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Capitulo |

Relatorio de estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Teresa Bernardes Antunes

Estagio orientado pela Dra. Teresa Bernardes Antunes



Lista de Abreviaturas

EC — Estagio Curricular

FC — Farmacia Comunitaria

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamentos nao sujeitos a Receita Médica
MSRM — Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

PIM — Preparagao individualizada da Medicagao

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats

TBA — Teresa Bernardes Antunes



l. Introducao

Apos o término de 9 semestres do Mestrado Integrado de Ciéncias Farmacéuticas (MICF),
lecionado pela Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, onde tivemos a
oportunidade de contactar com diversas cadeiras curriculares multidisciplinares que abrangem
a vertente Farmacologica, surge a etapa final e crucial para a atribuicao do grau de Mestre: o
Estagio Curricular (EC) , componente em que o estudante é avaliado através da elaboragao e
defesa de uma Monografia e respetivos relatorios de estagio. No meu caso particular, optei
por iniciar o EC em Farmacia Comunitaria (FC). O contacto com a Farmacia Comunitaria é
essencial para a aplicagao pratica dos conhecimentos teoricos adquiridos ao longo deste
percurso, prepara-nos para a entrada no mercado de trabalho e possibilita o desenvolvimento
pessoal e profissional. Foi neste EC, que experienciei o papel preponderante do Farmacéutico
Comunitario nas mais diversas valéncias e a sua contribuicao na melhoria do estado de salde
dos utentes, através de uma comunicagao assertiva e uma correta dispensa de medicamentos.
O meu EC decorreu de 9 de janeiro de 2023 a 28 de abril. de 2023, sob a orientagao da
proprietaria e Diretora Técnica, a Doutora Teresa Bernardes Antunes, o qual resultou no
presente relatério de estagio, constituido por uma analise SWOT, que analisa de forma critica
a minha passagem pelo estagio e que resume os pontos fortes e fracos assim como as
oportunidades e ameagas e, por Ultimo, a apresentagao de cinco casos praticos que considerei

mais relevantes e com os quais me deparei na farmacia.

2. Analise SWOT

Tabela | — Andlise SWOT.




2.1 Forgas (Strengths)
2.1.1. Equipa

Uma equipa coesa e multidisciplinar € um pilar extremamente importante para um percurso
com sucesso. Na FC, tive o gosto de trabalhar com uma equipa dinamica, constituida por
profissionais altamente competentes e atenciosos, que demonstraram sempre interesse em
esclarecer as duvidas que me iam surgindo e foram acompanhando o meu progresso, sendo
que, desta forma, contribuiram para a minha aprendizagem e formagao. A equipa era composta
por cinco farmacéuticos e uma Técnica de Farmacia. Para além deste aspeto, deparei-me com
um espirito de entreajuda e amizade entre os meus colegas, o que me facilitou a integragao e

me proporcionou um crescimento pessoal e profissional.

2.1.2. Localizacdo

A farmacia TBA localiza-se na urbanizagao Santa Apoldnia. Apesar de ficar um pouco longe do
centro, encontra-se rodeada de zonas habitacionais e zonas comerciais. Além disso, tem uma
boa acessibilidade porque tem a IC2 como caminho mais direto, o que permite chegar la de
carro em cerca de 15/20 minutos, o que € uma vantagem tanto para quem trabalha na farmacia
como para os proprios utentes. A farmacia TBA encontra — se bem organizada e tem uma
otima gestao de espago. A farmacia dispoe de 6 balcoes de atendimento, 4 deles agregados,
em que atras temos o robo e medicamentos de venda livre como suplementos alimentares,
para higiene oral, entre outros, um balcio um pouco mais afastado, que apresenta por tras
medicamentos veterinarios e outro balcao isolado, cuja retaguarda é composta por produtos
dermocosméticos. Apresenta também um laboratorio, no qual sao preparados manipulados,
um gabinete do utente onde sao realizadas consultas de nutricao e medigoes do perfil lipidico
e da glicémia, uma sala onde sao administrados injetaveis e onde decorrem testes covid,
quando necessario e um armazém com medicamentos rejeitados do robo, excedentes e
dispositivos médicos como camaras expansoras. A farmacia apresenta um robo constituido
por MSRM e alguns MNSRM e apresenta duas bocas de saida de medicamentos, em que cada
boca corresponde a 3 balcoes Este tipo de tecnologia surgiu ha cerca de um ano na farmacia
e veio rentabilizar e acelerar o processo de dispensa de medicamentos.

Ao longo do estagio, tive o prazer de acompanhar os meus colegas a Plural para receber
medicamentos para utentes que precisassem deles o mais depressa possivel. Além disso,
realizei domicilios com a minha colega de modo a ajudar e a ter um contacto mais proximo
com o utente. Infelizmente, ndo pude ir ao lar porque o espago para trabalhar, atualmente, é

muito reduzido e, para trés pessoas torna-se mais complicado em realizar a PIM.



2.1.3. Servicos farmacéuticos

Na FC, estao disponiveis varios servigos farmacéuticos como a medi¢ao do peso e da tensao
arterial, sdo realizadas analises a urina através de testes Combur, faz-se a medi¢ao do perfil
lipidico e da hemoglobina glicada, realizam-se testes Covid e mede-se a glicémia e ha entrega
de medicamentos ao domicilio. Os testes Combur sao testes de urina rapidos que fornecem
resultados confidveis e precisos. Recentemente surgiu na farmacia o teste Cobas para a
medicao da hemoglobina glicada e do perfil lipidico. Esta ultima medigao abrange os niveis de
colesterol total, HDL, LDL, colesterol nao-HDL e de triglicerideos. Estes servigos sao
fundamentais para uma farmacia porque permitem ir acompanhando os parametros/ estado
de salde dos utentes e saber se certas patologias como a diabetes se encontram controladas
ou nao. Além disso, ao concentrar na farmacia estes servigos, os utentes, especialmente os
que vive perto da farmacia nao precisam de ir a laboratérios de analises clinicas para medir

certos parametros.

2.1.4. Robot

O robot € uma mais — valia para a farmacia porque aumenta a velocidade de dispensa dos
medicamentos e a eficiéncia além de otimizar o espago destinado ao armazenamento dos

mesmaos.

2.1.5. Preparacao de medicacdo para entrega

Na FC, existe uma boa afluéncia na preparagao de medicamentos para entrega em lares.
Através do meu estigio, consegui perceber o processamento de receitas no Sifarma 2000° e
o procedimento envolvido nessa etapa. Isto permitiu enriquecer a minha experiéncia de
backoffice. Outro tipo de entrega que é realizado ¢ a entrega ao domicilio. Este tipo de entrega
é extremamente valioso uma vez que, neste caso, os utentes nao precisam de sair de casa para
ir buscar um determinado medicamento. Durante este estagio, eu tive oportunidade de
acompanhar a minha colega Patricia, a responsavel pelos domicilios, a casa dos utentes, o que
me permitiu criar maior empatia com os utentes e estar disponivel para ajuda-los no que fosse

preciso.

2.1.6. Valorizacao dos estagiarios

O facto de a farmacia aceitar um estagiario por semestre é extremamente benéfico porque

permite que pessoas do Ultimo ano de faculdade possam ficar com uma ideia de como funciona
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o trabalho numa FC com uma equipa, para além de que traz uma boa imagem da farmacia para
os utentes, pois estes apercebem-se da presenga de estagiarios e da interagao e entreajuda
entre todos. Esta valorizagao culmina na deposi¢ao de um grau de confianga no estagiario,
dado que lhe é permitido atender os utentes, ainda que com supervisao, concedendo a

oportunidade de mostrar o seu valor e aplicar os conhecimentos tedricos na pratica.

2.2 Fraquezas (Weaknesses)
2.2.1. Reduzida preparag¢dao de manipulados

A farmacia nao é especializada na preparagao de manipulados, portanto, nao tive contacto

suficiente nem possibilidade de preparar diferentes formas farmacéuticas de manipulados.

2.2.2. Receitas manuais

A presenga de receitas manuais, ainda que cada vez menos utilizadas no dia a dia trata — se
também de uma limitagao, podendo ser um desafio devido a caligrafia do prescritor, que muitas
vezes nao é facil de ler, acabando por suscitar duvidas, podendo resultar numa ma dispensa
dos medicamentos.

Em relacdo a ameagas, a falta de medicamentos € um ponto importante porque ocorre
frequentemente que certos medicamentos estao esgotados no circuito do medicamento,
pondo em causa a normal aquisicao por parte do utente e consequente terapéutica. Outro
ponto ¢ a falta de credibilidade no estagiario. Com isto quero dizer que certos utentes nao se
sentem tao confortaveis a serem atendidos por um estagiario, que tem menos experiéncia. O
facto de a farmacia nao apresentar todas as marcas de produtos de dermocosmética torna
uma ameaca dado que os utentes tém que se deslocar a outras farmacias para adquirir esses

produtos.

2.2.3. Alteracao frequente dos precos

A alteragao frequente dos pregos revelou — se como um fator de dificil resolucao. Até ao fim
do EC, era necessario verificar os pregos dos medicamentos e muda-los caso fosse oportuno.
Isto acaba por ser um constrangimento para os préprios utentes pois estes podem nao querer
levar um determinado medicamento por ser muito caro ou pretender ir a outra farmacia onde

seja mais barato. No entanto, os MSRM tém um preco definido em todas as farmacias.



Relativamente a oportunidades, o facto de poder estar na linha da frente de uma farmacia, na
parte do atendimento permite-me desenvolver enquanto profissional e contribuir para a saide

dos utentes.

2.3. Oportunidades (Opportunities)
2.3.1. Formacoes constantes

As formagoes constantes foram extremamente vantajosas para mim ao longo do EC. Assisti a
varias formacdes na farmacia de produtos da Roche Posay® e da Skinceuticals®, de meias de
compressio, e de produtos bucodentarios da gama Elgydium® (colutdrios, escovas, pastas
dentrificas) o que me permitiu alargar/ aprofundar o conhecimento acerca das marcas e
atualizar a informagao / estar a par de novos produtos disponiveis no mercado. Também tive
2 formagoes no Tertulia de Eventos organizados pela Zambon, sobre o papel do farmacéutico
na tosse (marca Fluimucil®) e na dor (marca Spidifen®), que foram Uteis para ter uma visio
mais clara do aconselhamento farmacéutico desse tipo de produtos. Para além das formagoes,

importa salientar o contacto com delegados externos na farmacia.

2.3.2. Utilizacio do Sifarma 2000® e do Sifarma novo

A utilizagao dos dois sistemas informaticos foi uma vantagem porque, além de aprender a
trabalhar nos dois, prepara-me para a eventualidade de vir a trabalhar numa farmacia que

trabalhe tanto com o sistema antigo como com o novo.

2.3.3. Testes Covid e injetaveis

Considero também uma oportunidade a possibilidade de assistir a testes Covid, ainda que
realizados de uma forma menos frequente e igualmente administragao de injetaveis. Esta
observagao foi importante para perceber como se realizam e qual o procedimento a ser

cumprido.



2.4. Ameacas (Threats)
2.4.1. Medicamentos esgotados/rateados

A caréncia de medicamentos é uma realidade e ao longo do estagio deparei-me com a falta de
determinados medicamentos como o Cardura® 8 mg, o Ovestin® Img e o Sargenor® 5000 mg,
medicamentos estes que sao muito importantes e conhecidos pelos utentes. Estes problemas
refletiram — se nos atendimentos, porque tinhamos que explicar ao utente a razao de nao
fornecermos o medicamento que precisa. Um medicamento rateado € a designagao atribuida
a medicamentos que apresentam uma disponibilidade reduzida no armazém e que nao sao
suficientes para abastecer o mercado. Tudo isto revela-se uma ameaga porque nao sao

satisfeitas as necessidades terapéuticas dos utentes.

2.4.2. Venda de MNRM em parafarmacias e de leites para lactentes

A venda de MNRM em parafarmacias e de leites para lactentes assim como vendas online, é
considerada uma ameaga para a farmacia porque estes estabelecimentos oferecem pregos mais
atrativos para os clientes, o que leva a que os utentes se sintam tentados a comprar estes
produtos sem qualquer tipo de aconselhamento. Isto é pouco seguro, porque o utente fica
suscetivel ao aparecimento de reagoes adversas, quer por toma indevida da medicagao ou

toma concomitante com medicamentos que possam causar interagéo.

2.4.3. Listas de espera para a obtencao de medicamentos

As listas de espera podem ser mais uma ameaga para a FC uma vez que o longo tempo de
espera por parte dos utentes pode fazer com que estes acabem por desistir de adquirir o
medicamento e acabem por comprar online ou noutras farmacias que tenham uma lista de

espera menor.

3. Casos praticos

Caso | - Uma gravida chegou a farmacia e queixou-se que sentia refluxo e azia e queria saber
o que poderia tomar para aliviar a sensagao incomodativa.

Eu aconselhei que tomasse Gaviscon®, porque contém alginato de sédio que atua pela
formacao de uma barreira espessa no topo do contetido do estdbmago e evita que o acido suba

até ao esofago. Isto significa que Gaviscon® nio necessita de entrar na circulagio sanguinea



para permitir um alivio eficaz, sendo mais seguro para a gravidez. O Gaviscon® alivia o refluxo,

azia e indigestao até 4h.

Caso 2 - Um utente foi a farmacia e queixou-se que nos Ultimos dias tinha tido uma tosse
seca irritativa acompanhada de expetoragao verde, bastante desconfortavel e queria algo para
aliviar o desconforto. Eu aconselhei uns comprimidos para a tosse, cujo principio ativo € a
erdosteina, que vai simultaneamente aumentar a eliminagao da expetoragao, através da
reducao da viscosidade do muco. Além disso, disse para o utente tomar um suplemento
vitaminico (Energy) contendo vitamina C e zinco para melhorar as defesas do organismo,
contribuindo para o normal funcionamento do sistema imunolégico. Acrescentei que, caso a
situagao nao melhorasse nas proximas semanas, deve consultar um médico porque podera ter

uma infecao que esteja a causar esses sintomas.

Caso 3 - Utente chegou a farmacia queixando — se de ter uma obstipagao a ocorrer ha cerca
de 3 dias e queria algo natural para aliviar e fazer funcionar o intestino.

Eu aconselhei um suplemento alimentar 100 % natural, o Sollievo® que deve ser tomado a
noite, de modo a que o utente va a casa de banho no dia a seguir de manha uma vez que vai
aumentar a motilidade intestinal e a hidratagao das fezes. Este suplemento é constituido por
senosidos que permitem que as bactérias do célon libertem os metabolitos ativos de modo

. . ® . .

gradual, tornando o efeito do Sollievo™ mais suave. Este suplemento acaba por ser mais seguro

porque nio causa dores, como acontece com o Dulcolax®, cujo principio ativo é o bisacodilo.

Caso 4 - Um utente foi a farmacia pedir algo para o olho seco. Eu aconselhei o uso de
Hyabak®, formulado com actinoquinol e 0,15%. de hialuronato de sédio que apresenta um
efeito_lubrificante, hidratante, e hipoténica. O seu uso proporciona conforto imediato. Nao
contém conservantes e pode, inclusive, ser utilizado com lentes de contato. Recomendei ao
utente o uso de compressas geladas para aliviar o desconforto e a subsequente lavagem dos

olhos pela manha com soro fisiolégico para nao acumular secrecao.

Caso 5 — Um utente chegou a farmacia e queixou — se que tinha o olho vermelho e seco a
lacrimejar e sentia uma ligeira irritagao e comichao a volta do olho.

Eu aconselhei que a senhora aplicasse gotas para os olhos da marca Zabak®, cujo principio
ativo é o cetotifeno, que tem um efeito anti-histaminico. Recomendei a senhora que limpasse
de manhi os olhos com soro fisioldgico unidose Aposan®, que nio apresenta conservantes

nem agentes tampao e vai hidratar o olho.


https://www.atida.com/pt-pt/laboratorios-thea-hyabak-lubrificante-ocular-solucao-10ml

4. Conclusao

Para concluir, considero que o estagio foi bastante bem estruturado, no sentido em que
inicialmente comecei no backoffice e posteriormente estive no médulo de atendimento o que
me permitiu adquirir mais confianca e seguranga e entender melhor o processo de
atendimento. Foi um estagio completo e enriquecedor que me permitiu desenvolver pessoal
e profissionalmente e expandir horizontes. Termino o meu relatorio de estagio com
agradecimentos a proprietaria e Diretora Técnica Dra. Teresa Bernardes Antunes, pelo
constante apoio e incentivo, pelos ensinamentos e por me “ter aberto portas” para a
realizagao do meu EC e ainda agradecer igualmente aos meus colegas, Catarina Saraiva,
Elisabete Silva, Jéssica Antunes, Patricia Flores, Ruben Lobo e Tiago Neves, por todos os

ensinamentos, pelo espirito de equipa e pelos bons momentos de convivio.
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Capitulo Il

Relatoério de estagio em Assuntos Regulamentares

Basepoint Consulting Services




l. Introducao

O ultimo semestre do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Coimbra consiste na realizagao de 2 estagios, sendo um deles obrigatoriamente em Farmacia
Comunitaria e o outro em Farmacia Hospitalar, Inddstria Farmacéutica, entre outras areas. Eu
realizei os estagios em Farmacia Comunitaria, e em Indlstria Farmacéutica, mais
especificamente na area dos Assuntos Regulamentares.

De 3 de maio de 2023 a 28 de julho de 2023 estagiei na empresa Basepoint. Trata-se de uma
empresa de consultoria e servicos empresariais, especializada em cosméticos, biocidas,
regulamento Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals (REACH),
dispositivos médicos, suplementos alimentares e servigos laboratoriais. A Basepoint iniciou a
sua atividade em 2015 e desde entao tem vindo a desenvolver-se e a crescer, apresentando
mais de 250 clientes e atuando em mais de 30 paises.

A empresa é constituida por uma equipa multidisciplinar, composta por 4 membros: o Dr.
Rafael, a Dra. Carmen, a Dra. Inés e o Dr. David. Todos trabalham na modalidade de
teletrabalho, sendo cada um deles responsavel por areas de atuagao na empresa.

O estagio teve a duragao de 3 meses, tendo sido realizado na modalidade de teletrabalho a
100 %, sob a supervisao do Dr. David Costa. No primeiro contacto com a empresa, fiquei a
saber que integrava uma equipa de estagiarios juntamente com duas colegas de curso. Foi-nos
comunicado que iriamos ter reunioes de trabalho utilizando o programa Microsoft Teams. O
horario de trabalho foi das 09:00 as 17:00, com 20 minutos de pausa de manha entre as | lh e

I 1h e 20 min. e intervalo para almogo de Ih.

2. Atividades e Formacoes

Durante o estagio abordamos os seguintes temas: cosmeéticos, suplementos alimentares e

dispositivos médicos. Assim, realizei os seguintes trabalhos:

Avaliagao da rotulagem de suplementos;

Avaliagdo de alegacoes de produtos cosméticos (como por exemplo flyers
promocionais);

¢ |dentificacdo dos produtos como biocidas, dispositivos médicos ou medicamentos de
acordo com as alegagoes;

e Caracterizagao de 3 produtos cosméticos;



o Realizagao de 2 quizzes sobre cosméticos;

e Realizagao de dois PIF (Product Identification File), um sobre um sabao de azeite e outro
sobre um creme corporal;

e Resumo toxicoldgico de alguns metais pesados;

e Pesquisa de laboratorios responsaveis por testes de eficacia em cosméticos;

e Pesquisa de artigos de sapatos terapéuticos (exemplo de um dispositivo médico) que
sejam utilizados na prevengao de varizes, para pernas cansadas, melhoria da circulagao,
e em profissionais de saude;

e Realizagao de um teste com escolhas multiplas e perguntas de resposta curta de

consolidacao sobre cosméticos.

Gostaria de salientar que para realizar alguns dos trabalhos recebemos formagao por parte
dos membros da empresa Basepoint. Designadamente, foram-nos ministradas as seguintes

formacoes, sobre:

e Rotulagem de suplementos alimentares;

e Rotulagem de produtos cosméticos;

Legislacao de cosméticos e suplementos alimentares;

Legislacao de dispositivos médicos;

e Como realizar um PIF;

Regulamentos REACH e Classification, Labelling and Packaging (CLP).

Vou, entao, descrever detalhadamente cada um desses pontos.

Comecgando pelos suplementos alimentares, falamos das alegagdes de saude e nutricionais
permitidas por lei e das informagdes que tém de constar num suplemento alimentar, as quais
sao: a denominagao de um género alimenticio, a lista de ingredientes, a quantidade de
determinados ingredientes ou categorias de ingredientes como vitaminas e minerais, a
quantidade liquida de um género alimenticio, a data de durabilidade minima ou a data limite de
consumo, o n° de lote, indicagao do estado fisico/apresentagao, a indicagao de que os SA nao
sao substitutos de um regime alimentar variado; a toma diaria; as adverténcias “Nao deve ser
excedida a toma diaria indicada” e “O produto deve ser guardado fora do alcance das
criangas”; os alergénios, caso estejam presentes; a informagao obrigatéria é facilmente visivel

e esta claramente legivel; sao respeitadas as dimensoes dos caracteres (altura igual ou superior
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a 1.2 mm ou, em embalagens com superficie maior inferior a 80 cm?, igual ou superior a 0,9
mm; as condigoes especiais de conservagao e/ou de utilizagao; o nome ou a firma e o enderego
do operador da empresa; o pais de origem ou local de proveniéncia; o modo de emprego,
quando a sua omissao dificultar uma utilizagao adequada do género alimenticio; uma declaragao
nutricional e o titulo alcoométrico volumico adquirido, no caso de bebidas com um titulo
alcoométrico volumico superior a 1.2%. Além disso, preenchemos uma tabela de notificagao
de suplementos alimentares, através da verificagao de 7 requisitos, que devem ser levados em
conta para classificar um produto como suplemento (Europeu et al., 2011). A notificagao é
enviada a Diregao Geral da Alimentagao e Veterinaria (DGAV) antes de colocar o suplemento

no mercado.

Relativamente aos cosméticos, na avaliagao da rotulagem foi possivel obter uma visao geral da
informagao contida no rotulo de um produto cosmético. Na formagao foram explicitados
quais os itens obrigatorios que devem constar num rétulo. Tratam-se de: nome e morada da
pessoa responsavel, pais de origem, conteldo nominal no momento do acondicionamento,
data de durabilidade minima ou periodo pods-abertura, precaugoes especiais de utilizagao,
numero de lote ou referéncia, fungao do cosmético, lista de ingredientes, reivindicagoes sobre
o cosmético, requisitos linguisticos e simbolo do ponto verde (Cosm, 2019).

No que diz respeito ao tema das alegagoes, aprendemos que existem 6 critérios que devem
ser tidos em conta: o critério de veracidade, honestidade, imparcialidade, sustentagao de
prova, conformidade legal e tomada de decisao informada (Produtos, 2017). No estagio
realizamos exercicios de avaliagao das alegagoes recorrendo a esses mesmos critérios.

Nos dispositivos médicos abordamos sucintamente os pontos do seu regulamento como
definigoes, requisitos para colocagao no mercado, avaliagio de conformidade. Além disso,
falamos das diferentes classes de dispositivos médicos. No entanto, devido a curta duragao do
estagio nao foi possivel explorar tanto esse tema.

O PIF é um ficheiro de informagdes sobre um produto, que é obrigatério para todos os
cosméticos colocados no mercado da Uniao Europeia. Este é constituido por 2 partes: a parte
A, que diz respeito a informagao sobre a seguranga do produto cosmético e a parte B, que
corresponde a avaliagao efetiva da seguranga do produto. Aprendemos a explorar cada uma
das sec¢oes do PIF desde a caracterizagao de impurezas e substancias proibidas dos produtos
aos relatérios de toxicologia e avaliagio dos efeitos sistémicos e calculo da margem de
seguranga (valor Mos) com base nos valores de NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) e
SED (Systemic Exposure Dose)(Bernauer et al., 2021). Gostaria de mencionar que o trabalho

sobre o PIF tornou — se mais moroso, mas foi muito importante para a nossa formagao uma

20



vez que nos permitiu melhorar a nossa escrita cientifica e aprender a resumir o que é mais
importante e avaliar se um produto pode ser langado no mercado ou se é pouco seguro para
os consumidores.

Por fim, o regulamento REACH estabelece a politica de enquadramento das substancias
quimicas em vigor na Uniao Europeia e o regulamento CLP debruga-se sobre os perigos das
substancias e misturas quimicas, através da analise dos pictogramas e também sobre como

informar terceiros sobre os mesmos.

De seguida, vou realizar a andlise SWOT sobre o estagio.

3. Analise SWOT

Tabela 2- Andlise SWOT.

Forgas
* Equipa da empresa

3.1. Forgas (Strengths)
3.1.1. Equipa da empresa

A equipa com que trabalhei foi bastante dinamica e esteve sempre disposta a ajudar quando
tinhamos algumas dificuldades. Gostei do espirito de equipa, apesar de trabalharmos a

distancia.

3.1.2. Desenvolvimento de competéncias informaticas

No estagio utilizamos o Microsoft Teams que nos permitiu adquirir novas competéncias
informaticas, pois foi a primeira vez que utilizei esse programa. Além disso, usamos bastante
o Word, o qual foi extremamente Util para aperfeicoar e aprender novas ferramentas.

Também é importante acrescentar que a realizagao dos PIFs e de trabalhos de pesquisa e
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resumo de artigos incrementou a minha capacidade de pesquisa, sintese e também de escrita

cientifica.

3.1.3. Trabalho em equipa

O trabalho em equipa foi um ponto positivo para mim pois proporcionou um constante
dialogo e troca de ideias com as minhas colegas estagiarias para a resolugao de alguns

trabalhos. Além disto, nos dias de hoje, € uma skill essencial para o nosso futuro profissional.

3.1.4. Diversidade de tarefas realizadas

O facto de, ao longo do estagio, ter passado por todas as areas (cosméticos, dispositivos
médicos e suplementos alimentares) permitiu ter uma visao geral do tipo de trabalhos
realizados na empresa, e ter uma ideia das areas que gostamos mais e que sao mais favoraveis
para nos. No entanto, nao houve tanto tempo para nos especializarmos em cada uma das

areas, sobretudo a area dos dispositivos médicos como referi anteriormente.

3.1.5. Autonomia na realizacao de trabalhos

Os membros da equipa concederam-nos liberdade para realizar algumas tarefas ao nosso
ritmo, o que foi bom para ir ganhando autonomia na realizagao das mesmas e realiza-las com

calma e sem pressao.

3.2. Fraquezas (Weaknesses)
3.2.1. Duracao reduzida do estagio

O estagio teve a duragao de 3 meses, o que acaba por ser pouco tempo para ganhar
experiéncia e estar a vontade na realizagao de trabalhos mais morosos e trabalhosos como o
PIF. Considero que esse periodo nao foi suficiente para a aprendizagem e para aplicar os
conhecimentos adquiridos na teoria. Além disso, nao houve tempo para abordar todas as areas
com a mesma profundidade. No entanto, tentei aproveitar ao maximo o tempo que estive a

estagiar.

3.2.2. Modalidade de teletrabalho

A modalidade de 100 % de teletrabalho, apesar de apresentar algumas vantagens, foi uma
desvantagem para mim porque nao tive oportunidade de ir a sede da empresa presencialmente
nem de conhecer bem os membros da equipa e também nao nos confere uma ideia realista
das instalagoes que uma empresa de auditoria dispoe. Além disso, colocou-nos numa situagao

de isolamento que n3ao é um ambiente propicio para aprender e torna mais dificil o
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esclarecimento de duvidas. Além disso, nao ha um acompanhamento tao préoximo ao estagiario
como acontece nos regimes presenciais e mistos e a aprendizagem adquirida podera ser mais
superficial. Também é importante destacar que trabalhar muito tempo a frente de um ecra

nao é muito saudavel e é sedentario.

3.3. Oportunidades (Opportunities)
3.3.1. Formacoes

As formagdes que recebemos na empresa, nomeadamente nas areas dos cosméticos e
suplementos alimentares foram extremamente Uteis para complementar e aprofundar algumas
matérias lecionadas na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. Por exemplo, no
meu caso, na Faculdade tinhamos abordado na disciplina de Dermocosmeética como fazer um
PIF, mas naquela altura nao cheguei a perceber bem como se fazia. Sinto que este estagio
ajudou-me a consolidar certos conhecimentos e a entender melhor e com mais calma como
fazer um PIF e também a que fontes de informagao aceder na realizagao desse trabalho. Além
disso, fiquei com uma ideia mais clara em relagao a area dos assuntos regulamentares, que

também tinha sido desenvolvida na disciplina de Assuntos Regulamentares.

3.4. Ameacas (Threats)

A duracao reduzida do estagio e a sua modalidade nao me permitiram tirar conclusoes acerca

de possiveis ameagas.
4. Conclusao

Considero que o estagio realizado na empresa Basepoint foi benéfico, interessante e
abrangente. Sinto que as diversas formagoes realizadas complementaram bem a matéria
lecionada nas aulas de Dermocosmética e de Assuntos Regulamentares da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra e, juntamente com os trabalhos realizados, prepararam-
me bem para o meu futuro profissional.

Gostaria de mencionar que o trabalho sobre o PIF tornou-se mais moroso. Contudo, foi muito
importante para a minha formagao uma vez que permitiu melhorar a minha escrita cientifica e
aprender a resumir o que é mais importante, e avaliar se um produto pode ser langado no
mercado ou se é pouco seguro para os consumidores.

Foi igualmente positivo ter experienciado uma nova area, para além da Farmacia Comunitaria.
Com esta experiéncia, fiquei a saber qual o tipo de trabalho realizado numa empresa de

consultoria. Considero que foi uma boa forma de terminar o meu EC.
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Por fim, gostaria ainda de agradecer aos membros da equipa pelo apoio, ensinamentos,

formagoes apresentadas e esclarecimento de duvidas.
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CAPITULO 1l

Monografia

““Papel do acido célico na sindrome de Zellweger”



Resumo

A sindrome de Zellweger (ZS) é uma patologia rara que afeta os peroxissomas. Nao apresenta
cura, sendo que ainda nao é totalmente conhecida e o seu tratamento € bastante limitado.
Trata.se de uma doenga que afeta recém-nascidos e criangas até | ano de idade, levando na
maior parte das vezes a sua morte. Face ao exposto, entendemos ser relevante a abordagem
desta temadtica porque € uma matéria que ainda esta em desenvolvimento, suscita algumas
duvidas, além de ser bastante interessante, pertinente e importante para ser explorada, e

mesmo para a comunidade estar a par desta patologia.

Esta monografia tem como objetivo investigar e descrever a ZS, e caracterizar as estratégias

terapéuticas para a tratar ou minimizar.

Inicialmente, sera abordada a epidemiologia da ZS, onde se discutira a sua incidéncia e
prevaléncia. Posteriormente, serao apresentadas 3 manifestagoes clinicas da doenga e
caracterizagao dos respetivos sintomas. Neste seguimento serao descritas as estratégias
terapéuticas envolvidas, focando no tratamento sintomatico e medidas de suporte (supportive

care).

Aqui, sera descrito o mecanismo de agao do acido célico, um composto que esta envolvido
no tratamento da ZS, onde serao abordados os diferentes processos envolvidos na

fisiopatologia da doenca e a atuagao do acido colico na prevengao desses processos.

Neste sentido, serao descritas as analises laboratoriais bem como os exames realizados para
diagnosticar a ZS. Aqui, vai-se explorar um dos tratamentos que se encontra atualmente
disponivel- a Terapia Cholbam, contudo este tratamento ainda se encontra em estudo uma vez

que nem sempre é 100% eficaz e pode nao obter resultados nalguns casos praticos.

Por fim, serao abordadas de forma breve as perspetivas futuras em relagio a possiveis

tratamentos que possam surgir.

Palavras — chave: Sindrome de Zellweger, peroxissomas, acido célico, Cholbam, triagem
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Abstract

Zellweger syndrome (ZS) is a rare pathology that affects peroxisomes. There is no cure, it is
not yet fully known, and its treatment is quite limited. ZS is a disease that affects newborns
and children up to | year of age, most often leading to death. Hence, we believe that the
approach to this topic is relevant because it is a subject that is still in development, raises some
doubts, in addition to being quite interesting, pertinent and important to be explored and even

for the community to be aware of this pathology.

This monograph aims to investigate and describe ZS and characterize therapeutic strategies

to treat or minimize it.

Firstly, the epidemiology of ZS will be addressed, where its incidence and prevalence will be
discussed. Then, 3 clinical manifestations of the disease and characterization of the respective
symptoms will be presented. In this section, the therapeutic strategies involved will be

described, focusing on symptomatic treatment and supportive care.

Here, the mechanism of action of cholic acid, a compound that is involved in the treatment of
ZS will be described, covering the different processes involved in the pathophysiology of the

disease and the role of cholic acid in preventing these processes.

In this sense, laboratory analyzes will be described as well as the tests carried out to diagnose
ZS. Here, we will explore one of the treatments that is currently available - Cholbam therapy,
however this treatment is still under study as it is not always 100% effective and may not

achieve results in some practical cases.

Finally, it will be talked about some future perspectives about possible treatments that may

emerge.

Keywords: Zellweger Syndrome, peroxisomes, Cholic acid, Cholbam, screening
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Lista de abreviaturas

ACOX2 - Branched-chain acyl-coA-oxidase
ACTH - Adrenocorticotropic hormone

ALT - Alanina aminotransferase
AMACR - dlfa-Methylacyl-coA racemase
AST - Aspartato aminotransferase

ATM - Ataxia-telangiectasia mutated

ATP - Adenosina trifosfato

BASD - Bile acid synthesis disorder

BHE - Barreira hematoencefalica

CA - Cholic Acid

CDCA - Chenodeoxycholic Acid

DBP- D-bifunctional protein dehydrogenase
DHCA - Di-hydroxycoprostanic acid

EUA - Estados Unidos da América

FAB - Fast atom bombardment-mass spectrometry
FDA - Food and Drug Administration
HNRNPAI - Ribonucleoproteina Al
IRD - Infantile Refsum Disease

LC-MS/MS - Liquid Cromatography/ Mass Spectrometry
NAC - N-acetil cisteina

NALD - Adrenoleucodistrofia neonatal
PBD - Peroxissomal Biogenesis Disorder

PGD - Diagnéstico genético pré-plantagao



RM - Ressonancia Magnética

ROS - Reactive Oxidative Species

SCP-x - Sterol carrier protein X

SED - Single enzyme disordes

SNC - Sistema Nervoso Central

TEAE - Eventos adversos emergentes de tratamento
THCA - Tri-hydroxycoprostanic acid

VLCFA - Acidos gordos de cadeia muito longa
VLC-PUFA - Very long chain polyunsaturated fatty acids
X-ALD - Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X
ZS - Sindrome de Zellweger

ZSD - Disturbios do espetro de Zellweger
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l. Introducao a sindrome de Zellweger

Os ZSDs sao um grupo heterogéneo e raro de disturbios hereditarios autossomicos
recessivos caracterizados por um numero reduzido de peroxissomas devido a problemas na
sintese e/ou funcionamento defeituoso, sendo caracterizados como leucodistrofias (Berendse
et al, 2016). Na auséncia de peroxissomas funcionais, a sintese de acidos biliares é
interrompida e a doenga multissistémica ocorre com anormalidades no cérebro, figado, rins,
musculos, olhos, ouvidos e sistema nervoso. Deste conjunto de disturbios, fazem parte o ZS,
a forma mais grave, o NALD, que é menos grave que a SZ, a IRD, que é menos grave que a
ZS e a NALD, e a sindrome de Heimler, que é a forma mais leve (Braverman et.al, 2016).

Nesta monografia, vou-me debrugar sobre a ZS.

A ZS é caracterizada por varias mutagoes em | de |3 diferentes genes PEX (Rydzanicz et al.,
2017), que ocorrem essencialmente nas células do cérebro, figado, rins, musculos, olhos,

ouvidos e sistema nervoso (Braverman et.al, 2016).

A ZS é uma sindrome rara que ainda nao é totalmente conhecida e, cujo tratamento ainda é
bastante limitado. Assim, € importante investir na investigacdo acerca desta doenga e das

estratégias terapéuticas para a tratar ou minimizar.

I.1 Etiologia

| Metabolic abnormality I | Peroxisomal metabolic pathway

Fatty acid R-oxidation

Pristanic acid (P) Fatty acid B-oxidation

Di-and trihydroxycholestanoicacid (P,U) Bile acid synthesis

Docosahexaenoic acid (P) DHA synthesis

ZELLWEGER

SYNDROME

Phytanic acid (P) Fatty acid a-oxidation

L-Pipecolic adid (P) L-Pipecolic acid oxidation

Ether Phosholipid biosynthesis

Oxalate and -
.— Glycola Glyoxylate degradation

Figura | - A sindrome de Zellweger e seu importante papel na identificagdo das diferentes fun¢ées metabélicas
dos peroxissomas em humanos deduzido das anormalidades metabdlicas descobertas ao longo dos anos —
adaptado de Wanders et al., 2018.

A ZS é causada por mutagdes genéticas, que desencadeiam erros no metabolismo dos

peroxissomas.
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Os peroxissomas estao envolvidos nos seguintes processos: alfa e beta oxidagao de acidos
gordos de cadeia longa e ramificada e acidos gordos dicarboxilicos, oxidagao do acido L-
pipecdlico, biossintese de plasmalogénios (familia tnica de glicerofosfolipidos da membrana
celular que contém uma ligagao vinil-éter) e acidos biliares e destoxificagao do glioxilato e
ROS (Fig.1). Nesta doenga, ocorre a acumulagao de intermediarios do acido biliar (DHCA e
THCA) que atravessam a BHE, causando lesoes no SNC. No entanto, ainda nao se sabe bem
o processo através do qual estes passam pela barreira. Os intermediarios C27 do acido biliar
sao toxicos e acredita-se que contribuam para a doenga hepatica, no entanto, um papel para
outras anormalidades bioquimicas neste processo nao pode ser descartado (Berendse et.dl,

2016).

Variantes patogénicas dos genes PEX, que codificam peroxinas, proteinas responsaveis pela
fungao peroxissomal, incluindo biogénese de membrana, importagao de proteinas da matriz e
proliferagao de peroxissomas, podem desencadear disfungao peroxissomal. Dos 16 genes
identificados em humanos, existem |3 nos quais ja foram detetadas mutagoes, as variantes
1,2,3, 5, 6, 10, 12, 13, 14, 16, 19 e 26 (Wanders et al, 2018). A ZS é mais frequentemente
causada por mutagoes nos genes PEX| (dois tergos dos casos) e PEX6; sendo que a PEXS foi
a mutagao mais comum num estudo coorte do Médio Oriente. Uma mutagao PEX especifica

nao pode ser prevista em testes bioquimicos realizados em amostras de soro (Shaheen R. et.dl,

2011).

Embora os disturbios dos acidos gordos mitocondriais estejam incluidos no screening neonatal,
disturbios do peroxissoma nao o sao. O teste de triagem apropriado para uma crianga com
suspeita de ZS é uma medicao dos niveis de VLCFA no plasma. Concentragoes plasmaticas
elevadas dos seguintes VLCFAs:acido hexacosandico (designado C26:0 para uma cadeia de 26
carbonos totalmente saturada), o acido hexacosandico monoinsaturado (C26:1) e acido

tetracosanoico, sao indicadores de doenga peroxissomal (Grayer et.al, 2005).

1.2. Epidemiologia

A ZS que faz parte deste conjunto de disturbios, também designada por sindrome cérebro-
hepato-renal tem uma incidéncia de, aproximadamente | para 50000 até | para 1000000.
Especificando um pouco, os ZSD ocorrem em todo o mundo, variando entre regioes. Por
exemplo, a incidéncia de Desordens do Espectro de Zellweger foi estimada como sendo | em
50.000 recém-nascidos nos Estados Unidos (Gould S. et. al, 2001). Por exemplo, a incidéncia
da sindrome de Zellweger (classica) na regiao franco-canadiano do Quebec foi estimada como

sendo | em 12 (Levesque S. et.al, 2012). Uma incidéncia muito menor relatada no Japao, com
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uma estimativa incidéncia de | em 500.000 nascimentos (Shimozawa N. et.al, 2003). Dados de
incidéncia mais precisos irao estar disponiveis num futuro préximo, uma vez que a triagem
neonatal para a X-ALD vai comegar a ser implementada em inilmeros paises. O método de
triagem € baseado no C26:0-lisofosfatidilcolina (C26:0-lysoPC) em manchas de sangue secas

usando a tecnologia LC-MS/MS, que também identificara ZSD (Hubbard WC et.al, 2009).

1.3. Caracterizacao clinica

Existem 3 formas de apresentagao da ZS: a forma neonatal — infantil, a forma da infancia e a
forma adolescente — adulta. Dentro destas 3, a severidade da doenga € maior no periodo
neonatal, podendo mesmo levar a morte no primeiro ano de vida, nas formas mais graves de
doenca (Wanders et al, 2018). E muito importante realcar que a sintomatologia tipica neste
tipo de pacientes é dificil de descrever devido a severidade e variabilidade da apresentagao da

doenga e devido a heterogeneidade da doenca.

Os sintomas de ZS geralmente manifestam-se logo apds o nascimento. Anormalidades faciais
relacionado ao ZS envolvem ponte nasal larga, rosto achatado, testa alta, dobras epicanticas,
(dobras cutaneas localizadas na parte interna dos cantos dos olhos), crista da sobrancelha
subdesenvolvida e olhos arregalados. Recursos adicionais incluem alimentagao problematica,
figado e/ou bagco aumentados, problemas de audicao e visao, sangramento gastrointestinal,
ictericia (tonalidade amarelada da pele relacionada a disfungao hepatica), convulsoes,
subdesenvolvimento dos musculos e dificuldade de movimento (Zellweger Spectrum Disorders,
2022). Além disto, anormalidades oculares ocorrem com frequéncia e incluem cataratas,
glaucoma e turvagao da cérnea. Cistos renais corticais sao observaveis no ultrassom.
Condrodisplasia punctata, especialmente nos joelhos e cintura, foi identificada em raios X
esqueléticos. Malformagoes cardiovasculares e hipoplasia pulmonar também foram registados.
(Wanders et al., 2018). Para ser mais sucinto, os sintomas mais comuns incluem figado

aumentado, niveis elevados de ferro e cobre no sangue e disturbios visuais (Radwan, 2021).

Ainda é amplamente desconhecido quais anormalidades bioquimicas, isoladamente ou em
combinagao, desencadeiam as manifestagoes clinicas individuais, embora algumas correlagoes
tenham sido levantadas. Os intermediarios dos acidos biliares C27 siao toxicos e contribuem
para lesao hepatica, no entanto, um papel para outras anormalidades bioquimicas nao pode

ser descartado (Klouwer et al, 2019).
2. Estratégias terapéuticas para a sindrome de Zellweger

A ZS é uma doenga que nao tem cura (Klouwer et. al, 2015).
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Atualmente, o tratamento foca — se principalmente em terapias sintomaticas e cuidados de
suporte (supportive care), ou seja, o principal objetivo é otimizar a qualidade de vida dos utentes
(Grayer J. etal, 2005) Todos os pacientes com ZSD precisam ser examinados para
insuficiéncia, epilepsia, baixos niveis de vitaminas lipossoliveis, coagulopatia parcialmente
dependente de vitamina K, altos niveis de acido fitanico, deficiéncia auditiva ou visual e
hipoplasia do esmalte. Eles devem ser tratados de acordo com as anormalidades e/ou uma

dieta com restrigao em acido fitanico (Klouwer et al., 2015).

A suplementagao com vitaminas lipossoluveis como as vitaminas A, D, E e K é recomendada
dado que muitos pacientes experienciam ma absorgao lipidica. Muitos pacientes com ZS
precisarao da colocagao do tubo da gastrostomia e a anestesia cirurgica pode ser administrada
com seguranga apesar da hipotonia (Grayer et.al, 2005; Platis CM et.al ,2006). A ZS esta
associada com colestase e lesao hepatica que pode ser melhorado pela reposicao oral de
acidos biliares. Pacientes com ZS com mais de |2 meses de idade devem ser monitorizados
para oxaluria e nefrolitiase resultante, que pode levar a insuficiéncia renal (Gould §J et.al, 2001).
Como a maioria dos pacientes poderao ter insuficiéncia adrenal, é recomendado realizarem
um teste de estimulagago ACTH para avaliar a fungao adrenocortical. Caso se verifique
insuficiéncia adrenal, deve ser implementada uma suplementagao diaria de corticoides com
uma dose aumentada em momentos de doenca aguda e stress cirurgico (Woodcock T. et al,

2020).

E importante que haja uma avaliagio da fungio hepatica, renal e de coagulagio para saber o

grau de evolugao da doenga.

A Terapia com CA (Cholbam) é a Unica terapia aprovada pelo FDA dos Estados Unidos para o
tratamento de ZSDs tanto em pacientes pediitricos como adultos que exibem doenca
hepatica, esteatorreia e complicagbes decorrentes da reduzida absor¢io de vitaminas

lipossoluveis (Berendse et al, 2016).

3. Mecanismo de acdo do acido célico: relevancia dos peroxissomas e
o seu papel na biossintese de acidos biliares a partir do colesterol no

figado

A suplementagao com CA, um acido biliar primario, foi sugerido como uma terapia potencial
para pacientes com um ZSD, uma vez que o CA reprime o primeiro passo da biossintese de

acidos biliares através da via principal, levando a niveis reduzidos de intermediarios toxicos do
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acido biliar C27 (Berendse et.al., 2016). Além disso, foi levantada a hipotese de que a terapia
com CA, leva a uma melhor solubilizagdo de gorduras dietéticas e vitaminas lipossoluveis,
causando uma redugao de esteatorreia, aumento dos niveis de vitaminas lipossollveis e
crescimento melhorado. A downregulation da sintese de acidos biliares com redugao nos niveis
de intermediarios C27-acido biliar durante a terapia com CA tem uma base cientifica sélida,
tendo sido comprovada pela primeira vez ha mais de 20 anos numa crianga com ZSD grave e
demonstrada mais recentemente em pacientes ZSD apos o tratamento com CA por 9 meses
e durante a terapia de AC de longo prazo. Por esta razao, € crucial falar do papel deste acido
na ZS, dado ser o composto com maior relevancia na terapéutica da sindrome. Todavia, ha
que realgar que a terapia com CA destina- se a atuar na etapa de formagao dos acidos biliares
toxicos, mas nao atua na acumulagao de VLCFAs e dos acidos fitanico, pristanico e pipecélico,
nem na diminuicao da produgao de plasmalogénios. Pode-se concluir que o CA nao aborda
todos os fundamentos bioquimicos de PBD-ZSD, e nao resolve os problemas inerentes a causa

genética da doenca (Berendse et al., 2016).

CA

Figura 2 - Estrutura do dcido cdlico

O CA é um dacido biliar de 24 carbonos (Fig.2), que é util na absor¢ao de vitaminas
lipossoluveis (Keane MH et.al, 2007). Devido a disfungao hepatica e comprometimento da
sintese de lipoproteinas em pacientes com ZS, ha uma deficiéncia de vitaminas lipossoluveis, e
o uso de CA tem sido usado noutros disturbios da fungao hepatica. Foi aprovado pelo FDA
dos EUA para uso em pacientes com ZS. No entanto, ha poucas evidéncias sobre sua eficacia

(Klouwer et al., 2015).

Como se pode ver através da Figura 3, a deficiéncia de peroxissomas causa défice de acidos
biliares C24 primarios, o que leva a uma inibicao do feedback negativo que controla a

homeostase dos acidos biliares.
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Figura 3 — A) Défice na sintese de dcidos biliares em pacientes com
ZSD. B) Mecanismo do CA em pacientes com ZSD, adaptado de
Anderson et.al, 2021

Os acidos biliares sao sintetizados nos hepatocitos a partir do colesterol e do 24-

hidroxicolesterol derivado do cérebro. Apos a modificagao do anel esteroide do colesterol e
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clivagem oxidativa da cadeia lateral, estes sao finalmente conjugados com glicina ou taurina e
secretados. Os peroxissomas sao responsaveis pela clivagem da cadeia lateral por B-oxidagao,
na qual AMACR, ACOX?2, DBP e SCPx metabolizam os ésteres de CoA de intermediarios de
acidos biliares, como o acido 3a, 7a, 12a-THCA e o acido 3a, 7a-DHCA, em 4cidos biliares
primarios, como o CA e o CDCA, respetivamente. Além disso, ABCD3 é um transportador
envolvido na passagem dos ésteres CoA dos intermediarios dos acidos biliares através da
membrana do peroxissoma. A acumulagao de THCA/DHCA foi observada em pacientes com
falta dessas enzimas. Basicamente, nesta situagao, o THCA e DHCA até podem atravessar a
membrana do peroxissoma, mas na auséncia destas enzimas nao sao transformados e acabam
por se acumular dento do peroxissoma (Kawai et al, 2023). A sua biossintese pode ser

comprovada através da Fig.4.

Cholesterol

|
| Peroxisome

THCA N\
1
| I—

THC-CoA a-Methylacy-CoA racemase
(25R)

THC-CoA (25S)

) o) |

Branched-chain acyl-CoA oxidase

24-ene-THC-CoA

DBP I

D-bifunctional protein hydratase

(24R)-OH, (25R)-THC-CoA

DBP

D-bifunctional protein dehydrogenase

24-keto, (25R)-THC-CoA

Sterol carrier protein X

Cholic acid -CoA

BAAT \

Bile acykCoA: amino acid
acy'transferase

tauro-CA, glyco-CA

\s DH J

Figura 4 - Biossintese dos dcidos biliares, adaptado de Kawai
etal, 2023.

Além disso, ocorre a formagao de intermediarios dos acidos biliares, que sao citotoxicos
(devido a transcricao aumentada de CYP7AI). A deficiéncia em acidos biliares primarios causa
comprometimento do fluxo biliar e colestase, bem como absorgao reduzida de gorduras
dietéticas e vitaminas lipossoluveis. A introducao de CA exdgeno restaura os niveis dos acidos
biliares primarios, melhora o fluxo e a absor¢ao biliar e reativa o feedback negativo, que, por

meio da repressao do CYP7AI, reduz os niveis dos intermediarios dos acidos biliares C27

(Kawai et al, 2021).

A tabela 3 apresenta os alimentos que podem ou nao ser consumidos.
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Tabela 3 - Alimentos recomendados e de evitar na ZS- adaptado de Khadpe et al., 2019.

Alto contelido em acido fitanico — Alimentos nao

recomendados
Fruta, cereais e vegetais Peixe
Oleos de girassol e de cartamo Todos os produtos derivados do leite
Carne de porco ou aves Bife, refei¢oes de coelho, produtos derivados da

ovelha e cabra

Leite da mama (especialmente de maes que
consumam peixe para ter DHA)

0

Figura 5 - Estrutura do dcido fiténico

7

E oportuno salientar que cortar em precursores de VLCFA nao tem assim tanto beneficio
devido a producao enddgena de VLCFA, mas, na minha opiniao, pode ajudar a amenizar os

sintomas.

Como foi referido anteriormente, a ZS é uma doenga que nao tem cura. O seu tratamento
deve ter como objetivo principal otimizar a qualidade de vida dos pacientes. Para isso, devem
ter atendimento interprofissional com uma equipa multidisciplinar constituida por especialistas
em doengas metabolicas, neurologia, oftalmologia, otorrinolaringologia, terapeuta ocupacional
e fisioterapeuta com acompanhamento adequado antes da alta hospitalar. Isto € extremamente
importante, uma vez que a ZS afeta varios 6rgaos. Além disso, a integragao de recursos
paliativos desempenha um papel fundamental na melhoria da qualidade de vida de bebés e pais.
E de salientar que o aconselhamento genético é fundamental para o diagnéstico precoce. Além
disso, os pacientes irao ter necessidades dietéticas especiais e dificuldades na alimentagao. Ha
certas dietas como a dieta cetogénica, que se tornam arriscadas porque vao aumentar os niveis
de VLCFA (Grayer et.al, 2005). Além disso, uma dieta restrita em acido fitanico so é necessaria
quando os niveis de acido fitanico sao extremamente altos e nao sao recomendados quando
os niveis aumentam moderadamente, 2 medida que a ingestao suficiente de calorias é mais
decisiva (Lertsirivorakul J. et.al, 2012). A tabela 3, apresentada em cima, apresenta os alimentos

que podem ou nao ser consumidos/integrados na dieta do paciente.

As andlises laboratoriais em que se assenta a sindrome sao concentragoes altas de VLCFA no

plasma, intermediarios dos acidos biliares, DHCA e THCA, e dos acidos fitanico, pristanico e
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pipecdlico no sangue; baixas concentragoes de plasmalogénio nos eritrocitos (Berendse et al,
2016) e altas concentragoes de acidos biliares e acido pipecodlico na urina. O método de
triagem mais comum, com base nas andlises laboratoriais, € a detegao de niveis elevados de

VLCFA no sangue (Grayer et.al, 2005).

Sao conhecidas duas caracteristicas fulcrais dos peroxissomas: as peroxinas acumulam-se nas
mitocondrias em células derivadas de pacientes com ZS e as proteinas peroxissomais
acumulam-se nas mitocondrias na auséncia de peroxissomas. O método de triagem mais
comum € a detegao de niveis elevados de VLCFA no sangue. Portanto, antes de mais, como a
maioria dos pacientes morre na infancia, deve ser realizado um diagnéstico pré-natal. Para
isso, podemos recorrer a testes de imagiologia como a RM do cérebro e a ultrassonografia
abdominal. A RM do cérebro pode mostrar varias alteragoes, incluindo displasia neocortical,
alteragoes da mielinizagao, alteragao dos padroes corticais, diminuicao do volume da

substancia branca, dilatagao ventricular bilateral e quistos germinoliticos (Kawai et al., 2023).

A Ultrassonografia abdominal evidencia hepatomegalia e/ou quistos renais. Os Testes de
processos relacionados com os peroxissomas, em fibroblastos de pele cultivados, ajudam a
confirmar o diagnostico. O Teste genético identifica o defeito molecular especifico para
confirmar o diagndstico. Sabe — se que estes tipos de testes estao disponiveis para os |2 genes
causadores da doenga. O diagnostico in utero, por obtengao de amostra de vilosidades
corionicas, pode ser realizado se existir suspeita de disturbio ou historia familiar (Stanley

Oiseth et.al, 2022).

Apos a andlise clinica da presenga de ZSD, o passo seguinte envolve o teste bioquimico em
amostras acessiveis como o sangue e urina. Este tipo de teste inclui a quantificacao de VLCFA,
os intermediarios DHCA e THCA, os acidos fitanico, pristanico e acido pipecolico no plasma
e niveis de plasmalogénios nos eritrocitos. Adicionalmente, acidos biliares e oxalico podem
ser analisados na urina. Se a suspeita de ZS for elevada e os parametros peroxisséomicos no
sangue e urina forem normais, é recomendado um teste em culturas de fibroblastos a 40 °C
(Zeharia A et.al, 2007). Em alguns casos, podem se encontrar VLCFA atipicos em fibroblastos
como por exemplo ultra-VLC-PUFA (Takashima S. et.al, 202 ). Subsequentemente, é realizada
a andlise da mutagao no gene PEX defeituoso em todos os pacientes para confirmar o

diagndstico (Kawai et al., 2023).

Foi realizado um estudo relevante que demonstra a utilidade do PGD numa familia afetada por

uma mutagao no gene PEX26. Este foi o primeiro relato de uma terapéutica bem-sucedida,
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que levou ao nascimento de 4 bebés com ZS, sendo que um deles era homozigético, e, com

isto, o aborto podera nao ser necessario no futuro (Al-Sayed M et.al, 2007).

Mais recentemente, a avaliagao do perfil proteico peroxissomal usando a espetrometria de
massa foi realizada num tecido hepatico humano. Embora a protedmica peroxissomal nao seja
uma técnica de diagndstico padrao neste momento, esta tecnologia tem o potencial de

fornecer mais informagoes sobre a quimica bio-peroxissomal (T.Gronemeyer et al., 2013).

Esta disponivel um score de severidade para esta patologia, que usa uma escala de severidade
de 3 pontos baseada em 14 dominios clinicos e validado em 30 pacientes com ZS. Um estudo
recente afirma que os niveis de VLCFA poderao estar associados a idade de onset/ inicio dos

sintomas de ZS, mas nenhuma correlagao direta foi reportada (Stradomska, T.J. et.al, 2020).

Aproximadamente 70% dos pacientes ZSD apresentam mutagoes bialélicas PEX| e o p.G843D
representa 40 % dos alelos PEX], tendo sido identificados até agora 90 mutagoes neste gene

(M.S. Ebberink et.al, 2011).

PEXI é uma AAA-ATPase que oligomeriza com PEX6 e PEX26 e recicla PEX5 da membrana
do peroxissoma para o citoplasma (Platta W.H et.al, 2008). Além disso, as proteinas da familia
AAA sao um grupo de proteinas que utilizam a energia do ATP (por hidrolise) para remodelar
complexos moleculares. PEX6 e PEX| formam um anel hetero-hexamérico, melhor descrito
como um trimero de dimeros PEXI/PEX6 fundamentais para importar proteinas da matriz
e/ou para a fusao de vesiculas. As proteinas importadas para os peroxissomas tém um motivo,
conhecido como sinal de direcionamento peroxissomal-| ou -2 (PTS1/-2), que sao modulados
pelos recetores dos peroxissomas (K.Germain etal, 2020) Varias proteinas da matriz
peroxissomal contém uma sequéncia peroxissomica conservada (serina-lisina-leucina),
conhecido como motivo PTSI, na extremidade C-terminal, que é reconhecida pelo recetor
PEXS. Outras proteinas contém um motivo PTS2 localizado no terminal amino, que sao
reconhecidas pelo recetor PEX7 (K. Germain et al, 2020; o recetor PEX7 nao esta
representado na imagem abaixo). Enquanto que o PEXS5 é suficiente para o direcionamento de
proteinas contendo PTS| para o complexo de ancoragem peroxissomal seguido de importagao
para a matriz peroxissomal, PEX7 requer diferentes co-recetores, como o PEXI8, para ser
funcionalmente ativos que diferem consoante a espécie envolvida. Nem todas proteinas da
matriz peroxissomica contém um PTS| ou PTS2. Pelo menos, algumas dessas proteinas
contendo nao-PTSI/nao-PTS2 sao importadas para peroxissomas através de um chamado
mecanismo piggyback pelo qual a proteina é cotransportada junto com uma proteina que tem

um PTSI- ou uma sequéncia PTS2. Apos o encaixe dos 2 recetores carregados de carga
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diferentes, as proteinas PTS| e PTS2 devem ser translocadas através da membrana por
intermédio do complexo de importagao/docking PEX|3-PEX14 para serem libertadas dentro
dos peroxissomas. As proteinas PEX5 e PEX7 nao carregadas sao recicladas de volta para o
citoplasma por meio do complexo PEX26—PEX|-PEX6. De forma importante, mecanismos
estao prontos para reciclar proteinas desnecessarias, danificadas e/ou envelhecidas, bem como
degradar todo a organelo por meio de um mecanismo chamado pexofagia (Wanders et al,

2018), que sera explicada mais a frente.

Por outro lado, a HNRNPAI esta envolvida no controlo da degradagao dos peroxissomas
através da regulagao da sequéncia-alvo peroxissomal (PTS2), que é regulada pelo recetor
PEX7. Além disso, algumas proteinas tém um nonapeptideo N-terminal ou interno. A perda
do complexo AAA, que consiste na uniao dos genes PEXI, PEX6 e PEX26 é a mutagao mais
comum em doengas associadas aos peroxissomas como € o caso da ZS. A delegao do PEXI

promove pexofagia, causando a degradacao dos peroxissomas (Enns et al., 2021).

Como € causada esta delegao? Basicamente, a HNRNPAI liga-se ao fragmento 3’ UTR do
mRNA do PEX |, regulando a sua expressao. A deplecao de HNRPNAI causa a downregulation
do PEXI através da diminuicao da expressao do reporter do mRNA, que leva a perda dos

peroxissomas.

Nesta imagem de baixo (Fig.6), € possivel perceber de uma maneira mais lucida, o mecanismo

da pexofagia e a disposicao do complexo AAA.

A Basal conditions

-PTS1
-PTS1 -PTS1

-PTS1

B  AAA-complex depletion
pexophagy

PTS1  -PTS1

Figura 6-Um modelo para a pexofagia
AAA-dependente, adaptado de Enns et
al., 2021
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De acordo com esta imagem, PEX5 liga-se a proteinas-alvo PTSI| do citoplasma e liberta na
matriz peroxissomica. Em seguida, o PEX5 retorna ao citoplasma por retrotranslocagao
através do complexo ATPase do tipo AAA (Waterham R.W et.al, 2012). As modificagoes da
ubiquitina controlam o ciclo de importagao do PEX5. A mono-ubiquitinagao de PEXS, causada
pela enzima E2 (UBCHS5), promove a reciclagem de PEX5, enquanto que o PEX5
poliubiquitinado ¢é degradado (Wang W. etal, 2017). Portanto, a perda do complexo
peroxissomal AAA-ATPase desencadeia pexofagia por acumulagao do PEXS5 (Law B. K. et.al,
2017). Da mesma forma, descobrimos que a pexofagia era induzida pela regulagao negativa de
PEXI| em células com deplecao de HNRNPAI. Além disso, foi descoberto que a deplegao de
HNRNPAI aumenta significativamente os niveis de ROS peroxissomais em células Hela
(Fig.6). O aumento de ROS observado durante a deplecao de HNRNPAI diminui através do
tratamento com NAC. E importante realcar que recentemente foi relatado que em resposta
ao aumento de ROS, ATM fosforila PEXS, que subsequentemente induz a sua ubiquitinagao, e
o ubiquitinado PEX5 ¢é ainda reconhecido por SQSTMI/p62, a proteina adaptadora de
autofagia (Zhang J. et.al, 2015).

4. Estudos clinicos com acido célico na sindrome de Zellweger

Estudo clinico |

Neste primeiro estudo, resultados do maior estudo clinico até hoje investigando o uso de CA
em pacientes com sintese de acidos biliares levou a aprovagao do FDA de Cholbam, um
medicamento em forma de capsulas contendo CA em margo de 2015. Neste estudo de fase
3, nao randomizado e nao comparativo conduzido em pacientes com mais de |8 anos, a eficacia
e a seguranc¢a do CA oral foram avaliadas em 70 pacientes com um Unico defeito enzimatico
(SED; n = 50) ou ZSD (n = 20). ZS (idade mediana, 6 anos) e NALD (idade mediana, 2 anos)
foram os ZSDs mais comuns. Os pacientes receberam 10—15 mg kg/dia de CA uma vez ao dia
ou em doses divididas duas vezes ao dia como capsulas despejadas em alimentos ou como uma
formulagao liquida (15 mg/mL) para pacientes que nao conseguiam engolir capsulas. A duragao
média do tratamento para pacientes no conjunto de seguranca foi de 145 semanas (intervalo
de 0 a 545 semanas). O tratamento com CA aumentou significativamente a excregao urinaria
de acidos biliares e melhorou a quimica hepatica com um aumento acentuado no nimero de
pacientes SED e ZSD com ALT sérica e valores de AST abaixo do limite superior do normal
(ULN) e uma diminuigao acentuada no nimero com valores 2 2 vezes o ULN (P < 0,0001)

(Anderson et al., 2021).
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A maioria dos pacientes com ZSD tinha niveis elevados de AST (77,8%) e ALT (59,3%) no
inicio do estudo. Apos o tratamento, 42,3% apresentaram niveis elevados de AST (P = 0,007),
e | 1,1% tinham niveis elevados de ALT (P = 0,0003), sugerindo uma redugao nos marcadores
bioquimicos de doenga hepatica. A bilirrubina direta sérica também significativamente
melhorou os perfis de peso para ambos pacientes. (P = 0,006) e aqueles com ZSD, com um
aumento nos percentis de peso de pacientes com ZSD de 8,3% pré-tratamento para 25,6%
pos-tratamento. Além disso, com excegao de fibrose em ponte, todos os parametros
histoldgicos melhoraram com tratamento com CA, incluindo colestase, células gigantes e
necrose. TEAEs foram predominantemente leves a moderados. Os autores concluiram que o
CA administrado por via oral numa dosagem de |5 mg/kg/dia € um tratamento eficaz, seguro

e bem tolerado para pacientes com um SED ou um ZS (Anderson et al,, 2021).

Uma continuagao deste estudo foi realizada durante 6 anos para avaliar melhor a eficacia e
seguranca da terapia AC em pacientes com distlrbios na sintese do acido biliar (Anderson et

al, 2021).

Estudo clinico 2

Este estudo aberto de fase 3 demonstrou que o acido cdélico (10—15mg/kg/dia; tratamento
médio duragao de 145 semanas) foi um tratamento seguro, eficaz e bem tolerado para
pacientes com disturbios da sintese de acidos biliares devido a SEDs e para pacientes ZSD

com disfungao hepatica (Heubi et. al, 2020).

Este estudo de fase 3, aberto e de brago Unico incluiu pacientes com BASD que recebeu acido
colico (10—15mg/kg/dia) como parte de um estudo anterior, ou foram diagnosticados
recentemente. Avaliagoes de eficacia incluiram acidos biliares atipicos urinarios; quimicas do
figado sérico; peso corporal e altura. Eficicia e andlises mostraram que o tratamento melhorou

significativamente os scores das ultimas caracteristicas referidas.

Os pacientes elegiveis tinham diagndstico de erro inatos da sintese de acidos biliares como
um SED ou ZSD. Pacientes que receberam acido colico como parte do estudo anterior e
recentemente diagnosticados (treatment-naive) eram elegiveis. O diagnostico de erro inato da
sintese de acidos biliares foi confirmado com base na andlise de espectrometria de massa FAB-

MS.

As andlises de eficicia compararam a linha de base com a pior resposta pos-linha de base

(primaria) ou melhor resposta pés-basal (sensibilidade).
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Caracterizaciao do estudo

Um total de 53 pacientes foram incluidos no estudo. Entre esses pacientes, 22 (42%) eram
treatment-naive e 3| (58%) estavam em acido cdlico de um estudo anterior. 4| pacientes (77%)
tiveram SEDs; 12 (23%) tinham um ZSD. Os pacientes foram tratados com 15 mg/kg/dia de
CA.

Na populagao total, nenhuma mudanga estatisticamente significativa foi observada em analises
da linha de base ao pior; redugoes estatisticamente significativas foram observadas nas analises
da linha de base para melhor. Com o tempo, a maioria dos pacientes melhorou ou estabilizou

os niveis de acidos biliares na urina.

O efeito do tratamento nas categorias de nivel de acido biliar urindrio (ou seja, normal, leve,
significativo, acentuado) também foi analisado com base nos shifts individuais dos pacientes
entre as categorias da linha de base para a pos-linha de base, que foram classificadas como
melhoradas, sem alteragoes ou pioradas. Por exemplo, um paciente com acidos biliares
urinarios na categoria “leve” na linha de base, que entao teve uma medi¢ao de “normal” pos-
baseline foi classificado como tendo uma melhoria nos niveis de acido biliar na urina, como se
pode ver na Fig.7. Os resultados sao apresentados ao longo do tempo durante um periodo de

48 semanas (Heubi et. al, 2020).
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Figura 7 - (A) Acidos biliares urindrios no inicio do estudo, pior resposta pés-base e melhor resposta pés-
base (populacdo total); numero e percentagem de pacientes nas populagdes (B) treatment-naive, (C)
tratadas anteriormente e (D) total por status ao longo do tempo; e (E) andlise de deslocamento para a
pulagdo total e status de tratamento. Os nimeros dentro das barras indicam n valores, adaptado de Heubi

& Setchell, 2020

A anadlise shift mostrou que na populagao total, e em pacientes treatment-naive e previamente

tratados, 90% dos pacientes melhoraram ou nao tiveram alteragao no estado.

Em pacientes treatment-naive, uma redugao da linha de base foi observada apés o tratamento
com CA, enquanto em pacientes previamente tratados, os niveis de AST e ALT permaneceram
estaveis. Resultados semelhantes foram encontrados quando avaliados pelo nivel absoluto de

AST e ALT ao longo do tempo.

Na populagao total, diminuigoes estatisticamente significativas nos percentis médios de peso
corporal foram observadas na andlise da linha de base para pior; aumentos estatisticamente
significativos na altura e percentis de peso corporal (P < 0,001) foram vistos em analises da

linha de base para melhor.
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Portanto, fazendo um apanhado geral destes estudos, podemos afirmar que o CA é benéfico
porque melhorou a fungao hepatica através da redugao dos valores das enzimas AST e ALT e
da bilirrubina direta sérica para niveis normais e estaveis, incrementos nos percentis de peso
e altura, estabilizacao/melhoria dos niveis dos acidos biliares urinario, aumento dos FGFI9 e
redugao dos niveis plasmaticos de C4. No entanto, é extremamente vital sublinhar que em
caso de pacientes com cirrose e fibrose hepatica severa o tratamento podera nao ser eficaz
e, em situagoes de deterioragao no estado, deve-se parar logo o tratamento. Nestes pacientes,

a doenga esta tao avangada que o CA ja nao é eficaz.
Destes estudos, podemos tirar certas ilagoes como:

|- Um periodo de tratamento de 21 meses podera ser muito curto para concluir se o CA

tem efeito na progressao do estudo clinico;

2 - A terapia com CA esta associada a altura e peso aumentados, melhoria na fungao
hepatica e reduzida bilis atipica, no entanto podera nao ser eficaz em casos de pacientes com

cirrose;

3 - O tratamento é aprovado em pacientes com ZS com manifestagoes de doenga hepatica,

esteatorreia ou complicagoes resultantes de uma baixa absor¢ao de vitaminas lipossoluveis;
4 - Nenhum dos observados efeitos secundarios estavam relacionados com o CA;

5 - Os beneficios desta terapia nao estao provados e efeitos secundarios possiveis

poderao afetar a decisao de continuar ou nao com este tratamento (Heubi et. al, 2020).

5. Conclusdes e perspetivas futuras

Para concluir, em pacientes com ZSD, a terapia deve ser uma terapia de suporte para controlar
os sintomas e melhorar a qualidade de vida. Estudos futuros, particularmente aqueles em
pacientes com inicio precoce da terapia AC, sao necessarios para elucidar os efeitos do
tratamento hepatico e extra-hepatico a longo prazo. Esses estudos ajudariam a estabelecer a
durabilidade da terapia AC na manutengao da fungao hepatica em pacientes com ZSD e pode
determinar se existe um limite para quando o tratamento se tornar menos capaz de preservar
a funcao. Além disso, estudos futuros devem ter como objetivo identificar se existe um
subgrupo de pacientes com ZSD que mais beneficiariam da terapia CA em relagao a idade e
variagao histoldgica e parametros bioquimicos no diagnostico. Esperemos que num futuro
proximo, mais estudos atualizados surjam e que seja possivel encontrar a cura para esta

sindrome.
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