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RESUMO

O presente documento, redigido no ambito da Unidade Curricular “Estagio
Curricular” do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, consiste em dois relatérios de estagio e uma monografia.

No que respeita aos relatorios de estagio, estes seguem uma estrutura de analise
SWOT (do inglés Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats) em que sao abordados os
pontos fortes, pontos fracos, oportunidades e ameagas que decorreram durante o meu
percurso enquanto estagiaria. Estes relatorios incidem sobre os estdgios realizados em
Farmacia Comunitaria, na Farmacia Mendes e em Investigagao Cientifica, no Centro de
Neurociéncias e Biologia Celular.

A segunda parte inclui a monografia, intitulada “Terapia génica da Doenga de
Huntington”. A Doen¢a de Huntington é uma doenga neurodegenerativa autossémica
dominante, descrita pela primeira vez em 1872. Esta doenga caracteriza-se pela repeticao
anormal do trinucleétido CAG no gene Huntingtina que resulta na produgao uma proteina
mutante que posteriormente resultam numa série de eventos patogénicos. Neste documento
sao revistos alguns assuntos pertinentes associados a Doenga de Huntington, nomeadamente
manifestagoes clinicas, epidemiologia, fisiopatologia, diagnodstico, terapéutica, biomarcadores e
por ultimo sao apresentadas as principais terapias genéticas que estao a ser desenvolvidas, as
limitagoes/desafios e ensaios clinicos que estao a decorrer.

Este documento marca o final de um ciclo de estudos com o trabalho que foi realizado

durante o ultimo semestre do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Palavras-Chave: Farmacia Comunitaria, Investigacao Cientifica, Doenga de Huntington,

Terapia génica.



ABSTRACT

This document, written within the "Curricular Internship" of the Integrated Master’s
Degree in Pharmaceutical Science of the Faculty of Pharmacy, University of Coimbra, consists
of two internship reports and a monograph.

Regarding the internship reports, they follow a SWOT analysis structure in which the
strengths, weaknesses, opportunities and threats that occurred during my journey as an intern
are addressed. These reports focus on the internships carried out in Community Pharmacy,
in Mendes Pharmacy and in Scientific Research, at the Center for Neuroscience and Cell
Biology.

The second part includes the monograph, entitled “Gene Therapy of Huntington's
Disease”. Huntington's disease is an autosomal dominant neurodegenerative disease, first
described in 1872. This disease is characterized by the abnormal repetition of the CAG
trinucleotide in the Huntingtin gene that results in the production of a mutant protein that
subsequently results in a series of pathogenic events. This document reviews some pertinent
issues associated with Huntington's Disease, namely clinical manifestations, epidemiology,
pathophysiology, diagnosis, therapy, biomarkers and finally, the main gene therapies that are
being developed, the limitations/challenges and ongoing clinical trials.

This document marks the end of a cycle of studies with the work that was carried out

during the last semester of the Integrated Master in Pharmaceutical Sciences.

Keywords: Community Pharmacy, Scientific Research, Huntington's Disease, Gene Therapy.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AFP- Associacao de Farmacias de Portugal

DC- Dermofarmacia e Cosmética

DCI- Denominagao Comum Internacional

DT- Diretora Técnica

EC- Estagio Curricular

EMA.- Agéncia Europeia do Medicamento
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MICF- Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
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RM- Receita Médica

SWOT- do inglés Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats
UC- Unidades Curriculares

UV- Radiacao Ultravioleta



I. INTRODUCAO

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), € um curso de 5 anos,
lecionado na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, e que contempla uma
variedade de Unidades Curriculares (UC), com a finalidade de uma formagao multidisciplinar
em todas as diversas areas do medicamento e das ciéncias da saude.

No ultimo semestre de MICF, surge entao a UC denominada Estagio Curricular (EC),
com a finalidade de consolidar e por em pratica os conhecimentos adquiridos e adquirir novas
experiéncias, uma vez que € o primeiro contacto que um estudante tem da profissao
farmacéutica na Farmacia Comunitaria (FC).

O farmacéutico é conhecido como o especialista do medicamento, pelo seu
conhecimento Unico sobre estes, que desempenha um papel ativo nas varias fases do seu
circuito, que comega na investigagao e desenvolvimento e culmina no momento da dispensa.
O farmacéutico é um profissional multifacetado, que tem um papel fundamental nao sé no uso
racional e prudente dos medicamentos, na prevencao e gestao da doenca, assim como na
promogao de um estilo de vida saudavel e de literacia em saude.

As FC sao um dos locais de atuagao do farmacéutico, onde os utentes recorrem em
primeiro lugar, quando necessitam de informagdes acerca de um problema de saude e até
mesmo de aconselhamento, dado a disponibilidade e proximidade que os farmacéuticos
demonstram para com os utentes, evitando assim desloca¢oes desnecessarias a unidades de
saude. Hoje em dia, as FC nao sao somente locais de dispensa de medicamentos sao também
locais que prestam uma grande variedade de servigos, como aconselhamento farmacéutico,
acompanhamento farmacoterapéutico e promogao de literacia em saude.

O meu EC, na Farmacia Mendes (FM), decorreu entre janeiro e maio de 2022, sob a
orientagao da Dra. Maria Helena. O presente relatorio apresenta-se sob a forma de uma
analise SWOT (do inglés Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats) em que sao abordados
os pontos fortes, pontos fracos, oportunidades e ameagas que decorreram durante o meu

percurso enquanto estagiaria.

I.1. Farmacia Mendes

A FM, farmacia centenaria, localizada na vila do Tramagal, foi fundada em 1918, por
Manuel de Oliveira Mendes. Situava-se na Rua do Cascalhos e mais tarde foi transferida para
a Rua Dr. Antonio Ferreira Bairrao, por ter uma localizagao mais central, local onde se
encontra até aos dias de hoje. Manuel de Oliveira Mendes foi proprietario e responsavel pela

farmacia durante cinquenta e quatro anos até a sua morte.



Sucedeu-lhe entao, Dra. Maria Manuela Corregedor Mendes, sua filha, licenciada em
Farmacia. Foi responsavel pela farmacia durante trinta e trés anos. Apos a sua morte, a sua
filha Dra. Maria Helena Mendes de Sousa Pereira Homem e Sousa, assumiu o cargo de
proprietaria e Diretora Técnica (DT) da farmacia até aos dias de hoje.

A FM, Unica em Tramagal, tem um horario laboral fixo de segunda a sexta das 9h até
as 13h e das |5h as 19h, e sabado das 9h as |3h, estando sempre em regime de disponibilidade,
em que um farmacéutico esta disponivel para atender o utente em casos considerados
urgentes, como estipulado no Decreto-Lei n.° 172/2012, de | de agosto, que regula o horario
de funcionamento das farmacias de oficina.' A Farmacia faz parte da Associacio de Farmacias
de Portugal (AFP) e também do grupo das Farmacias Holon.

Os fornecedores da FM sao a OCP Portugal e a Plural+Udifar, mas sempre que
necessario alguns produtos, sao encomendados diretamente a outros fornecedores ou
laboratérios especificos, como é o caso da NovoNordisk®, da Abbott ou da Tilman.

Relativamente as instalagoes da farmacia, a FM obedece a todas as exigéncias
decretadas no Artigo 29° do Decreto-Lei n.° 307/2007, de 31 de Agosto, referente ao Regime
juridico das farmacias de oficina.> Possuindo assim uma sala de atendimento ao publico,
constituida por dois postos de atendimento, um armazém para armazenamento de
medicamentos, um laboratério, instalagoes sanitarias, um gabinete de atendimento
personalizado, o gabinete da DT, um local para recegao e gestao de encomendas, um local de

arrumos e uma sala para a equipa técnica.

2. ANALISE SWOT
2.1. Strengths (Forcas)
2.1.1. Equipa técnica

Em relagao a equipa técnica da FM, esta é constituida pela DT e proprietaria a Dra.
Maria Helena Mendes de Sousa Pereira Homem e Sousa, que foi a orientadora do meu EC,
pelo Farmacéutico Adjunto Substituto (FAS) o Dr. Rui Lopes, pelo Farmacéutico Rafael
Martins e pela Técnica auxiliar de Farmacia Andreia Vilas Boas.

Desde o momento que entrei na farmacia que fui bem recebida e integrada na equipa,
0 que me permitiu ter confianga na realizagao das tarefas e nao ter receio de pedir ajuda ou
colocar qualquer duvida ou questao, e assim adquirir e consolidar conhecimentos. Equipa
dinamica, empenhada e competente e profissional sao alguns dos adjetivos que melhor se

adaptam a equipa da FM.



A FM é reconhecida pela simpatia, disponibilidade e dedicagao que tem pelos utentes,
procurando sempre satisfazer as suas necessidades da melhor forma possivel pensando
sempre no bem-estar destes. E importante salientar a diversidade da equipa e o que isso me
ajudou, aprendi tanto com o farmacéutico como com a técnica auxiliar de farmacia, apesar de
terem estudos/aprendizagens diferentes cada um tem um conhecimento e experiéncias unicas.

A confianga que depositaram em mim e o incentivo a minha autonomia foram essenciais
pois permitiram-me aplicar e consolidar os conhecimentos adquiridos, incentivar a aprender
mais e a ultrapassar as minhas dificuldades o que é importante para o meu desenvolvimento

enquanto futura farmacéutica.

2.1.2. Plano de Estagio

Apesar de ja ter realizado um estagio de Verao na FM, de um total de 160 horas, este
foi o EC que me permitiu realizar atendimentos ao publico de forma auténoma e assim
desenvolver competéncias esséncias para a profissao farmacéutica.

O meu EC, em FC, foi dividido em duas partes, “backoffice” e “front-office”. O primeiro
dia foi um dia de apresentagao do espago fisico da farmacia e respetivas areas de atendimento,
armazenamento, rececao de encomendas, laboratério e escritorio/biblioteca e também de
uma breve formacao acerca do funcionamento do programa informatico.

Posto isto, numa primeira fase, desenvolvi mais tarefas de backoffice, que consistiu no
aprovisionamento, armazenamento e gestdo de existéncias de medicamentos, outros
produtos de saude e puericultura, ou seja, comecei pela rece¢cao de encomendas e arrumagao
dos produtos nos respetivos locais seguindo a regra de “first in, first out”, em que deste modo,
tive a possibilidade de conhecer os medicamentos, de associar o nome de marca ao principio
ativo e de saber onde este era armazenado, tarefas que me ajudaram, posteriormente, no
atendimento. No decorrer deste periodo, tive também a oportunidade de realizar a
reposicoes de stock, controlo de validades, temperaturas e humidades, realizar e resolver
devolugoes e observar a preparagao e envio de encomendas.

A segunda fase consistiu na realizagao de tarefas de front-office, em que, primeiramente
observei os atendimentos da equipa, e via como procediam tanto no sistema informatico,
como no aconselhamento, e posteriormente efetuei alguns atendimentos com auxilio de um
membro da equipa para me familiarizar com as etapas de atendimento, e por fim realizei

atendimentos de forma auténoma, sendo sempre supervisionada por um elemento da equipa.



No que diz respeito aos Servigos disponiveis na Farmacia, durante todo o meu EC, tive
a oportunidade de realizar o controlo de parametros fisiologicos aos utentes, que assim
pretendiam, nomeadamente, a tensao arterial, o peso e a altura.

Em conclusao, considero que o seguimento do meu plano de estigio foi muito
vantajoso para mim, porque pude, de forma gradual e progressiva, ter contacto com a
realidade da profissao farmacéutica realizando iniUmeras tarefas que me permitiram por em

pratica o meu conhecimento e adquirir novas experiéncias.

2.1.3. Preparacao de Medicamentos Manipulados

Um medicamento manipulado, segundo o Decreto-Lei n.° 95/°004, de 22 de abril, é
“qualquer formula magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado sob a
responsabilidade de um farmacéutico”.> A preparagio de medicamentos manipulados é cada
vez menos frequente nas FC, devido a industrializagao farmacéutica e a evolugao tecnologica.

Estes medicamentos sao uma alternativa terapéutica quando no mercado nao existem
formulagcoes que melhor se adequam ao perfil fisiopatologico do doente, proporcionando
assim uma melhor abordagem terapéutica o que culmina num maior sucesso do tratamento.

No decorrer do EC tive a oportunidade de preparar e dispensar uma Solugao Alcoolica
de Acido bérico a Saturagio, atendendo a uma receita médica (RM) eletrénica para aplicagio
no ouvido num caso de infecao auricular. Este manipulado foi preparado de acordo com o
Formulario Galénico Portugués. Todo o processo de preparagio do manipulado foi
supervisionado pelo FAS, o Dr. Rui Lopes e em seguida, verificados pela Dra. Maria Helena, a
DT. Tive a oportunidade de preparar como também de preencher a ficha de preparagao do
manipulado, presente no Anexo |, registar os materiais e matérias-primas utilizadas, realizar
a rotulagem e calcular o preco de venda. No momento da dispensa forneci informagoes
fundamentais ao utente, tais como a posologia, o modo de administragao, as condigoes de

conservagao e o prazo de validade.

2.1.4. VALORMED

A VALORMED, é uma organizagao sem fins lucrativos, fundada em 1999, em que o
seu principal foco de agao € a gestao dos residuos de embalagens vazias e medicamentos fora
de uso ou fora do prazo de validade através do Sistema Integrado de Gestao de Residuos de
Embalagens e Medicamentos. Funcionando as farmacias como pontos de recolha do

VALORMED.*



O objetivo desta organizacao foi criar um sistema autonomo de gestao de residuos de
medicamentos, que permite a recolha e tratamento destes de forma segura, evitando assim
que os medicamentos sejam tratados como residuos urbanos, e assim haja preservacao do
meio ambiente e prevencio de problemas de salide publica.*

O farmacéutico como agente de saude publica, tem o dever de consciencializar as
pessoas para os efeitos nefastos que o aumento da poluigao causa na salude da populagao e
assim sensibilizar as pessoas a separarem os medicamentos e as suas embalagens que estao
fora de uso ou fora de validade do lixo comum e assim entregar na farmacia para que possam
ser colocados nos contentores de recolha apropriados.

A FM é parte integrante deste projeto, e no decorrer do meu EC pude observar que
€ uma pratica habitual os utentes trazerem sacos contendo os residuos, uma vez que ha a
divulgacao do projeto por parte da equipa da FC. Quando os contentores estao cheios estes
sao fechados o no sistema informatico, na parte da VALORMED, ¢ lido o co6digo de barras do
contentor, colocado o fornecedor que o recolhe, e de seguida é gerado uma folha do
comprovativo de entrega que é anexada ao contentor, processo que no decorrer do meu EC

tive a oportunidade de realizar.

2.1.5. Proximidade com o utente

Sendo o Tramagal, uma vila pequena com cerca de 3000 habitantes, e sendo a FM a
Unica farmacia na vila do Tramagal, a maior parte dos utentes sao fidelizados, o que assim
permite que a equipa técnica tenha uma relagao de proximidade com os seus utentes.

Raros foram os atendimentos que realizei, em que o utente nao tinha ficha de cliente,
onde podia ver além da identificagao do utente, o historico de compras o que assim, para mim
enquanto estagiaria, tornava mais facil um atendimento porque conseguia ver a terapéutica
deste utente, conhecer os laboratérios de sua preferéncia e caso este tivesse outro problema
de saude tinha mais dados que me ajudavam no meu aconselhamento.

A proximidade com o utente, foi um ponto positivo no meu EC, uma vez que muitas
vezes, a FC é a primeira linha de contacto que um utente tem com um profissional de saude,
e é onde este recorre de modo a obter aconselhamento farmacéutico, e assim conhecer o

utente permitiu que o meu atendimento fosse mais personalizado.

2.1.6. Sistema informatico

No 4°ano do MICF, na cadeira de Organizagio e Gestio Farmacéutica, tive a

oportunidade de ter contacto com o sistema informatico Sinfarma®, no que tivemos uma
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demonstracio de como funcionava o médulo de atendimento do novo Sinfarma® e também
tivemos aulas praticas onde pudemos contactar com o Sinfarma® 2000 e fazer uma simulagio
da elaboracao e rececao de encomendas tal como de um atendimento.

Neste EC, um dos pontos positivos foi puder contactar com outro tipo de sistema
informético que existe nas farmacias comunitarias, o Winphar®. O Winphar® é um software
que apoia o farmacéutico no atendimento do utente como também na gestao de outras tarefas
que sao essenciais na FC. Este programa permite elaborar e rececionar encomendas, gerir
stocks, gerir devolugoes, ciar ficha de clientes e visualizar o historico de compras do mesmo,
controlar prazos de validade, consultar a ficha técnica de um produto onde pudemos consultar
a sua informacao técnico-cientifica entre outras funcionalidades.

E um programa com imensas funcionalidades, muito eficiente e facil de utilizar, que me
auxiliou no meu EC, durante os atendimentos, pois fornece informagoes acerca do
medicamento, tais como a posologia e o0 modo de administragao o que refor¢ou a minha

seguranga no aconselhamento.

2.2. Weaknesses (Fraquezas)
2.2.1. Plano de estudos de MICF

Apesar do plano de estudos de MICF ser vasto em diversas areas, ainda existem
algumas lacunas em certas UC, que sao fundamentais para desempenhar o nosso papel
enquanto farmacéutico na FC.

No decorrer do meu EC existiram dificuldades no aconselhamento em algumas areas
como a de Dermocosmética, suplementagao alimentar, veterinaria, puericultura, infegoes
oftalmologicas em que tive de pedir ajuda a equipa técnica e aprender com os seus
conhecimentos.

No MICF, existem UC nestas areas, como Dermofarmacia e Cosmética (DC) ou
Preparagoes de Uso Veterinario (PUV), mas sao unidades curriculares muito voltadas para a
componente teorica e com pouca vertente pratica. Em DC aprendemos, entre outras coisas,
a composicao dos cosméticos mas acho que também € necessario conhecermos os produtos,
algumas marcas e fazer casos pratico reais. Por outro lado, o conhecimento adquirido em PUV
nao foi o suficiente, até mesmo no caso de patologias comuns como parasitas externos e
internos, faltando também nesta UC uma componente pratica com casos praticos.

Em conclusao, acho importante que o plano curricular de MICF aposte mais na
componente pratica, pois € assim que ganhamos destreza para realizar o nosso trabalho

enquanto profissionais de saude.



2.2.2. Inseguranca e receio na realizacao de atendimentos ao publico

Ao longo do meu percurso académico em MICF, adquiri muitos conhecimentos
tedricos mas € com o EC que temos contacto com o mundo profissional e que percebemos
a importancia do trabalho de um farmacéutico.

Uma das principais dificuldades que senti no EC, foi o atendimento ao utente, mais
concretamente o aconselhamento farmacéutico. Conseguir transpor os conhecimentos
adquiridos ao longo de cinco anos, para casos clinicos reais, nao era um caso simples, o que
por vezes fazia-me sentir nervosa e insegura. Nos casos de aconselhamento farmacéutico,
ouvir o problema do doente, relembrar os contetdos tedricos, fazer as perguntas adequadas
de acordo com problema, pensar nas solu¢oes e ao mesmo tempo adaptar o discurso ao
utente, tornava-se as vezes um problema pois havia sempre o receio de errar, colocando a
vida do utente em risco, e de nao conseguir passar a mensagem para o utente.

Nestas situagoes pude sempre contar com a ajuda da equipa técnica da FM, que
estavam sempre disponiveis para me auxiliar nos atendimentos e esclarecer duvidas. Desta
forma, com o decorrer do EC esta inseguranga e receio foram ultrapassadas com ajuda, tempo,
estudo e pratica, o que me permitiu desempenhar os meu atendimentos com uma confianga

€ postura correta perante o utente.

2.2.3. Aconselhamento de Dermocosmética

A FM apresenta uma diversidade reduzida em produtos de dermocosmética,
trabalhando apenas com uma marca em especifico, a Thader TH pharma, e tendo pouca
expressividade de outras marcas de dermocosmética.

Nos dias e hoje, o utente opta por comprar estes produtos online ou em lojas das
grandes superficies comerciais, onde ha mais descontos e produtos com pregos mais
acessiveis, o que faz com que a procura na farmacia seja reduzida e assim nao compensa a
farmacia ter um stock maior destes produtos. No entanto em casos especificos, a farmacia
encomenda os produtos por pedido de um utente ou se o farmacéutico achar que um produto
€ mais adequado para as necessidades deste do que aquele que existe na farmacia.

Apesar de tudo considerei este um ponto negativo no meu EC, uma vez que, tive
pouco contacto com a area de Dermocosmética e com a diversidade de produtos

dermocosméticos que existem no mercado.



2.2.4. Sazonalidade do estagio

Como dito anteriormente o meu EC realizou-se entre o més de janeiro até ao més de
maio, decorrendo assim, predominantemente, no inverno tendo apanhado o inicio da
primavera. Durante este periodo e devido a COVID-19, os Medicamentos Nao Sujeitos a
Receita Médica (MNSRM) mais procurados pelos utentes eram os medicamentos para estados
gripais e constipagoes, pastilhas para a dor de garganta, xaropes antitussicos e expetorantes,
descongestionantes nasais, analgésicos e antipiréticos como o paracetamol e com o inicio da
primavera os anti-histaminicos para as alergias.

Por conseguinte, nao tive a oportunidade de contactar, de forma detalhada, com
produtos mais tipicos da época de verao, como os protetores solares, bronzeadores, cremes
pos-solares, cremes para queimaduras solares, repelentes de insetos e cremes para as picadas
de insetos, o que foi para mim uma lacuna no meu EC, uma vez, que nao tive a oportunidade

de desenvolver a minha capacidade de aconselhamento nesta area.

2.2.5. Dificuldade na associacao dos nomes comerciais a nomenclatura

DCI

Uma das grandes dificuldades do meu EC foi associar o nome comercial de um
medicamento com a nomenclatura DCI, isto ¢, Denominacao Comum Internacional.

No decorrer do meu percurso académico em MICF, era mais comum a utilizagao do
nome das substancias ativas do medicamento, enquanto na farmacia é mais usual a utilizagao
do nome comercial do medicamento. Houve alturas no meu atendimento, em que o utente
s6 conhecia o medicamento pelo nome comercial ou até mesmo pela cor ou formato da caixa
ou do comprimido o que dificultou um pouco o meu atendimento, uma vez que, demorava
algum tempo para associar a substancia ativa ao nome comercial.

Contudo, a disponibilidade para ajudar da equipa técnica da FM, o auxilio do sistema
informético Winphar® e a pratica permitiram que conseguisse ultrapassar esta dificuldade e

assim tivesse mais confianga no meu atendimento.

2.3. Opportunities (Oportunidades)
2.3.1. Dispensa de medicamentos hospitalares

Com o impacto do COVID-19 no nosso pais o governo achou por bem adotar varias
medidas de modo a evitar a expansao da doenga. Assim sendo, de forma a garantir o acesso
do doente aos medicamentos dispensados na Farmacia Hospitalar, o Ministério da Saude

emitiu o Despacho n.° 4270-C/2020, de 7 de abril e posteriormente o Despacho n.°
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5315/2020, de 7 de maio, que determinam que estes medicamentos podem ser dispensados,
a pedido do utente, na FC ou ao domicilio.>*

O registo e dispensa desta medicagio é feita no sistema informatico, Winphar®, em
que no separador Cliente, escolhemos Acompanhamento Farmacéutico, depois Administragao
de medicamentos e ai colocamos todos os medicamentos que chegavam do hospital, este
processo so pode ser realizado por farmacéuticos, mas tive a oportunidade de acompanhar
toda a realizagio do mesmo, desde a chegada e verificagao da medicagao hospitalar até a
dispensa ao utente, onde o farmacéutico verifica, com o utente, se esta tudo bem com este e
se nao ocorreu nenhuma reagao adversa ou interacao medicamentosa com a toma do
medicamento.

Na FM existem algumas pessoas que usufruem desta medida, o que beneficia o utente,
pois evita deslocagoes desnecessarias ao hospital para levantar unicamente a medicagao,

garantindo assim a continuagao do tratamento e evitando uma exposi¢ao desnecessaria.

2.3.2. Dispensa de medicamentos estupefacientes e psicotropicos

Na FM tive a oportunidade de dispensar medicamentos estupefacientes e
psicotropicos, o que acontece com muita frequéncia nesta farmacia, os medicamentos mais
dispensados desta classe é o Tapentadol, de nome comercial Palexia® retard’, que é utilizado
para o tratamento da dor crénica intensa em adultos e a Buprenorfina®, que é utilizada em
casos de toxicodependéncia major de opiaceos.

A dispensa deste tipo de medicamentos, seguem regras e controlos muito rigorosos,
de modo que para dispensar estes medicamentos o utente tem que apresentar uma RM valida
e o cartao de cidadao. No ato da dispensa, no final da compra o sistema informatico reconhece
o produto como estupefaciente/psicotropico e é gerada uma tabela que deve ser devidamente
preenchida pelo farmacéutico, tanto com os dados do utente como os do adquirente (nome,
data de nascimento, nimero do cartao de cidadao, morada, cédigo postal). Além destes dados,
na tabela também fica registado a identificagao da prescricao, do médico prescritor, da
farmacia, do medicamento, da quantidade dispensada e da data de dispensa.’

Apos a venda é gerado um talao de dispensa especial onde consta toda a informagao
mencionada em cima, devendo ser arquivado na farmacia pelo periodo de trés anos. O registo
de venda destes medicamentos € enviado mensalmente (até ao dia 8 do més seguinte) ao

INFARMED.



Para mim a dispensa deste tipo de medicamentos foi considerada uma oportunidade
pois como sao medicamentos com um controlo mais apertado, exigiu em mim uma atengao

mais acrescida no momento da dispensa.

2.3.3. Procedimentos de fim do més

Apesar de ja ter realizado um estagio de Verao em FC, nao tive a oportunidade de
contactar com os procedimentos que sao realizados no fim de cada més. No entanto, neste
EC tive a oportunidade de observar como também de realizar os procedimentos de fim do
més o que foi para mim uma mais-valia uma vez que pude perceber a dindmica da farmacia e
adquirir conhecimentos de como realizar esta tarefa, visto que esta informagao nao faz parte
do plano curricular de MICF.

Os procedimentos de fim do més, na FM, iniciam-se cerca de uma semana antes dos
término do mesmo. Um dos procedimentos realizados é a verificagao dos prazos de validade
dos medicamentos e produtos existentes na FC, na qual é retirada uma lista dos medicamentos
cujo prazo de validade termina dentro de 3 meses, e cabe a equipa técnica da farmacia verificar
a validade de cada produto e retirar do circuito de venda os produtos cujo prazo de validade
esteja a expirar ou atualizar o prazo de validade do produto. Os produtos fora de validade
sao colocados numa caixa devidamente identificada para posterior tratamento.

Outro procedimento de fim do més, é a conferéncia, fecho e faturagao do receituario.
Primeiramente, € realizada a conferéncia de todas as receitas, em que se verificam todos os
pontos cruciais de forma a detetar possiveis erros que puderam ter “escapado” durante a
dispensa dos medicamentos e que sao possiveis de ser retificados. Nas receitas manuais, deve-
se confirmar se contém a vinheta do médico prescritor e a sua assinatura, a vinheta do local
de prescrigao (que é opcional), o numero do Servigo Nacional de Saide ou de um sub-sistema
de Saude, se a data ainda esta no limite dos 30 dias, se a excegao esta assinalada, se o
medicamento prescrito foi o medicamento dispensado, se as quantidades dispensadas foram
as corretas, se o utente assinou a receita no ato da dispensa, se o farmacéutico assinou,
carimbou e datou a receita e se a receita foi faturada no organismo de comparticipagao
correto. Em seguida, as receitas sao separadas de acordo com o organismo de
comparticipagao e agrupadas em lotes de 30, no Ultimo dia de cada més, ha o fecho informatico
dos lotes e posteriormente emissao de um “verbete de identificagao de lote”, e de seguida
procede-se a impressao da “Relagao Resumo de Lotes” e a “Fatura”, posto isto, emitimos a
guia de fatura, sé para o SNS, e transmitimos as faturas eletronicas das respetivas entidades.

Finalmente, as receitas do SNS sao enviadas para o Centro de Conferéncias de Faturas, até
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ao dia 10 do més seguinte, as receitas das restantes entidades sao enviadas para a AFP. O
processo de envio das receitas em papel e/ou taldes de receitas nao ¢ igual para todos os
organismos, cada um tem a sua especificidade no que respeita aos documentos a enviar.

E por fim, sao enviados para a contabilidade os seguintes documentos: o resumo de
faturagao a entidades, o inventario, o mapa de vendas do més onde consta o IVA, o ficheiro
SAF-T, bem como os duplicados de todos os documentos com informacao fiscal (faturas e

resumos de lotes) resultantes dos procedimentos do fecho e faturagao do receituario.

2.4. Threats (Ameacas)
2.4.1. Medicamentos esgotados

Durante o meu EC deparei-me com uma outra realidade, a dos medicamentos
esgotados, uma situagdo que era preocupante na farmacia, e tem varias causas, com por
exemplo a exportagao paralela, como também quebras a nivel da produgao ou falta de
capacidade de produgao em relagao a procura.

Durante o meu EC, foram varios os medicamentos esgotados, tais como o Plenvu® e

o Moviprep® ambos sio preparagdes para colonoscopias e o Nitromint®'

, CUjo principio ativo
é a nitroglicerina, um vasodilatador que é utilizado no alivio de ataques agudos de angina
pectoris e vasospastica, e que atualmente nao tem alternativa terapéutica, o que se torna um
problema para o utente, pois poe em causa a sua saude.

Para resolver esta situacao, a FM faz diariamente, tanto de manha como de tarde, o
pedido dos medicamentos esgotados aos fornecedores e tem uma lista onde escreve os
medicamentos que estao esgotados e a quantidade que precisa, e assim telefona diariamente
para os fornecedores para saber a situagao daquele medicamento e verificar a disponibilidade
do mesmo e também de forma a conseguir alguma embalagem, e assim gerir os stocks que
tém, de forma assegurar a dispensa destes medicamentos para os utentes.

Considero este ponto uma ameaga ao meu EC, uma vez que alguns utentes tinham
dificuldade em compreender a situagao e pensavam que a nao dispensa ou encomenda de
medicamentos esgotados era culpa da farmacia, por esta ter pouco stock, ou até mesmo culpa
do estagiario pela sua inexperiéncia a adquirir a medicagao. Posto isto, a equipa técnica
explicava de forma clara e simples, que a culpa nao era da farmacia, mas sim dos fornecedores
ou até mesmo da industria farmacéutica que produz o medicamento, apelando assim a
compreensao do utente para a situagao. E também procuravam outras solugoes, como

dispensar medicamentos do mesmo grupo homogéneo, quando isto era possivel.
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2.4.2. Estabelecimentos de venda de MNSRM (parafarmacia)

O Decreto-Lei n.° 134/2005, de 16 de agosto, estabelece o regime da venda de
MNSRM fora da farmacias, ou seja, veio possibilitar a venda destes medicamentos em
estabelecimentos especificos, normalmente conhecidos por parafarmacias.'

Sao estabelecimentos que existem em muitos locais, e especialmente nas grandes
superficies comerciais, e por efetuarem grandes volumes de compras tem a capacidade de
implementar pregos de venda ao publico inferiores aqueles que sao possiveis de ser
implementados na farmacia. Tornam-se assim uma grande ameaga tanto para as FC, a nivel
economico, como para a profissao farmacéutica, uma vez que nestes estabelecimentos a venda
destes produtos é feita sem um aconselhamento adequado potenciando assim o uso irracional
dos MNSRM, o que se traduz num risco para o utente.

Considero este ponto uma ameaga ao meu EC, uma vez que os utentes optavam por
comprar nestes estabelecimentos devido ao preco inferior, em vez da FC, descredibilizando

assim o papel do farmacéutico e do seu aconselhamento, o que me desmotivou um pouco.

2.4.3. Falta de confianca dos utentes nos estagiarios

No decorrer do meu EC, notei que por parte de alguns utentes havia falta de confianga
no meu aconselhamento. Como estagiarios nao iremos ter, inicialmente, a mesma agilidade e
prontidao que um farmacéutico tem num aconselhamento, mas é com a pratica que
aprendemos.

Por vezes, os utentes preferiam ficar mais tempo a espera para serem atendidos por
um farmacéutico do que serem atendidos por mim ou no meio do meu aconselhamento
pedirem opiniao a um farmacéutico, o que considero uma ameaga ao meu EC porque assim
nao me permite desenvolver as competéncias necessarias para um aconselhamento adequado.

No entanto, na fase final do meu EC notei que por ja estarem familiarizados com a
minha presenga na FC e por me apresentar mais confiante no meu aconselhamento que os

utentes foram confiando mais na qualidade do meu aconselhamento.

2.4.4. Receitas Manuais

Atualmente a maioria das RM que chega a farmacia sao receitas eletrénicas, ainda assim
ainda chegam algumas receitas manuais, apesar de serem cada vez menos. De acordo com a
legislagao em vigor, as receitas manuais podem ser prescritas apenas em situagoes excecionais,

nomeadamente, faléncia informatica, prescrigao no domicilio, até 40 receitas por més ou por
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inadaptagao fundamentada do prescritor, devendo a excegao ser corretamente assinalada na
prépria receita.'”

Aquando da dispensa de uma receita manual, o farmacéutico tem de verificar se todas
as especificidades desta receita sao cumpridas, tais como, a justificagao da utilizagao da receita
manual, a presen¢a da vinheta do médico prescritor tal como a sua assinatura, a data da
prescrigao e verificar se ainda nao excedeu os 30 dias de validade destas receitas, a informagao
do utente, que inclui o nome, nimero de beneficiario, entidades responsavel e regime especial
de comparticipagao, se aplicavel, a auséncia de rasuras e por fim verificar que em cada receita
s6 podem ser prescritos 4 medicamentos distintos, € no maximo sé podem ser prescritas 2
embalagens por medicamento, excetuando quando sao prescritos medicamentos em unidose,
neste caso pode-se dispensar 4 embalagens do referido medicamento.

No decorrer do meu EC tive oportunidade de contactar com receitas manuais, o que
considerei uma ameaga ao meu EC, uma vez que, antes de proceder a dispensa dos
medicamentos temos de verificar se sao cumpridas todas as especificidades de uma receita
manual e perceber quais sao os medicamentos prescritos visto que por vezes a caligrafia nao
era muita legivel, o que levava a que o meu atendimento fosse um pouco mais moroso, tendo
que pedir auxilio a equipa técnica da FC, para garantir que estava a dispensar o medicamento
correto. Outro aspeto que achei desvantajoso, foi o facto que nestas receitas, o sistema
informatico, nao verifica se os medicamentos que estao a ser dispensados sao os que sao
prescritos, o que faz nas receita eletronicas, assim o meu atendimento requeria mais atengao

para assim evitar possiveis erros de dispensa.

3. CASOS CLINICOS
3.1.Caso | - Cansaco ocular

Uma senhora dirigiu-se a farmacia a solicitar algo para o seu pai de 89 anos, que se
queixou de ter os olhos vermelhos e lacrimejo constante. Afirmou, ainda que esta
sintomatologia era um pouco frequente uma vez que o pai gosta muito de ler. Questionei se
teria algum outro de sintoma tal como secregao ocular, dor e se tinha a pestana colada ao
acordar na qual a filha afirmou que nao apenas tinha um desconforto e prurido. Também
questionei ha quanto tempo estaria com estes sintomas na qual respondeu que havia surgido
no dia anterior. Apos analise da sintomatologia, dirigi o meu aconselhamento para um caso de
fadiga ocular/olho seco.

Por conseguinte, procedi ao aconselhamento e dispensa do colirio Hyabak®0,15% 15

ml", que contém 4cido hialurénico, um agente lubrificante e hidratante e o actinoquinol, uma
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substancia com propriedades anti-UV, que iriam ajudar no caso de sensagao de fadiga ocular.
No decurso da dispensa, expliquei que a posologia recomendada era de | gota em cada olho
sempre que necessario, de preferéncia 3 a 4 vezes ao dia.

Por fim, em simultaneo com a terapéutica dispensada, aconselhei a reduzir o periodo
de leitura continua e a regular a luminosidade do locar onde |é. Para terminar, aconselhei que
consultasse um médico especialista caso os sintomas nao melhorassem ou se agravassem num

periodo de 72 horas apos o inicio do tratamento.

3.2.Caso 2 - Tosse alérgica

Uma senhora com cerca de 35 anos dirigiu-se a farmacia com queixas de tosse
persistente, na qual descreveu como sendo “tosse de cao” e queria algo para aliviar aqueles
sintomas. Questionei ha quanto tempo durava a tosse, ao que me respondeu que durava ha
3-4 dias. Por conseguinte, perguntei se comegou alguma medica¢ao nova ou se ja tinha tomado
algo para tosse no qual me respondeu que nao. Por fim, perguntei se havia mais sintomatologia
associada, nomeadamente febre, dores no corpo, expetoragao, na qual obtive uma resposta
negativa, referiu que para além da tosse tinha dores de cabega, nariz congestionado e irritagao
na garganta.

Apos anilise visual, reparei que a utente tinha os olhos muito vermelhos, e entao
questionei se a senhora tinha historico de alergias, a qual respondeu que tinha alergias 3-4
vezes por ano. Apos anilise da sintomatologia, dirigi o meu aconselhamento para um caso de
tosse alérgica.

Por essa razio, procedi ao aconselhamento e dispensa de um anti-histaminico, o Cetix®
10 mg', cujo principio ativo é o dicloridrato de cetirizina, explicando que a posologia
recomendada era de | comprimido por dia, e que este comprimidos sao para colocar na boca
e chupar. Aconselhei também a toma de um xarope antitUssico, o Levotuss® 6 mg/ml', que
tem como principio ativo a levodropropizina. Por fim, no momento da dispensa, expliquei que
a posologia recomendada era de 10 mL trés vezes ao dia, em intervalos nunca inferiores a 6
horas, até desaparecimento da tosse, mas nunca excedendo |4 dias de tratamento. No caso
de persisténcia dos sintomas apos 2 semanas de tratamento, aconselhei a suspensao do

tratamento e que consultasse um médico.
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3.3.Caso 3 - Doenca hemorroidaria

Um senhor, com 42 anos, dirigiu-se a farmacia a queixar-se que sente uma pequena
saliéncia no reto e que tem irritacao, comichao nessa zona e quando vai a casa de banho sente
dor.

Questionei ha quanto tempo perdurava esta sintomatologia, ao que me respondeu que
a mesma durava ha 2 dias mas que ja nao era a primeira vez que apresentava esta
sintomatologia. Por conseguinte, perguntei se tomava alguma medicagao, se havia
sangramento, se faz grande esforgo a defecar, se ja tomou alguma coisa para aliviar os sintomas,
ao qual o utente respondeu as trés primeiras perguntas com um nao e explicou que
anteriormente quando apresentava esta sintomatologia apenas colocava uma pomada. Por fim
fiz algumas perguntas sobre o estilo de vida do utente, no qual este explicou que trabalha num
escritorio e que passa muito tempo sentado e que nao tem muito cuidado com a sua
alimentagao, mas que de vez em quando ia ao ginasio.

Dado a luz dos sintomas, conclui que o senhor estava com uma crise hemorroidaria.
Assim sendo, procedi ao aconselhamento e dispensa de um creme retal o Procto-Glyvenol®,
que contém Tribenosido, e atua reduzindo a permeabilidade capilar, melhora o ténus vascular
e tem acao anti-inflamatéria, e Cloridrato de Lidocaina, um anestésico local que alivia o
prurido, ardor e dor causadas pelas hemorroidas. Expliquei que o creme era para aplicar 2
vezes por dia, de manha e a noite nos primeiros dias e quando os sintomas diminuirem passar
a aplicar apenas | vez por dia até desaparecimento da sintomatologia.'®

Como utente referiu que niao era a primeira vez que teve estes sintomas
caracteristicos de crise hemorroidéria aconselhei algo que atua nivel sistémico, o Daflon® 1000
mg, que consiste numa fragao flavonoica purificada micronizada que atua aumentando o ténus
vascular e reforga a resisténcia capilar, explicando que a posologia recomendada era de |
comprimido 3 vezes ao dia durante 4 dias, passando depois a | comprimido 2 vezes ao dia
durante 3 dias e por fim passa a ser | comprimido por dia."”

Para uma higienizagao adequada da zona afetada, aconselhei o uso de umas toalhitas
apropriadas para hemorroidas e fissuras anais, as Hemofarm plus, que contém produtos
naturais como aloé vera, hamamélia e castanheiro-da-india e de um creme lavante indicado
para a lavagem da zona anal e perianal em caso de disturbios hemorroidais, o Neofitoroid, que
contém complexos moleculares vegetais com uma a¢do detergente, protetora e lenitiva.'®

Por fim, aconselhei algumas medidas nao farmacologicas tais como alteragao da dieta
adotando uma alimentagao rica em fibras, aumentar a ingestao de liquidos, evitar o consumo

de comidas condimentadas, alcool e café, alteragao dos habitos de vida através da pratica de
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exercicio fisico, adotar bons habitos defecatorios e também sugeri, nas fases de dor muito

intensa, a lavagem com agua fria ou aplicar gelo durante alguns minutos na zona afetada.

3.4.Caso 4 - Herpes zoster (zona)

Um senhor, com 49 anos, dirigiu-se a farmacia a queixar-se de erupgdes nas costas,
com alguma comichao e dor intensa. Para um melhor diagnostico aconselhei o utente a
mostrar o local afetado no gabinete. Apds analisar as costas do senhor, constatei uma area de
grande mancha vermelha na zona toracica com extensao para a axila do lado esquerdo bem
como algumas vesiculas. Questionei se teve contacto com algum alergénio, no qual respondeu
que nao contactou com nada que pudesse desencadear um processo alérgico. Também
questionei ha quanto tempo tinha esta sintomatologia no qual respondeu que comegou ha um
dia mas que a mancha estava a alastrar. Dado a luz dos sintomas e ap6s analise visual, conclui,
com apoio do FAS, que o senhor poderia ter herpes zoster.

Deste modo, procedi ao aconselhamento e dispensa de um analgésico Ben-U-ron® em
comprimidos de 500 mg'’, cujo principio ativo é o paracetamol, explicando que a posologia
recomendada, era de |-2 comprimidos em intervalos de 8 horas. E de um creme antivirico
Aciclovir Labesfal 50 mg/g® , cujo principio ativo é o aciclovir que atua impedindo a
multiplicagao do virus, explicando que o creme é para aplicar localmente até 5 vezes por dia
em intervalos de 4 horas. Aconselhei também algumas medidas nao farmacoldgicas como a
utilizagao de roupas de algodao mais largas para reduzir a irritagao da pele, aplicar gelo para
reduzir a dor, utilizar uma toalha individual s6 para aquela zona e usar produtos de higiene
nao reativos para a pele.

No entanto, dado a extensao do problema, juntamento com o facto de ainda estar no
periodo de 72 horas apos o aparecimento das lesoes sugeri que o utente marque uma consulta

médica para medicagio suplementar.”

3.5.Caso 5 - Desconforto urinario

Uma senhora, com 45 anos, dirigiu-se a farmacia com queixas de desconforto urinario.
Perguntei para descrever os sintomas, no qual respondeu que tinha vontade de urinar
frequentemente e repentinamente, com alguma dor e prurido.

Questionei ha quanto tempo durava a sintomatologia, ao que me respondeu que durava
ha 2 dias. Por conseguinte, perguntei se tinha sangue na urina e se ja tinha tomado alguma
coisa para aliviar os sintomas, ao qual respondeu que nao. Questionei entao se era recorrente

ter esta sintomatologia e infe¢oes urinarias na qual me respondeu que teve uma infegao
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urinaria ha 2 anos. Dado a luz dos sintomas, dirigi o meu aconselhamento para um caso de
uma infegao urinaria nao-complicada numa fase inicial.
Deste modo, procedi ao aconselhamento e dispensa de um produto fitoterapéutico o

®2 que contém uva ursina®, uma planta com propriedades antissépticas,

Systelle
antibacterianas, anti-inflmatorias, diuréticas que segundo a Agéncia Europeia do Medicamento
(EMA) é utilizada no alivio de sintomas de infegoes nao complicadas do trato urinario inferior,
explicando que a posologia recomendada era de 2 comprimido 3 vezes ao dia de preferéncia
com alimentos, durante 7 dias consecutivos.

Para complementar esta terapéutica aconselhei também o cha BIOLYS-conforto
urinario, que contém hibisco e arando vermelho**, ambos com propriedades antibacterianas
e diuréticas, e segundo a EMA o arando vermelho é tanto utilizado para aliviar sintomas de
infecoes nao complicadas do trato urindrio inferior como para prevencao, explicando que a
posologia era de 2 a 4 saquetas por dia.

Por fim aconselhei algumas medidas nao farmacoldgicas®, nomeadamente ingerir pelo
menos |,5L de agua, evitar alimentos que acidificam a urina (tomate, laranja), ir regularmente
a casa de banho nao estando mais de 4 horas sem urinar, urinar apos relagoes sexuais, limpar
a zona genital da frente para tras, usar roupa intima de algodao, evitar o uso de pensos diarios
e calcas de ganga apertadas e usar produtos de higiene intima com propriedades
antibacterianas. No caso que os sintomas nao melhorassem ou se agravassem apos 7 dias do

inicio do tratamento, aconselhei que consultasse um médico.

4. CONCLUSAO

O EC marca o ponto final, ao fim de uns longos cinco anos, do MICF e é a primeira
realidade que um estudante tem do mercado de trabalho, apesar de ao inicio ser um pouco
assustador, € uma experiéncia Unica em que temos a oportunidade de colocar em pratica tudo
aquilo que aprendemos no curso e desenvolvermos outras capacidades.

O EC, na FM permitiu-me consolidar os conhecimentos adquiridos, desenvolver e
adquirir novas competéncias praticas, sociais e interpessoais que irao ser fundamentais para o
meu futuro, em qualquer que seja o caminho que ingresse profissionalmente. Esta experiéncia,
foi para mim, bastante enriquecedora mas ao mesmo tempo um pouco desafiante, que me fez
sair da minha zona de conforto e que me permitiu crescer tanto a nivel profissional como a
nivel pessoal.

Em conclusao, quero agradecer a toda a equipa da FM, pela simpatia, acolhimento,

disponibilidade, dedicagao que tiveram para comigo desde o primeiro momento. E pelas
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experiéncias e ensinamentos que partilharam comigo e que me ajudaram a crescer tanto como

pessoa como também futura profissional de saude.
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6. ANEXO

Anexo | - Ficha de preparagao do medicamento manipulado

Mdk:v:.ln wsados
F CIA ) em ub'.h
= . Upipessoal, 144 s
Dﬁmﬁdtg-&.:{a%mswl A | 1 I 1
. N2 50!
Rua |§r° ,‘A‘nlﬁﬂlo Ferreira Bairdo Ilicha de Preparacio |
Tel, 241 897 238 + 2205~ 685 TRAMAGAL
(Carimba it Funmadeiay
Solugio Alcodlica de Acido Bérico a Saturacio
(FGP A.IL1)
Forma farmacgutica: solugiio Data de preparagio: o/ + [0 4 lzozz
Nimero do lote: A /2072 Quantidade a preparar: 30 cml
. " Rubrica do | Rubrica do
Matérias-primas Ndolote Origem | FArma- ‘;m Y Unketidady | © pesda " | Operadore 39' isor
o= Acido bérico oo/ Dimet 503 1 ,C’f)c;\, 1,65 ¥ > -«
Alcool a 70 % (VIV) {24000 505 Agen 0.b.p. 100 ml |q 5 p 33y bp33ml 21 Jolz0, ¥ x|
Preparagio
Rubrica do operadar

1. Verificar o estado de limpeza do material a utilizar.

D

2. Colocar em proveta rolhada uma quantidade de 4lcool a 70 % (V/V)
correspondente a de cerca de % da quantidade total de solugio a preparar.

3. Pesar o dcido bérico, e adicionar, aos poucos, ao dlcool a 70% (V/V),
agitando fortemente durante 20 segundos, apds cada adigdo.

— 4. Apbs adigdo de todo o dcido bérico, completar o volume com édlcool a 70 %
(V/V) e agitar durante 20 segundos.

5. Deixar a proveta em repouso durante 1 hora, agitando-a, durante 20
segundos, de 15 em 15 minutos.

Infcio: _AEWSZ Final: __18hoYy

6. Filtrar a solugiio obtida em 3.

7. Lavar o material utilizado.

8. Secar o material,

3@ |\ &\ |

e Rubrica ;?\E‘S,a Técnico & ’uo’mu 5

FGP 2001 14
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AILL.

Seluclo Aleoslica de Acido Béeico i Saturaclo

Embalagem

1. Embalar a solugao em frasco de vidro dmbar, tipo III (FPVI).

Material de embalagem

N do lote

Origem

Ccano  Cowdn - GeXod

CCP Paik

et OO

- Aomatim

Capacidade do recipiente: 2 0cml

Operador: g

Rotulagem

1. Proceder 2 elaboragio do rétulo de acordo com 0 modelo descrito em seguida.

2. Anexar a esta ficha de preparagfio uma cOpia, rubricada e datada, do rétulo da embalagem

dispensada.
Maodelo de rétulo
identificagdo da Farmacia ficaclio do Médico p
Identificacio do Director-Técnico Identificagio do Doente
Go e da Farmé

0 ALCOOLICA DE ACIDO B
SOLUCA At ORICO A SATURAGAO

100 mi de solugdo contém 4 g de acido borico (Data da preparagdo)

(Quantidade dispensada) (Prazo de ulilizacdo)

Contém iodeto de potdssio, gua purificada e alcool Conservar & lemperatura amblente no

etilico frasco bem fechado

Medicamento para aplicagdo cutdnea (N® do lote)

Uso externo Manter fora do alcance das criangas

INéo ingerir

Operador: g
Verificagdo
Ensaio Especificagio Resultado Rubrica
) Nio do
Confi
1. CARACTERISTICAS i Conforme
ORGANOLEPTICAS
1.1. Aspecto
Verificar conformidade com a Sclugdo limpida ¢ transparente ‘ 9
especificagho g l:]
Rubrics do Técenico
2o To2e
(R
254 FGP 2001
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Solugiio Alcodlica de Acido Bérico

AILL

Ensaio Kspeciticagan Resultado
Nio do Operado
12 Cor Coit Conforme i
Verificar conformidade com a Solugho incolor N
especificagio M G
2. CONFORMIDADE COM A Texto "Preparaes para Uso —
DEFINICAO DA MONOGRAFIA Ausicular” (FOP. Parte L, Cap. 1. 13 X D
"PREPARACOES PARA USO Farmas Farmacéulicas)
AURICULAR™ DA FPVI
3. QUANTIDADE "
Antes do enchimento verificar, em proveta 30  mi@#i%) @ D
graduada, o volume da preparacio (quantidade a preparar)
E ApQ ado Rejeitado D
Supervisor /\/‘/&-’?_; 2 eh love
/
Nome e morada do doente
Errmalinde
"W%ﬂg
Nome do prescritor
Wortie
Anotagées
Rubrica do Director Técnico Data
W Dot | 121
( |
FGP 2001 3
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AILL

Cdleulo do preco de venda

Solucio Alegdlics de Acido Bérico & Saturngio

MATERIAS-PRIMAS: |
5 pre¢o de aquisigio de |
mh::f:mm e | uma dada quantidada factor . ) _|
- . unitiria [sAVA) quantidade | multiphi- ¢
matérias-primas: o ausar | eativs | UEZ0a na preparagso
quantidade aquisigia quantidade
adquirida (s1VA) unitiria prego
Adido borico 200 | O,6TE] da |oez€|xAe5qlxdd = 0013 £
- =% =
Aloool 2 70% (VV) [ 250tml] 3.544] Aol | 008€x330l|x22 [= 0,126 €
| X x =
X x =
X x =
subtotal & | M O A0 £
HONORARIOS DE MANIPULAGAO: |
| forma farmacéutica preparada quantidade valor |
L Solugio B b3
subtotal B A7 E
MATERIAL DE EMBALAGEM:
materiais de embalagem preco de aquisigao (s/1VA) quantidade preco |
| Franeo (nn&aav'im 0, 364 A o, 1T6€ F
| 11
subtotal C (@] } Elf
[ ratule prego de aquisicio (s1VA) quantidade preca
sublotal O
[ dispositivos auxiliares |
de administracio preco da aquisicio (s/VA) 4 quantidade preco
subtatal E |

subtotal F (G + D # E)

PREGCO DE VENDA AD PUBLICO: (A + B+ F)

!

T;i!:\_._

[ O, 16t

113 56x4,3 = 43
(6£)23,06 T

Rubrica do Diregior Técnico Data ,
" “ﬁl 2ot |Loer |

LU

FGP 2001
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GULa |

T

u
1100005?0925516!"

RC. «3826 %

Teklono: ¢ 62646
Entdade Responsavel:  SNS

N, ¢ Benafciirio:

MM

MARIA .
‘.l'l'lln Espaciaidade: OTORAMOLARNGOLOGIA

«+N3IVT3I56n

CHMT. HYOMARCEXT

[]

ZL

i «U1471036
R DC1/ nome, dosagem, forma I NJ Extenso Kentificagio Otca
1 |solugo alcodlice saturada de acido bérico, 70, 30, slcool 70%, 1 Uma ‘ I I
SA
F 4 gotas no ouvido de 12 - 12
£ D’h&ﬁ%ﬂsm’uﬁn&s 479876854

Valdade: 30 dias
Data: 2021-11-23

Frocessate p* cxnutad - Awaedph) Eraecs Midea v2 40 SPUS, £PT

Farmaiciv Memdes Dva Mara ... _ s
Dir. Técnica: M* Helona Homewn Sia Ermolinda |

Rast Dr. Ao Ferveira Raimsn

2205655 TRAMAGAL/ Tell. 241897235

SOLUCAO ALCOGLICA i ACIDO BORICO A SATURACAOD |

(FGrALLL)
100 de sofegdo contim 4y de deido bdrko Preparado 27012022
(30 ml) Validede - 27052022
Comém iodeeo de potiasio. dge Causervar 4 feaiperaturs sasbiente
e ficads € dkool etihos na frasco bem fechado
Medicamento pars splicacdo cudnes Lote- 0172002
Mander fora do alcance das crisngas
Nie ingerie Uss externo

M ,bfk.

Z)Lc I/Ic-lL
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PARTE Il

RELATORIO DE ESTAGIO EM INVESTIGACAO CIENTIFICA

Centro de Neurociéncias e Biologia Celular — Coimbra



LISTA DE ABREVIATURAS

CAG- Trinucleétido constituido por Citosina, Adenina e Guanina
CNC- Centro de Neurociéncias e Biologia Celular

DNA- Acido desoxirribonucleico

EC- Estagio Curricular

FFUC- Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

MICF- Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
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I. INTRODUCAO

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), na Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra (FFUC), tem um plano curricular bastante abrangente que
destina-se a preparar os estudantes para as diversas areas profissionais no ramo da Saude,
nomeadamente Farmacia Comunitaria e Hospitalar; Industria Farmacéutica; Distribuicao
grossista de medicamentos; Analises Clinicas; Assuntos Regulamentares; Marketing
Farmacéutico; Ensino; Investigacao, bem como outras areas ligadas ao doente, medicamento,
salde publica e de natureza analitica.

Por esta razao, a FFUC apresenta aos estudantes a possibilidade de realizar o Estagio
Curricular (EC), além de na Farmacia Comunitdria, noutra area do medicamento,
nomeadamente na Industria Farmacéutica, Analises Clinicas, Investigagao, entre outras.

Tendo em consideragao o meu interesse pela area de Investigagao, decidi realizar o
meu EC nesta drea, de modo a tentar perceber qual o papel do farmacéutico nesta area e
como posso aplicar os conhecimentos adquiridos neste ramo.

O meu EC, no Centro de Neurociéncias e Biologia Celular (CNC), decorreu entre
maio e agosto de 2022, sob a orientagdo do Professor Doutor Luis Pereira de Almeida e
supervisao de David Ramos e Kevin Leandro, ambos estudantes de doutoramento no grupo.
O presente relatério apresenta-se sob a forma de uma analise SWOT (do inglés Strenghts,
Weaknesses, Opportunities, Threats) em que sao abordados os pontos fortes, pontos fracos,

oportunidades e ameagas que decorreram durante o meu percurso no CNC.

I.1.CNC- Centro de Neurociéncias e Biologia Celular

O CNC é uma instituicao cientifica de referéncia nacional e internacional, fundada em
1990, sendo o primeiro Laboratério Associado em Portugal, que tenciona estimular a
investigacdo biomédica e biotecnolégica. '

O CNC congrega investigadores das areas da Medicina, Farmacia, Ciéncias e
Tecnologia, do Instituto de Investigagao Interdisciplinar da Universidade de Coimbra, do
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e do Instituto Portugués de Oncologia. A
investigagao no CNC esta organizada em dois setores o da Biomedicina e o da Biotecnologia
que se dividem em trés areas cientificas Biotecnologia; Neurociéncias e Doengas do Cérebro;
Metabolismo, Envelhecimento e Doenca. '

O CNC dedica-se a formagao multidisciplinar pés-graduada na Universidade de

Coimbra, a comunicagio de ciéncia e a transferéncia de tecnologia.'
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2. ANALISE SWOT
2.1. Strenghts (Forcas)
2.1.1. Equipa e integracao

No decorrer do meu EC, integrei o grupo de investigagao do Professor Doutor Luis
Pereira de Almeida, intitulado “Gene and Stem Cell Therapies for the brain”, que se foca na
doenga de Machado-Joseph. Esta doenga também conhecida por ataxia espinocerebelosa do
tipo 3, € uma doencga neurodegenerativa autossomica dominante, de origem portuguesa, que
€ causada pela repeticao anormal do trinucledtido CAG no gene ataxina-3 e caracteriza-se
pela perda da coordenagao motora dos membros superiores e inferiores, disfagia, disartria,
distonia e problemas de visao, na qual nao ha ainda nenhuma terapia para evitar a progressao
da doenca.?

Desde o momento que integrei a equipa, senti-me bem recebida e apoiada o que fez
desaparecer as minhas insegurangas e ter confianga na realizagao das tarefas e nunca ter receio
em pedir ajuda. Com o decorrer do EC, foi percetivel a cumplicidade entre os membros da
equipa, tanto a nivel profissional, como a nivel de relagao interpessoal, pelo que tornou a
minha experiéncia muito enriquecedora e que me permitiu desenvolver competéncias, entre
as quais a comunicagao, relagao interpessoal e profissionalismo.

A confianga que depositaram em mim e o incentivo a minha autonomia na realizagao
de certas tarefas foi para mim uma mais-valia pois permitiram-me consolidar os conhecimentos
adquiridos e desenvolver novas competéncias, nomeadamente espirito critico, rigor cientifico,
responsabilidade e autonomia, caracteristicas que sao expectaveis de encontrar num

profissional de exceléncia na area da investigagao.

2.1.2. Plano de estagio

O meu EC no CNC, durante trés meses, consistiu numa rotagao pelo laboratério, de
modo a compreender a dinamica de trabalhar num laboratério, onde tive a oportunidade de
observar e trabalhar com diferentes pessoas do grupo e aprender o que desenvolviam e as
técnicas laboratoriais que utilizavam e assim ter uma visao alargada sobre o que se faz no
grupo.

O primeiro dia foi informativo, onde conheci os estudantes de doutoramento do grupo
do Professor Doutor Luis Pereira de Almeida, o David e o Kevin, que iriam estar comigo
durante os trés meses de EC e que me iriam ajudar a integrar no laboratorio e nas praticas
laboratoriais. Em seguida, foi-me mostrado as infraestruturas do CNC em particular os dois

laboratérios pertencentes ao grupo.
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As primeiras semanas, foram de adaptagao ao laboratério em que aprendi varias
técnicas e fiz pequenos procedimentos com diferentes pessoas do grupo. Tive a oportunidade
de acompanhar diversos procedimentos que envolviam a utilizagao de animais de laboratorio,
tais como a cirurgias estereotaxicas, sacrificios e a posteriori a recolha de 6rgaos. Apos esta
recolha e armazenamento, tive a possibilidade de observar e realizar o seccionamento de
cérebros de murganho, processo este realizado estando este congelado e utilizando um
equipamento especifico, o criostato.

Aprendi e realizei outras técnicas como genotipagem, clonagem, extragao de DNA de
células, quantificagio de proteina, Western Blot (preparagao de amostras de proteinas,
separacao de proteinas por eletroforese em gel, transferéncia da proteina do gel para a
membrana, incubagao com anticorpo e imagem), Polymerase chain reaction (PCR), purificagao
de DNA, imunohistoquimica, quantificagio de DNA ou RNA usando o Nanodrop, isolamento
de vesiculas extracelulares por size exclusion chromatography (SEC), transformagao e cultura
de bactérias, purificacao de DNA de células de Escherichia Coli.

Apos o |1° més, comecei a desenvolver algumas técnicas sozinha, tais como a passagem
de células, que é necessario quando a confluéncia é mais ou menos 80% e que permite a
manutengao das linhas celulares por longos periodos de tempo. O plaqueamento de células
que consiste na contagem de células de modo a espalhar uma quantidade definida de uma
suspensao de células para uma placa. E a transfecao de células que é um processo de
introducao de DNA plasmidico nas células que codificam para genes de interesse de modo a
produzir células geneticamente modificadas.

Em conclusao, o meu plano de estagio nao era fixo pudendo sempre haver alteragoes
devido ha imprevisibilidade que é uma experiéncia, no entanto é vantajoso uma vez que assim

aprendi a como ultrapassar um problema e a ter um espirito critico.

2.1.3. Multidisciplinaridade da equipa

Durante o meu percurso no CNC tive a oportunidade de observar e trabalhar com
outras pessoas do grupo, em que pude aprender o que desenvolviam. A diversidade da
formacgao dos profissionais que ingressam o grupo, onde existem profissionais das areas da
biologia, bioquimica, biotecnologia, genética, ciéncias farmacéuticas e entre muitas mais areas
da salde foi uma mais-valia para mim, pois pude trabalhar com alguns deles e aprender com
eles o que desenvolviam e perceber como pessoas de areas diferentes e com conhecimentos

diferentes trabalham em prol do mesmo objetivo.
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A colaboragao conjunta de profissionais de areas diferentes num projeto é vantajoso,
pois cada um tem perspetivas diferentes na sua elaboragao, o que permite a troca de ideias e
a resolugao de problemas que possam surgir no decorrer do mesmo, culminado assim em

resultados mais rapidos e positivos.

2.1.4. Horario flexivel

Outro ponto forte do meu EC era a flexibilidade de horarios, nao tendo horario de
entrada nem de saida. Na drea de Investigagao cientifica, ao contrario do que acontece noutras
areas, nao ha um horario laboral fixo, os investigadores tem autonomia para realizar o seu
proprio horario, pudendo trabalhar no seu projeto sempre que achem necessario sem que
haja qualquer tipo de restricao ao nivel de horas.

Isto deve-se ao facto que cada pessoa no grupo tem o seu projeto e cada uma tem o
seu ritmo de trabalho mas também devido ao facto que cada experiéncia demora um tempo
especifico e que no decorrer deste processo podem ocorrer erros que levam a que a
experiéncia demore mais tempo.

Enquanto estagiaria, este foi um ponto positivo uma vez que nao havendo um horario
fixo de trabalho no CNC pude contactar com um maior nimero de experiéncias, em espagos
de tempos diferentes mas também nos periodos em que nao tinha tantas experiéncias
laboratoriais dedicava-me a leitura de literatura cientifica sobre a doenga de Machado-Joseph e

doenca de Huntington.

2.2. Weaknesses (Fraquezas)
2.2.1. Plano de estudos de MICF

O plano de estudos de MICF é muito vasto, e tem o intuito de formar os alunos para
as diferentes areas do ciclo de vida do medicamento, desde a Investigagao e Desenvolvimento
até ao doente. No entanto, a investigagao cientifica nao € uma da principais saidas profissionais
de MICF, logo um aluno deste curso tem de fazer um esforgo adicional para ingressar por esta
area.

Decerto que existem unidades curriculares, como Biologia celular, Biologia molecular,
Investigacao e Comunicagao em Ciéncia e Biotecnologia Farmacéutica que tem um plano
curricular que sera muito Util para quem quer seguir pelo ramo de investigagao cientifica. No
entanto, a maior parte das unidades curriculares sao muito direcionadas para as areas em que
o farmacéutico tem mais relevo, nomeadamente na Farmacia Comunitaria ou Hospitalar e na

Industria Farmacéutica, o que é uma desvantagem para quem quer seguir uma outra area.
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Apesar de tudo, o plano de estudos de MICF da-nos a oportunidade de realizagao de
EC noutra area do medicamento, como a de investigagao cientifica, o que foi para mim uma
mais-valia pois pude adquirir novos conhecimentos e ver como é que um farmacéutico se

encaixa nesta area.

2.2.2. Duracao do estagio

Como referido anteriormente, o meu EC no CNC decorreu entre os dias nove de
maio e nove de agosto, com a duragao total de trés meses. Nao querendo descartar todos os
conhecimentos e técnicas que aprendi ao longo destes meses, mas creio que a curta duragao
do EC, de certa forma, foi um ponto negativo pois nao me permitiu adquirir um conhecimento
mais abrangente da area.

Para fazer uma simples rotagao no laboratorio, aprender algumas técnicas e conhecer
alguns dos projetos que estao a ser desenvolvidos no grupo trés meses é tempo suficiente.
No entanto, se quisermos desenvolver algum tipo de experiéncia, obter resultados e analisa-
los, torna-se um pouco dificil num curto espago de tempo pois este é um processo que demora
algum tempo a ser elaborado, realizado e a ter resultados pois nem tudo ¢ linear, e muitas
vezes as experiéncias falham ou correm mal e é necessario voltar ao inicio e repensar a
experiéncia novamente.

Acompanhar uma pessoa do grupo de modo a ver o inicio e o fim do projeto é
complicado, apenas é exequivel ver alguma parte deste pois este € um projeto de

doutoramento que ira ser desenvolvido e otimizado ao longo de quatro anos.

2.3. Opportunities (Oportunidades)
2.3.1. Formacoes

No inicio do meu EC tive a oportunidade de realizar duas formagoes, uma formagao
de Saude e Seguranga e outra para novos utilizadores das Salas de Cultura Celular.

Na formagao de Saude e Seguranga realizei uma visita as instalagoes do CNC com um
membro do Health, Security and Safety Office, em que me foi transmitido as nogoes basicas
de saude e seguran¢a que devemos ter em ambito de um centro de investigagao e de um
laboratério, assim como a organizagao global do CNC. Nesta formagao aprendi os tipos de
riscos (bioldgico, quimico, fisico, entre outros) e como proceder em caso de derrame ou de
um acidente, como fazer o gerenciamento de residuos entre muitas outros coisas necessarias
para trabalhar num laboratério e garantir a propria seguranga e a seguranca de quem

compartilha o mesmo espago.
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Na formacao das Salas de Cultura Celular foi me dado a conhecer as salas de cultura,
tanto a de linhas celulares como a sala de culturas primarias, os seus componentes basicos
como as estufas, as camaras de fluxo laminar, o banho de agua entre outros. Esta formacao
para além de ter o objetivo de dar a conhecer estas salas, tinha também o objetivo de
transmitir as precaugoes que devemos ter e os erros mais frequentes a evitar aquando da
utilizagao destas e dos seus equipamentos, de modo a nos protegermos e a protegermos os
outros usuarios da sala.

Os conhecimentos adquiridos nestas duas formagoes foram muito Uteis, uma vez que
assim ja temos um conhecimento base, o que poderd ser benéfico para o meu futuro

profissional.

2.3.2. Participar semanalmente na reuniiao de grupo

Uma outra oportunidade que tive durante o meu EC no CNC foi a oportunidade de
participar semanalmente na reuniao do grupo do professor doutor Luis Almeida. As reunices
tinham lugar no auditorio do 2°andar do CNC, todas as quinta-feira a partir das 9h30, em que
apresentavam uma ou duas pessoas por reuniao e normalmente em inglés.

Estas reunioes tinham o objetivo de compartilhar o trabalho desenvolvido por cada
pessoa do grupo, em que cada pessoa apresentava o trabalho que estava a desenvolver e os
resultados obtidos ou o trabalho que iria desenvolver no futuro. No entanto, também podiam
apresentar um novo artigo cientifico que tenha saido recentemente e que consideravam ser
vantajoso para dar a conhecer ao grupo. No fim de cada apresentagao, eram colocadas
questoes as pessoas que apresentavam, nomeadamente duvidas ou conselhos.

Ter participado nestas reunioes foi muito benéfico para mim pois pude aprender o que
cada pessoa do grupo estava a trabalhar e aprender mais sobre a doenga de Machado-Joseph e
as diferentes técnicas que estao a ser estudadas, no grupo, para conhecer a doenga e também
para a retardar/curar mas também porque pude desenvolver o meu conhecimento de inglés e

adquirir novos conhecimentos cientificos que poderao ser Uteis para o meu futuro.

2.4. Threats (Ameacas)
2.4.1. Conhecimentos e experiéncia

Um profissional que trabalhe na drea da investigagao cientifica esta sempre em
constante pesquisa e atualizagao dos seus conhecimentos, aprendizagens e técnicas de modo

desenvolver o seu projeto com o maior rigor cientifico e obter resultados relevantes.
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Deste modo, o conhecimento e a experiéncia que tinha antes da realizagao deste EC
nao era o suficiente para desenvolver um projeto cientifico sozinha o que considerei uma
ameaga, uma vez que nunca tinha trabalhado num laboratério nem tive contacto com muitos
equipamentos usados em muitas técnicas, nem tinha conhecimentos necessarios sobre a
doenga de Machado-Joseph. No entanto, ver estes aspetos como uma ameaga fizeram-me
realizar cada tarefa com o maior esforgo possivel, procurando sempre ter os conhecimentos

necessarios para a realizagao da mesma.

3. CONCLUSAO

A investigagao cientifica € uma area de extrema importancia e exigéncia, desta forma,
é esperado que um profissional de exceléncia desta area, demonstre algumas qualidades,
nomeadamente responsabilidade, dinamismo, autonomia e espirito critico. E uma area que
esta sempre em constante inovagao, logo é necessario por parte dos profissionais que haja a
capacidade de autoaprendizagem e de esfor¢o voluntario para que existam resultados
significantes. No entanto, podem ocorrer alguns contratempos onde os profissionais tem que
ter a capacidade de se adaptar e contornar o problema.

Ter tido a oportunidade de estagiar noutra area do medicamento foi para mim uma
vantagem pois possibilitou-me um contacto com uma realidade diferente, a nivel de estagios,
de todas as que ja tinha vivenciado. O EC no CNC foi para mim uma experiéncia bastante
enriquecedora onde pude por em pratica os conhecimentos adquiridos ao longo de 5 anos no
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, mas também aprender novos conhecimentos
e desenvolver novas competéncias. Mas ao mesmo tempo foi uma experiéncia desafiante, que
me fez sair da minha zona de conforto e colocou a prova a minha capacidade de trabalho
autonomo, adaptagao e resiliéncia.

Em suma, quero agradecer aos profissionais do CNC com quem tive oportunidade de
trabalhar, pela disponibilidade que tiveram para comigo e pelos conhecimentos que

partilharam comigo.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AAVs- Virus adeno-associados

ASOs- Oligonucleétidos antisense

BHE- Barreira Hematoencefilica

CAG- Trinucledtido constituido por Citosina, Adenina e Guanina
Cas9- CRISPR associated protein 9

CRISPR/Cas9- Repeticoes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas
com uma nuclease 9 associada, do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

associated protein 9

crRNA- CRISPR RNA

DH- Doenca de Huntington

DNA- Acido desoxirribonucleicoHTT- Gene da Huntingtina
Htt- Proteina Huntingtina

IT- Interesting Transcript

LCR- liquido cefalorraquidiano
MmHTT- Gene da Huntingtina mutado
mHtt- Proteina Htt mutante
miRNA- microRNA

mRNA- RNA mensageiro

NfL- neurofilamento cadeias leves
PAM- protospacer adjacent motif
poliQ- Poliglutamina

RNA- Acido ribonucleico

RNAIi- RNA de interferéncia

RNase - Ribonuclease

sgRNA- single guide RNA

siRNA- small interference RNA

SNC- Sistema Nervoso Central
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SNP- single-nucleotide polymorphism

TALENSs- transcription activator-like effectors

TBZ- Tetrabenazina

tracrRNA- trans-activating CRISPR RNA

UHDRS- Unified Huntington’s disease Rating Scale
VMAT2- Transportador vesicular de monoaminas 2

ZFNs- Zinc Finger Nuclease
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I. INTRODUCAO

A Doenca de Huntington (DH), descrita pela primeira vez por George Huntington em
1872, é uma doenga neurodegenerativa autossomica dominante, caracterizada por
movimentos involuntarios, sintomas psiquiatricos e défices cognitivos, que normalmente
surgem por volta dos 45 anos de idade (Komatsu, 2021). A DH é causada por uma expansao
continua de repeti¢oes do trinucledtido CAG no exao | do gene inicialmente designado de
Interesting Transcript 15 (IT-15), que codifica para a proteina huntingtina (Htt)(Landles & Bates,
2004). A Htt é essencial em varias fungoes celulares, tais como transporte de vesiculas, divisao
celular, regulagao de processos de transcrigao, autofagia e manutengao dos tecidos (Figura 1)
(Fields et al, 2021).

A mutagao da proteina huntingtina (mHtt) consiste numa sequéncia excessivamente
longa de poliglutaminas (poliQ) resultante da expansao anormal do trinucle6tido CAG no gene
da huntingtina. Esta sequéncia longa confere caracteristicas toxicas a mHtt que sao prejudiciais
para a célula (Figura ). Diversos estudos revelaram que a mHtt interfere com a funcao
neuronal através da agregacao toxica de proteinas, desregulagao transcricional, disfungao
mitocondrial e sinaptica, comprometimento da proteostase e interferéncia na autofagia, o que
leva a disfuncao e morte neuronal (Fields et al, 2021). A nivel clinico, a DH caracteriza-se por
sintomas tais como a coreia que é um disturbio do movimento hipercinético caracterizado
por movimentos espontaneos excessivos que sao irregulares, involuntarios e abruptos (Wild
e Tabrizi, 2007), a depressao, a ansiedade, a irritabilidade e a apatia nao havendo ainda
nenhuma terapéutica que permita bloquear ou reverter a progressio da doenga, pois
atualmente as terapias disponiveis limitam-se apenas a gestao dos sintomas caracteristicos da
doenga (Komatsu, 2021).

No entanto, tém vindo a ser desenvolvidas estratégias terapéuticas que sao
promissoras para o tratamento da DH, nomeadamente técnicas com foco no DNA, como a
CRISPR/Cas9 e abordagens pos-transcricionais de redugao da Htt, tais como a interferéncia
de RNA (RNAI) ou os oligonucleotidos antisense (ASOs), em que o objetivo principal é a
redugao dos niveis da mHtt. Um dos maiores desafios destas terapias € entrega das mesmas
no cérebro. Pode ser feita através de injecao direta do Sistema Nervoso Central (SNC), mas
tal constitui uma abordagem muito invasiva para os doentes (Komatsu, 2021).

Este trabalho foca-se na DH, mais especificamente nas terapias génicas que estao a ser
desenvolvidas. Primeiramente € descrita a doenca onde sao abordadas as suas manifestagoes
clinicas, epidemiologia, fisiopatologia, diagnostico, terapéutica e biomarcadores e por fim sao

apresentadas as principais terapias genéticas que estao a ser desenvolvidas na DH, as

50



limitagoes/desafios e ensaios clinicos que estao a decorrer e que sao promissores para esta

doenca.

WT allele

Healthy

HTT Loci

HD Patient HTT Loci mHTT allele

Figura | - A funcido da Huntigtina (Htt) e da Huntigtina mutante (mHtt). A huntigtina tem sido muito
investigada e apesar da sua fungao nao se encontrar totalmente esclarecida, sabe-se hoje que a htt esta ligada a
uma diversidade de fung&es celulares, nomeadamente divisao celular, transporte vesicular, endocitose, ciliogénese,
autofagia e regulagao de processos de transcrigao. Por outro lado, a mHtt que tem uma cadeia longa de glutaminas
(PolQ) préximo do terminal aminico, vai desencadear acumulacdo de agregados proteicos e provocar uma
sucessio de eventos prejudiciais para a célula, tais como disfungdo mitoncondrial, interferéncia na atividade do
proteossoma, desregulagdo na transcrigao, interferéncia na autofagia e perda da fungio da Htt. (Retirado de (Fields
et al, 2021))

2. DOENCA DE HUNTINGTON
2.1. Manifestacoes Clinicas da DH

A DH é uma doenga neurodegenerativa e caracteriza-se por sintomas motores,
cognitivos e psiquiatricos (Anexo |). A idade média de aparecimento dos sintomas é aos 40
anos de idade, pudendo aparecer em qualquer idade, desde a infancia até a terceira idade
(Ghosh e Tabrizi, 2018). A idade de inicio dos sintomas da DH esta relacionada com o
comprimento da expansao do numero de repeticoes CAG. Sabemos que quanto maior for a
extensao da expansiao do trinucleotido CAG mais precocemente ocorre a doenga e mais
rapida é a sua progressao. Existe assim uma relacgao inversa entre a idade de inicio dos sintomas
e o numero de repeti¢coes (Rosenblatt et al., 2006, 2012).

A nivel motor, o sintoma mais comum consiste em movimentos involuntarios
arritmicos, aleatorios e excessivos, mais conhecidos por movimentos coreicos. A coreia
caracteriza-se por movimentos nao intencionais de pequena amplitude, inquietagao e falta de

coordenacao. A medida que a doenga progride, aparecem outros sintomas como a distonia, a
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bradicinesia, a acinesia e a rigidez que causam posturas anormais. Por falta de controlo
muscular, estes sintomas podem causar desequilibrio e contribuir para quedas e também
causam dificuldade na articulagio de movimentos motores finos como escrever, falar, comer,
mastigar e engolir, o que pode levar a perda de peso (Aziz et al., 2008; Ghosh e Tabrizi, 2018).

Os problemas cognitivos podem ocorrer antes do inicio dos sintomas motores e
progridem gradualmente com o tempo, levando em ultimo caso a deméncia (Bates et al,, 2015).
Estes incluem lentidao cognitiva geral, défices de memoria a curto prazo, fraco
reconhecimento de emogoes, problemas de atengao, comprometimento da capacidade de
resolucio de problemas e das fungoes de execugao, que incluem o planeamento, o
pensamento concreto, o inicio apropriado de agoes e a inibigao da impulsividade (Duff et al.,
2010; Peavy et al., 2010).

Os sintomas psiquidtricos sao os mais perturbadores tanto para o doente como para
os familiares, uma vez que nao sao tao consistentes como outros sintomas e causam um
substancial grau de incapacidade, sendo por isso uma das razoes de institucionalizagao dos
doentes (Hamilton et al, 2003; Ho et al., 2009; Thompson et al, 2012). Estes sintomas
aparecem no inicio do curso da doenca, pudendo ser uma das suas manifestagoes iniciais. A
depressao é o sintoma mais comum, seguido de ansiedade (Ghosh e Tabrizi, 2018; Paulsen et
al, 2005). A apatia é, também, um dos sintomas comuns da doenga, que se caracteriza pela
falta de interesse, dificuldade em iniciar tarefas do dia-a-dia e comportamento passivo, que
tende a piorar com o tempo (van Duijn et al, 2014).

A irritabilidade, agressividade, comportamento obsessivo-compulsivo e psicose sao
outras manifestagoes neuropsiquiatricas relatadas, sendo as duas primeiras relacionadas com
a disfungao do lobo frontal do cérebro (Paulsen et al., 2001; Rosenblatt e Leroi, 2000). Os
pensamentos suicidas e o suicidio sao muito comuns na DH, e acontecem normalmente em
doentes que comegam a desenvolver sintomas ou quando comegam a tornar-se dependentes
do seu cuidador (Paulsen, Hoth, et al, 2005).

Os sintomas neuroldgicos integram a dificuldade em falar, o que pode ser esmorecedor
para o doente, surgindo de uma combinagao de disartria e de dificuldade em encontrar
palavras devido a disfungao cognitiva. Problemas de degluticao, que podem provocar
engasgamento, também surgem resultante da falta de coordenagao dos musculos orais,
faringeos e de comprometimento cognitivo (Ghosh & Tabrizi, 2018). Sao também muito
comuns na DH os disturbios do sono que podem ser provocados pela ansiedade e coreia
noturna (Videnovic et al., 2009).

A esperanga média de vida de uma pessoa com DH é cerca de |5 a 20 anos apds o

inicio dos sintomas, sendo a pneumonia a causa mais comum de morte nestes doentes, devido
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a diminuigao de sincronizagao dos movimentos (Lanska et al, 1988). Outras causas de morte
incluem a insuficiéncia cardiaca e o suicidio, sendo esta ultima considerada a segunda causa

mais comum de morte na DH (Ghosh & Tabrizi, 2018).

2.2. Epidemiologia

Até aos dias de hoje, estao identificadas nove doengas de poliglutaminas, a DH, a atrofia
muscular espinhal e bulbar, a atrofia dentato-rubro-palidoluisiana, e as ataxias
espinhocerebelosas |, 2, 3, 6, 7 e 17, sendo a DH a mais comum dentro deste grupo (Paulson,
2018). A DH é classificada como uma doenga rara, uma vez que tem uma prevaléncia mundial
de 2,7 por 100 000 individuos. Os estudos realizados apuraram que a prevaléncia da DH ¢é
mais alta na América do Norte, Europa e Austrilia em comparagao com os paises asiaticos,
onde esta é mais baixa (Pringsheim et al., 2012). Enquanto a prevaléncia nas primeiras trés
regioes é de 5,70 por 100 000 individuos, na Asia é cerca de dez vezes menor, reduzindo-se
para 0,40 por 100 000 individuos (Pringsheim et al,, 2012).

Foi reportado que a prevaléncia da DH, nos ultimos 50 anos, aumentou em [5-20%
na América do Norte, Europa e Austrilia, o que pode ser devido a varios fatores,
nomeadamente o aumento do conhecimento acerca da DH, o aumento de um diagnostico
correto que foi complementado com a possibilidade da realizagao de um teste genético para
confirmar a patologia do doente, o aumento das taxas de mutagao, a redugao do estigma ou
“vergonha” que antigamente eram associados a esta doenca e o aumento da disponibilidade
de medicamentos para o tratamento sintomatico que aumenta assim o tempo de vida (Rawlins

et al, 2016).

2.3.Mecanismos patolégicos da DH

Como abordado previamente, a DH é uma doenga neurodegenerativa hereditaria
originada por uma repeticao anormal do trinucleétido CAG no exao | do gene HTT. O HTT
codifica uma proteina conhecida por Huntingtina com um peso molecular de cerca de 350
kDA e contém varias unidades repetidas de 50 aminoacidos, designadas por repeticoes HEAT,
que formam uma estrutura super-helicoidal de nicleo hidrofébico (Hoogeveen et al., 1993).
Esta proteina é expressa em todo o organismo, nomeadamente no cérebro e possui varios
locais de interagao, desempenhando o papel de proteina-esqueleto pois ajuda a coordenar
outras proteinas e algumas fung¢oes celulares (Komatsu, 2021).

A htt tem um papel importante, e existem varios estudos em murganhos que avaliam

os efeitos da eliminagao da HTT nas varias fases de desenvolvimento do murganho. A delecao
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da HTT, antes do desenvolvimento do SNC, causa letalidade embrionaria, enquanto a delegao
condicional no periodo pos-natal leva ao desenvolvimento de um fendtipo neuronal
degenerativo progressivo (Dragatsis, Levine e Zeitlin, 2000). Contudo, em murganhos com
mais de 4 meses de idade, a delegao de HTT nao causa neurodegenerescéncia nem morte,
mas em murganhos com 2 meses de idade a delegao causa morte por pancreatite aguda
resultante da degeneragao das células acinares pancreaticas (Wang et al., 2016).

Apesar a fungao da Htt nao ser totalmente conhecida, sabe-se que esta tem um papel
significativo em varias fungoes tais como no trafego vesicular (Saudou e Humbert, 2016); na
coordenacao da divisao celular (Saudou e Humbert, 2016); na regulagao da transcrigao celular
pois interage com o p53 demonstrando assim efeito na reparagao de danos no DNA, ciclo
celular e apoptose (Bae et al., 2005); na regulagao da autofagia uma vez que foi demonstrado
que na DH, o nimero de autofagossomas esta aumentado (Martin et al., 2015) na sobrevivéncia
celular; na ciliogénese (Keryer et al., 201 1), no transporte axonal e no aumento da produgao
do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), proteina importante para a sobrevivéncia
neuronal e neurogénese (Gauthier et al., 2004).

A repeticao anormal do trinucledtido CAG resulta na produgao de uma proteina
mutante que contém uma cadeia alongada de PoliQ no terminal aminico da proteina, o que
leva ha acumulagao de agregados proteicos assim como a uma série de eventos patogénicos
(Ratovitski et al., 2009). Repeticoes de CAG inferiores a 35 situam-se no intervalo normal da
expansao de CAG, repeticoes de CAG superiores a 36 sao consideradas patogénicas, sendo
que no intervalo de 36 a 39 conferem penetrancia incompleta, com o risco de vir a desenvolver
DH mais tarde do que o normal. Repeti¢oes superiores a 40 conferem penetrancia total e
levam ao desenvolvimento da DH na idade adulta e por fim repeticoes maiores que 55 levam
ao desenvolvimento de DH juvenil em que ha o desenvolvimento dos sintomas antes dos 20

anos de idade (Bates et al., 2015).

Tabela |- Numero de repeticoes CAG, associado ao risco de desenvolvimento da doenga de Huntington
(Adaptado de (Bates et al, 2015)).
Risco de passar a DH

N°. de repeticoes Descricio do gene Risco de desenvolver ara as seracées
CAG . & a DH P s
futuras

<26 Normal Nao Nao
27-35 Normal mas elevado Nao Possivel
36-39 Penetrancia reduzida Talvez Sim

>40 Penetrancia total Sim Sim

=55 Huntington juvenil Sim -

54



Pensa-se que o mecanismo patologico da DH, envolve quer a perda de fungao, através
da destruicao de algumas fungoes da Htt, mas simultaneamente um ganho de fungao téxica da
mHtt (Bates et al, 2015). Estes mecanismos incluem stress oxidativo (Browne et al,, 1997) ,
disfungao sinaptica e mitocondrial (Johri, Chandra e Beal, 2013; Nithianantharajah e Hannan,
2013), diminuicao da fungao do complexo do poro nuclear(Grima et al., 2017), alteragao do
trafego axonal (Reddy e Shirendeb, 2012), desregulacao transcricional (Jones e Hughes, 201 1).
A proteina mutante sofre clivagem proteolitica, por proteases de cisteina, como as caspases e
as calpainas, e formam pequenos fragmentos que acumulam nos neurodnios e causam
neurotoxicidade (Ratovitski et al, 2009). Os fragmentos de mHtt causam disfungao da via
ubiquitina-proteossoma, nao havendo degradagao dos agregados, o que leva a neurotoxicidade
(Harding e Tong, 2018).

Para além destes mecanismos patologicos, estudos recentes demonstraram que o
splicing incompleto dependente do comprimento do CAG do exao | do HTT resulta num
mRNA curto que é traduzido numa proteina do exao | que é patogénica (Sathasivam et al.,
2013). Também foi demonstrado, em modelos animais, que a expressao da mHtt, resulta em
neuropatologia, nomeadamente atrofia do corpo estriado e comprometimentos motores
(Slow et al, 2003). As regidces do cérebro mais afetada pela DH sao os ganglios da base e
cortex cerebral, que estao associados ao movimento, raciocinio, emogao, comportamento,
sentimentos e cognicao. Estas regides sofrem atrofia que é seguida de perda de neuronios e
astrocitose (Reiner et al, 201 1).

A compreensao dos mecanismos patologicos da DH permitiu assim que fossem
identificados novos alvos terapéuticos e que fossem desenvolvidas varias terapias promissoras,
como as terapias génicas, nomeadamente técnicas de edicao de genoma e técnicas a base de
RNA de interferéncia que tem a finalidade de silenciar o gene e o RNA mensageiro da mHTT

e assim levar a diminuigao dos niveis da proteina mHtt (Komatsu, 2021).

2.4. Diagnéstico

Atualmente, conforme definido no “Diagnostic Confidence Level” (DCL) da Unified
Huntington's Disease Rating Scale (UHDRS) o diagnostico da DH requer a presencga de sintomas
inequivocos da doenga numa pessoa que tenha um historial familiar de DH ou que seja
portadora do gene mutado (Reilmann, Leavitt e Ross, 2014). O diagnéstico da DH &, na maior
parte das vezes, realizado através de um teste genético para a presen¢a da expansao do
trinucledtido CAG no gene que codifica a Htt ou através de uma avaliagao clinica e historia

familiar. Alguns dos sintomas que sao caracteristicos da doenca sao a disfungao motora,
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nomeadamente, a apatia, problemas cognitivos e caracteristicas neuropsiquiatricas (Bates et
al, 2015).

Em alguns casos, o recurso a neuroimagiologia, particularmente a tomografia
Ccomputorizada e a ressonancia magnética nuclear podem apoiar o diagnéstico quando o
historico familiar € desconhecido e o teste genético é inconclusivo. Estes exames normalmente
mostram atrofia estriatal simétrica do nlcleo caudado e do putamen, mas tal nao é especifico
apenas da DH (Bates et al,, 2015). A gravidade da doenga pode ser avaliada através de uma
escala, a UHDRS, que se baseia em avaliagdes motoras, cognitivas, comportamentais e

funcionais e assim fornecer um parecer global do estado do doente (Siesling et al., 1998).

2.5. Terapéutica da DH

Atualmente, ainda nao existe cura para a DH, apenas tratamentos sintomaticos, tanto
farmacologicos como nao-farmacologicos, que ajudam no controlo de alguns sintomas,
nomeadamente na coreia, na distonia e nas manifestagoes comportamentais e psiquiatricas
(McColgan & Tabrizi, 2018). O objetivo da terapéutica disponivel para a DH, é melhorar a
qualidade de vida do doente, sendo necessario também o acompanhamento deste por parte
de uma equipa multidisciplinar, que envolve médicos neurologistas, psiquiatras, fisioterapeutas,
nutricionistas, terapeutas e enfermeiros que assim, com base na sua experiéncia clinica
escolhem qual o melhor curso de tratamento para cada doente (McColgan e Tabrizi, 2018).

Nem sempre sao necessarias terapias farmacologicas para o tratamento da
sintomatologia, caso esta seja ligeira ou nao case incomodo ao doente. A coreia é um dos
principais sintomas motores dos doentes na DH, e encontrar terapéutica para este sintoma
tem sido o foco de muito estudos comparativos (Estévez-Fraga et al., 2016). Até aos dias de
hoje, existem apenas dois farmacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), para
o tratamento dos movimentos coreicos na DH, a tetrabenazina (TBZ), também aprovada pela
Agéncia Europeia do Medicamento (EMA), e a deutetrabenazina. A TBZ é da classe dos
antipsicoticos e causa a deplegao da dopamina e outras monoaminas no SNC, através da
inibicao reversivel do VMAT?2 (Estévez-Fraga et al., 2016). A deutetrabenazina é quimicamente
um isomero da TBZ, e causa também a deplegao de monoaminas dos terminais nervosos (Heo
& Scott, 2017).

Ambos os farmacos demonstraram a redugao significativa dos movimentos coreicos,
embora a TBZ tenha alguns efeitos secundarios, nomeadamente depressao e sonoléncia,
sendo necessaria monitorizagao antes e apos a prescrigao deste farmaco. Por outro lado, a

deutetrabenazina mostrou ter menos efeitos secundarios comparativamente a TBZ, mantendo

56



os mesmos niveis de eficacia (Heo e Scott, 2017) (McColgan e Tabrizi, 2018). Outras opgoes
para o tratamento da coreia, s3o os antipsicoticos atipicos como a olanzapina, risperidona e
quetipina, com agao a nivel dos sintomas motores e psiquidtricos, nomeadamente
irritabilidade, agitacao e ansiedade. Antipsicoticos tipicos, como o haloperidol também sao
usados mas tém mais efeitos secundarios associados (Ghosh e Tabrizi, 2018).

Para o tratamento dos sintomas psiquiatricos ainda nao existem muitos estudos de
farmacos que sejam benéficos para estes sintomas na DH, no entanto para tratar a
irritabilidade e controlar os comportamentos agressivos sao muitas vezes usados
antipsicoticos atipicos, enquanto para tratar a depressao sao usados inibidores seletivos da
recaptagao da serotonina, como o citalopram, fluoxetina, paroxetina e sertralina. Na psicose,
o aripiprazol e olazanpina sao os que sao considerados mais benéficos. Para tratar a insonia, é
comumente usado a mirtazipina que é um antidepressivo sedativo. Farmacos como o
metilfenidato, amantadina, bromocriptina e bupropiom, sao usados na apatia apesar de nao
existirem estudos que demonstrem o seu beneficio na DH (Estévez-Fraga et al, 2016;
McColgan e Tabrizi, 2018).

Em muitos casos, a terapéutica nao farmacologica também é benéfica para aliviar os
sintomas da doenga. A fisioterapia é recomendada para melhorar o equilibrio e a marcha,
terapia ocupacional para ajudar a manter a sua autonomia e independéncia, terapia de fala para
melhorar a comunicagao, terapia cognitivo-comportamental com psicélogos para ajudar na
gestao da ansiedade, depressao e comportamentos obsessivo-compulsivos, consultas com

nutricionistas para estabelecer regimes de alimentacao adequada para estes doentes (Estévez-

Fraga et al,, 2016; Ghosh e Tabrizi, 2018).

2.6. Biomarcadores

Os biomarcadores sao entidades que podem ser medidas experimentalmente e que
indicam a gravidade da doenca, preveem a sua progressao e também a resposta a um agente
terapéutico. Antes de serem utilizados, a fisiopatologia da doenga tem de ser compreendida e
devem ser cumpridos requisitos relativamente a sua especificidade, reprodutibilidade, precisao
e medigao (Tabrizi et al., 2020).

Um biomarcador utilizado na DH é a quantificagao da proteina mHtt no liquido
cefalorraquidiano (LCR), uma vez que os neuronios danificados libertam mHtt para o LCR que
€ possivel quantificar recorrendo a imunoensaios (Fodale et al., 2017). A quantificacao permite
correlacionar a fase da doenga com a gravidade da mesma, técnica usada e validada em ensaios

clinicos (Wild et al, 2015). Num ensaio clinico para demonstrar a diminuigao de mHtt
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utilizando um ASO, a concentracao de mHtt no LCR foi utilizada com biomarcador
farmacodinamico, permitindo assim monitorizar a eficacia da terapéutica instituida (Tabrizi et
al,, 2019).

O neurofilamento cadeias leves (NfL) é encontrado nos axonios e € libertado quando
ha dano neuronal podendo assim ser usado com biomarcador da DH (Shahim et al.,, 2017). Foi
demonstrado que as concentragoes de NfL no plasma de doentes com Huntington sao até 5
vezes maiores relativamente a individuos saudaveis, dependendo da fase da doenga (Byrne et
al, 2017). Foi observada uma correlagao entre a NfL no plasma e no LCR, o que sugeriu que
a NfL provém do LCR (Byrne et al., 2017). Estes dois biomarcadores correlacionam-se com o
grau de atrofia cerebral e a gravidade da doenga (Johnson et al, 2018). No entanto, a
concentragao de NfL no plasma é mais aconselhado para prever a progressao da doenga do
que a concentragao de NfL no LCR, uma vez que, num estudo, as concentragoes plasmaticas
de NfL, em individuos pré-sintomaticos, previram a probabilidade da manifestagao da doenca
nos proximos 3 anos (Tabrizi et al., 2020). O aumento das concentragoes tanto de mHtt como
NfL sao as primeiras mudangas que sao detetadas na DH antes da manifestagao dos sintomas
clinicos (Byrne et al., 2018).

Por fim, as concentragoes da proteina tau, que € uma proteina axonal que estabiliza os
microtibulos, no LCR foram maiores em pessoas com DH em comparagio com pessoas
saudaveis (Niemela et al, 2017; Rodrigues et al., 2016). A agregacio desta proteina foi
observada em tecido cerebral de pessoas com DH, post-mortem e por outro lado também foi
observado fosforilagdo e processamento anormal da proteina em individuos com DH em
comparagao com individuos saudaveis (St-Amour et al., 2017; Vuono et al., 2015).

Estes biomarcadores estao a ser usados em ensaios clinicos de forma a avaliar o estado
e a progressao da doenga, bem como a eficacia terapéutica das novas estratégias usadas para

diminuir as concentragoes de HTT na DH (Tabrizi et al., 2020).

3. TERAPIA GENICA

A terapia génica € uma forma de medicina molecular e baseia-se na transferéncia de
material genético para as células, de modo a corrigir uma disfung¢ao celular ou adicionar uma
nova fungao a célula e tem como objetivo curar e/ou modificar a progressao da doencga e
melhorar o estado clinico de um doente (Akhtar et al., 201 |; Soofiyani et al., 2013). Esta técnica
envolve o uso de acidos nucleicos para diferentes abordagens tais como a substituicao, adigao,
silenciamento ou edigao de genes (Kaufmann et al., 2013). Segundo a EMA, um medicamento

‘6

de terapia genética é “ um medicamento biologico que contém uma substincia ativa que
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consiste num acido nucleico recombinado utilizado ou administrado a seres humanos com o
objetivo de regular, reparar, substituir, adicionar ou eliminar uma sequéncia genética”
(DIRECTIVE 2001/83/EC OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL OF
6 NOVEMBER 2001).

A terapia génica presenta vantagens no tratamento de doengas monogénicas

hereditarias, como a DH.

3.1.0 gene

O gene IT-15, mais conhecido pelo gene da huntingtina, localiza-se no brago curto do
cromossoma 4 na posi¢ao 4p16.3 e é composto por 67 exoes, contém na extremidade 5" da
regiao de codificacdo uma repeticao polimérfica e instavel de trinucleétidos CAG (Bates et al.,
2015). O trinucledtido CAG codifica o aminoacido glutamina, consequentemente o HTT ¢é
composto por repeticoes do mesmo, o que resulta na produgao de uma cadeia de PoliQ.
Individuos saudaveis tem menos de 36 repeti¢coes de glutaminas, o que resulta na produgao da
Htt enquanto mais de 36 repeti¢coes € considerado preditivo para a DH, e ha a produgao de
mHtt (Bates et al., 2015). O gene HTT é altamente conservado e o seu knockout embrionario,
antes do desenvolvimento neuronal, é letal em murganhos, enquanto o knockout parcial em

animais adultos de muitas espécies, incluindo em primatas é bem tolerado (Fields et al,, 2021).

3.1.1. Polimorfismos do gene

A DH é uma doenga neurodegenerativa causada por uma mutagao no HTT. A inibicao
do mHTT é uma estratégia terapéutica estudada para a DH, utilizando para este fim abordagens
alelo-seletivas que tém como alvo polimorfismos por substituicio de um nucledtido (SNPs)
do mHTT, que ja estido a ser desenvolvidas em ensaios clinicos (Kay et al, 2019). A maioria
das pessoas com DH sao heterozigoticas para a repeticio CAG, ou seja, tém um alelo
selvagem/ wild-type da HTT e um alelo mutante de HTT, logo terapias alelo-seletivas para a
mHTT tém a vantagem de conservar a proteina wild-type que assegura a fungao biolégica nos
varios mecanismos celulares em que esta envolvida (Claassen et al., 2020).

Alguns SNPs tém mais frequéncia na DH, os haplotipos mais comuns na DH, sao o
rs362307 (Al), rs2798235 (A2) e o rs| 13407847 (A3a), sendo estes os alvos de silenciamento
alelo-seletivos para o tratamento da DH. A analise dos haplétipos mais comuns na DH, em
todas as regioes do mundo, permite selecionar o SNP mais adequado para as terapéuticas de
silenciamento alelo-seletivas num maior nimero de individuos, pois individuos com HD, de

diferentes origens geograficas expressam diferentes SNPs (Kay et al, 2019).
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A maioria dos cromossomas da DH na Europa sao encontrados no haplogrupo A,
enquanto nas populagoes do leste asidtico, nomeadamente China e Japao, os cromossomas
estao associados ao haplétipo C. Os haplotipos Al e A2 sao os haplétipos de maior risco e
prevaléncia na DH. O haplotipo Al do HTT é o mais comum, os alelos intragénicos que
definem este haplotipo sao o rs72239206 (sofreu uma delegao de introes de 4 pares de base),
o rs149109767 (sofreu uma delegao de codao de 3 pares de base) e o rs362307 (¢ um SNP
localizado na regiao 3’-nao traduzida). Estes SNPs sao encontrados em individuos com a DH
na Europa e no sul da Asia, nio sendo encontrados nos individuos com descendéncia africana
e no leste asiatico, nomeadamente na China e Japao, podendo ser este o motivo da baixa
prevaléncia da DH no leste asiatico. O haplétipo A2 é o segundo haplétipo mais comum da
mutagao da DH e é mais predominante no norte da Europa. O haplétipo A3a é o terceiro
haplotipo mais comum da mutagao da DH e é mais encontrado em doentes de Huntington
com ascendéncia do Norte da Europa, do sul asidtico e nao sao encontrados em doentes do
leste asidtico e com ascendéncia africana (Kay et al., 2019).

Ja existem ensaios clinicos que usam técnicas alelo-seletivas como € o caso das terapias
com ASOs. A Wave Life Sciences Ltd desenvolveu uma terapia com ASOs que tem como alvo
a transcricao de mRNA de mHTT do SNPI (rs362307) e o SNP2 (rs362331), no entanto este
ensaio clinico que estava em fase 1/2 foi interrompido por falta de eficacia uma vez que nao
havia uma diminuigao significativa de mHtt no LCR dos pacientes, por outro lado também
foram relatados alguns efeitos secundarios, nomeadamente tonturas, quedas, dor de costas e
infecoes do trato respiratério superior (Wave Life Sciences to Present Preclinical In Vivo and In
Vitro Data for SNP3-Targeting Huntington’s Disease Program at CHDI Foundation’s | 5th Annual HD
Therapeutics Conference, 2020; WVE-120101 - Huntington’s Disease News). Esta empresa
desenvolveu outra estratégia terapéutica que utiliza um ASO que tem como alvo um SNP3,
uma variante alélica ligada ao trato de repeticio CAG expandido no pré-mRNA da HTT

(Estevez-Fraga et al, 2022).

3.2. Terapias

A investigagao intensiva sobre a DH, levou a uma maior compreensao dos mecanismos
patoldgicos da doenga, o que levou a identificagao de novos alvos terapéuticos. No caso da
DH a patologia é atribuida a produgao de mHtt, que tem um efeito tdxico, logo estratégias
que diminuem a mHtt sao estratégias promissoras. Estas estratégias (Figura 2) incluem terapias
com foco no RNA e que inibem a expressao de mHtt a nivel pos-transcricional, como os

oligonucleotidos antissense (ASOs) e a interferéncia de RNA (RNAi) e com foco no DNA
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através de técnicas de edicao do genoma, como a CRISPR/Cas9 (Ghosh & Tabrizi, 2018;
Komatsu, 2021).
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Figura 2 - Terapias genéticas da Doenca de Huntington. Na imagem podemos observar os varios
métodos terapéuticos que podem ser usados para a DH. A patologia da DH é causada pela expansao anormal
do trinucleétido CAG (que esta representado nas secgoes a vermelho do DNA e RNA), o que resulta na
producdo de mHtt. Nas caixas a laranja, podemos observar as diferentes terapéuticas. Abordagens a base de
RNA, como o RNA de Interferéncia (RNAI) e os oligonucleétidos antisense (ASO) que inibem a expressao de
mHtt por desencadearem clivagens, degradagao ou inibigao transcricional da proteina mutante e abordagens a
base de DNA, como o CRISPR-Cas9, Zinc-finger protein (ZFP) e Transcription activator-like effector nucleasse
(TALEN), que visam modificar a sequéncia genética ou a transcricio do HTT, através da combinagao de uma
nuclease com um componente especifico de ligagio ao DNA (Retirado de (Tabrizi et al,, 2020)).

3.2.1. Estratégias direcionadas ao RNA
3.2.1.1. Oligonucleédtidos antisense

Uma das primeiras terapias génicas que chegou aos ensaios clinicos para o tratamento
da DH, foi uma terapia com foco no RNA, com ASOs. Os ASOs sao oligodesoxinucleotidos
curtos, sintéticos e de cadeia simples com cerca de 18 a 30 nucledtidos (Scoles et al, 2019).
Estes ligam-se por complementaridade a alvos no pré-mRNA ou no mRNA através do
emparelhamento de bases Watson-Crick. Apos este passo os ASOs modulam a expressao
génica por meio de diferentes mecanismos, tais como recrutamento de RNase HI,
modificagao do splicing do RNA, inibigao da formagao da extremidade 5°, modulagao da
poliadenilagao e inibigao da tradugao (Fields et al, 2021; Tabrizi et al,, 2019).

Uma das vias mais frequentemente usada é de recrutamento de RNase HI, em que

apos a ligacao do ASO ao pré-mRNA, ocorre a formagao de um complexo hibrido RNA-DNA
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que é reconhecido pela RNase HI e o mRNA é clivado por hidrélise. Os fragmentos
resultantes da clivagem sao eliminados por exossomas ou nucleases, o que faz com que haja
interrupcao da tradugao ou modulagao do processamento do RNA (Tabrizi et al,, 2019).

Esta terapia a base de ASOs difere da terapia a base de RNAI, uma vez que atua mais
a montante, ligando-se ao pré-mRNA, ou seja, ligam-se a exoes e introes tendo assim mais
locais de ligagao, enquanto as sequéncias de RNAi atuam no RNA maduro (Rinaldi e Wood,
2017). Os ASOs sao uma terapia muito promissora para doengas neurologicas, como a DH,
uma vez que tém um tempo de semi-vida longo. Nao saturam nenhuma via endogena a nivel
intracelular e tém uma ampla distribuicao pelo SNC, sendo captados por neurénios e células
da glia, logo nao necessitam de transportadores, como os vetores virais, o que € um beneficio
visto que os efeitos dos ASOs sao reversiveis (Rook & Southwell, 2022; Tabrizi, Leavitt, et al.,
2019).

O Spiranza® (Nusinersen) é um ASO que foi aprovado para o tratamento da atrofia
muscular espinhal o que demonstra o potencial que a terapia usando ASOs tem para as
doengas neurodegenerativas (Messina e Sframeli, 2020). Estudos ja realizados demonstraram
que a infusao intraventricular de um ASO nao alelo-seletivo reduziu a expressao tanto do
mRNA da HTT selvagem como do mRNA da HTT mutada e de Htt, levando a uma melhoria
nos sintomas motores, diminuicao da desregulagao transcricional e aumento da esperanga
média de vida (Kordasiewicz et al, 2012). Noutro ensaio realizado pela Wave Life Sciences
Ltd, foi utilizado um ASO alelo-seletivo que tem como alvos os SNP| e SNP2 do mRNA de
mHTT. Este estudo demonstrou uma redugao de 12,4% da mHtt no LCR enquanto o NfL e a
Htt no LCR permaneceram inalterados, no entanto este estudo foi terminado por falta de
eficacia(Wave Life Sciences Announces Topline Data and Addition Of).

Num ensaio desenvolvido pela lonis Pharmaceuticals, em que foi utilizado um ASO nao
alelo-seletivo (ASO IONIS-HTTRx), cada doente recebeu uma dose diferente de ASOs, em
quatro injegoes intratecais da terapia ou do controlo durante 4 semanas. Neste ensaio foi
demostrado que o ASO foi bem tolerado, nao havendo efeitos adversos em relagao a terapia
e mostrando uma reducao de 40% da mHtt no LCR de individuos com DH numa fase inicial.
O modelo pré-clinico farmacocinético/farmacodinamico sugere que uma reducao de 40% no
LCR equivale a uma diminuigao de 55-70% de mHtt na regiao cortical e de 20-35% na regiao
do corpo estriado (Smith e Tabrizi, 2020). No entanto, nao foram reportadas diferengas
significativas nas fungoes cognitivas, psiquiatricas e neuroldgicas, entre os grupos que
receberam a terapia e os grupos do placebo, embora este ensaio clinico tenha sido realizado
apenas para avaliar a seguranga da terapia (Tabrizi, Leavitt, et al, 2019). O curto espago de

tempo durante o qual tipicamente um ensaio clinico é realizado dificulta a avaliagao de
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alteragoes clinicas, pois a progressao da doen¢a demora anos e nao meses (Tabrizi, Leavitt, et

al, 2019).

3.2.1.2. Interferéncia de RNA (RNAi)

Outra terapia com foco no RNA, é a que usa a RNAI. As terapias baseadas em RNAi
envolvem mecanismos endogenos e evolutivamente conservados no citoplasma da célula para
promover a degradagao de mRNA alvo (Tabrizi et al, 2019). O processo de RNAi pode ser
mediado por trés moléculas, tais como microRNA (miRNA), short interfering RNA (siRNA) e
short hairpin RNA (shRNA), pois apesar do processo de biogénese destas moléculas ser
diferente, elas usam a mesma via de RNAi. O mecanismo geral da RNAi (Anexo 2) envolve a
clivagem de RNAs longos de cadeia dupla (dsRNA) pela endonuclease Dicer e formacao, a
posteriori, de fragmentos de RNA de cadeia simples. As cadeias antisense ou guias desses
fragmentos sao incorporadas no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) que se
ira ligar ao mRNA complementar alvo. Quando a sequéncia alvo é reconhecida, esta é clivada
pela RNase Argonauta 2 do complexo RISC, o que resulta num silenciamento do gene e a
posteriori uma diminuicao da expressao proteica (Ahmadzada et al, 2018; Tabrizi et al.,, 2020;
Vazquez-Mojena et al,, 2021).

Relativamente a sua origem os miRNAs podem ser de origem sintética ou natural,
enquanto os siRNA sao tipicamente de origem sintética. Os siRNAs diferem dos miRNA pois
sao originarios de RNAs de cadeia dupla, e ao contrario dos miRNAs nao formam estruturas
em gancho de cabelo. Os siRNAs tém mais especificidade para o alvo, baixa toxicidade e
complementaridade perfeita com a sequéncia de mRNA, inibindo a expressao de um mRNA
especifico por clivagem, enquanto os miRNA tem complementaridade parcial com o RNA alvo
o que permite a supressao completa de mdultiplos alvos de mMRNA. Ambos os RNAs tém de
ser entregues através de um vetor, por exemplo através de um virus adeno-associado (AAV)
ou um vetor lentiviral, podendo estes necessitar de ser administrados nas regioes alvo do
cérebro pois em muitos casos nao atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) (Tabrizi et
al, 2019, 2020).

Foi demostrado pela primeira vez que o RNAI, diminuia os niveis de HTT em modelos
celulares (Chen et al, 2005). O primeiro estudo realizado in vivo, demonstrou que a
administragao bilateral no estriado de shRNAs entregues por um vetor AAV, num modelo de
murganhos (modelo N171-82Q), diminui os niveis de mHtt em 55% e melhorou a fungao
motora (Harper et al, 2005). Outro estudo, também em murganhos, revelou que o uso de

siRNA, reduziu a expressao de HTT e melhorou o fenétipo e a neuropatologia da DH (DiFiglia
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et al., 2007; Wang et al., 2005). Um estudo utilizando microRNA:s artificiais mediados por um
vetor AAV do tipo 1/2 direcionado para o exao 2 do HTT demonstrou menor toxicidade do
que os vetores shRNA, também demostrou uma melhoria comportamental e maior esperanga
de vida em murganhos. Este estudo revelou ainda que o cérebro de mamiferos tolera, durante
varios meses, uma diminuigao de cerca de 75% dos niveis de expressao de htt, o que se torna
um facto surpreendente, devido ao papel importante que desenvolve em varios processos
celulares (Boudreau et al.,, 2009).

A UniQure esta a desenvolver o primeiro ensaio clinico, em humanos, em que se usa
um vetor AAV numa terapia para o tratamento da DH, o que ira permitir aprender mais sobre
a viabilidade, seguranca e eficacia desta terapia. O ensaio clinico em desenvolvimento tem o
intuito de verificar a seguranga, a tolerabilidade e eficacia de AMT-130, que consiste num
AAV5 com um micro-RNA artificial que ira silenciar o wild-type HTT e o mHTT (Rodrigues &
Wild, 2020). Em modelos animais, mais precisamente em murganhos, a injegao intracraniana
bilateral no estriado de AMT-130 melhorou a neuropatologia da doenca e reduziu os niveis
de HTT em comparagao com o controlo e em modelos de miniporco com DH, o AMT-130
também reduziu os niveis de HTT no nucleo estriado (Evers et al, 2018; Miniarikova et al.,

2017).

3.2.2. Estratégias direcionadas para o DNA - edicdao de genes

Nos dias de hoje, as abordagens a base de DNA podem atuar tanto através da
regulacao da transcricao do gene ou pela edicao do genoma, através da modificagao direta do
gene. Estas abordagens combinam um elemento especifico de ligagao ao DNA, que permite
uma ligacao eficiente e precisa no DNA alvo, com um elemento efetor, que altera a sequéncia
ou expressao do gene, como nucleases, moduladores epigenéticos ou fatores de transcrigao
(Tabrizi, Ghosh e Leavitt, 2019).

Uma destas abordagens é a CRISPR/Cas9, do tipo Il, que funciona como um sistema
inume adaptativo das bactérias e Archea, que reconhece e destroi DNA estranho em células
procarioticas. CRISPR significa Repetigoes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespagadas e a Cas9 é uma nucleasse guiada por RNA que cliva a cadeia dupla de DNA em
lugares especificos (Tabrizi, Ghosh e Leavitt, 2019).

O sistema tradicional CRISPR/Cas9 foi originalmente descrito em Escherichia coli. A
memoria imunolégica provém da clivagem do DNA em pequenos segmentos espagadores
derivados de genoma exodgeno, que posteriormente sao incorporados no CRISPR locus. O

locus é transcrito em pré-CRISPR RNA (pré-crRNA), a trans-activating CRISPR RNA
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(tracrRNA) ativa a ribonuclease do hospedeiro (RNase) lll, o que faz com que o pré-crRNA
sofra um processo de maturagao e forme o CRISPR RNA (crRNA). O crRNA e o tracrRNA
sao unidos e formam um complexo que ira reconhecer a sequencia na proximidade do
protospacer adjacent motif (PAM) e em seguida a Cas é guiada para cortar uma sequéncia
especifica o que resulta na degradagao do DNA (Guan et al., 2021; Zhu et al,, 2021).

Este sistema foi mais tarde adaptado para ser usado em células eucarioticas, para o que
foi criado uma guia simples de RNA (sgRNA), que tem entre 16 e 20 nucleotidos e é uma
forma hibrida do complexo crRNA-tracrRNA. Tem especificidade para uma sequéncia alvo
complementar e liga-se a esta levando consigo a Cas9, esta ligagao s6 acontece na presenca
de um PAM na regiao adjacente. Quando a Cas9 se liga ao DNA alvo esta sofre uma mudanga
conformacional e cliva a dupla cadeia de DNA em zonas especificas, o seu dominio HNH cliva
a cadeia complementar e o dominio RuvC cliva a cadeia nao complementar. De seguida, a
reparacao do genoma danificado pode ser feita de duas maneiras, nomeadamente através de
recombinagao homologa (HDR) e recombinagao nao homdloga (NHE])) (Cheng, Zhang e Ding,
2021).

Os estudos que recorrem ao uso da CRISPR/Cas9 para o tratamento da DH ainda
estao em desenvolvimento pré-clinico, mas tém potencial terapéutico (Tabrizi, Ghosh e
Leavitt, 2019). No entanto, ja foi demonstrado, em estudos de linhas nao neuronais humanas,
que a técnica nao catalitica de CRISPR/Cas9, bloqueou a transcricao do HTT (Heman-Ackah,
Bassett e Wood, 2016). A CRISPR-Cas9, também mostrou tanto em fibroblastos de doentes
com HD como em modelos animais diminuir a expressao de mHtt (Shin et al., 2016). Noutro
estudo foi demonstrado que este sistema inativou a expressao de mHtt, tanto em células-
estaminais pluripotentes induzidas humanas como no cérebro de um modelo de murganhos,
através da inativagao seletiva de alelos CAG expandidos visando SNPs associados (Monteys et

al, 2017; Xu et al., 2017).

3.3. LimitacGes/Desafios

As terapias apresentadas tém algumas limitagoes, nomeadamente na entrega e nos
efeitos off-target. Espera-se que estes desafios venham a ser ultrapassados de modo a otimizar
estas terapias para que assim tenham sucesso em ensaios clinicos e a posteriori possam ser
utilizadas no tratamento de doengas neurodegenerativas, como a DH.

As terapias a base de ASOs nao necessitam de vetores virais, logo os efeitos desta
terapia na expressao génica sao reversiveis. No entanto, uma desvantagem € que necessitam

de varias administragoes para manter os niveis terapéuticos, o que podera causar efeitos
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adversos relacionados com a exposigao prolongada aos ASOs ou mesmo devido as injegoes
por pungao lombar repetidas (Tabrizi et al., 2020).

Por outro lado, também tém algumas limitagdes como o facto dos ASOs nao serem
adequados para administragao oral pois nao atravessam a BHE, mas sao solubilizados no LCR
logo podem ser entregues diretamente no SNC através de inje¢ao intratecal, ou
intraventricular (Tabrizi, Ghosh e Leavitt, 2019). Os niveis de ASOs sao mais altos nas regioes
do cérebro que estao junto ao LCR, uma vez que a sua distribuicao é afetada pela dindmica
do LCR, pela anatomia do espago intratecal, pelo volume injetado e pela depuragao
(Hesterman et al., 2016). Por estas razoes, os ASOs dificilmente atingem o corpo estriado,
pois € uma zona profunda do cérebro e de dificil acesso através do LCR, logo no caso da DH
a diminuicdo de Htt no corpo estriado é menor do que no cértex, facto este que foi
comprovado num estudo em primatas nao humanos, que receberam uma terapia de ASOs
através de uma injegao intratecal em que houve uma reducao de 50% de Htt no coértex e uma
reducao de apenas |5 a 20% de Htt no corpo estriado (Komatsu, 2021; Leavitt et al., 2016).

Uma das limitagdes para o desenvolvimento das terapias de RNAi é a entrega de
siRNAs livres, pois estes nao atravessam a BHE, nem penetram a membrana celular. Por essa
razao necessitam de vetores virais como os AAVs ou LVs, muitas vezes administrados por
neurocirurgia estereotaxica, o que que constitui uma desvantagem pois € uma técnica muito
invasiva, com risco de infegoes e por outro lado o doente pode desenvolver uma reagao
imunitaria a administracao que pode levar a morte (Komatsu, 2021). No entanto tém vindo a
ser estudados vetores virais que podem entregar RNAi por administragao intravenosa
periférica e assim atravessar a BHE, tais como o AAV9 (Foust et al, 2008) e o AAV-PHP
(Matsuzaki et al., 2018). Um estudo realizado em murganhos transgénicos, com a administragao
de um AAV9 expressando um miRNA por injegao intravenosa, demonstrou uma diminuigao
de mHtt em todas as regioes do cérebro e diminuicao da atrofia no coértex e no estriado
(Dufour et al,, 2014).

Recentemente, foi desenvolvido um novo vetor viral capaz de atravessar a BHE de
forma eficiente e que tem um fendtipo para tipos especificos de células, o AAV.CAP.B10. Em
estudos realizados em murganhos e primatas nao humanos este vetor exibe uma especificidade
para os neuronios, sendo a entrega com este vetor menor em 6rgaos periféricos como o
figado (Goertsen et al, 2021). Outra limitagao da terapia de RNAi é que muitas pessoas tém
anticorpos para alguns serotipos de AVV, o que leva a neutralizagao do vetor viral (Tabrizi et
al, 2019). Outros desafios no desenvolvimento desta terapia sao os efeitos off-target, a
sobrecarga da via de degradagao de RNAi e imunogenicidade (Milone e O’Doherty, 2018;
Tabrizi et al., 2020).
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As limitagoes das estratégias de edicao de genoma, como a CRISPR/Cas9 é que
requerem na maioria entrega viral, atingem apenas certas zonas do cérebro e necessitam de
um PAM especifico que esteja adjacente a sequéncia de DNA alvo. Outras preocupagoes sao
os efeitos off-target noutras partes do genoma, mutagénese insercional e imunogenicidade
causada pelos vetores virais que sao necessarios para a entrega da terapéutica e a expressao
prolongada de nucleases, como a Cas9. Para ultrapassar a expressao prolongada da Cas9 foi
desenvolvido o KamiCas9, um sistema de edicao auto-inativado de Cas9 de modo a obter uma
expressao transitoria de proteina Cas9, alta eficiéncia na edi¢ao, diminuicao da frequéncia off-
target e assim melhorar a seguranca da terapia (Merienne et al., 2017). Outra estratégia recorre
a utilizagdo duma Nuclease-dead Cas9 (dCas9) , que é uma Cas9 mutante em que os dominios
cataliticos da nuclease estao inativos, logo esta nao corta o DNA apenas se liga a este e

bloqueia a transcrigao da célula, inibindo a expressao do gene (Moradpour e Abdulah, 2020).

4. ENSAIOS CLINICOS

Nos dias de hoje, o foco dos ensaios clinicos na DH encontra-se direcionado para
terapias genéticas, como o silenciamento dos genes ou estratégias destinadas a diminuir a
producao de mHtt (Komatsu, 2021). Apesar de alguns estudos nao terem sido bem-sucedidos
(refs), estao em curso ensaios clinicos promissores no desenvolvimento de uma terapia que
ajude a prevenir a doenca ou a retardar a sua progressao (Komatsu, 2021). No Anexo 3
resumem-se os ensaios em curso, com foco nas terapias baseadas em RNA, nomeadamente
ASOs e miRNA (Estevez-Fraga et al., 2022).

A UniQure esta a desenvolver um estudo de fase /2 randomizado, duplamente cego
para investigar a seguranga, tolerabilidade e eficacia de uma injegao bilateral Unica no nucleo
estriado de AMT-130 em adultos com DH num estado inicial em comparagao com uma injegao
simulada. O AMT-130 consiste num vetor viral adeno-associado do tipo 5 (AAV5) com um
miRNA artificial (AAV5-miHTT) e tem o intuito de silenciar tanto a HTT selvagem como a
mHTT e assim inibir a produg¢ao de mHtt. O AMT-130 é administrado numa dose Unica, no
nucleo caudado e putamen, através de uma cirurgia cerebral guiada por ressonancia magnética.
O AAVS5 ira atuar como sistema de entrega, do DNA dum miRNA, que vai ser entregue as
células alvo passando a ser expresso por estas. O miRNA ao ser expresso ira reconhecer e
ligar-se ao mRNA da mHtt e levar a sua degradagao e bloqueio da sua tradugao (Rodrigues &
Wild, 2020; Safety and Proof-of-Concept (POC) Study With AMT-130 in Adults With Early

Manifest Huntington Disease - ClinicalTrials.Gov).
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Recentemente a UniQure publicou resultados preliminares do seu ensaio clinico de
fase 1/2 da terapia génica AMT-130 para o tratamento da DH. Segundo os resultados
apresentados o tratamento com AMT-130, de baixa dose, foi bem tolerado e nao foram
reportados efeitos adversos em relagao a terapia. Revelaram também que houve uma redugao
de mais de 50% de mHTT no LCR e que a NfL no LCR estava perto da linha de base apos 12
meses do inicio da terapia com AMT-130 (uniQure Announces Update on Low-Dose Cohort in
Phase I/ll). No entanto mais tarde, a UniQure veio a reportar que alguns doentes tratados com
AMT-130, de dose mais elevada, reportaram graves efeitos adversos logo apos a cirurgia para
a injecao da terapia, com inchago e dores fortes de cabega, o que levou ao adiamento
temporario do tratamento até que aja uma revisao da sua seguranca (Press Releases | Investors
& Media | uniQure; Serious side effects reported for some people treated with the huntingtin-lowering
drug AMT-130, currently in clinical trials - HDBuzz - Huntington’s disease research news.).

Outra terapia esta a ser desenvolvida pela Wave Life Sciences Ltd. O ensaio SELECT-
HD com a finalidade de diminuir a mHtt € um estudo multicéntrico, randomizado, duplamente-
cego, controlado por placebo de fase /2 para avaliar a seguranga, tolerabilidade,
farmacocinética e farmacodinamica do VWVE-003 em doentes com DH em fase inicial (Study of
WVE-003 in Patients With Huntington’s Disease - Full Text View - ClinicalTrials.gov). O WVE-003 é
um ASO que tem como alvo o SNP3, uma variante alélica ligada ao trato de repeticao CAG
expandido no pré-mRNA do HTT, presente em adultos com HD. Neste estudo, o VWVE-003
integra um esqueleto contendo fosforil guanidina que aumenta a exposigao tecidual, o tempo
de semi-vida no SNC e a poténcia do ASO em comparag¢ao com outras moléculas semelhantes
usadas pela Wave (Estevez-Fraga et al., 2022).

Por fim, outro estudo que estava a ser desenvolvido, pela Roche, que também usa um
terapia ASO é o GENERATION-HD| que consiste num ensaio estudo clinico randomizado,
multicéntrico e duplamente-cego de fase 3 para avaliar a eficicia e a seguranga de um
administragao intratecal de RO7234292 (RG6042) em comparagao com um placebo em
adultos com HD (A Study to Evaluate the Efficacy and Safety of Intrathecally Administered
RO7234292 (RG6042) in Participants W.ith Manifest Huntington’s Disease -
ClinicalTrials.Gov). O RG6042, mais conhecido por Tominersen, € um ASO que se liga ao
mRNA do HTT, visando a sua degradagao e assim diminuindo a produgao de mHtt. Os
participantes recebiam uma dose de 120mg a cada dois meses ou a cada quatro meses com
injegoes através da coluna no liquido cefalorraquidiano de Tominersen ou placebo (Estevez-
Fraga et al., 2022).

Este estudo, foi descontinuado em 2021, pelo Comité Independente de Monitorizagao

de Dados devido a uma avaliagao negativa do perfil de risco/beneficio, pois apesar de haver
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diminuicao de mHTT no liquido cefalorraquidiano houve um aumento de reagoes adversas,
nomeadamente reagoes inflamatorias e casos de hidrocefalia. No entanto, a Roche esta a
desenvolver um novo ensaio clinico de fase 2, para doentes mais jovens e com doses mais

baixas para encontrar uma nova janela terapéutica para este composto (Estevez-Fraga et al.,

2022).
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5. CONCLUSAO

Desde a identificacao do HTT e da mutacao em 1993, ha cerca de 30 anos, muito se
tem aprendido acerca da patologia da DH. Apesar de atualmente apenas haver tratamento
para a sintomatologia, muitos sao os ensaios clinicos com terapias inovadoras que estao a
decorrer que poderao tornar-se revoluciondrias para o tratamento da DH num futuro
proximo (Ghosh e Tabrizi, 2018).

A descoberta de biomarcadores que acompanham a progressao da doenga e os testes
genéticos vieram permitir a monitorizacao das diferentes fases da doenga, possibilitando que
no futuro seja possivel prever o aparecimento dos sintomas e assim iniciar o tratamento antes
que estes surjam de modo a prevenir a neurodegenerescéncia (Tabrizi, Ghosh e Leavitt, 2019).

As terapias génicas, tanto as com base no RNA, como os ASOs e o RNAIi, como as
com base no DNA, como a CRISPR/Cas9 sao estratégias terapéuticas inovadoras que estao a
ser investigadas e que podem vir a ser muito promissoras para o alivio da DH. Um dos grandes
desafios desta terapéutica é a sua entrega e distribuicio no cérebro, no entanto a
administragao intratecal de ASOs e a administragao intracraniana de vetores virais para RNAi
demonstraram ter potencial de translagao clinica (Tabrizi, Ghosh e Leavitt, 2019). Algumas
destas terapéuticas ja estao a ser investigadas em ensaios clinicos, enquanto outras ainda estao
em ensaios pré-clinicos mas com resultados promissores. O objetivo destas terapias ¢
melhorar a qualidade de vida dos doentes, aumentar a esperan¢a média de vida dos mesmos

e evitar a progressao ou até mesmo curar a DH (Pan e Feigin, 2021).
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7. ANEXO

Anexo | - Informagao complementar sobre a progressao da doenga de Huntington

Progressio da doenca de Huntington

Pré-manifesto

100% —

Habilidades funcionais

Diagndstico motor

Comprometimento motor

Comprometimento cognitivo/
Deméncia

Coreia

Sinais e sintomas (%)
Funcdo (%)

Pré-sintomdtico Prodrémico Manifesta

0%

Idade
I
|
45

Y

Figura 3 - Progressdo da doenca de Huntington. A fase de pré-manifesto ¢ a fase anterior ao inicio de
sintomas motores e inclui tanto o periodo pré-sintomatico como o prodréomico, no entanto nao quer dizer que
nesta fase os doentes sejam assintomaticos. Na fase pré-sintomatica, os doentes ainda ndo tém sinais e sintomas
caracteristicos da Doenga de Huntington. Na fase prodréomica, os doentes ja comegam a desenvolver sintomas
extrapiramidais, tais como mudangas comportamentais, sinais motores e problemas a nivel cognitivo. Por ultimo,

o doente que ja tem sintomas motores pode-se concluir que ja manifesta a DH (Adaptado de (Ghosh e Tabrizi,
2018))
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Anexo 2 - Imagem complementar sobre a terapia de RNA de interferéncia

Guide strand
Passenger strand

mRNA cleavage

U

3

PolyQ tract

Figura 4 - Mecanismo geral da terapéutica de RNAi. Em primeiro lugar, ha a clivagem do dsRNA pela
endonuclease DICER e gera um single-strand RNA. Em seguida a fita do RNAi é incorporado no RISC e este
inibe a traducgdo através da clivagem do RNA alvo pela RNase AGO2. O RNA alvo ndo podem entdo ser traduzido
o que faz com que haja uma diminuicdo dos niveis da proteina alvo. dsRNA- double-stranded RNA; RNAi- RNA
interferéncia; RISC- complexo de silenciamento induzido por RNA; AGO2- Argonaute 2 (Retirado de (Vdzquez-

Mojena et al., 2021)).
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