas para administragao periférica, devido a fraca penetragao na BHE e
ao seu curto tempo de meia vida no plasma.’ Desta forma, as abordagens de terapia genética
apresentam-se como uma potencial alternativa terapéutica.’ Foram observados resultados
promissores da entrega do gene BDNF a murganhos transgénicos APP, mostrando uma
redugio da perda neuronal, melhoria da meméria e diminuicido da degeneragio sinaptica.>'*®
E importante notar que a terapia genética recorrendo ao lentivirus para entrega do gene do
BDNF em primatas demonstrou exercer o seu efeito terapéutico, invertendo atrofias
neuronais e melhorando a cogni¢io®, mas, curiosamente, o seu efeito benéfico nio foi
acompanhado por uma diminuigdo das placas amildides.’ Estes estudos levaram ao inicio dos

ensaios clinicos de fase | com BDNF.?

GDNF

Atualmente, o fator neurotroéfico derivado de células gliais (GDNF) esta a emergir
como um poderoso fator neurotrofico, apresentando um potencial terapéutico contra uma
diversidade de condi¢cdes neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer.>'* Foram
utilizados vetores lentivirais para sobre-expressar o gene GDNF em astrécitos do hipocampo
de murganhos 3xTg-AD in vivo.>"> Apés 6 meses de tratamento, os murganhos 3xTg-AD de
|0 meses exibiram aprendizagem e memoria preservadas. A terapia de GDNF nao reduziu
significativamente a patologia amildide e patologia tau, mas antecipou a expressao de BDNF e

a neuroprotegio induzida.>'

IGFI e IGF2

O fator de crescimento 2 semelhante a insulina (IGF2) desempenha um papel critico
na consolidagdo da memoria em murganhos e ratos. Nos doentes com DA, a expressao de
IGF2 diminui no hipocampo. A administracao de AAV-IGF2 no hipocampo de ratos do tipo
selvagem envelhecidos melhora a memoria e promove a formagio de espinhas dendriticas.>'*
A injecao de AAV-IGF2 ou AAV-IGFI no hipocampo de murganhos APP Tg2576 mitiga

défices comportamentais, promove a formagao de espinhas dendriticas e restabelece a
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transmissao sinaptica. A injecao de IGF2, mas nao de IGFI, proporciona uma redugao

significativa dos niveis da proteina amiléide.> '*°

5.6 INFLAMACAO

A microglia desempenha um papel crucial na homeostasia cerebral e na plasticidade
neuronal. Além disso, proporciona uma neuroprotec¢ao para uma recuperagao funcional de
lesdes traumiticas.”"'** Contudo, no processo patolégico da DA, o peptideo AB provoca a
ativagdo da microglia com consequente libertagao de um grande nimero de mediadores
citotoxicos inflamatérios, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a IL-1B, a IL-6 e
mediadores relacionados com o stresse oxidativo, nomeadamente EROs, espécies de
nitrogénio e oxido nitrico (NO)."”' Por consequéncia, esta neuroinflamagio croénica pode
desencadear a perda de sinapses e neurogénese, a disfungao cognitiva/motora e,
eventualmente, neurodegeneragdo.”"'*> Deste modo, estratégias para prevenir a
neuroinflamagao apresentam-se como um alvo terapéutico alternativo para as doengas

neurologicas, tais como a DA."'

TREM2

O Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 2 (TREM2) foi recentemente
identificado como um fator de risco para o desenvolvimento de DA.*'** Como o préprio nome
indica, trata-se de um recetor expresso por uma variedade de células mieloides incluindo a
microglia, macréfagos, mondcitos, osteoclastos, células detriticas e neutrofilos.'** No cérebro,
o TREM2 é expresso, preferencialmente, pela microglia- a principal célula imunitaria do
SNC.'*¢

O TREM2 medeia a fagocitose de AB pela microglia e regula a inflamagido no SNC.'*
Porém, os mecanismos exatos destes eventos biologicos ainda nao estio completamente
clarificados. Uma das hipoteses sugere que a deposicao anormal de AP ativa o recetor
TREM2,"*¢ o qual, ao interagir com a sua proteina adaptadora, DAPI12, promove a fagocitose
pela microglia.”” Uma vez ativada, a microglia participa na fagocitose de AB evitando a sua
deposicio e consequente formagio das placas amildides.”*® Além disso, como resultado da
ativagdo do TREM2, ha uma sobre-regulagio da expressao de IL-4, IL-10 e de outros
mediadores anti-inflamatérios que reduzem a resposta inflamatéria.*® Todavia, como
consequéncia de uma estimulagao a longo prazo, a microglia adquire um fenétipo neurotéxico
que se caracteriza pela sobreproducao de citocinas proé-inflamatérias, conduzindo,

subsequentemente, a danos neuronais e sinpticos.'*
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Novas evidéncias sugerem que as mutagoes homozigotas no gene do TREM2 resultam
em formas letais de deméncia progressivas, tais como a doenga Nasu-Hakola e a deméncia
fronto-temporal."”” Do mesmo modo, uma rara mutagio missense (substituicio de R47H) esta
associada a um aumento substancial do risco de desenvolvimento de SAD."*” Por conseguinte,
sugere-se que a microglia necessita do TREM2 para responder a deposigao de A e limitar a
neurodegeneracio.'” Assim, estes estudos evidenciam que o TREM2 pode desempenhar um
papel protetor contra a neuroinflamagio.'*

Para clarificar o interesse do TREM2 como um potencial alvo na DA, recorreu-se ao
uso de lentivirus como vetores para sobre-expressar o TREM2 no cérebro de murganhos
APPswe/PSIdE9 de meia idade.” Os dados desta abordagem permitiram concluir que houve
uma significativa melhoria na neuropatologia relacionada com a DA’, incluindo a deposicio de
AB, neuroinflamagao e neurodegeneragao, a qual foi acompanhada por uma melhoria da fungao

cognitiva espacial.**'*®

No entanto, a sobre-expressio de TREM2 em murganhos
APPswe/PS1dE9, numa fase avangada da doenga, nao melhorou a neuropatologia amiléide nem
diminuiu a neurodegeneragdo.>'*” Além disso, a sobre-expressio do TREM2 nio mitigou a
deficiéncia cognitiva espacial nestes murganhos idosos com patologia similar 3 DA humana.’
Por consequéncia, a protecao mediada pelo TREM2 depende parcialmente da fase da patologia,

salientando assim a importincia de uma intervengio precoce na doenca de Alzheimer.’

ILs

As citocinas anti-inflamatérias representativas, tais como a IL-2, IL-4 e IL-10, sao
neuroprotetoras e, portanto, apresentam-se como um potencial alvo terapéutico no
tratamento da DA e de outras doencgas neurodegenerativas.””' Os estudos cientificos sugerem
que estas citocinas aumentam a degradagao do peptideo AP e, consequentemente, possibilitam
a supressio da resposta pré-inflamatéria.'®® Por conseguinte, a sinalizagio anti-inflamatéria
tem sido explorada em varios estudos com o proposito de avaliar os efeitos resultantes da
terapia com ILs.

Um dos estudos realizados teve por base a administragao no cérebro de murganhos
APP/PS1dE9 de um vetor AAV que expressa o gene da Il-2, o qual aumentou a plasticidade
sindptica,’ restaurou a densidade das espinhas dendriticas e aumentou a memoéria.>'¢' Além
disso, os resultados indicam que a administragao de baixas doses de IL-2 é segura. Assim,
destaca-se o seu potencial no tratamento da DA.?

Quanto aos tratamentos com IL-4 e IL-10 os resultados foram controversos. A
introdugao do gene [I-4 no hipocampo através do vetor AAV em murganhos APP/PS| suprimiu

parcialmente a acumulagao glial, a patologia AB e melhorou a neurogénese.*'** Adicionalmente,
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as injegoes intracranianas de um vetor AAV expressando a ll-4 no cortex frontal e hipocampo
de murganhos transgénicos APP/PS| com trés meses de idade reduziu o AP sollvel e insoluvel
ap6s trés meses de tratamento.'®® Estes estudos sugerem uma nova abordagem para o
tratamento da DA através da modulacio das cascatas de sinalizagio anti-inflamatdrias.’
Contudo, um estudo anterior utilizou um vetor AAV semelhante para expressar a l-4 no
hipocampo de murganhos transgénicos APP TgCRNDS,'** tendo sido verificado uma
exacerbagio da deposi¢do amiloide, seis semanas ap6s a injegao.>'¢

A expressao neuronal mediada por AAV do gene murino da Il-/0 no hipocampo dos
murganhos APP/PS| demonstrou eficicia na supressio da astrogliose e na melhoria da
disfungio cognitiva e da neurogénese.>'®> Em contraste, resultados recentes mostraram que a
utilizagcao de um sistema de entrega AAV2/| diferente para a Il-/ 0 obteve resultados opostos,
reportando um aumento da carga da placa amiloide, exacerbagao do comprometimento da
memoria e redugao das proteinas sinapticas em dois modelos transgénicos de APP, murganhos
TgCRNDS8 e murganhos Tg2576.>'* Os resultados divergentes poder-se-ao dever ao facto de
os estudos terem recorrido a diferentes modelos animais ou a diferentes regimes
posologicos.?

No conjunto, estes resultados sugerem que a IL-4 e a IL-10 podem representar
possiveis alvos para o tratamento da DA. Todavia, sdao necessarios mais estudos pré-clinicos

para elucidar o tipo de intervengio, o seu tempo e qual o sistema de entrega.’

TNF-a

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria'®’ produzida por diferentes tipos de células,
tais como macrofagos, células linféides, células endoteliais, neurdnios e glia.’ Esta citocina
desempenha um papel fisiopatolégico no desenvolvimento da DA.? De realgar que os doentes
com DA apresentam niveis mais elevados de TNF-a e dos respetivos recetores, o recetor do
fator de necrose tumoral |(TNF-RI) e o recetor do fator de necrose tumoral 2 (TNF-RII). ?

O TNF-a aumenta a produgao de outras citocinas inflamatorias que podem contribuir
para o desenvolvimento do estado de inflamagao cronica.'’” Além disso, foi demonstrado que
em culturas primarias de astrocitos de rato o TNF-a estimula tanto a expressao da BACEI
como a atividade da y-secretase, o que, consequentemente, provoca uma libertagao de
grandes quantidades do peptideo AB.'”

Em estudos pré-clinicos, concluiu-se que a ablagio do gene do Tnf-rl em murganhos
APP23 e 3xTgAD resultou tanto numa diminui¢ao da inflamagao cerebral e da carga amiloide,
como numa redugio da patologia de tau.*'*® Portanto, esta estratégia permite inibir a

amiloidogénese e reduzir a microgliose (no cortéx e no hipocampo) prevenindo défices de
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aprendizagem e de memoria.'®® Desta forma, o TNF-RI é um potencial novo alvo terapéutico
para o tratamento da DA.’ Por outro lado, a administragdo intraventricular de anticorpos
monoclonais anti-TNF-a em murganhos APP/PS| envelhecidos demonstrou uma redugao da
deposicio da placa amildide.’ Estes resultados sugerem que o TNF-a representa um alvo
apropriado para promover a depuragido amiloide e modular a microgliose.> Além disso, a
administragao hipocampal de AAV expressando Tnf-a em murganhos 3XTgAD com 2 meses
de idade melhorou a ativagao local da microglia, aumentou os niveis intracelulares da patologia
AB e da patologia tau e, subsequentemente, a morte de células neuronais.>'® Pelo contrério,
a expressao de TNF-a mediada pelo vetor AAV em murganhos TgCRNDS8 (quatro meses de
idade) resultou numa atenuagio da amiloidose.>'” Estes resultados controversos podem ser
devidos a diversos graus de ativagao da resposta imunitaria em diferentes modelos animais

transgénicos.'”!

Portanto, sao necessarios estudos adicionais para clarificar o estado de
inflamagao e ativagcao em diferentes modelos animais e, consequentemente, o tempo de

tratamento.’

PGRN

A progranulina (PGRN) é uma proteina multifuncional'’

envolvida na embriogénese,
crescimento celular, sobrevivéncia neuronal e inflamagao.”'”? No cérebro, a PGRN é expressa
principalmente pela microglia e pelos neurénios.”>'”* Recentemente, diversos estudos
cientificos tém investigado a PGRN, devido a associagao de mutagdes no gene que codifica
esta proteina com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas.'”> Curiosamente, a
primeira ligagdo entre a PGRN e a neurodegeneragio'’? ocorreu quando se demonstrou que
as mutagoes heterozigotas e homozigotas no gene que codifica a PGRN (GRN) estao
causalmente ligadas a formas familiares de deméncia frontotemporal (FTD) e a doenga de
armazenamento lisossomal (LSD).’ Desde entio, foram identificadas mais de | 13 mutagdes no
GRN.'” O fenétipo clinico associado a estas mutagdes é muito variado e inclui caracteristicas
que se assemelham a outras doengas neurodegenerativas, incluindo a DA.'">'*!”> Por
conseguinte, a mutagio no GRN é hoje considerada como um fator de risco para a DA.'?
Coletivamente, estes estudos sugerem que a PGRN pode influenciar varios eventos da
patologia da DA, incluindo a acumulagio de AB, neuroinflamagio e toxicidade.'’>'’® Assim, as
estratégias para melhorar a expressao da PGRN no SNC apresentam-se como uma abordagem
promissora para o tratamento da DA.'”

Nesse sentido, um estudo demonstrou que a expressaio da PGRN mediada pelo
lentivirus no murganho Tg2576 reduziu, significativamente, a deposicao de placa amiloide, a

inflamagdo no hipocampo e a perda da densidade sinaptica.> Um outro estudo demonstrou
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que a sobre-expressao da PGRN mediada por lentivirus num modelo de murganho (5xFAD)
nao so reduziu a carga amiloide, como também preveniu a perda neuronal e défices de
memoria.’

Deste modo, estes resultados sugerem que a manipulagao genética da PGRN pode

levar a abordagens terapéuticas inovadoras para doengas neurodegenerativas, incluindo a DA.?

5.7 HOMEOSTASE PROTEICA- AUTOFAGIA

A autofagia representa uma via catabdlica essencial e altamente conservada, que
promove a degradagao dos organelos danificados e agregados proteicos potencialmente
tdxicos.> O processo é iniciado com a formagdo de uma membrana lipidica em torno dos
componentes citosolicos, denominada de fagoforo.'”” Esta membrana pode ser originada a
partir da membrana citoplasmatica, do reticulo endoplasmatico ou da membrana externa da
mitocdndria.'”” A estrutura fechada com membrana dupla- autofagossoma- é formada em
consequéncia da fusio que ocorre entre as extremidades do fagdforo.'”” Posteriormente, a
membrana exterior do autofagossoma funde-se com um lisossoma, resultando no
fagolisossoma. O conteudo é, subsequentemente, degradado por enzimas lisossomais.'”’

A autofagia representa um mecanismo de sobrevivéncia visando conservar o
metabolismo celular. Contudo, nos ultimos anos, tem sido implicada em varias doengas
neurodegenerativas incluindo a doenga de Alzheimer. Um conjunto crescente de estudos
suportam a existéncia de uma disfungdo autofagica no processo neurodegenerativo da DA.'’®
Na realidade, esta disfungao influencia a secrecao de AB e pode afetar diretamente a sua
acumulagio intracelular e a formagao de placas extracelulares de AB.'”® De realgar que novas
evidéncias sugerem que o aumento dos niveis de proteinas relacionadas com a autofagia pode
ter um potencial interesse terapéutico.” Todavia, a indugdo autofagica apds a formagio das
placas e dos emaranhados nao tem qualquer efeito benéfico na DA. Apenas é capaz de reduzir

os niveis de AB soluvel se a indugao for realizada antes do desenvolvimento da patologia.'’®

Beclina-|

A beclina-1 desempenha um papel crucial no processo de autofagia, atuando como uma
proteina chave na etapa inicial da formagao do autofagossoma.*'”” Nos doentes com DA, os
niveis da proteina beclina-1 encontram-se diminuidos nas regides cerebrais afetadas pela
doenca.'® Para corroborar esta observagio procedeu-se a redugio genética da beclina-|
(BECNI) em murganhos transgénicos APP. Constatou-se que a autofagia neuronal diminuiu,
provocando uma acumulagdo intracelular e extracelular de AP e, por dltimo, a

neurodegeneracio.'® Estas evidéncias cientificas sugerem que o restauro da beclina-1 e da
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autofagia constituem uma nova abordagem para tratar a DA.®> Em concordincia com este
racional, um estudo recente demonstrou que a sobre-expressao da beclina-1, através de um
vetor lentiviral, reduziu a patologia amiloide intracelular e extracelular em murganhos
transgénicos APP.>'® A ativagdo autofagica através da sobre-expressio da proteina evitou a
morte das células neuronais e melhorou a eliminagao dos agregados proteicos potencialmente
tdxicos.'” Esta constatagdo sugere que a ativagio da autofagia, mediada pela beclina- 1, pode
melhorar a patologia AB na DA e ser um potencial alvo molecular para o tratamento da

doenga.>'®

P62/SQTMI

A p62/SQSTMI, codificada pelo gene SQSTM['®' apresenta-se como um recetor de
carga ou adaptador que atua também como uma proteina seletora de substratos.'®> A
p62/SQSTMI regula a entrega de organelos disfuncionais, proteinas agregadas ou mal
enroladas e proteinas ubiquitinadas para a degradagao através da autofagia ou do
proteossoma.'®?> Nos (ltimos anos tem surgido como um potencial alvo para o tratamento de
varias doengas, incluindo doengas neurodegenerativas como a DA.'®'

No contexto da DA, concluiu-se que os niveis de expressao da p62/SQSTMI estao
diminuidos.>'® Para avaliar os efeitos da p62/SQSTMI na DA, procedeu-se a um estudo com
ratos knockout em p62/SQSTMI.>'®* Os resultados demonstraram uma acumulagio
progressiva da tau hiperfosforilada, NFT e neurodegeneragao, evidenciando o papel crucial do
p62/SQSTMI na agregacio proteica e sua degradagiao na DA.*'®

Numa abordagem de terapia génica, a sobre-expressao de p62/SQSTMI| mediante
injegoes bilaterais de AAV nos ventriculos laterais em murganhos APP/PSI| permitiu diminuir
os défices cognitivos,’ os niveis de AB e a formagao de placas, salientando, assim, a primeira
evidéncia in vivo do turnover de AB por p62/SQSTMI.? No entanto, a janela temporal para a
sobre-expressio de p62/SQSTMI necessita de ser cuidadosamente considerada,’ uma vez que
o aumento da indugao da autofagia apds a manifestagcao dos défices de depuragao autofagica
pode exacerbar a acumulagao patologica de vesiculas autofagicas com os consequentes efeitos

toxicos.?

6 CONCLUSAO

Atualmente, a terapia genética € utilizada na clinica para tratar a Distrofia Muscular de
Duchenne, a Atrofia Muscular Espinal e a Leber's Congenital Amaurosis, uma doenga ocular rara
causada por uma mutagao no gene RPE65.3 Adicionalmente, estio em curso ensaios clinicos

promissores visando o tratamento da adrenoleucodistrofia cerebral e da amiloidose
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hereditaria ATTR (hATTR) com polineuropatia, o que demonstra, claramente, o potencial da
terapia genética para modificar o curso de doengas neuroldgicas.’

No que concerne a DA e atendendo ao impacto deletério desta doenga, é crucial a
existéncia de uma terapéutica que possibilite modificar o curso da doenca ou, idealmente, que
atue de forma preventiva. Todavia, a possibilidade de transformar uma doencga fatal numa
doenga tratavel e curavel constitui ainda um grande desafio. No entanto, a melhoria do
conhecimento acerca da fisiopatologia da DA tem permitido identificar novos alvos
terapéuticos e alavancar novas estratégias terapéuticas. Nesse sentido, a terapia génica tem
sido explorada na investigagao pré-clinica e clinica perspetivando reverter os mecanismos
fisiopatologicos subjacentes a DA. Esta terapia apresenta um elevado potencial para mitigar,
de uma forma focada e personalizada, um ou varios hallmarks da DA e, assim, prevenir, ou até
mesmo curar, esta doenga tao debilitante. Tendo em conta os ensaios pré-clinicos e clinicos
expostos nesta dissertagao, a terapia genica apresenta um elevado potencial de originar um
tratamento modificador da Doenga de Alzheimer num futuro préximo.

Por ultimo, é da responsabilidade da comunidade cientifica, perante os milhdes de
doentes que sofrem ou sofrerao desta doenga devastadora, ser suficientemente corajosa para
aprofundar outras linhas de investigagao fora das atuais hipoteses conhecidas da doenga e
mergulhar em novas perspetivas promissoras capazes de tratar esta doenga, atualmente

incuravel.
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8 ANEXOI

Tabela |- Potenciais Alvos da Terapia Génica

ALVOS

TERAPEUTICOS ESTUDO REFERENCIA
APP Pré-clinico 108, 111
BACE-I Pré-clinico 112, 185
Neprilisina Pré-clinico 108, 115, 116
ECE Pré-clinico I8
ApoE Pré-clinico 186
Clusterina/Apo) Pré-clinico Nao existem estudos cientificos
SOATI Pré-clinico 87
CYP46AI Pré-clinico 188, 189
Beclin-1 Pré-clinico 180
NGF Ensaio clinico (fase | e Il) 190,191,192
BDNF Pré-clinico 148, 193,192
TREM-2 Pré-clinico 155, 194
IL-2 Pré-clinico 195
-4 Pré-clinico 196,1¢0, 197
IL-10 Pré-clinico 166, 151
TNF- Pré-clinico 169, 170
PGRN Pré-clinico 176,198
Tau Pré-clinico 138
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