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Abreviaturas
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l. Introducao

O farmacéutico comunitario, como interveniente na preparagao de medicamentos,
data do fim da Idade Média, onde era conhecido como boticério.' Desde essa era, varias foram
as alteragoes que se fizeram sentir, tanto ao nivel dos cuidados de saude, como no contributo
dos farmacéuticos para estes cuidados. Embora nao esteja descrito, o papel dos farmacéuticos
nos cuidados primarios de saude, tem vindo a ser considerado um elemento-chave para
alcancar uma sadde universal.

Com a descentralizagio da profissaio na doenga, o trabalho prestado pelos
farmacéuticos comunitarios passa a ser focado no doente."” Tais alteragdes contribuiram
também para a mudanga das suas responsabilidades, tornando a identificagao, resolugao e
prevencio de problemas derivados do medicamento, a sua principal fungio.’

Dada a ampla distribuicao nacional e a constituirem muitas vezes, as Unicas instalagoes
de saude disponiveis a populagao, as farmacias comunitarias adquirem uma perspetiva de
pontos estratégicos, para assegurar a salde e o bem-estar dos cidadios."* De modo a
acompanharem o envelhecimento da populacio e o consequente aumento das suas
necessidades em salde, estes estabelecimentos suportam-se essencialmente na formagao e
qualificagio dos seus profissionais, para a prestacio de servigos.”

Portugal é reconhecido, como um dos membros da Uniao Europeia que mais servigos
farmacéuticos disponibiliza a sua populagao, porém grandes reformas tém ocorrido neste
campo, dando origem ao conceito de cuidados farmacéuticos.”’ Estes cuidados, além de
incluirem a atividade dos farmacéuticos como parte integrante de cuidados primarios de saude,
englobam igualmente um ponto de vista ambiental das suas fungoes, bem como a atuagao na
sua area de conhecimento, o medicamento. Desta forma, os farmacéuticos sao responsaveis
por temas diversos, como a literacia em saude e a promogao de estilos de vida saudaveis, a
administracao de medicamentos e a imunizagao da populagao, a analise de parametros
bioquimicos e ainda a dete¢ao e prevengao precoce de doengas. Ao nivel do medicamento,
propriamente dito, podem auxiliar os seus utentes recorrendo a servigos de farmacoterapia,
aconselhamento, dispensa, revisao, reconciliagao, otimizagao e por fim, gestao da medicagao.
A atividade do farmacéutico é extensa, alargando-se igualmente até a saude ambiental, de
forma direta, através da gestao de residuos e cooperagao com os programas de reciclagem e
de forma indireta, pela promogao de uma atitude sustentavel nos seus utentes, visando
assegurar o uso racional dos medicamentos e dos recursos de saide disponiveis."***

Tendo o objetivo de providenciar aos seus estudantes, as ferramentas e conhecimentos

necessarios a execugao exemplar das suas fungoes futuras, o plano curricular do Mestrado



Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Coimbra é multivalente. Durante os
|0 semestres deste curso, a Faculdade de Farmacia proporciona aos seus estudantes aulas,
onde estes podem adquirir os conceitos basicos das diferentes fases e areas do medicamento,
com particular destaque as Unidades Curriculares de Farmacologia, Farmacoterapia,
Farmacovigilancia, Farmacologia Clinica e Indicagao Farmacéutica pela sua importancia direta,
no dia-a-dia dos farmacéuticos comunitarios. No seu Ultimo semestre, este mestrado conta
com uma componente pratica de estagio, onde os alunos sao colocados em farmacias
comunitarias, de modo a possibilitar o contacto com as fungoes diarias desempenhadas por
farmacéuticos, além de permitir que aprofundem e coloquem em pratica os conhecimentos,
obtidos ao longo dos 5 anos de curso.

Deste modo, este relatério surge no ambito da Unidade Curricular “Estagio”, com o
objetivo de descrever o meu estagio na Farmacia Isabel Folhas, sob orientacao da Dra. Isabel
Maria Fresco Costa Folhas e que decorreu de 10 de janeiro a 20 de abril. Ao longo deste
documento, sera feita a apresentagao inicial da farmacia, seguindo-se a analise SWOT do
estagio, breves considera¢oes finais e por fim, serao disponibilizados, em anexo, 5 casos

clinicos (Anexo ).

I.1. Farmacia Isabel Folhas

A Farmacia Isabel Folhas esta localizada na rua Carolina Michaellis n.°20, no bairro da
Solum, em Coimbra, uma posicao privilegiada no centro da cidade, onde se encontra
acompanhada por varios negocios e estruturas de ensino locais. Esta farmacia encontra-se em
horario laboral de segunda a sexta-feira das 9h as 20h e ao sabado da parte da manha das 9h
as |3h, exceto dias de servico permanente.

Nesta farmacia, a diregao técnica esta sob a responsabilidade da Dra. Isabel Folhas, a
qual lidera em conjunto com o Dr. Antonio Pereira, uma equipa constituida por 4
farmacéuticos, | técnica auxiliar de farmacia, | trabalhador indiferenciado, | estagiario e |
elemento de manutengao e limpeza. No decorrer da atividade diaria da Farmacia Isabel Folhas,
os seus membros tomam lugar em fungdes distintas nos diversos setores desta empresa. A
gestao de topo formada pela Dra. Isabel Folhas e o Dr. Antonio Pereira, diretor do
departamento de qualidade e consultor da farmacia, assumem responsabilidades no
posicionamento estratégico da farmacia, no aprovisionamento de medicamentos, na gestao de
documentagao e recursos humanos, na atribuicao de fungdes e estdo ainda encarregues da
seccao de compras e parcerias, auxiliando, sempre que requerido, os restantes elementos nas
suas tarefas. Aos restantes integrantes da equipa compete o atendimento ao balcao, o

aconselhamento e dispensa de medicamentos, a prestagao dos servigos praticados pela
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farmacia, o auxilio na gestao de inventario e prazos de validade, a criagao e promogao de agoes
de marketing, o fecho de receituario e a recegao, devolugao e organizacao de encomendas.
Embora em diferentes fungoes, sao incutidos principios de exceléncia, profissionalismo,
empenho e empatia a todos os elementos da equipa de forma a que, a Farmacia Isabel Folhas
seja reconhecida como referéncia no aconselhamento e na prestagao de servicos

farmacéuticos.

2. Analise SWOT

A andlise SWOT ¢é uma ferramenta simples de uso comum, para o planeamento
estratégico empresarial, porém tem sido adaptada como uma abordagem para avaliar
estratégias de ensino.*” Tendo em conta a (ltima premissa, a analise SWOT sera utilizada
neste relatério para explorar e descrever os fatores internos (Forgas e Fraquezas) e externos

(Oportunidades e Ameacas), identificados durante o estagio.

2.1. Forcgas

2.1.1. Plano de Estagio

O meu percurso na Farmacia Isabel Folhas, teve inicio a 10 de janeiro de 2022, dia em
que fui apresentado a equipa e em que pude conhecer as suas instalagoes. Apos este primeiro
contacto e dado ser uma farmacia certificada foi-me facultado o “Manual de Estagiario”. A
existéncia deste manual com um plano de estagio, previamente definido e adaptado aos meus
conhecimentos, permitiu-me integrar, de forma gradual na atividade diaria da farmacia,
comegando por tarefas mais rotineiras, como a gestao de inventario, a arrumagao e a recegao
de encomendas.

Assim foi-me possivel familiarizar tanto com o programa “Sifarma 2000®”, como com
a designagao comercial dos medicamentos e a sua disposigao na farmacia. Ainda antes de
passar a fase de atendimento ao publico, tive a oportunidade de acompanhar os diferentes
profissionais da farmacia no seu dia-a-dia, de modo a aprender como e o que aconselhar nas
mais diversas situagoes. Ja na fase final do meu estagio, esta estrutura de ensino continuo
verificou-se uma mais-valia, dado que os conhecimentos obtidos durante as fases anteriores,
tanto ao nivel do medicamento e do aconselhamento em saiude, como também em termos de
software e organizagao espacial da farmacia, tornaram o meu atendimento mais fluido, agil e

completo.



2.1.2. Equipa e Ambiente de Trabalho

A relagao interpessoal entre colaboradores de uma empresa, independentemente da
sua dimensao, pode ser considerada um dos fatores mais importantes para a sua produtividade
e sucesso.

Na Farmadcia Isabel Folhas, desde o primeiro dia, fui recebido de bragos abertos por
uma equipa de profissionais exemplar, que proporcionou ao meu estigio uma dimensao
humana, essencial as fungoes do farmacéutico comunitario. Ao longo de todo o meu estagio,
estive inserido num ambiente altamente estimulante e dindmico que me permitiu aprender de
forma, mais rapida, uma vez que a equipa da Farmacia Isabel Folhas conseguiu despertar o meu
gosto pela profissdao. De facto, assistir de perto ao trabalho destes profissionais e a sua

dedicagao ao utente, enriqueceu o meu estagio, nao sé a nivel profissional como pessoal.

2.1.3. Tecnologia

A Farmacia Isabel Folhas é um estabelecimento tecnolédgico, prendado com
computadores modernos, uma montra digital, um “Pharmashop” (Anexo 2) e ainda um robd
de ultima geracao. Deste modo, os estagiarios da Farmacia Isabel Folhas podem contactar de
perto com as Ultimas inovagoes em farmacia, bem como beneficiar de uma formagao empirica,
sob o seu funcionamento e utilizacao.

A presenca destes dispositivos durante o percurso nesta farmacia, possibilitou-me
depreender como as novas tecnologias estao a ser adaptadas as farmacias comunitarias, bem
como identificar o seu papel na atividade do farmacéutico. Estes novos equipamentos, com
principal destaque ao robd, permitem reduzir o tempo gasto com tarefas rotineiras de logistica,
como a arrumagao de medicamentos, o controlo de inventdrio e a gestao de validades,
contribuindo para otimizar o tempo dos farmacéuticos e valorizar tanto o seu trabalho, como

o seu conhecimento.

2.1.4. Formagoes

Considerando a constante evolugao na area do medicamento e nos produtos de saude
e bem-estar, na Farmacia Isabel Folhas ha uma aposta constante na formagao, as quais sao
ministradas na sua maioria por delegados de informagao médica, durante o horario laboral da
farmacia.

Como membro estagiario desta equipa, tive a oportunidade de assistir a formagoes
relativas a suplementos alimentares, medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM) e

cosméticos, que complementaram e alargaram os meus conhecimentos.



2.2. Fraquezas

2.2.1. Servicos Encerrados

Tendo em conta o aumento abrupto dos casos de COVID-19 no inicio do ano e
considerando tanto as caracteristicas, como as dimensoes do gabinete onde seria realizada a
maioria das determinagoes fisiologicas e bioquimicas, além dos testes audioldgicos, a Farmacia
Isabel Folhas sob voz da Dra. Isabel Folhas, optou por encerrar estes servigos, uma vez que
nao era possivel salvaguardar a integridade da equipa.’

Apesar destes servicos terem sido abordados, de forma essencialmente teorica
durante os 5 anos do mestrado, a componente empirica desenvolvida durante o estagio
curricular é essencial a sua consolidagio e aperfeicoamento, além de possibilitar a
familiarizacdo e o ganho de agilidade com os equipamentos e procedimentos a utilizar.

Porém, o encerramento destes servicos na Farmacia Isabel Folhas, durante todo o meu

periodo de estagio, impossibilitaram o ganho de experiéncia na execugao destes servicos.

2.2.2. Receitas Manuais

Embora, nos dias que correm, as prescrigoes eletronicas sejam de caracter obrigatorio,
alguns prescritores, quando devidamente identificados pelas suas ordens profissionais como —
“inadaptados”, podem ainda utilizar receitas manuais.’

Estas receitas, em alguns locais ja raras, dificultam muitas vezes o trabalho do
farmacéutico comunitario, tal como me foi possivel constatar e experienciar ao longo do
estagio. A caligrafia, por vezes, ilegivel ou de dificil compreensao, em conjunto com lapsos ou
erros de preenchimento de alguns campos como a quantidade, a data, ou a assinatura,
inviabilizam ou colocam em causa a qualidade do atendimento e aconselhamento
farmacéuticos. Assim, durante o meu percurso na Farmacia Isabel Folhas, foi-me varias vezes
necessario, pedir auxilio a colegas mais experientes e ja habituados a caligrafia dos
prescritores, de modo a nao cometer nenhum lapso durante o meu atendimento, além de ter
também contactado com diferentes médicos, de forma a minimizar o constrangimento para o

utente, com estas situagoes.

2.2.3. Medicamentos Veterinarios e Dispositivos Médicos

Considerando a sua localizagao citadina e os seus utentes, uma populagao
maioritariamente envelhecida e com varias patologias crénicas, a Farmacia Isabel Folhas conta
com um reduzido inventario de medicamentos veterinarios, mas por outro lado, interage

frequentemente com utentes que estao a iniciar ou utilizam dispositivos médicos.



Apesar de existirem 2 Unidades Curriculares no Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, especialmente dedicadas a estes temas, considero que os conhecimentos ai
adquiridos, sao insuficientes para o dia-a-dia na farmacia. Além desta pequena limitagao
curricular, nenhuma das formagoes que tive oportunidade de frequentar, durante o estagio,
incidiu sob medicamentos veterinarios, ou sob a utilizagao e aconselhamento de dispositivos
médicos, algo que acredito ter sido uma limitagao. A auséncia destes momentos auxiliares de
aquisi¢ao de conhecimentos, levou a que me sentisse pouco a vontade, tanto em recomendar
ou aconselhar medicamentos veterinarios, como em educar os utentes na utilizacao dos

dispositivos médicos.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Preparacao de Medicamentos Manipulados

Um dos servigos desempenhado pelos farmacéuticos da Farmacia Isabel Folhas consiste
na preparagao e dispensa de medicamentos manipulados.

Apesar da sua disponibilidade, entre janeiro e abril de 2022, houve uma reduzida
afluéncia a este servigo. Deste modo, penso que este, poderia ter sido um servico mais bem

explorado durante o meu estagio nesta farmacia.

2.3.2. Formagoes

Como ja foi anteriormente referido, o meu estagio na Farmacia Isabel Folhas
contemplou diversas formagoes em temas distintos, porém, existe ainda espaco para melhoria.
Visto que, as areas da higiene oral e dos cuidados nutricionais em criangas sao, na minha
opiniao, temas pouco abordados na academia, a sua incorporagao nas formagoes
disponibilizadas aos estagiarios, seria uma mais-valia. Com tais formagoes, os estudantes
terminariam o estagio, com um maior leque de conhecimentos e mais aptos a desempenhar
funcoes, sendo capazes de responder a questoes simples, como “qual o leite mais adequado a
uma crianga”, tendo em conta a sua idade, peso, alergias alimentares, ou ouras condi¢coes que
possa ter a si associadas, além de sabermos quais os cuidados, conselhos ou produtos mais

recomendados para os varios transtornos, intervencoes e/ou condigoes na cavidade oral.

2.3.3. Participagcao na Gestao de Topo

Na Farmacia Isabel Folhas, as fungdes relacionadas com a gestio de topo sao
asseguradas tanto pela Dra. Isabel Folhas, como pelo Dr. Antonio Pereira, ficando a restante

equipa afastada destas tarefas. Embora este seja um tema sensivel, dada a confidencialidade de
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alguns documentos e informagoes, considero que deveria ser proporcionado um maior
contacto dos estagiarios com este ambiente, nao s6 para melhor perceber as exigéncias de
uma farmacia comunitaria, mas também para compreender toda a logistica necessaria ao
funcionamento da farmacia, além de aprender a desempenhar estas fungoes, que mais tarde
nos podem ser exigidas.

Posto isto, considero que esta foi uma area que podia ter sido mais explorada durante
o meu percurso na Farmacia Isabel Folhas dotando-me do conhecimento necessario para
melhor compreender a importancia do trabalho “por detras do balcao” e identificar e
conhecer diferentes formas do executar como, a titulo de exemplo, como analisar o mercado
e posicionar a farmacia, ou como fazer a gestio e comunicagdo das movimentagoes de

psicotropicos e estupefacientes as entidades competentes.

2.4. Ameacgas

2.4.1. Atendimento Diferencial

Ao longo dos 4 meses de estagio e particularmente ja na sua ultima fase, pude notar
alguma reticéncia, por parte dos utentes a serem atendidos por mim, alguns por terem
relagoes familiares e outros por ja conhecerem e terem uma maior afinidade com elementos
da equipa que trabalham a mais tempo na Farmacia Isabel Folhas.

Este comportamento, se por um lado me permitiu perceber o grau de confian¢a que
os utentes depositam no seu farmacéutico, destacando o seu relevo como profissional de
salde, por outro, impossibilitou-me, por vezes, a realizar atendimentos e a ganhar experiéncia

profissional.

24.2. COVID-19

Ainda no decorrer do meu estagio curricular nesta farmacia, fui alvo da pandemia de
COVID-19, tendo ficado em isolamento profilatico de 6 a |3 de fevereiro de 2022. Apesar de
nao ter provocado sequelas, esta doenca deixou-se afastado da Farmacia Isabel Folhas durante
| semana, periodo no qual, ndo pude desempenhar fungoes, ganhar competéncias ou crescer

profissionalmente com o estagio.

3. Consideracoes Finais

Ao longo destes 4 meses na Farmacia Isabel Folhas, tive o privilégio de estagiar com
uma equipa de profissionais eximios na sua atividade e que prezam verdadeiramente pela satide

e bem-estar dos seus utentes. Durante este meu percurso, tive a oportunidade de aperfeigoar
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e alargar os meus conhecimentos na area do medicamento, bem como dar os primeiros passos

na vertente comunitaria da profissio. Foi-me ainda possivel, aprender os pilares do

farmacéutico comunitario, enquanto profissional de saide que trabalha para o utente e em
. ’ . . (13 ”» 4

prole do utente, visando uma saude universal. Acredito que esta “escola”, me enriqueceu

enquanto profissional, tanto pelo desenvolvimento de capacidades, como pela perspetiva

humana que me proporcionou e que € tao essencial no dia-a-dia do farmacéutico comunitario.
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5. Anexos

5.1. Anexo |:Casos Clinicos

5.1.1. Caso | — Contracecao de Emergéncia

Uma utente na casa dos 25 anos, dirigiu-se a farmacia para solicitar “a pilula do dia
seguinte”.

Em conversa com a utente, consegui perceber que a contracegao de emergéncia (CEM)
se destinava a propria e que esta, nao tomava qualquer tipo de medicagao. Apos ter
questionado, a utente indicou que em tempos ja tinha tomado a “pilula”, mas que de momento
nao utilizava qualquer tipo de método contracetivo e que a relagao sexual tinha ocorrido a
menos de 24 horas.

Tendo em conta estas informagoes, comecei por incentivar a utilizagio de métodos
contracetivos regulares, transmitindo a sua importancia e eficacia. Aproveitei também para
referir que, caso pretendesse reiniciar a toma da “pilula” diaria, deveria em primeiro lugar
consultar o seu médico, visto ser um medicamento sujeito a receita médica (MSRM) e de
forma a garantir a sua adequabilidade.'

Posto isto e dado que a relagao sexual tinha ocorrido a menos de 72 horas, aconselhei
Postinor® numa toma Unica. O Postinor® é um medicamento nio sujeito a receita médica
(MNSRM), cujo principio ativo sao |,5 mg de levonorgestrel, uma progesterona
frequentemente utilizada na CEM e que impede, de forma transitéria, a ovulagao durante a
fase folicular do ciclo menstrual.'®'' Ainda antes de ceder o medicamento, adverti a utente
para potenciais efeitos secundarios do levonorgestrel, sendo alguns destes: dores abdominais,
cefaleias, tonturas e nauseas. Dei principal destaque aos vomitos como um possivel efeito
secundario e expliquei a utente que, no caso de vomitos ou diarreia nas 3 horas subsequentes
a toma do Postinor®, deveria repetir a toma do medicamento, para garantir a eficicia da CEM.
Terminei o atendimento referindo que seria normal, sentir alteragoes no seu ciclo menstrual,
mas que estas nao seriam superiores a 3 dias, porém, se tal se verificasse deveria realizar um

teste de gravidez ou entrar em contacto com um profissional de saide."

5.1.2. Caso 2 — Eritema/Dermatite da Fralda

Um pai na casa dos 30 anos deslocou-se a farmacia a procura de uma pomada para a
“assadura da fralda”. O utente indicou-me que o filho de 4 meses estava com “rabinho assado”
ja ha 2 dias e que queria algo eficaz, pois o bebé estava a piorar.

O eritema da fralda é uma condigao dermatolégica em forma de “w”, muito prevalente

entre criangas. A sua aparigao esta em muito associada a retengao de fezes e urina pela fralda.
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Tal retengao propicia a acumulagao de humidade nesta zona, a qual aumenta a friccao entre a
pele e a fralda, bem como a presenca de enzimas e microrganismos que podem alterar a
integridade da pele. A Candida albicans é um fungo muito prevalente na dermatite da fralda,
sendo que a sua presenca tem relagio linear com o progresso da dermatite.'>"

Neste contexto, aconselhei ao utente a aplicagao de uma camada fina da pomada ISDIN
babynaturals com miconazol, sob a pele limpa e seca, durante um periodo de 7 dias e a cada
muda da fralda (conforme indicado pela marca)."* Expliquei ao utente que esta pomada, além
de ajudar a reparar, contém miconazol, um antifingico que previne o crescimento de
microorganismos, nomeadamente a Candida albicans, constituindo assim uma boa op¢ao para
o estado atual do bebé.'>"> Contudo, ressaltei que se a condi¢io nio melhorasse nos dias
seguintes, deveria consultar um profissional de saude, de preferéncia com o filho, para que
fosse possivel fazer um exame visual e avaliar melhor o caso.

De forma complementar indiquei que, apos a recuperagao do menino, o utente deveria
utilizar ou manter a utilizagao (caso ja usasse) de um creme barreira, a cada muda da fralda,
de forma a prevenir reincidéncias. Por fim aconselhei algumas medidas que, também iriam
ajudar na recuperagao e na prevengao da dermatite, como: aumentar a frequéncia da troca de
fraldas; privilegiar fraldas descartaveis e com maior capacidade absorvente e substituir o gel

de banho por um éleo de banho."

5.1.3. Caso 3 — Cessacao Tabagica

Dois utentes com idades entre os 40 e os 45 anos, marido e mulher, vém a farmacia
com intengio de deixar de fumar e pedem Dextazin®. O casal ja se tinha deslocado a farmécia
semanas antes, com o intuito de obterem informagoes relativamente a este medicamento que
referiram ter sido aconselhado por um amigo. De forma complementar, disseram ainda que ja
tinham tentado deixar de fumar sem auxilio medicamentoso, mas que nao tiveram sucesso.

O Dextazin® é um MNSRM de venda exclusiva em farmécia que contém 1,5 mg de
citisiniclina, um ativo da familia dos alcaloides, que apresenta uma afinidade de ligagao aos
recetores nicotinicos superior a nicotina, competindo com esta. Apesar da maior afinidade de
ligagio, este medicamento tem uma agao semelhante a nicotina, mas muito mais fraca.'®'”'®

O meu atendimento passou, em primeira instancia, por perceber se os utentes tinham
alguma patologia associada ou se tomavam algum medicamento, porém, percebi que eram
perfeitamente saudaveis e nao se encontravam medicados. Posto isto, comecei a avaliar o seu

grau de motivagao, de forma a depreender qual a sua vontade para parar de fumar. De seguida,

realizei com os utentes um teste de Fagerstrom, para avaliar o grau de dependéncia. Com o
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teste obtiveram a pontuagao de 4/10. Durante todo o atendimento o casal demonstrou-se
sempre cooperativo e interessado."”

Apos realizar o teste e ter confirmado a motivagao em largar este “vicio”, expus alguns
dos beneficios para a salide da cessagao tabagica como a diminuigao do risco de patologias
cardiovasculares, acidentes vasculares cerebrais, doencas pulmonares e mesmo neoplasias.
Procurei também abordar a questao econémica do tratamento, comparando o seu custo com
o gasto mensal em tabaco e incentivei os utentes a escreverem uma lista de razoes, pelas quais
pretendiam deixar de fumar, para que mais tarde servisse como motivagao e evitasse
recaidas.'”*

Antes de ceder o Dextazin®, expliquei que seria muito importante escolher o dia de
inicio do tratamento, privilegiando uma data em que estivessem mais comodos e com uma
maior disponibilidade temporal, de forma a cumprirem com a posologia e evitarem
esquecimentos. Adicionalmente aconselhei-os a fazerem uma preparagao nos dias que
antecedem o regime terapéutico, procurando evitar ou diminuir a frequéncia dos habitos
impulsionadores do ato de fumar, bem como optar por nao fumar os cigarros até ao fim ou
espagarem a sua utilizagao ao longo do dia.

Posto isto, passei a explicar as 5 fases de tratamento do Dextazin®, com auxilio visual
do panfleto do medicamento, referindo que até ao 5° dia de tratamento deveriam abolir
qualquer consumo de cigarros.'*"

Por fim, mas nio menos importante, alertei para os sintomas de abstinéncia que
poderiam sentir (irritabilidade, dificuldade de concentragao, insénia, aumento do apetite,
sensagao de tristeza e desejo de fumar), indicando que a prevaléncia e intensidade seria maior
nos primeiros dias de tratamento, a excegao do desejo de fumar, o qual pode perdurar por
18,19,20

mais tempo.

Algum tempo depois, o casal retornou a farmacia, satisfeitos com o tratamento.

5.1.4. Caso 4 — Disturbios do Sono e Alteracoes de Humor

Uma utente desloca-se a farmacia e pede por algo que auxilie a sua mae de 80 anos a
dormir. Refere que esta nao tem conseguido dormir muito bem e que demora muito a
adormecer, indica que a situagdo ja tinha ocorrido anteriormente, porém, tinha sido
solucionada com um suplemento de melatonina, do qual nao se recorda o nome. Ao dialogar
com a utente, pude de igual forma perceber que a mae era asmatica e hipertensa, mas tinha
ambas as patologias controladas. A utente revelou ainda que a senhora de 80 anos,

ultimamente, andava mais “mal-humorada”, algo que nao |he era caracteristico.
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Perante o contexto descrito, expliquei a utente que com o avangar idade, os disturbios
do sono sao mais frequentes, dada a menor produgao de melatonina com o
. 21,22 . e . A . . ’
envelhecimento.”"*" De igual forma, transmiti a importancia da melatonina como uma molécula
21,23,24
fundamental para regular o nosso sono.
Deste modo e dado a mae da utente ter mais de 55 anos, passei a aconselhar |

comprimido de Brainkin® Noite e Dia 30 minutos antes de adormecer.”**

Ja com a ajuda visual
do suplemento alimentar, indiquei que este seria uma boa opgao, visto ter na sua composicao
nao s6 melatonina, mas também triptofano, um aminoacido essencial que, além de contribuir
para a regulacio do sono, iria auxiliar no humor e bem-estar ao longo do dia.?***

Apesar da ajuda do suplemento alimentar, informei a utente que a pratica de uma boa
higiene do sono, seria sempre essencial, procurando cumprir com os horarios de descanso,
evitar o consumo de café durante a tarde, nao realizar sestas e escolher um local de descanso
cémodo e tranquilo.”’ Na eventualidade de nio obter melhoras, aconselhei a utente a

consultar com a mae o seu médico de familia.

5.1.5. Caso 5 — Preparagao para Colonoscopia

Um homem de 46 anos dirige-se a farmacia para adquirir Plenvu®, faz-se acompanhar
pelo guia de preparagao para colonoscopia, o qual indica que o referido exame sera realizado
na semana seguinte, pelas |5 horas. Apds ser questionado, revela saber que tem de ter
cuidados com a alimentagao, antes do exame, mas nao sabe muito bem quais, referindo que
na clinica onde ira fazer o exame so lhe deram o guia de preparacao.

O Plenvu® é frequentemente dispensado em farmacias, mediante a apresentacio do
protocolo de preparagao. Na sua composicao este medicamento contém 3 saquetas (saqueta
I, saqueta A e saqueta B) divididas por duas doses. O agente ativo nesta formulagao é o
macrogol, um laxante osmético que aumenta tanto o volume, como a fluidez das fezes.”®

No contexto descrito, comecei por perceber se o utente era medicado com algum
anticoagulante ou antiagregante e por outro lado, se tinha algum grau de disfungao renal, uma
vez que estas situagoes carecem de especial atengao, no entanto pude constatar que nao era
o caso. Posto isto e com a devida calma, comecei por esclarecer algumas duvidas do utente
como “o que posso comer?”, “quando é que tenho de ingerir a preparagao?”’ e “como é que
preparo o medicamento?”. Assim, expliquei que, nos 3 dias anteriores ao exame, nao deveria
comer legumes, fruta, verduras, nem sementes. Como possiveis alimentos a consumir sugeri:
carnes brancas, peixe, ovos, massa, batata, arroz e pao branco, porém, na refeicao que

antecedesse o inicio da preparagao, indiquei que apenas poderia ingerir alimentos liquidos, ou
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gelatina de cor clara, isto &, agua, caldo de canja coado, chas de cores claras (exemplo:
camomila), refrigerantes e sumos de fruta sem polpa.”***'

Dado o exame estar agendado para a parte da tarde, pelas |5 horas, aconselhei-o a
fazer a refeicao liquida, ao jantar do dia anterior e a iniciar o medicamento, na manha do dia
do exame. Em seguida, informei-o que o medicamento era composto por 3 saquetas, uma
referente a |* dose e as saquetas A e B, referentes a 2° dose. Esclareci que cada uma das doses
deveria ser dissolvida em 500 mL de agua, sendo que o utente deveria ingerir cada uma das
doses ao longo de 30 minutos e nos 30 minutos seguintes, beber mais 500 mL de 4gua.’' Deste
modo, passei a aconselhar a ingestao da primeira dose pelas 8 horas da manha e da segunda
as || horas, de forma a cumprir com um intervalo minimo de 2 horas, entre doses.””*° Ainda
em conversa com o utente, revelei ser de extrema importancia terminar a 2* dose no maximo
até as |2 horas e informei que, a partir deste momento, nao deveria consumir qualquer tipo
de liquidos até a colonoscopia, uma vez que iria ser anestesiado e nestes casos é necessario
garantir uma margem de 2 a 3 horas antes do exame, sem ingestao de qualquer tipo de
alimentos ou liquidos, sob risco de aspiragio pulmonar.?>***!

Como informacgoes finais, aconselhei o utente a colocar a preparacao no frigorifico, de
modo a mascarar o seu sabor salgado, bem como a ingerir a preparagao com recurso a uma
palhinha, com o intuito a nao estimular o centro do vémito, o que poderia potenciar as nauseas
e vémitos que sio efeitos secundarios comuns do Plenvu®?

Apos todo o dialogo, disponibilizei detalhadamente e de forma escrita, as instrugoes e

conselhos, para que fosse mais facil ao utente, segui-las.””*
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6. Anexo 2: Pharmashop

Figura | — Imagem exemplificativa do Pharmashop da farmacia.”
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Abreviaturas

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BPF — Boas Praticas de Fabrico

COVID-19 — Doenga do Coronavirus

FDA — “Food and Drug Administration”

INFARMED — Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude

SWOT - Forgas, Fraquezas, Oportunidades e Ameagas

29



l. Introducao

A industria farmacéutica, um setor altamente competitivo onde o principal pilar é a
inovagao, tem encontrado um percurso tortuoso nos Ultimos anos. Apesar das suas elevadas
receitas, as empresas farmacéuticas investem grande parte do seu lucro, na inovagao e
desenvolvimento, permitindo gerar novos medicamentos, responsaveis nao so pela melhoria
dos cuidados em saude, como pelo aumento da qualidade e da esperan¢a média de vida.
Porém, as mudancgas significativas dos ultimos anos, sob fatores com influéncia direta no racio
risco-beneficio do desenvolvimento de medicamentos originais, tém contribuido para uma
industria farmacéutica cada vez mais fragilizada, com um decrescente nimero de
medicamentos aprovados. Assim, aos dias de hoje, assistimos a demanda de varias
multinacionais farmacéuticas por alternativas atrativas e economicamente sustentaveis.'

De forma idéntica, as empresas farmacéuticas de genéricos enfrentam também
desafios. Os incentivos criados durante as Ultimas décadas, para a dispensa de medicamentos
genéricos e a criagao de vias abreviadas para a sua introdugao no mercado, tém auxiliado a
sua penetragao nos mercados mundiais. No entanto, existe ainda muito a otimizar. No caso
particular de Portugal, o mercado de genéricos representa um volume de 2460 milhoes de
euros, porém, e ao contrario do que ocorre nos Estados Unidos, demonstra uma baixa taxa
de penetracio, cerca de 48,4%, ficando também atras de outros parceiros europeus.”?

Considerando a sua baixa cota de mercado, existem algumas estratégias politicas que
podem ser aplicadas de modo a potenciar a penetragao de genéricos, entre elas: a prescri¢ao
obrigatoria pela denominagao comum internacional, a regulagao do pre¢o de genérico para
um minimo correspondente a metade do medicamento original e a otimizagao do processo
de substituigio do medicamento original.>?

Tendo em conta o seu paradigma atual, a industria farmacéutica € um setor
extremamente cativante, mas muito competitivo e desafiante para os profissionais que
trabalham ou venham a integrar esta area do medicamento.

Relativamente a capacidade deste setor industrial para captar novos talentos, segundo
os dados disponibilizados pela “American Association of Colleges of Pharmacy”, existem cada vez
mais alunos interessados em ingressar na industria do medicamento, apos a conclusao do seu
ciclo de estudos.*?

Com o intuito de formar especialistas no medicamento, preparados para enfrentar e
superar os desafios atuais da industria farmacéutica, o Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, lecionado na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, proporciona

aos seus estudantes nogoes teodricas e praticas, que lhes servirao de ferramentas para poderem
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desempenhar as mais diversas funcées, dentro da indistria do medicamento. E também com
este ambito que este mestrado proporciona aos seus estudantes a possibilidade de
ingressarem numa experiéncia curricular em ambiente empresarial.

No decorrer deste relatorio, sera feita uma introdugao sumaria a Bluepharma, local
que me acolheu durante o meu estagio curricular, seguindo-se uma analise SWOT do estagio

e por fim algumas consideragoes finais.

I.1. Bluepharma

A Bluepharma é uma industria farmacéutica de genéricos, com 2| anos de existéncia,
sediada em Sao Martinho do Bispo, em Coimbra. Embora ja muito premiada, esta empresa
continua com uma forte aposta na criagao de valor no setor do medicamento e na melhoria
continua dos seus servigos e produtos, aspirando a exceléncia na sua atividade.®

Desde 2001, ano em que a Bluepharma iniciou o seu percurso, varias sao as conquistas
que conseguiu alcangar, nao so6 ao nivel da sua qualidade, onde ¢é certificada pelo INFARMED,
FDA e ANVISA, mas também ao nivel da sua dimensao, contando ja com multiplas instalagoes
de investigagao, producao e logistica. Ao longo dos anos, tem também contribuido para a
criagao de emprego, constituindo aos dias de hoje, um grupo de mais de 20 empresas nacionais
e internacionais.®

Em 2008, a Bluepharma langou para o mercado o primeiro medicamento produzido
nas suas instalagoes. A partir desta data tem investido cada vez mais no seu portfdlio e na sua
capacidade produtiva, albergando ja varias tecnologias e possuindo uma capacidade produtiva
de 3 bilhdes de unidades de medicamentos solidos orais, por ano. Atualmente, tem ao seu
dispor um amplo conhecimento em férmulas solidas orais, medicamentos potentes,
plataformas de administracdo na mucosa oral e injetaveis complexos, uma das suas mais
recentes apostas.®

Apesar do seu crescimento exponencial nos ultimos anos, a Bluepharma é uma

empresa em constante inovagao, com os olhos voltados para o futuro.

2. Analise SWOT

A andlise SWOT ¢é uma ferramenta simples de uso comum, para o planeamento
estratégico empresarial, porém tem sido adaptada como uma abordagem para avaliar
estratégias de ensino.”® Tendo em conta a ultima premissa, a analise SWOT sera utilizada
neste relatério para explorar e descrever os fatores internos (Forgas e Fraquezas) e externos

(Oportunidades e Ameagas), identificados durante o estagio.
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2.1. Forcas

2.1.1. Plano de Estagio

A minha integragao na Bluepharma teve inicio no dia 2 de maio de 2022, onde pude
conhecer alguma da sua historia, bem como visitar as suas instalagoes e conhecer a equipa do
Desenvolvimento de Formulagao, onde fui colocado. Apos esta apresentagao inicial foi-me
entregue o plano de estagio.

Cada um dos departamentos da Bluepharma conta com programa de estagio
personalizado e inclusivo, que visa direcionar o estagiario num itinerario com um crescente
grau de envolvimento e adaptado as fungoes do setor em que esta inserido. Desta forma, pude
contar com um plano de estdgio inicialmente mais documental, com o intuito de me
proporcionar conhecimentos basicos sob os protocolos a seguir, como agir em conformidade
e quais as tecnologias que fazem parte do portefdlio da empresa. Apesar desta parte
documental inicial, rapidamente passei a acompanhar, no local, os diferentes projetos de
medicamentos genéricos e processos, em desenvolvimento e em comercializagao,
respetivamente.

O planeamento antecipado da estrutura e das atividades dos seus estagiarios consiste
numa grande vantagem das experiéncias curriculares na Bluepharma, dado que os alunos
dispoem de um “guiao”, ajustado ao departamento em que se encontram alocados. O plano
de estagio também descreve quais os momentos de aprendizagem essenciais, por onde o
estudante devera passar e contribui para um estagio mais organizado, coeso e coerente, com

um progresso gradual de aprendizagem.

2.1.2. Equipa e Ambiente de Trabalho

No departamento de Desenvolvimento de Formulagao e mais concretamente nas
formas farmacéuticas soélidas orais, onde estive colocado durante os meus 3 meses de estagio,
os planos de desenvolvimento de medicamentos genéricos, os quais eu designo neste
documento por “projetos”, sido atribuidos a 2 elementos, ficando um indicado como
responsavel principal e o segundo como seu substituto em caso de necessidade.

Para esta equipa, que representa um dos principais pilares da inovagao desta empresa,
a Bluepharma reuniu um grupo de profissionais de valéncias e percursos distintos, mas sempre
focados num objetivo comum, o sucesso dos projetos. Neste departamento, o espirito de
entreajuda, a boa disposi¢ao e a dedicagao sao elementos que fazem parte do seu dia-a-dia, o

que o torna um dos departamentos mais unidos e um local onde se deseja trabalhar.
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Ao longo do meu estagio, o ambiente deste grupo verificou-se muito enriquecedor,
incentivando a produtividade e permitindo potenciar o processo de aquisicio de novos
conhecimentos, quer pela grande disponibilidade de toda a equipa para ensinar, quer pela

proximidade que me foi possivel criar com cada um dos elementos do departamento.

2.1.3. Dimensao das Instalacoes

Desde a sua constituigao em 2001, a Bluepharma tem vindo a crescer cada vez mais a
varias dimensoes, uma das quais o tamanho das suas instalagoes e equipamentos.

Para um aluno do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, que nunca tenha
estado numa industria farmacéutica e que esta maioritariamente familiarizado com instalagoes
e equipamentos a escala laboratorial, contactar pela primeira vez com a dimensao industrial
da Bluepharma é uma experiéncia muito estimulante. Assim, acredito que este contacto tenha
sido crucial, nao s6 para alargar os meus horizontes, como também para promover o meu
desenvolvimento profissional, com a aquisi¢io de competéncias relativas aos processos e aos

medicamentos a dimensao industrial.

2.1.4. Formagoes Internas e Apresentagoes

Durante o meu percurso na Bluepharma e estando inserido numa equipa responsavel
pelo desenvolvimento de medicamentos genéricos, desde a sua formulagao inicial, a sua
producao numa escala pré-piloto ou, por vezes, numa escala industrial, o meu estagio foi
repleto de momentos de formagao praticos e tedricos que, de certo, enriqueceram os meus
conhecimentos.

A Bluepharma disponibiliza aos seus estagiarios, independentemente do seu
departamento, uma formagao inicial que ambiciona, nao sé introduzi-los a industria
farmacéutica, aos seus requisitos e funcionamento, mas também prepara-los para as fungoes
que venham a desempenhar. Para la destas formagoes iniciais, cada departamento conta com
um conjunto de formagoes especificas, tendo em consideragao os equipamentos que utilizam,
o ambiente em que operam, as suas responsabilidades e também as tarefas que realizam. Com
uma periodicidade semanal ou quinzenal, a Bluepharma faculta de igual forma aos seus
funcionarios, uma apresentagao sob formato de entrevista, em horario laboral, onde sao
expostos temas cientificos em investigagao, além de tecnologias, metodologias ou programas
em desenvolvimento ou em integragao na empresa.

Dado o departamento em que me encontrava, disfrutei ainda de varias formagoes

praticas, ministradas no local, incidindo tanto sob processos de obtencao de formas
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farmacéuticas solidas orais, como sob equipamentos utilizados e as variaveis de processo a

controlar, o que contribuiu para expandir as minhas competéncias na area do medicamento.

2.1.5. Acompanhamento de Diferentes Projetos e Formuladores

Cada elemento do Desenvolvimento de Formulagao tem pelo menos um ou dois
projetos a seu cargo, tal possibilitou-me acompanhar varias e distintas fases do
desenvolvimento de genéricos. Deste modo, ao longo do estagio pude percecionar tanto o
impacto de diferentes formulagoes para o mesmo processo, como o impacto do processo
escolhido e das suas caracteristicas, no desempenho final do produto.

Adicionalmente, acompanhar diferentes elementos da equipa, proporcionou-me varias
perspetivas e métodos de trabalho, além de um maior conhecimento sobre as variaveis de

formulagao e processo e como as podemos controlar.

2.1.6. Trabalho Laboratorial

No decorrer dos 3 meses de estagio, foi-me proposto um desafio cujo tema
compreendia a analise do impacto do grau e do fornecedor de diferentes desagregantes, na
sua performance. Este desafio foi dividido em 2 etapas. Numa primeira fase, consultei a
bibliografia disponivel, de modo a identificar e selecionar possiveis testes a realizar em
superdesagregantes, utilizados na Bluepharma, a fim de verificar as suas diferengas em termos
de performance. Ainda nesta etapa inicial, preparei e apresentei um pequeno documento, com
algumas propostas de testes a realizar, de entre os quais foram selecionados 3 para executar.
A segunda fase deste desafio incluiu o planeamento de atividades, selecao dos excipientes a
utilizar e execugao dos testes. No fim, os dados foram compilados e expostos a equipa de
Desenvolvimento de Formulagao, sob o formato de uma apresentagao (Anexol), onde foram
descritos os varios mecanismos de desagregacao, identificados alguns dos fatores com maior
impacto na performance dos desagregantes e selecionados os melhores fornecedores ou graus
de cada desagregante, com base nos dados obtidos.

Com esta componente do estagio, pude desenvolver a minha capacidade de
organizagao e de resolugao de problemas, além de ter passado a conhecer melhor as varias

etapas necessarias para a realizagao de testes e experiéncias, no contexto industrial.
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2.2. Fraquezas

2.2.1. Limitagao Temporal

Os estagios curriculares na Bluepharma, mais propriamente no Desenvolvimento de
Formulagao, possibilitam aos alunos colocados, a imersao num ambiente altamente
estimulante, competitivo, exigente, com prazos apertados e onde a inovagao esta sempre
presente, promovendo um grande desenvolvimento profissional, num periodo relativamente
curto de tempo.

Porém, considerando o tipo de atividades deste setor, a duragao do estagio pode ser
um aspeto limitante. Dada a restricao temporal, durante o meu percurso na Bluepharma, nao
me foi possivel acompanhar as diferentes fases de desenvolvimento de genéricos, em cada um
dos projetos, do inicio ao fim, algo que condiciona o potencial do estagio neste departamento.
De forma similar, a curta dimensao do estagio, impossibilitou que, no desafio que me foi
colocado, pudesse testar um maior nUmero de amostras ou executar testes com um maior

grau de complexidade, os quais exigiam um maior aporte temporal.

2.2.2. Controlo Documental

As empresas farmacéuticas, pelo seu contributo direto na salde da populagao,
representam uma industria altamente regulada, a fim de assegurar a eficacia, seguranga e a
qualidade dos medicamentos produzidos.

Tendo em conta esta exigéncia regulamentar, a industria vé-se obrigada a trabalhar em
conformidade com as Boas Praticas de Fabrico (BPF). De forma a assegurar este cumprimento,
uniformemente pelas suas instalagoes, a Bluepharma implementou uma metodologia de
trabalho segundo as BPF, em todas as suas atividades, o que contribui para uma maior exigéncia
documental. Assim, todos processos do desenvolvimento ou produgao de genéricos, tém de
ser detalhadamente registados e arquivados, servindo de prova de conformidade com as BPF.

Apesar desta metodologia aumentar o rigor e ajudar a reduzir as falhas no ciclo do
medicamento, traduz-se num maior dispéndio de tempo que acaba por abrandar a velocidade
de producao ou desenvolvimento dos genéricos.

Deste modo, estas exigéncias documentais, condicionaram ainda que indiretamente, o
numero de processos e formulagoes a que pude assistir, além de terem sido um dos motivos

que mais limitaram o nimero de excipientes que testei durante o desafio que me foi proposto.
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2.3. Oportunidades

2.3.1. Inclusao nas Reunices de Projetos

Ao longo do meu estagio no Desenvolvimento de Formulagao, fui contactando com os
diferentes projetos, quer pelo acompanhamento do seu desenvolvimento no terreno, quer
pelas reunides de equipa onde eram abordados. Porém, ocorrem de forma regular reunioces
de projetos, onde ¢é feita uma atualizagcdo do seu estado, além de ser discutido e definido o
futuro rumo do projeto, tanto internamente na empresa, como com clientes ou investidores.

Apesar do caracter confidencial destas reunioes, considero que a integragao dos
estagiarios nas mesmas, iria proporcionar uma maior compreensao sob a forma pela qua, a
direcao dos projetos é decidida, bem como possibilitar um maior conhecimento sob o modo

como os dados devem ser apresentados e quais as conclusoes que estes podem proporcionar.

2.3.2. Contacto com Outros Departamentos

Um dos pilares da inovagao dentro da Bluepharma é o Desenvolvimento de
Formulagao. Todavia, uma empresa, sobretudo no setor farmacéutico, nao depende apenas
de um unico departamento, mas sim da rede formada entre departamentos. Assim, o sucesso
do Desenvolvimento de Formulagao esta condicionado pelo trabalho realizado noutros
departamentos, como por exemplo no Desenvolvimento Analitico ou no Suporte ao
Desenvolvimento de Formulagao, cujas atividades impactam de forma direta o éxito do
desenvolvimento de medicamentos genéricos.

Desta forma, acredito que o contacto com outros departamentos dentro da
Bluepharma, tanto direta como indiretamente relacionados com o Desenvolvimento de
Formulagao, seria uma futura melhoria a considerar no plano de estagio definido. Esta
interacao, além de facultar uma percegao mais clara sob o trabalho realizado dentro de cada
departamento, teria também a vantagem de impulsionar uma perspetiva mais alargada do
contributo dos diferentes departamentos para o desenvolvimento de genéricos, além de

permitir perceber, de que forma seria possivel melhorar ou explorar este seu contributo.

2.4. Ameacgas
2.4.1. Auditorias

Tendo em consideragao o nivel de regulamentagao, associado a industria farmacéutica,
equipas de auditores tanto de agéncias regulamentares, como de clientes, visitam regularmente
as instalagoes da Bluepharma, a fim de verificarem a sua conformidade com as diligéncias

regulamentares. No entanto, com a restricao da mobilidade internacional, provocada pela
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pandemia de COVID-19, estas auditorias ficaram limitadas a andlise documental a distancia,
recorrendo a reunioes virtuais.

Com a recente estabilizagdo da situagao pandémica, o nldmero de auditorias
presenciais, outrora restritas, aos edificios da Bluepharma escalou, o que levou a alteragao da
dinamica de trabalho desta empresa, dada a necessidade de preparar as instalagoes para as
equipas de auditores. Embora pequenas, estas mudangas condicionaram inevitavelmente a
disponibilidade das equipas e o progresso dos projetos.

Desta forma, o vasto numero de auditorias nas primeiras semanas de estagio,
reduziram o potencial de aquisicao de novos conhecimentos, devido a menor quantidade de
testes de desenvolvimento da formulagao realizados, mas também pelo progresso mais lento

dos projetos e ainda pela menor disponibilidade de salas e equipamentos, sob auditoria.

2.4.2. Disponibilidade de Salas e Equipamentos

No que concerne ao desenvolvimento de genéricos, um dos requisitos fundamentais a
realizagao de testes de formulagao, relaciona-se com a disponibilidade das salas e
equipamentos, adequadas ao trabalho a realizar.

Considerando a validagao destas salas e equipamentos, necessaria apos os
procedimentos de limpeza; a utilizagao dos mesmos equipamentos para o desenvolvimento de
diferentes projetos; os cuidados de manutengao regulares e ainda a sua quarentena durante
as auditorias, a sua disponibilidade é muitas vezes inferior ao desejavel. Ao longo do meu
percurso na Bluepharma, vivenciei por vezes, esta mesma barreira, algo que alargou os
compassos de espera, para o inicio das atividades e que por sua vez, restringiu possivelmente,

algumas das operagoes e testes, que poderia acompanhar.

3. Consideracoes Finais

Ao longo dos 3 meses de estagio na Bluepharma, varios foram os processos e fases do
ciclo do medicamento, em particular de formas farmacéuticas sélidas, que tive o privilégio de
acompanhar, permitindo-me nao sé aprender os conceitos basicos a qualquer profissional na
industria farmacéutica, como conhecer de perto, grande parte dos passos, processos e
variaveis envolvidos no desenvolvimento de genéricos. Durante esta experiéncia curricular
consegui também desenvolver competéncias, quer ao nivel do planeamento e organizagao,
quer ao nivel da resolugao de problemas e do pensamento critico, as quais sao um grande

contributo a minha formagao, como um dos possiveis membros deste grande setor.
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Por fim, acredito que este estagio me proporcionou as ferramentas chave para
conseguir intervir no ciclo do medicamento, especialmente na sua formulagao, qualificando-

me com as valéncias imprescindiveis a criagao de valor e inovagao na industria farmacéutica.
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Abreviaturas

APC — Célula Apresentadora de Antigénio Profissional
Arg — Arginina

Breg — Célula B Reguladora

CLDNG6 — Proteina Claudina-6

COVID-19 — Doencga do Coronavirus

CTLA-4 — Antigénio 4 Associado a Linfocitos T Citotoxicos
DC — Célula Dendritica

DNA — Acido Desoxirribonucleico

GIn — Glutamina

HLA — Sistema Antigénio Leucocitario Humano

IC — Immune Checkpoint

IDO — Indolamina 2,3-deoxigenase

IFN-y — Interferao Gama

IgE — Imunoglobulina E

IL-10 — Interleucina 10

IL-12 — Interleucina 12

IL-2 — Interleucina 2

IL-6 — Interleucina 6

Indels — Insercoes e Delegoes

LAMP — Glicoproteina Associada a Membrana do Lisossoma
LNP — Nanoparticula Lipidica

MDSC — Célula Supressora Derivada Mieloide

MHC — Complexo Major de Histocompatibilidade
mRNA — RNA mensageiro

NeoAg — Neoantigénio

NF-kB — Fator Nuclear kB ou Fator de Transcricao kB

NKC — Célula Natural Killer

PDI/LI — Proteina de Morte Celular Programada |/ Ligando | de Morte Celular Programada
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Phe — Fenilalanina
RNA — Acido Ribonucleico
RNA-LPX — RNA-Lipoplex

SAM-LNP — LNP com RNA Autorreplicante

SARS-CoV-2 — Sindrome Respiratoria Aguda Grave - Coronavirus 2

Ser — Serina

shNeoAg — Neoantigénio Partilhado
shTAA — TAA Partilhado

SNV — Variacio de Nucleétido Unico
T CD4 - Linfocito T Auxiliar

T CD8 — Linfocito T Citotoxico

T eff — Linfocito T Efetor

TAA — Antigénio Associado ao Tumor
TADC — Célula Dendritica Tumoral
TAM — Macroéfago Tumoral

TAMC — Mastoécito Tumoral

TEC — Célula Endotelial Tumoral

TFb — Fibroblasto Tumoral

TGF-B — Fator de Crescimento Tumoral B
TLR — Toll-like receptor

TME — Microambiente Tumoral

Treg — Linfécito T Regulador

TSA — Antigénio Especifico do Tumor
Tyr — Tirosina

Val — Valina

VEGF — Fator de Crescimento Endotelial Vascular
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Resumo

Os tumores soélidos sao uma das patologias de mais dificil sucesso terapéutico. As suas
caracteristicas imunossupressoras e o ganho de resisténcia sao fatores complexos que
condicionam a eficacia das terapéuticas existentes. Novas estratégias imunoterapéuticas tém
sido desenvolvidas para solucionar esta limitagao. Neste ambito, a recente pandemia de SARS-
CoV-2 permitiu aperfeigoar a tecnologia de vacinagaio com mRNA e revelar o seu potencial
terapéutico, em particular como imunoterapia antitumoral. Deste modo, vacinas de mRNA
ambicionam agora revolucionar tanto o tratamento como a prevengao de tumores. A
utilizagdo de neoantigénios como alvos moleculares de vacinas de mRNA antitumorais,
pretende aumentar a sua seletividade e melhorar o seu perfil de seguranga, a caminho de uma
medicina cada vez mais personalizada. Ao longo deste documento sera explorado o
desenvolvimento de vacinas de mRNA como estratégia imunotumoral. Assim sera feita uma
andlise inicial dos diferentes grupos de antigénios tumorais, com destaque aos neoantigénios,
seguindo-se uma breve descri¢ao dos principais desafios em tumores sélidos e por fim serao
exploradas as diferentes plataformas de vacinagao, desde o inicio deste conceito até ao

desenvolvimento de vacinas de mRNA.

Palavras-Chave: Imunoterapia; mRNA; Neoantigénio; Tumor Sélido; Vacina.
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Abstract

Solid tumors are one of the most difficult pathologies for therapeutic success. Its
immunosuppressive characteristics and cancer resistance mechanisms are complex factors
that affect the effectiveness of existing therapies. New immunotherapeutic strategies have
been developed to overcome this limitation. In this context, with the recent SARS-CoV-2
pandemic was possible to improve mRNA vaccination technology and reveal its therapeutic
potential, with great emphasis as cancer immunotherapy. Thus, mRNA vaccines now aim at
revolutionizing both the treatment and prevention of cancer. The use of neoantigens as
molecular targets of anti-tumor mRNA vaccines aims to improve their selectivity and safety
profile, on the way to personalized medicine. Throughout this document, we will explore the
development of mRNA vaccines as a cancer immunotherapy strategy. First, we are going to
analyze the different groups of tumor antigens, with emphasis on neoantigens, followed by a
brief description of the main challenges in solid tumors, and finally, the different vaccination
platforms will be explored, from the beginning of this concept to the development of mRNA

vaccines.

Keywords: Immunotherapy; mRNA; Neoantigen; Solid Tumor; Vaccine.
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l. Introducao

Tumores solidos consistem numa massa de células maligna ou benigna, originada pela
proliferagao anémala."” Estes tumores, aos dias de hoje, continuam a ser um grande desafio
para estratégias terapéuticas. Enquanto que a incidéncia e mortalidade de doengas oncologicas
se traduzem valores alarmantes, 19.292.789 novos casos e 9.958.133 mortes em 2020, a sua
elevada heterogeneidade e o forte ambiente imunossupressor que lhes sao caracteristicos,
condicionam as intervencdes a utilizar.>*®

Embora prevalentes, representando 90% dos casos oncolégicos no continente norte-
americano, os tumores solidos contam com terapéuticas limitadas a intervengoes cirdrgicas,
quimioterapéuticas e radioterapéuticas como primeira linha de tratamento. Porém, estas
abordagens tradicionais denotam eficacia e especificidade limitadas, sobretudo em estadios
avancados do tumor.>?

Abordagens imunoterapéuticas tém-se revelado uma importante inovagao neste
campo. Imunoterapias baseadas em anticorpos, vetores virais, inibidores dos immune
checkpoints, vacinas ou terapias celulares, sio algumas das possiveis plataformas que em
monoterapia ou em combinagao, ambicionam modular o sistema imunitario, a fim de eliminar
o tumor. Estas estratégias, tém permitido diminuir, de ano para ano, a mortalidade provocada
por doengas oncoldgicas, alcancando melhores resultados clinicos.**”®

Se até ao momento as imunoterapias ja suportavam um melhor panorama anti-
neoplasico, com as recentes descobertas podemos pensar num futuro ainda mais promissor.
A pandemia de SARS-CoV-2 de 2019, permitiu divulgar e aperfeigoar plataformas de vacinagao
de mRNA, as quais formaram o alicerce para as vacinas contra o COVID-19. O sucesso desta
tecnologia de vacinagao que, até entao estava em desenvolvimento, nesta pandemia, destacou
o seu potencial terapéutico, nomeadamente como imunoterapia em doencas oncolégicas.”'°

Assim, vacinas de mRNA antitumorais estao agora a ser otimizadas, com recurso a
identificacao de novos antigénios e a formulagao com novos veiculos de transporte, de forma

a revolucionar tanto a terapéutica como a prevengio tumoral.>’

2. Mutacoes Tumorais

As alteragoes genéticas sao muito prevalentes em células neoplasicas, tendo o potencial
de modificar quer a fungao, quer a expressao de proteinas. Estas mutagoes podem ter origem
intrinseca ou extrinseca.'

As mutagoes derivadas de fatores extrinsecos relacionam-se com a exposicao a agentes

mutagénicos, originando alteracoes ao nivel do DNA. Agentes biologicos, quimicos e
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radioldgicos, derivados da atividade antropogénica, ou produzidos de forma natural, sao alguns
dos fatores que podem dar inicio a estas mutagdes.''

Causas intrinsecas, por outro lado, estao relacionadas a falhas nos mecanismos de
replicagao e reparacao do DNA e a erros nas vias de regulagao do ciclo celular. De acordo
com o tipo de células em que se manifestam, estas alteragoes podem ser classificadas como
somaticas ou germinativas. A acumulagao destas alteragoes ao logo do tempo, proporciona o
aparecimento de tumores, além de favorecer o seu crescimento, disseminagao e a formagao
de mecanismos de evasdo.'"'?

Tendo em conta a extensao do DNA afetada podem ser formadas mutagoes pontuais
ou cromossomais."'

Alteragoes genéticas pontuais envolvem a adulteragao de uma reduzida porg¢ao de
DNA, sendo o resultado de variagoes de nucleétidos unicas (SNVs), além de inser¢oes e
delegoes nucledtidos (Indels) (Figura 1). SNVs, as mutagoes mais comuns, sao formadas pela
substituicao de um par de bases. Este tipo de mutagao possibilita a sintese de aminoacidos e
sequéncias peptidicas diferentes, que podem dar lugar 2 alteracio da fungdo da proteina.'"'*"

Sequéncias do genoma humano com um elevado niumero de repeti¢oes de timina e
adenina, em contrapartida, sao locais onde ocorrem mais Indels. Este tipo de mutagoes pode
originar novos codoes e como consequéncia alterar a regiao de leitura do gene,
proporcionando uma sequéncia peptidica distinta e/ou a perda de fungdo.'""

As mutagoes que alteram a regido de leitura e eventos de splicing podem também
originar mutagdes tumorais.''*"

Por outro lado, o ganho, perda ou rearranjo da cromatina dentro do mesmo
cromossoma ou entre cromossomas distintos, causam alteragoes estruturais. Com estas
transformagoes cromossomais, ocorre a variagao da posi¢ao, numero, sequéncia ou ordem
dos genes, originando possiveis alteragoes proteicas e/ou a alteagdo da quantidade de

cromossomas.'""'*'®

3. Tipos de Antigénios Tumorais

Os antigénios produzidos em células tumorais, sao potenciais alvos para imunoterapias.
Tendo em conta a sua expressao tanto em células neoplasicas, como em células sas, estes
antigénios podem ser divididos em duas classes distintas."’

A primeira classe, os antigénios associados ao tumor (TAAs) sao expressos de forma
seletiva e/ou em grande densidade no tumor, dado a possivel origem em processos de

diferenciacio tumoral. Porém, TAAs estio também presentes em células saudaveis.'*”
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Esta falta de especificidade na expressao celular dos TAAs, providencia a sua
suscetibilidade a mecanismos de tolerancia central, pelos quais linfocitos autorreativos sao
eliminados ou anergizados. Estes mecanismos condicionam assim a imunogenicidade dos
TAA:s, dificultando a indugdo de respostas anti-neoplasicas robustas.”**

De forma oposta, a classe dos antigénios especificos tumorais (TSAs), derivam do
conjunto de mutagdes Unico das células neoplasica, pelo que diferem estruturalmente de
autoantigénios. Esta classe de neoepitopos € exclusivamente encontrada em tecidos tumorais

pelo que, a sua imunogenicidade nao é afetada por mecanismos de tolerancia central.?

Apesar
da elevada capacidade imunogénica, a baixa semelhanga com antigénios endogenos e a sua
expressao seletiva, os TSAs nem sempre sao reconhecidos pelas células do sistema

imunitario. 2

4. Neoantigénios

Nas células tumorais, as mutagoes somaticas, podem proporcionar a célula, um novo

. ’ ;. ~ . , foo . 17,2324
conjunto de proteinas Unicas, nao existentes em células saudaveis.

As novas proteinas geradas podem ser expressas a superficie das células tumorais, no

entanto, apenas uma reduzida por¢ao das mutagoes é apresentada no Complexo Maior de

Histocompatibilidade (MHC). Para que os TSAs, sejam expressos na superficie da célula, é
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necessario que sejam processados e apresentados como epitopos no MHC ou Sistema
Antigénio Leucocitirio Humano (HLA), sendo designados — neoantigénios.'” %

O HLA é muito heterogéneo entre individuos, além de suscetivel a mutagoes. Desta
forma, imunoterapias baseadas em neoantigénios que pretendam induzir uma resposta
antitumoral, necessitam de neoepitopos que correspondam ao HLA do doente."

O conjunto de mutagdes num individuo designado por — mutanoma, é variavel. No
entanto, apenas | a 2% destas alteragoes genéticas originam neoantigénios reconhecidos por
células T. Destes, nem todos conseguem induzir um efeito antitumoral ou mediar mecanismos
de imunidade celular.'*

Dada a sua localizagao privilegiada, a sua capacidade para superar mecanismos imunes
de tolerancia central e a sua estrutura non-self, os complexos neoepitopo-MHC sao
reconhecidos por linfécitos T, principalmente T CD4 e T CD8. Desta interagao, resultam
respostas anti-neoplasicas imunes. Assim, sao considerados alvos seguros e potentes para
estratégias imunoterapéuticas, em particular, estratégias baseadas em células T.'"2%

A natureza destes antigénios tumorais tem sido extensamente estudada, no intuito de
melhor compreender o diferente nimero e tipo de neoantigénios expressos no Homem.
Tenciona-se igualmente perceber qual o papel da densidade de neoepitopos presentes no
tumor, para a performance da terapéutica utilizada, bem como, compreender a capacidade da

pressio seletiva, derivada dos mecanismos imunitarios do doente, ou induzida

terapeuticamente, para alterar a gama de epitopos expressa.”

4.1. Classe de Neoantigénios

Cada doente apresenta um conjunto Unico de neoantigénios — o neoantigenoma,

podendo estes serem divididos em diferentes categorias, de acordo com: o tipo de mutagao,

a sua relevancia clinica e a sua heterogeneidade.'’”

4.1.1. Tipo de Mutacao

Este tipo de classificagao faz a distingao entre os diferentes antigénios tumorais, pelas
mutagoes que lhes dao origem e que definem as suas propriedades moleculares."

Entre os diferentes tipos de mutagoes, as SNVs sao o grupo mais bem estudado na
clinica, sendo caracterizadas com um maior grau de similaridade com auto-antigénios. Por
outro lado, mutagoes que alteram a regiao de leitura do gene, como Indels, fuses de genes,
splicing e rearranjos genéticos, estao associadas a antigénios tumorais estruturalmente menos

semelhantes a antigénios enddgenos. Dado que, estruturas com menor grau de similaridade
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denotam um reconhecimento facilitado, mutagoes que alteram a regiao de leitura, sao menos
afetadas pelos mecanismos de tolerancia imunolégica e sao mais imunogénicas. Assim, Indels,
fusoes de genes, splicing e rearranjos genéticos sao candidatos, pouco explorados, a possiveis

fontes de novos neoantigénios.'” %

4.]1.2. Relevancia Clinica

A preponderancia de cada tipo de neoantigénio, no contexto clinico, varia tendo em
consideragao a historia clinica, os mecanismos de imunidade que desencadeia e o impacto no
ciclo oncoldgico. Assim, os neoantigénios podem ser divididos em: Neoantigénios Sentinela,

Neoantigénios Silenciados e Neoantigénios Ocultos."

4.1.2.1. Neoantigénios Sentinela

Sao antigénios formados de forma espontanea e de dificil identificagago no Homem. A
sua expressio é por si so, suficiente para induzir respostas imunitarias significativas.'”

Estes neoantigénios foram propostos como mediadores da eliminagao tumoral, numa
fase do ciclo da doenga precoce, isto &, antes de existirem manifestagoes clinicas. Além da sua
acao prévia, a sua fungao sentinela pode também estar envolvida com o seu potencial para,
apos intervengao cirurgica, reduzirem o crescimento tumoral, impedirem a formagao de
metastases e prevenirem reincidéncias. Estes neoepitopos podem assim gerar uma resposta
antitumoral forte, devido a elevada afinidade de ligagao a moléculas MHC, a formagao de
complexos estaveis, ou ainda por mecanismos de reatividade cruzada com linfocitos

previamente ativados contra outros antigénios (virus, bactérias, microbiota).'’

4.1.2.2. Neoantigénios Silenciados

Este tipo de estruturas ocorre naturalmente, como resultado da expressao de SNVs,
mutacoes que alteram a regido de leitura ou fusdes genéticas.'’

Neoantigénios silenciados apresentam uma imunogenicidade mais limitada, originando
uma expansao clonal insuficiente ou a anergia de células T. Linfécitos T ativados por estes
neoantigénios, presentes na superficie de células cancerigenas ou células apresentadoras de
antigénios (APCs), promovem a supressao tumoral. Todavia a sua agao é mitigada quer pelo

rapido crescimento, quer pelo microambiente tumoral (TME)."”

4.1.2.3. Neoantigénios Ocultos

As células T naive necessitam de elevados niveis de apresentagao de antigénios para

serem ativadas. Os neoantigénios ocultos sao expressos em reduzida quantidade, a superficie
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de células neoplasicas. Dado nao alcangarem o limiar de ativagao dos linfécitos T naive, os
neoantigénios ocultos, ao contririo do que ocorre com neoantigénios sentinela e
neoantigénios silenciados, nao apresentam capacidade imunogénica espontanea. Apesar destas
moléculas nao proporcionarem, por si s6, a ativagao de linfocitos T naive, sao reconhecidas

por células T meméria, auxiliando os processos de rejeigio tumoral."”

4.].3. Heterogeneidade

O mutanoma de cada doente ¢ Unico e como tal também o seu neoantigenoma, porém,
existem antigénios que podem ser partilhados entre individuos com a mesma patologia
oncologica. Com base neste conceito, podemos classificar os neoantigénios como partilhados
ou personalizados, consoante sejam identificados em doentes com o mesmo tumor ou difiram

de doente para doente, respetivamente.”

4.2. Papel dos Neoantigénios na Resposta Imunitaria

A presenca destas pequenas sequéncias peptidicas de natureza tumoral, veste um papel
crucial para o desenvolvimento de respostas antitumorais especificas, capazes mediar a
rejeicao tumoral. No entanto, nem todos os neoantigénios sao capazes de desencadear
mecanismos imunes. A imunogenicidade dos neoantigénios € umas suas caracteristicas mais
importantes. Para que um neoantigénio seja imunogénico é necessario que seja processado
eficazmente no proteossoma, de forma a ser posteriormente transportado na forma de
péptidos para o reticulo endoplasmatico. Aqui, devera apresentar uma elevada afinidade de
ligagao a moléculas MHC, com as quais deve formar complexos estaveis. Estes complexos
serao transportados para a superficie celular, de modo a possibilitar a apresentagao do
neoepitopo que terd, por ultimo, de interagir de forma estavel com recetores dos linfocitos

T, para induzir uma resposta imunitaria robusta.'”?*?

5. Imunoterapia: Desafios em Tumores Solidos

Os tumores soélidos, além de heterogéneos, sao capazes de expressar uma ampla gama
de neoantigénios, o que dificulta o seu reconhecimento por linfocitos T, constituindo um
grande desafio i eficicia de imunoterapias.’®”'

Neste tipo de neoplasias a presenga de uma matriz de caracteristicas fibroticas, em
conjunto com a desregulagao da sintese de fatores vasculares e quimiocinas sao outro

obstaculo a superar, dado limitarem o fluxo de células imunes ao tumor.***'
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No entanto, o TME é talvez a barreira mais importante de tumores soélidos. Formado
por um grande infiltrado de células e pelo tecido tumoral, este microambiente tem
propriedades imunossupressoras e angiogénicas, que impulsionam o ganho de resisténcia, a
evolucio tumoral e a disseminacio do tumor.?*?'"*?

Dentro do TME siao também encontradas, grandes quantidades de citocinas,
quimiocinas, moléculas angiogénicas e fatores de crescimento. Estes Ultimos promovem a
progressao do tumor, pela formagao de uma rede de vasos aberrante, condicionando nao sé
o aporte nutricional e de oxigénio as células presentes neste local, mas também o fluxo de
células imunitarias ao tumor.*"*

O estado hipéxico em certas zonas do tecido tumoral, devido a auséncia de vasos
sanguineos ou dada a elevada concentragao de células, provoca o aumento de fatores pro-
angiogénicos e limita tanto a proliferagao, como a atividade de células T. A escassa quantidade
de oxigénio, aumenta o acido latico e as espécies reativas de oxigénio, pela ativagao da via
glicolitica em células tumorais. Em pH acidico ou sob a pressio do stress oxidativo, as
respostas antitumorais sao inibidas.*"*

A caréncia de glucose e aminoacidos, nutrientes essenciais a atividade de linfocitos T,
devido a vasculatura aberrante ou a atividade de enzimas catabdlicas, levam também a anergia

destas células de defesa, destacando uma vez mais a importancia do TME, como barreira a

imunoterapias antitumorais.”'

5.1. Imunomodulacao/lmunoedicao

O equilibrio entre o crescimento tumoral e as respostas imunitarias antitumorais da
origem ao processo de imunomodulagao. Este é constituido por 3 fases sequenciais:
eliminagdo, equilibrio e escape tumoral.****

Na primeira fase, as células tumorais sao eliminadas pelo sistema imunitario (inato e
adaptativo), no entanto, pode nao ocorrer uma eliminagio completa. Assim, uma pequena
porcao de células neoplasicas fica disponivel para avancar para a fase seguinte.***

Ja na etapa de equilibrio, ha uma harmonia entre as respostas antitumorais e os
mecanismos mutacionais, levando a formagao de novas variantes tumorais, ou seja, clones de
células tumorais com caracteristicas distintas entre si.***

Por fim, o de escape tumoral é alcangado quando, devido a exaustio do sistema
imunitario, motivado pelo contacto crénico com os antigénios, sao desenvolvidas vias de
evasao tumoral, como mecanismos imunossupressores e/ou de resisténcia. No decorrer desta

fase, o equilibrio é notoriamente deslocado a favor do crescimento tumoral. >**
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5.2. Estratégias de Evasao Tumoral

Ao longo do ciclo de vida do tumor, o mutanoma esta em constante mudanga
originando, por vezes, clones resistentes. A pressao seletiva imposta pelas respostas
imunitarias existentes, induzidas ou reforgadas pela imunoterapia, favorecem a formagao de
estratégias tumorais que visam limitar respostas inflamatorias e imunitarias, em prole da
sobrevivéncia e evolucao do tumor. Desta forma, verifica-se o crescimento de células
aberrantes, cujas mutagoes conferem resisténcia aos mecanismos de defesa anti-
neoplasicos.”®*

Sao varias as estratégias de evasao exploradas pelos tecidos tumorais. Destas podemos
identificar a produgao de mediadores pro-tumorais; a alteragao da maquinaria de apresentagao
de antigénios; a perda de material genético ou proteico (responsavel pelo reconhecimento
destas células pelo sistema imune); a produgao de novas moléculas que asseguram vantagens
competitivas as células cancerigenas; a auséncia de fatores co-estimuladores e a expressao de

fatores anti- ou pro-apoptoticos, direcionados para células tumorais ou para linfocitos T.'**

5.3. Imunossupressao Tumoral

A interacao entre células imunes e os constituintes do microambiente tumoral, um dos
principais mecanismos de imunossupressao, modula negativamente o sistema imunitario e
favorece progressao tumoral. Esta modulagao pode ser alcangada tanto pela atragao de células
imunorreguladoras, como pela libertagio de moléculas inibitérias e a inducao da expressao de

Immune Checkpoints (ICs).*

5.3.1. Sobreexpressao de Immune Checkpoints

Immune checkpoints (ICs), sao recetores, presentes a superficie de células B, linfocitos
T, células natural killer (NKC) e outras células imunitarias capazes de regular o sistema
imunitario. Ao serem ativados, suprimem respostas imunitdrias, estimulam a apoptose e
suportam mecanismos de tolerancia periférica.’"*

A ativagao de um imune checkpoint promove o aumento da expressao destes recetores
nas células do sistema imunitario, convergindo na sua disfungao e na criagao de mecanismos
de resisténcia. Componentes do TME, em especial células tumorais, expressam grandes
quantidades de agonistas dos ICs que, ao interagir com os seus recetores aumentam o niumero

de ICs em células imunes do infiltrado tumoral.’*3¢
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Inibidores de ICs em conjunto com moléculas capazes de impedir a interagao agonista-
recetor tém sido apontados como uma das possiveis estratégias para prevenir a resisténcia

tumoral e melhorar a eficicia de imunoterapias.*>*

5.3.2. Células Imunossupressoras

No TME, acumulam-se células moduladoras da resposta imune, como linfocitos T
reguladores (T regs), células B reguladoras (Bregs) macrofagos tumorais (TAMs), células
supressoras derivadas mieloides (MDSCs), mastocitos tumorais (TAMCs), células dendriticas
tumorais (TADCs), células endoteliais tumorais (TECs) e fibroblastos tumorais (TFbs).*

Estes aglomerados, em sinergia com as células tumorais, libertam mediadores quimicos
como quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e enzimas, além de expressarem
moléculas inibitorias (Figura 2). O conjunto destes mecanismos da origem ao TME, além de

promover o crescimento tumoral e o desenvolvimento de metastases.*

5.3.2.1. Células Tumorais

Estas células neoplasicas, estdio em constante mudanga, proporcionando o
desenvolvimento de estratégias que lhes permitem aumentar a sua sobrevivéncia, escapar a
mecanismos antitumorais e inibir estes mesmos mecanismos. Contam também com um
genoma e um proteoma Unicos, além da capacidade para introduzir modificagoes proteicas
pos-tradugao, condicionando nao so6 as sequéncias peptidicas expressas, como também a sua
apresentacao na superficie celular.'*

Dado o seu papel chave para a construgao de um microambiente tumoral
imunossupressor, as células tumorais expressam grandes quantidades de citocinas pro-
tumorais, como a interleucina 10 (IL-10) e o fator de crescimento tumoral B (TGF-B).'****

A IL-10, esta envolvida em mecanismos de desregulagio da expressao de moléculas
MHC classe | e Il em células tumorais, diminuindo a ativacio de respostas imunitarias e
suportando a formacao de MDSCs e a reducio da maturagao de APCs. A atividade,
proliferacao e diferenciacao de linfocitos T efetores (Teffs), juntamente com a produgao de
citocinas anti-neoplasicas sio igualmente condicionadas por esta interleucina.’*>*

De entre as citocinas que mais contribuem para o TME esta o TGF-B, uma molécula
que ao ligar aos seus recetores em células imunitarias, leva a inibicao da sintese de IL-2, a
diminuicao da ativagao e da expansao clonal de células T CD8, a supressao da formagao de

células meméria e 2 alteracio dos granulos de linfocitos T citotéxicos.**
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O aumento dos niveis extracelulares de adenosina, outra das vias de escape explorada
por estas células, permite suprimir a atividade de linfécitos Teffs e favorecer a proliferagao de
linfocitos T reguladores (Tregs), por um mecanismo de feedback positivo.”®*

A composicao enzimatica é outro fator importante. Tecidos neoplasicos, contém
elevadas quantidades de cicloxigenase-2 e de prostaglandina E2, o seu metabolito. Estas duas
moléculas influenciam negativamente mecanismos de imunidade celular, uma vez que alteram
o perfil de citocinas libertadas por células T CD4, potenciando o aporte de MDSCs, induzindo
a producao de IL-10 e desregulando a produgao de IL-12 e IFN-y. Uma segunda enzima é
igualmente expressa em grandes quantidades, a indolamina |,3-dioxigenase (IDO), a qual
consegue mediar a apoptose de linfocitos T e levar a deplegao dos niveis de triptofano,
convertendo-o em metabolitos téxicos para células T. O triptofano é essencial a atividade de
células T, pelo que concentragoes baixas deste aminoacido estao envolvidas na anergia destes
linfocitos.*

Adicionalmente, células tumorais conseguem impedir a agao citotoxica de linfocitos T
CD8, além de secretarem tanto quimiocinas capazes de induzir o aporte de células Treg ao
tecido tumoral, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que contribui para

o processo angiogénico.'**

5.3.2.2. Células T Reguladoras

O:s linfocitos Tregs, sao um subtipo de células T CD4 originadas no timo e responsaveis
por mecanismos de tolerancia periférica. Estas células estao presentes em grande niUmero em
varias neoplasias, estando associadas a um mau progndstico.**?***®

Os linfocitos Treg opoem-se a mecanismos imunitarios antitumorais quer a nivel
sistémico, quer localmente no tecido tumoral, culminando na perda de eficicia ou mesmo no
ganho de resisténcia a terapéutica.’?**

Estes linfocitos sao altamente imunossupressores, estando associados a libertagao de
TGF-B e IL-10. Sao igualmente responsaveis pelo consumo de IL-2, pelo aumento extracelular
de adenosina e pela inducao da expressao de ICs (como a CTLA-4 e o PD-I) em células
imunes. O conjunto destes mecanismos limita a ativagao e a expansao clonal de linfocitos T
CD4 e T CDS8, constituindo um obstaculo a eficacia de imunoterapias.’*?***"*

Agonistas do recetor ativador do NF-kB e VEGF, sao também expressos por células
Tregs e, ao interagirem com os seus recetores a superficie de células tumorais e endoteliais,

potenciam a proliferacio de linfécitos Treg e a angiogénese, respetivamente.’**>*
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5.3.2.3. Células B reguladoras

O papel e o impacto das Bregs no TME sao temas emergentes e nao consensuais.
Entende-se que estas células no infiltrado tumoral possam inibir linfocitos T CD4 e T CDS,
recorrendo a libertagao de citocinas como a IL-10 e a expressao de ligandos dos ICs, limitando

assim a resposta antitumoral.*®

5.3.24. Macrofagos Tumorais

Tumores solidos apresentam infiltrados celulares com elevada densidade de TAMs, um
dos tipos de células que mais contribui para os mecanismos imunossupressores do TME.*

Estas células na sua forma M2, isto &, ativadas, sintetizam IL-10, expressam agonistas
de ICs e produzem metaloproteinases, responsaveis por induzir a expansao tumoral. Os TAMs
promovem também o crescimento tumoral recorrendo a formagao de novos vasos, induzida

pela libertagio de VEGF.>'**%

5.3.2.5. Células Supressoras Derivadas Mieloides

Este conjunto de células heterogéneas, originadas pela diferenciagio de células
mieloides da medula 6ssea, infiltram-se no tecido tumoral, contribuindo para a atividade
imunossupressora no TME. Assim, o crescente nimero de MDSCs no infiltrado tumoral,
relaciona-se com um mau prognoéstico.'**

A ativagao das MDSCs ocorre no TME, pelo contacto com citocinas e fatores de
crescimento, libertados por células tumorais ou por linfécitos T.>>%

Apos ativagao, estas células atuam essencialmente pelo aumento da conversao de Teffs
em Treg, pela ampliagao da relagao Treg: Teffs, pela indugao da produgao de mediadores
inflamatorios e pelo estimulo de enzimas (como a arginase). Além destes mecanismos,
impedem, respostas de células T CD8, suprimem a ativagao de NKC e limitam o aporte e
proliferagio de células T ao microambiente tumoral.’>*

Mediadores imunossupressores, fatores pro-tumorais e fatores angiogénicos como a

IL-10, o TGF-B, VEGF e IDO sio algumas das moléculas libertadas pelas MDSCs.***

5.3.2.6. Mastécitos Tumorais

Sao células que migram para o tecido tumoral pela libertagao de agentes quimiotaticos
(como o VEGF), por componentes do sistema imune ou do TME.***

No entanto, para passarem a desempenhar a sua fungao tém de ser ativados pela
interagao com imunoglobulinas E (IgEs), pelo ambiente hipdxico, ou pelo contacto com
infiltrados de células imunitarias e agonistas dos toll-like receptors (TLRs).*
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Ja no tecido tumoral e mediante ativagao, os TAMCs sao capazes de impulsionar a
proliferagcao e evasao tumoral, induzir a formagao de metastases, potenciar a angiogénese e
dar suporte a mecanismos de imunossupressao. Para alcangar estas alteragoes, os TAMCs

libertam IL-10, TGF-B, VEGF e outros fatores pro-tumorais, além de enzimas proteoliticas.***

5.3.2.7. Células Dendriticas Tumorais

Como parte das APCs, as células dendriticas (DCs) sao especializadas na apresentagao
de antigénios e na ativagao de mecanismos de resposta imunitaria. Porém, DCs, presentes no
microambiente tumoral sofrem uma alteragao fenotipica progressiva, podendo tanto ativar,
como limitar respostas imunitarias pela indugio ou inibi¢ao de linfocitos T CD8 e Teffs.’"*

Pela libertagcao de IL-10 e TGF-B, ou pela expressao de agonistas dos ICs e de grandes
quantidades de IDO, estas células estao envolvidas na imunomodulagao. A IDO é uma enzima
tendo também a capacidade de propagar a sua expressiao a DCs IDO(-) vizinhas.*

Para além da sua atividade imunossupressora direta, a IDO potencia ainda a conversao
de linfocitos Teffs em células Treg que, por sua vez, aumentam a expressao desta enzima nas
TADC:s pela interagao com ligandos de ICs, num mecanismo de feedback positivo.*

As TADC:s estao igualmente relacionadas com a plasticidade tumoral, com a formagao
de neovasos, com alteragoes genéticas e proteicas e com o crescimento tumoral e sua
disseminagao. Deste modo, as TADCs tém um importante papel na evolugiao e expansao da

massa tumoral.*®

5.3.2.8. Células Endoteliais e Fibroblastos Tumorais

No infiltrado tumoral é também possivel encontrar células que nao pertencem ao
sistema imunitario e que dao suporte a mecanismos de evasao, crescimento tumoral e
imunossupressio, como TFbs e TECs.*

As TEGC:s, identificaveis pela sua forma e morfologia peculiares, promovem a formagao
de novos vasos sanguineos, fornecendo suporte ao crescimento e a disseminagio do tumor.*

Ja os TFbs, formados em condigoes de hipdxia, sao responsaveis pela degradagao da
matriz extracelular e pela morte celular programada de linfocitos T CD8. Detém ainda a
capacidade para impulsionar o crescimento tumoral, a angiogénese e a formagao de
metastases, além de promoverem a impermeabilidade tumoral a células do sistema

imunitario.?'*
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6. Imunidade Ativa e Imunidade Passiva

Historicamente, o conceito de imunidade ativa encontra-se associado a estimulagao de
respostas imunitarias pelo organismo hospedeiro, potenciando a formagao de memoria
imunoldgica. De outra forma, a imunidade passiva visa fornecer componentes imunolégicos

, . .4
como células T ou anticorpos, para dar resposta a uma dada patologia.

No entanto, com o avangar das abordagens terapéuticas, o desenvolvimento de
imunoterapias que atuam tanto pelo aporte de células imunitarias ao hospedeiro, como pela

estimulacdo de respostas antitumorais, estreitou a distingdo entre estes dois tipos de
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Figura 2 — Microambiente Tumoral: o TME caracteristico de tumores sélidos é constituido por uma grande
massa de células com propriedades imunorreguladoras. O conjunto destas células liberta citocinas e fatores
angiogénicos pro-tumorais que niao s6 inibem a atividade do sistema imunitario, como diao origem a uma
vasculatura anormal que condiciona o aporte de oxigénio e nutrientes, essenciais a atividade de linfécitos T.
Criado com BioRender.?' (Adaptado de Pifieiro Fernandez, Julian et al.¥; Zhang, Jun e Veeramachaneni, Nirmal.*)
Abreviaturas: APC — Célula Apresentadora de Antigénios Profissional; Breg — Célula B Reguladora; ICs — Immune
Checkpoints; IDO — Indolamina 2,3-deoxigenase; IgE — Imunoglobulina E; IL-10 — Interleucina 10; IL-2 —
Interleucina 2; IL-6 — Interleucina 6; MDSC — Célula Supressora Derivada Mieloide; MHC — Complexo Major de
Histocompatibilidade; NKC — Célula Natural Killer; T CD4 — Linfécito T Auxiliar; T CD8 — Linfocito T
Citotoxico; TADC — Célula Dendritica Tumoral; TAM — Macréfago Tumoral; TAMC — Mastocito Tumoral; TEC
— Célula Endotelial Tumoral; TFb — Fibroblasto Tumoral; TGB-B — Fator de Crescimento Tumoral B; Treg —

Linfocito T Regulador; VEGF — Fator de Crescimento Endotelial Vascular.
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6.1. Imunidade Passiva

Estratégias terapéuticas de imunidade passiva sao principalmente aplicadas em doentes
terminais, essencialmente devido ao comprometimento do sistema imunitario ou a uma
reduzida esperanga média de vida.”

Assim, a utilizagado deste tipo de tratamento, nao depende da integridade dos
mecanismos antitumorais do doente, o que possibilita a construgao de uma resposta anti-

neoplasica, sem a necessidade de um estimulo primario."

6.2. Imunidade Ativa

A nocao de imunidade ativa surgiu, a par com técnicas de vacinagao profilatica ou
terapéutica. Esta estratégia requer um sistema imune integro, de forma a permitir a ativagao
de mecanismos de defesa, mediados por anticorpos e por linfocitos T, direcionados contra
células tumorais.”

Dentro de estratégias de imunidade ativa as terapéuticas pressupoem uma elevada
especificidade, para mitigar os potencias riscos de doengas autoimunes. A sua dose é também
condicionada pelo sistema de veiculagio escolhido.®

A vacinagao raramente ¢é efetiva por si so, pelo que estas terapéuticas estao geralmente

dependentes da utilizagio de adjuvantes.®

7. Vacinas Antitumorais

A utilizagao de vacinas como estratégia terapéutica antitumoral, remonta a data de
1890 com o trabalho de William B. Coley, o qual administrou sucessivas inje¢oes de uma
toxina bacteriana, num doente com sarcoma, alcangando a regressio tumoral.**

Varios anos se passaram, até que, na década de 80, foi desenvolvida uma nova vacina
assente na administragao de células de cancro colorretal, juntamente com bacilos calmette-
Guerin (BCG) e para a qual foi demonstrada uma moderada eficacia clinica. No entanto, apenas
em 2010 foi aprovada, pela Food and Drug Administration (FDA), a primeira vacina antitumoral
a — Provenge, baseada na administragao de células dendriticas no cancro da proéstata. Com
esta aprovagao teve inicio uma nova era onde as vacinas antitumorais tomam lugar como
possiveis estratégias terapéuticas a utilizar.*%

Varias vacinas tumorais surgiram, como forma de potenciar ativamente tanto

mecanismos de imunidade celular, como humoral, visando gerar novas respostas antitumorais

e otimizar as ja existentes. Porém, a viabilidade destas vacinas depende da robustez das
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respostas geradas e define-se pela capacidade para alcangar uma imunidade duradoura e
eficaz.”*?
Atualmente, diversos esfor¢os tém sido feitos no sentido de produzir novas vacinas,

com maior eficcia, destinadas a serem aplicadas em tumores primarios e/ou metastases.”**°

7.1. Alvos Moleculares

Desde a sua descoberta, o maior desafio para o desenvolvimento de vacinas
antitumorais, relaciona-se com a falta de alvos moleculares especificos.'*

Idealmente estratégias imunoterapéuticas antitumorais visam ter como alvo, moléculas
unicamente expressas em células neoplasicas, que sejam partilhadas entre doentes com a
mesma condigao oncoldgica e cuja expressao se mantenha ao longo do tempo. Com este
ponto de vista, mutagoes em genes driver assumem-se como possiveis alvos ideais. Estes genes
sdo essenciais ao tumor, conferindo vantagens competitivas para a sobrevivéncia tumoral.
Sabe-se também que mutagoes driver sao partilhadas mais frequente entre subpopulagoes de
doentes, além de que sao menos suscetiveis a mecanismos de escape tumoral, essencialmente
devido a importancia da mutagao para a subsisténcia tumoral. Embora sejam potenciais alvos
terapéuticos, a sua raridade e baixa imunogenicidade, podem limitar, em alguns casos, a sua
aplicabilidade. Em conjunto com a falta de consenso sobre a capacidade da mutagao driver para
interagir com moléculas MHC, estas caracteristicas sao potenciais obstaculos a utilizagao
destas mutacées como alvos moleculares de elei¢io.'”*"*2

Apesar do relevo de mutagoes driver, a maioria dos neoantigénios derivam de mutagoes
em genes passageiros, ou seja, mutagoes em regioes genéticas que conferem poucas ou
nenhuma vantagem a sobrevivéncia tumoral. E para mutacdes em genes “passageiros” que
também se denota uma maior reatividade imunitaria, podendo esta ser uma consequéncia da
sua menor suscetibilidade a mecanismos de imunomodulagao, assegurando assim a sua
expressao ao longo do tempo. Deste modo, neoantigénios derivados de mutagoes passageiras,
tém também sido explorados como potenciais alvos.'"?

Novas técnicas de sequenciagao, rapidas e com uma boa relagao de custo-performance,
juntamente com a criacdo de algoritmos bioinformaticos que possibilitam, nao so6 a
identificacao de epitopos tumorais, mas também a sua caracterizagdo em termos de afinidade
de ligagao a moléculas MHC, estabilidade do complexo formado e capacidade de interagao
com recetores superficiais de linfécitos T, possibilitaram a criagdo de vacinas baseadas em
TAAs e TSAs, com maior especificidade.'**%****

Embora a maioria das vacinas em ensaios clinicos seja direcionada contra TAAs, a

preocupagao com a perda de eficacia devido a mecanismos de tolerancia imunologica e o risco
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de autotoxicidade, destacam as vantagens de uma possivel abordagem direcionada contra

neoantigénios, apesar da sua raridade.”*****

7.2. Vacinas de Células Tumorais

Em 1978, com o trabalho desenvolvido por Hann et al., foi publicada a primeira vacina
baseada em células tumorais. Esta estratégia de vacinagao usou como base a administragao de
células tumorais do doente, previamente colhidas, sujeitas a um processo de crescimento in
vitro sob possivel manipulagao genética e finalmente infundidas com o auxilio de adjuvantes ou
particulas virais, para aumentar a sua imunogenecidade.”>**>*>’

A disponibilidade destas células e o seu potencial para expressarem toda a gama de
TAAs, foram motivos que estiveram na base do desenvolvimento destas vacinas.
Adicionalmente, a administragao de células tumorais autdlogas, nao € limitada pelo tipo de
HLA do doente. Contudo, dada a apresentagao de um grande nimero de antigénios, estas
vacinas contam com a maior capacidade imunogénica e a menor especificidade.”*****

Apos o seu desenvolvimento, varios estudos foram realizados de forma a perceber a
sua performance terapéutica. Embora os resultados preliminares evidenciassem uma boa
tolerancia e a auséncia de efeitos secundarios severos, a eficicia desta terapéutica nao
correspondeu ao esperado. Num esfor¢o para melhorar este desempenho, técnicas de
manipulagao genética foram aplicadas, visando induzir a expressao de citocinas antitumorais
em células neopldsicas, porém apenas uma ligeira melhoria foi visivel.*

Além dos resultados clinicos desviantes, a falta de especificidade e a grande dificuldade
tanto para controlar a variabilidade, como para assegurar o cumprimento com requisitos legais
de qualidade, em conjunto com a dificil conservagao de culturas celulares, o extenso trabalho
laboratorial e os grandes custos de producao, sao barreiras ao sucesso das vacinas de células

tumorais.>®*"8

7.3. Vacinas de Células Dendriticas

As células dendriticas, descobertas em 1973 por Ralph Steinman, sao também utilizadas
para estratégias de vacinagao antitumorais. Estas células contam com uma elevada capacidade
para internalizar antigénios e sao as Unicas APCs capazes de estimular eficaz e completamente
linfocitos T naive. Por estas razoes, foram utilizadas para formular vacinas antitumorais,
juntamente com adjuvantes, tomando partido da sua capacidade para gerar respostas imunes

robustas mediadas por linfécitos T, em particular células T CD8.75*¢%¢!
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As DCs utilizadas nestas abordagens sao obtidas ex vivo mediante a exposicao a
neoantigénios ou pela fusio com células tumorais.”**

Inicialmente esta estratégia de vacinagao, passou por utilizar DCs autologas, capazes
de expressarem moléculas co-estimulatorias e citocinas inflamatorias, fundamentais para a
ativacio de linfocitos T CD4 e T CD8.'*%*

Para além de explorarem a atividade proteica das DCs, estas vacinas sao normalmente
direcionadas contra varios antigénios, induzindo respostas antitumorais policlonais. Estas
caracteristicas traduziram-se na eficacia clinica e num bom perfil de seguran¢a dando origem,
em 2010, a primeira vacina antitumoral aprovada pela FDA, designada de Provenge.'****"%

Apesar do seu sucesso, o desempenho de vacinas baseadas em DCs é em muito
influenciado pelo seu grau de diferenciagao, pela carga de antigénio, pela via de administragao
e pelos adjuvantes utilizados. Tal dependéncia aumenta o grau de complexidade e condiciona

o éxito desta estratégia.'**°

7.4. Vacinas Peptidicas

Este tipo de vacinas baseia-se na administragao de antigénios tumorais sob a forma de
sequéncias peptidicas ou proteicas.>

As formulagoes de vacinas peptidicas existentes, sao na sua maioria direcionadas contra
um Unico antigénio tumoral, podendo também ser direcionadas contra varios antigénios. A
utilizagao de um Unico epitopo tumoral é, no entanto, benéfica em termos de especificidade e
permite eliminar o tumor sem efeitos secundarios autoimunes. Embora especificas, estas
vacinas conseguem induzir respostas que levam a destruicio de células tumorais e a
consequente apresentacao de detritos celulares a APCs, as quais serdo responsaveis por
amplificar a gama de epitopos contra a qual os mecanismos antitumorais se dirigem.'*?*%

Apesar da sua forma de atuagao, o risco de imunoedicao, tolerancia, resisténcia e a
recorréncia tumoral, exigem a formulagao de vacinas direcionadas para varios neoepitopos,
tentando sempre preservar uma elevada seletividade.'****¢

A utilizagao de sequéncias peptidicas como forma de imunoterapia ativa, € o tipo de
vacinagao mais frequente em imunoterapia. A sua extensa utilizagdo comparativamente as suas
antecessoras, provém da sua facilidade de producao e ao seu bom perfil de seguranca. A
obtencao de vacinas peptidicas permite de igual forma, um maior controlo sob o processo e
a obtengio de uma eficacia superior, comprovada em modelos animais.***"*’
A composicao destas vacinas pode variar, com recurso a sequéncias de aminoacidos

com extensao distinta, modificando as caracteristicas da vacina. Vacinas com sequéncias

menores, beneficiam de processos de produgao relativamente simples e custo-efetivos, porém
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a sua dimensao pode limitar o nimero de antigénios que € capaz de transportar e
consequentemente a sua imunogenicidade. Ja as vacinas com péptidos longos, fazem uso da
sua maior capacidade de transporte para originarem vacinas seguras e mais imunogénicas, com
capacidade para ativarem respostas imunitarias mediadas tanto por linfocitos T CD4 como
TCD8. No entanto, péptidos de maior dimensio sao obtidos com métodos mais
onerosos.”>*"

Apesar do enorme progresso, ainda ha muito a explorar para otimizar tanto o tempo
de produgao, como para melhor compreender e selecionar a informagao e a extensao da

sequéncia peptidica a administrar.*®?

7.5. Vacinas de DNA

O desenvolvimento de vacinas genéticas provém da década de 90, apods ter sido
demonstrado que a administragao de um plasmideo de DNA codificante, desencadeava a
formagao de uma resposta imune, especifica para o antigénio codificado. Assim, este tipo de
vacinagao compreende a transfecgao de células alvo, utilizando uma sequéncia de DNA, que
ao ser transcrita e traduzida, origina o antigénio ou grupo de antigénios tumorais de interesse.
A expressao dos antigénios nas células para as quais a vacina € direcionada, ira promover uma
resposta imune.****

Vacinas de DNA podem, adicionalmente aos TAAs, ser dirigidas contra TSAs,
reduzindo o seu potencial risco autoimune e aumentando a sua capacidade para ligarem a
moléculas MHC | e Il, induzindo respostas antitumorais mediadas por células T CD8 e T CD4,
respetivamente. Em comparagao com as abordagens que lhe antecederam, a formulagao destas
vacinas é processo bastante simples e economico, permitindo gerar vacinas seguras, com
efetividade para varias neoplasias e capazes de induzir a formagao de meméria imunitaria de
maior duracio.’’*%

Ainda que, as vacinas de DNA revelem claros beneficios, em termos clinicos, o seu
desempenho nao é o melhor. Tal pode resultar da sua imunogenicidade, por vezes limitada e
da manifestacao de efeitos adversos graves, ou ainda pela presenca dos seu alvos moleculares

em tecidos normais.*’¢*%

7.6. Vacinas de mRNA

O RNA, como interveniente essencial no processo de sintese proteica, foi descoberto
em 1961. Esta foi uma importante conquista para o desenvolvimento de areas como a genética

e a proteomica. Ja na década de 90 Wolff et al. e Martinon et al. passaram a expandir a aplicagao
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deste conhecimento a criagao de um novo conceito de estratégias de vacinagao baseadas em
mRNA. A prova de conceito deste tipo de estratégia nao tardou a surgir, tendo Wolff sido o
primeiro a relatar a concegao de proteinas derivadas da expressaio do mRNA administrado.
Mais tarde, Martinon contribuiu igualmente para os primeiros passos deste novo tipo de
vacinas, pela descricao da capacidade do mRNA administrado, induzir uma resposta imune
direcionada contra as novas proteinas geradas. Embora os primeiros passos ja estivessem
dados, foram Martinos e Coonry os cientistas que validaram a aplicabilidade das vacinas de
mRNA, utilizando o virus influenza.®"***’

O potencial da administragao de sequéncias de ribonucleétidos, para varias situagoes
patolégicas, rapidamente foi percebido, denotando nao sé a sua capacidade para gerar
respostas inatas como adaptativas. De forma a potenciar estas vacinas opta-se, em regra geral,
por veicular o mRNA para o citoplasma de APCs, das quais se destacam as DCs, como as
Unicas células capazes de estimular eficazmente linfécitos T naive. Apos a entrada para o
citoplasma de DCs estas vacinas sao traduzidas, e finalmente apresentadas em moléculas MHC
na forma de epitopos. Deste modo, induzem a secregao de citocinas por linfocitos Thl e a
estimulacio linfocitos T CD4 e T CD8, bem como mecanismos de imunidade humoral.?¢"¢7¢®

Os linfécitos T CD8 sao as células citotdxicas por exceléncia, fulcrais na atividade anti-
neoplasica. No entanto, embora tenham uma contribuicao espectavel menor, os linfocitos T
CD4, suportam a atividade de linfocitos T CD8, além de serem capazes de atuar por
citotoxicidade e de promoverem a eliminagao tumoral, em situagcoes de défice de células T
citotoxicas. Ao contrario do que ocorre com linfocitos T CD8, a auséncia de T CD4
compromete eficacia da vacina. Assim, a sequéncia de mRNA administrada deve, idealmente,
codificar uma gama de neoepitopos expressos tanto em moléculas MHC |, como MHC Il, de
forma a ativar linfocitos T CD8 e T CD4, respetivamente. Apesar da dupla ativagao, dados
clinicos reportam o estimulo preferencial de linfoécitos T CD4. Para além da sua fungao
codificante, o mMRNA, ao contrario do DNA, ativa também recetores de imunidade inata como
TLRs, providenciando uma maior reatividade a estas vacinas.?**"¢*¢’

A ativagao de mecanismos de imunidade inata via TLRs, apesar de aumentar a
imunogenicidade das vacinas, pode comprometer a sua eficacia pela dispersao das respostas
imunes geradas.®’

Com o intuito de construir uma vacina de mRNA deve iniciar-se pela selegao do
antigénio ou grupo de antigénios contra os quais se pretende induzir uma resposta imunitaria,
recorrendo para isso a ferramentas de previsao que, com base nas caracteristicas do

neoantigénio, nos permitem antecipar a sua performance in vivo. O mRNA administrado é

entao sintetizado in vitro, a partir de uma sequéncia de DNA que lhe serve de modelo, sendo
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constituido por uma regiao de leitura (ORF), delimitada por regides nao codificantes (UTRs)
tanto na extremidade 5’ como na 3’, um “cap” na regiao 3’ e uma cauda de poli-adeninas (Poly-
A) na extremidade 5’ (Figura 3).°"*"*

A estrutura do mRNA tem, no entanto, um reduzido tempo de semi-vida, apds

administrado, devido a presenca de RNases.*’

Figura 3 — Esquema da Estrutura do mRNA. Criado com BioRender.?' (Adaptado de Sahin, Ugur et al..”®)
Abreviaturas: ORF — regido de leitura; UTR — regido nao codificante.

Vérios métodos tém sido estudados com vista a superar tanto o tempo de semi-vida,
como a imunogenicidade inata da vacina. A otimizagao das UTRs escolhidas, pretendendo
aumentar a eficacia de traducao e a estabilidade do mRNA em circulagao; a variagao da
extensao da cauda Poli-A e da regiao “cap” utilizadas, de forma a obter niveis de expressao
mais elevados e direcionar o transporte do mRNA, sao algumas das estratégias utilizadas. A
utilizagao de ORFs ricas em citosina-guanina permite também exponenciar o processo de
sintese proteica. 2"

Porém, quando o objetivo € impedir a ativagao recetores de imunidade inata, a melhor
abordagem passa por utilizar nucleétidos modificados (ex: metilados). A aplicagao destes
nucledtidos, impede a reatividade contra o vetor (MRNA) aumentando a eficacia antitumoral
da vacina.””*"’""7

A formulagao de vacinas de mRNA permitiu superar abordagens anteriores, entre as
quais, vacinas peptidicas. Esta estratégia de vacinagao denota um perfil de seguranca superior,
consegue codificar qualquer antigénio tumoral, possibilita a incorporagao de varios antigénios
numa Unica sequéncia e conta com métodos de produc¢iao niao s6 mais céleres e economicos,
mas também independentes da conformagao tridimensional proteica. Estas vacinas de mRNA
sao aplicaveis a produgao em massa, sob boas praticas de produgao e sao extremamente
versateis, possibilitando com pequenas modificagbes no método de producao, direcionar as
vacinas contra alvos distintos.*"*"*’

Comparativamente a plasmideos, as vacinas de mRNA diferem pela sua expressao
transitéria, pela agao citoplasmatica (e nao nuclear), pelo diminuto risco de incorporagao no
material genético da célula hospedeira, pela maior reprodutibilidade e pelo reduzido risco

mutagénico, evidenciando um perfil de seguranca superior.®"*"’"”
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Apesar dos seus pontos positivos, as suas propriedades eletrostaticas e o seu peso
molecular causam alguns constrangimentos a administragao sistémica. Todavia, a rapida
degradagao enzimatica e a dificil transfeccao in vivo, juntamente com o numero de
administragoes, o seu dificil controlo e o risco de toxicidade por sobrexpressao ou atividade
contra alvos nao pretendidos, constituem possivelmente as maiores limitagoes desta
abordagem.®"**’'

Adaptar sequéncias de mRNA para utilizar em estratégias de vacinagao antitumoral,
pode seguir 2 métodos. O primeiro faz uso deste acido ribonucleico para transfectar DCs ex
vivo, que serao, de seguida, administradas. Adjuvantes de mRNA podem ser adicionalmente
utilizados, sendo capazes de potenciar a ativacdo das DCs e de interagir com recetores
imunitarios. Porém, este primeiro método ira originar, em ultima analise, vacinas de DCs
transfectadas com mRNA, as quais nio demonstram bons resultados clinicos.®"*"*®

Por outro lado, a administracao direta do mRNA é a base do segundo método. Este
conceito foi validado por Weide et al., confirmando a viabilidade da administragao direta de
mRNA. Para tal Weide et al, fez uso de uma sequéncia estabilizada com protamina, a qual

alcancou respostas imunes especificas e um bom perfil de seguranca.*”’*” No entanto, a

instabilidade enzimatica do mRNA continuou a ser um dos obstaculos a contornar.®®

7.6.1. Nanoparticulas

Idealmente, as vacinas de mRNA devem ser transportadas até ao citoplasma das APCs
mais potentes (DCs), onde sio expressas.”

De modo a direcionar e melhorar a sua performance in vivo, varias técnicas de
veiculagao tém sido apontadas como estratégias viaveis para vacinas de mRNA. Neste
contexto, as nanoparticulas sao um veiculo bastante atrativo. Estas plataformas permitem
direcionar o mRNA in vivo, mas também conferir-lhe protegao contra a degradagao enzimatica
e processos de clerance.”"”*”

Tendo em conta a gama de nanotransportadores disponiveis, com as mais variadas
caracteristicas, a sua selecao é um passo crucial ao desempenho de vacinas de mRNA. Nos
tempos que correm, as nanoparticulas lipidicas sio o veiculo mais utilizado em vacinas de

mRNA, as quais serio abordadas nas préximas seccoes (7.6.2 a 7.6.4).”"7¢7®

7.6.2. Transporte, Expressao e Apresentacao de mRNA in vivo

Com o objetivo de transportar, de forma eficiente o mMRNA para o seu local de agao,

existem varias etapas e processos que devem ser assegurados (Figura 4): |) Primeiramente
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os nanomateriais escolhidos, devem interagir com o mRNA de modo a originar complexos
estaveis; 2) Os complexos formados sao entao transportados até aos tecidos de interesse; 3)
Nesta fase, as células alvo adsorvem as nanoparticulas e é formado um endossoma; 4) Ja dentro
do endossoma, as caracteristicas dos constituintes da nanoparticula proporcionam a saida do
mRNA para o citoplasma; 5) No citosol e junto das estruturas de sintese proteica, o mRNA
sofre a etapa final de tradugao. Apesar da sua aparente simplicidade, o transporte das
sequéncias de mRNA ¢ bastante desafiante, envolvendo varios fatores de regulagao ao longo
de cada uma das suas fases.”

Apos a veiculagao e expressao nas células alvo, as proteinas (antigénios) produzidas
tém de ser processadas, para que possam ser posteriormente apresentadas sob forma
peptidica em complexos com moléculas MHC na superficie celular. A grande maioria das
células sintetiza moléculas MHC |, pelo que as moléculas MHC |l estao sobretudo restritas a
APCs. Estas duas classes do HLA apresentam vias de processamento distintas. Assim, para
gerarem respostas mediadas tanto por linfécitos T CD4, como T CD8, os antigénios terao de
ser processados por ambas as vias. a) A via de apresentacao de antigénios por moléculas MHC
| inicia-se com a sua sintese proteica ao nivel do citoplasma. De seguidas estas novas proteinas
sao catabolizadas por enzimas no proteossoma, dando origem a péptidos. Com recurso a
moléculas de transporte, os péptidos sao entao deslocados até ao reticulo endoplasmatico.
Neste compartimento e mediante a sua afinidade de ligagao, formam complexos estaveis com
moléculas MHC I. Por dltimo sofrem, um transporte mediado pelo complexo de Golgi, para a
superficie celular, onde sao apresentados e reconhecidos por linfécitos T CD8 a fim de
desencadearem uma resposta imune. b) De outra forma, o processamento de antigénios
passiveis de apresentagao em moléculas MHC Il, necessita que as novas proteinas formadas
sejam, numa primeira fase, secretadas da célula. Apos a sua exocitose, estas proteinas deverao
retornar a célula numa vesicula endocitica, na qual irao ligar a moléculas MHC Il previamente
formadas no reticulo endoplasmatico. Esta interagao é favorecida pelo pH acidico da vesicula
endocitica. Ja formados, os complexos MHC ll-epitopo sao transportados até a superficie

celular onde ativam respostas imunes mediadas por linfécitos T CD4.7%7%%

7.6.3. Nanoparticulas Lipidicas

O conceito de Lipossomas, vesiculas uni ou multilamelares, constituidas por um nucleo
aquoso e uma ou varias bicamadas fosfolipidicas, foi descoberto por Bangham et al. no ano de
1965. Desde a sua descoberta, rapidamente passou para a cinica, sendo atualmente um dos
73,76,81

nanossistemas mais bem estudado.

Os lipossomas sao a versao inicial de nanoparticulas lipidicas (LNPs), apresentando
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Figura 4 — Transporte de mRNA in vivo. As estratégias de vacinagio com mRNA dependem da capacidade
de orientagdo destas plataformas para tecidos estratégicos, onde podem contactar com células dendriticas (DCs)
e desencadear uma resposta antitumoral. Porém, apos o aporte destes nanossistemas para o citoplasma de DCs
é necessario que ocorra a expressio e apresentagao de neoepitopos a superficie destas células. A expressio tira
partido da maquinaria proteica da célula alvo. Ja o processamento das proteinas formadas para que sejam
apresentadas a linfécitos T CD4 e TCD8 na superficie da célula pode seguir duas vias distintas: a) a via
proteossomica de forma a serem apresentados em moléculas MHC | e b) a via endossomal que permite
apresentar epitopos tumorais ligados a moléculas MHC II. Criado com BioRender.?' (Adaptado de Sahin, Ugur et
al’®; Cagigi, Alberto e Loré, Karin®%; Ladak, Reese Jalal et al.%).

caracteristicas versateis para o transporte de moléculas hidrofilicas (MRNA) ou hidrofébicas,
no nucleo ou entre as cadeias carbonadas da bicamada fosfolipidica. Para além da sua dualidade
de transporte, estas estruturas podem variar de composi¢ao, podendo ser substituidas por
diferentes fosfolipidos, bem como por moléculas como o colesterol, cuja fungao é estabilizar
o lipossoma.”’¢

A utilizagao de lipossomas no transporte diferentes ativos farmacéuticos, toma partido
nao s6 da sua fungao reservatério, controlando a libertagao lenta do seu conteudo, mas
também da sua capacidade para direcionar a terapéutica a um tecido alvo. Tais estratégias de
veiculagio tém igualmente atividade adjuvante, estimulando a libertacio de IL-2.%*

Tendo em conta a celeridade com que esta plataforma passou da teoria a pratica clinica,

alguns dos fatores que impactam a sua performance sao ja conhecidos. Desta forma, o seu

diametro, carga, composicao e a organizagao lamelar sao caracteristicas dos lipossomas a
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controlar durante a sua sintese, ja que demonstram ter um impacto direto sob a sua
estabilidade tanto in vitro como in vivo.”>”*

A maioria dos lipidos utilizados na producao de LNPs é inerte, no entanto, a
incorporagao de lipidos cationicos e lipidos peguilados podem ser uma possivel limitagao para
lipossomas, dada a sua pontual citotoxicidade e a capacidade para induzir anticorpos
indesejaveis, respetivamente. A limitada seletividade das LNPs nao revestidas, o reduzido
tempo de semi-vida e a estabilidade, sao igualmente fatores condicionantes que podem, no
entanto, ser contornados selecionando lipossomas com propriedades adequadas.”"”*”*

Como parte de LNPs os lipossomas sao suscetiveis de serem funcionalizados. Assim,
um dos métodos aplicavel para obter lipossomas com as caracteristicas desejadas, envolve o
seu revestimento com ligandos ou polimeros. A incorporagao de ligandos a superficie de
lipossomas, permite melhorar a sua especificidade, tomando partido da interagao ligando-
recetor, entre o lipossoma e as células alvo, respetivamente. Neste ambito, ja é conhecida a
capacidade de veicular estas vacinas para células do sistema imune. Todavia a maioria das
vacinas de mRNA sio direcionadas a DCs.>’""

A adicio de polimeros biocompativeis de natureza inerte, essencialmente
poli(etilenoglicol) (PEG), a superficie destas estruturas proporciona um menor
reconhecimento destas nanoparticulas por fagocitos. Deste modo, cadeias de PEG permitem
superar a rapida eliminagao in vivo de lipossomas, sendo que o tamanho e a quantidade das
cadeias utilizadas regulam o tempo de semi-vida da nanoparticula.”

Considerando a capacidade de transporte das LNPs e o seu sucesso no transporte de
acidos nucleicos, os lipossomas sao plataformas atrativas para a produgao de vacinas de mRNA
seguras e eficazes. No entanto, a fraca difusio do mRNA pelas membranas bioldgicas,
essencialmente devido a sua solubilidade e caracter anidnico, em conjunto com a sua rapida
degradacio in vivo, provocada pelo ataque enzimético, dificultam a sua produgio.”””®

De forma a superar estes desafios, as LNPs catidnicas surgem como os transportadores
nao-virais mais frequentemente utilizados em vacinas de mRNA. A presenca de lipidos de
carga positiva, proporciona a formagao de complexos estaveis com o mRNA, facilitando a sua
encapsulagao e estabilizando este acido nucleico. Assim, LNPs com lipidos cationicos, como
lipossomas, permitem encapsular o mRNA no seu interior, protegendo-o do ataque
enzimatico de RNases in vivo.**”

Apos a sua administragao por via parenteral, as vacinas de mRNA precisam de ser
direcionadas para tecidos especificos, no intuito de desempenharem a sua fung¢ao. O equilibrio
entre as cargas positivas dos lipidos cationicos e das cargas negativas do mRNA, desempenha

um papel crucial a este nivel.?*”
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Considerando a sua dificil difusao pelas membranas, os acidos nucleicos sao
internalizados para o citoplasma de células alvo pela adsor¢ao da LNP. Esta adsorgao € seguida
da formagao de uma vesicula. A presenca de lipidos catidonicos da nanoparticula auxiliam a
libertagao do mRNA da via endocitica para o citoplasma. Do conjunto de lipidos catidnicos
utilizados na formulagao de LNPs, favorecem-se os ionizaveis pelo seu melhor perfil de
seguranga, uma vez que estao na sua forma catidnica em pH acido (no endossoma), mas
73,75,76
permanecem com carga neutra no sangue.

A formulacao de vacinas de mRNA com nanolipossomas possibilita adicionalmente,

uma melhoria no perfil imunogénico destas vacinas.®

7.6.4. Ensaios Clinicos

Apesar da recente aposta em vacinas de mRNA, a concegao deste tipo de plataformas
data de 1978, com a encapsulagao lipossomal do mRNA. Dezassete anos mais tarde, surge a
primeira vacina formulada contra antigénios tumorais.”**%

Neste momento, com os recentes avangos em terapéuticas génicas, motivados pela
necessidade de desenvolver vacinas contra o SARS-CoV2 e a jungao de esforgos cientificos
mundiais, permitiu alcangar as primeiras vacinas de mRNA, baseadas em LNPs, aprovadas. A
aprovagao destas estratégias, desencadeou um aumento exponencial do interesse em vacinas
de mRNA.>7>7¢

Atualmente sao varias as empresas que dedicam os seus esforcos a criagao de
plataformas que possibilitem a eficacia destas vacinas, especialmente em doencas oncologicas.
Entre os ensaios clinicos em estado ativo nesta area, segundo o site ClinicalTrials.gov, é
possivel identificar 4 organizagdes que tem lugar nas 20 empresas com maior numero de
patentes: a BioNTech SE, a ModernaTX, a Merck e a Genentech (como membro do grupo
Roche).®

Aos dias que correm siao conhecidos 26 ensaios clinicos em fase ativa, dedicados ao
estudo da aplicabilidade, seguranca e performance de vacinas de mRNA em doencgas

oncolodgicas (Tabela ).
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8. Limitacoes e Desafios Futuros

As doencas oncologicas sao a 2* maior causa de morte a nivel mundial, evidenciando a
necessidade de novas imunoterapias antitumorais, no entanto vérias sio as barreiras.”®

Desde a origem do conceito de imunoterapia que, o maior obstaculo encontrado ao
desenvolvimento de novas terapéuticas € a identificagao e selecdo de alvos moleculares
adequados. No entanto, a forte imunossupressao exercida pelo microambiente tumoral e a
falta de estratégias de veiculagao eficazes, sao igualmente identificados como limitagoes a
superar. Por ultimo o processo de imunoedigao, escape tumoral e tolerancia, juntamente com
a heterogeneidade da massa tumoral dificultam também a obtencao de vacinas seguras,
versateis e robustas,'*'?732¢647¢

Com o advento dos novos métodos de sequenciagao e ferramentas bioinformaticas, a
descoberta e selegao de neoantigénios como alvos moleculares tornou-se possivel, marcando
uma mudanga de paradigma em diregao a uma medicina de precisao, com terapéuticas cada
vez mais personalizadas. Contudo e embora o sucesso dos Ultimos anos, ha ainda muito para
otimizar. A melhoria das tecnologias de predicao é um objetivo proximo, para encontrar
novos neoantigénios, pretendendo-se para isso, a incorporagao de etapas de processamento
dos neoantigénios e a ampliagao das bases de dados existentes relativamente a epitopos de
moléculas MHC Il. A aposta em neoepitopos derivados de mutagoes menos estudadas, como
insergoes e delegoes ou de processos de splicing alternativo é igualmente um campo a
explorar'20,26,63,67,76

Novos conhecimentos sobre todas as etapas do transporte de mRNA, bem como da
sua tradugao e da estrutura ribossomal, sao também necessarios com o objetivo de criar novas
e melhoradas estratégias de veiculagao baseadas em nanoparticulas funcionais. O sinergismo
entre diferentes imunoterapias é outro dos temas mais promissores.*”’"’*”’
Varias sao as oportunidades de melhoria, pelo que a informagao dos ensaios clinicos

realizados recentemente, sera indispensavel para avaliar o desempenho das estratégias

emergentes e tragar um caminho futuro.”’
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9. Conclusao

As vacinas de mRNA ja percorreram um grande percurso desde a sua descoberta.
Novos alvos terapéuticos foram incorporados nestas plataformas imunoterapéuticas,
permitindo obter melhores perfis imunes e de maior seguranca.

A administragdo destas vacinas com recurso nanotransportadores lipidicos foi
igualmente um grande passo para o progresso desta terapéutica. Tais formulagoes, pretendem
convergir no sucesso desta tecnologia, quer pela protecao do mRNA in vivo, quer pela sua
orientagao para tecidos estratégicos e ainda pela agao adjuvante.

Porém as abordagens antitumorais com vacinas de mRNA estao longe de estar
otimizadas. A pesquisa de novas fontes de neoantigénios pouco exploradas e a utilizagao de
nanotransportadores formados por constituintes funcionais sao alguns dos campos onde é
possivel inovar. Um conhecimento mais aprofundado sobre o transporte e processamento de
vacinas de mRNA in vivo, bem como a incorporacao dos resultados dos primeiros ensaios
clinicos com estas abordagens sera também parte essencial ao progresso destas vacinas.

Consideradas como uma das imunoterapias antitumorais do futuro, as vacinas de
mRNA ambicionam alterar o paradigma da medicina atual, em direcao a terapéuticas cada vez
mais personalizadas e que fazem prever uma revolugao tanto no tratamento, como na

prevengao de tumores.
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