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“Once we accept our limits, we go beyond them.”

Albert Einstein
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CAPITULO |

Relatorio de Estagio em Farmacia Hospitalar

(Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E.)



Abreviaturas

CFT — Comissao de Farmacia e Terapéutica

DCI — Denominagao Comum Internacional

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

FHNM — Formulario Hospitalar Nacional de Medicamentos

IPOCFG, E.P.E. — Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E.
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

SNS — Servigo Nacional de Saude

TDT — Técnico de Diagnéstico e Terapéutica

UPC — Unidade de Preparagao de Citotoxicos



I. Introducao

No ambito da unidade curricular, Estagio Curricular, do quinto ano do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra (FFUC), realizei um estagio curricular nos Servigos Farmacéuticos do Instituto
Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E. (IPOCFG, E.P.E.), no periodo
de 9 de janeiro a 14 de margo, sob a orientacdo da Dr.* Clementina Varela e restante
equipa.

O farmacéutico é o profissional de saide mais especializado na area do medicamento e
tem um papel preponderante em toda a dinamica de funcionamento dos Servigos
Farmacéuticos Hospitalares, que constituem uma estrutura de maxima importancia ao nivel
dos cuidados de saude prestados em meio hospitalar. Neste sentido, foi bastante proveitoso
poder presenciar o papel do farmacéutico no seio de uma equipa multidisciplinar de saude e
o contexto didrio daquilo que € a sua realidade profissional.

Neste relatorio pretendo relatar a experiéncia que foi a realizagao deste estagio, uma
etapa que considero fundamental para o meu processo de formagao enquanto farmacéutico.
Apds uma breve e sucinta apresentagao do IPOCFG, E.P.E. e dos seus Servicos
Farmacéuticos, irei focar-me numa analise SWOT. Esta andlise ira incidir sob os pontos
fortes (Strenghts), os pontos fracos (Weaknesses), as oportunidades (Opportunities) e as
ameagas (Threats) do estagio que realizei, no que diz respeito a frequéncia do estagio, a
integracao da aprendizagem tedrica no contexto pratico profissional e a adequagao dos
conhecimentos adquiridos durante o MICF, relativamente as exigéncias profissionais atuais
do farmacéutico. Além disto, pretendo descrever e demonstrar os conhecimentos obtidos
ao longo deste periodo, bem como todas as situagoes que considero relevantes e que

contribuiram para a sua valorizagao.

2. Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E.

De acordo com Regulamento Interno do IPOCFG, E.P.E., este hospital trata-se de uma
pessoa coletiva de direito publico de natureza empresarial dotada de autonomia
administrativa, financeira e patrimonial [1].

Esta instituicao € uma unidade hospitalar integrada na rede de unidades prestadoras de
cuidados de saude do Servico Nacional de Saude (SNS), especializada no diagnostico e
tratamento de doengas oncoldgicas em toda a Regiao Centro do pais. Por outro lado, tem

também como missao a participagdo na formagao de profissionais de saude e o



desenvolvimento de projetos e programas de investigacao, formagao, ensino e rastreio
oncolégico [1].

Desta forma, o IPOCFG, E.P.E. assume-se como dos centros oncologicos de referéncia a
nivel nacional, destacando-se nas areas do tratamento, investigaciao, ensino, diagnostico,

reabilitacao e continuidade de cuidados [1].

2.1. Servicos Farmacéuticos do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra
Francisco Gentil, E.P.E.

Segundo o Regulamento Interno do IPOCFG, E.P.E., os Servicos Farmacéuticos sao uma
das areas de suporte a prestagao de cuidados de salde, responsaveis por toda a gestao,
circuito, manipulagdo e dispensa de medicamentos e produtos farmacéuticos. As suas
competéncias passam por participar na selecio dos medicamentos e produtos farmacéuticos
que estao disponiveis no hospital, pela sua distribuicio aos doentes em regime de
internamento e de ambulatério e producao de formulagdes adequadas a diversos fins
especificos do hospital. Além disto, também é da responsabilidade dos Servigos
Farmacéuticos a garantia da boa utilizagio dos medicamentos e produtos farmacéuticos,
através da transmissao de informagao, do exercicio da farmacia clinica, da participagao em
comissoes técnicas e multidisciplinares, da colaboragao em ensaios clinicos, da orientagao de
estagios e da formagao continua dos profissionais de saude [1].

Os Servicos Farmacéuticos Hospitalares desenvolvem um conjunto de atividades
farmacéuticas, exercidas em organismos hospitalares ou servicos a estes ligados, que sao
designadas por “atividades de Farmacia Hospitalar”. Desta forma, assumem-se como
departamentos com autonomia técnica e cientifica, sujeitos a orientagio geral dos Orgios de
Administragao dos Hospitais, perante os quais respondem pelos resultados do seu exercicio.
Na pratica, s3ao o servigo hospitalar que assegura a terapéutica medicamentosa dos doentes,
sendo responsaveis pela qualidade, eficacia e seguranga dos medicamentos. A sua diregao ¢
obrigatoriamente assegurada por um farmacéutico hospitalar [2].

No IPOCFG, E.P.E., os Servigos Farmacéuticos encontram-se instalados no |° piso do
edificio dos Cuidados Paliativos, funcionando das 9h as 17h30, de segunda a sexta-feira, e das
9h as 13h, aos sabados. A partir da hora de encerramento ha sempre uma farmacéutica de
prevencao.

Os Servicos Farmacéuticos encontram-se sob a direcao da Dr.* Clementina Varela,
estando a subcoordenagao a cargo da Dr.* Ana Cristina Teles. O corpo farmacéutico é ainda
constituido pela Dr.* Ana Costa, Dr.* Andrea Silva, Dr.* Cristina Baeta, Dr.* Graga Rigueiro,

Dr.* Maria Inés Costa, Dr.* Rita Lopes e pela Dr.* Marina Sales. A restante equipa é



constituida por Técnicos de Diagnostico e Terapéutica (TDTs), cuja coordenagao estd a
cargo de Prazeres Sacramento, um assistente técnico, auxiliares de agao médica e assistentes
operacionais. Cada um destes profissionais possui tarefas individuais especificas, que sao
realizadas com o maior rigor, de forma a garantirem que o circuito do medicamento é o
mais seguro, tanto no meio hospitalar, como no ato da sua dispensa ou administragao.
Fisicamente, os Servicos Farmacéuticos do [IPOCFG, E.P.E. encontram-se
compartimentados em seis areas principais, nomeadamente a area de distribuigao classica ou
tradicional e armazenamento de medicamentos, area de distribuicao individualizada diaria em
dose unitaria, area de distribuicao de medicamentos em regime de ambulatorio,
radiofarmacia, Unidade de Preparagao de Citotoxicos (UPC) e a area de reembalagem de
medicamentos. Durante o estagio que realizei neste servico tive a oportunidade de
percorrer todos estes setores e de experienciar as varias atividades levadas a cabo em cada

um deles.

3. Analise SWOT

Uma andlise SWOT é uma ferramenta de gestao muito utilizada, que permite avaliar uma
dada atividade, quer numa vertente interna, em relacao aos pontos fortes (Strenghts) e aos
pontos fracos (Weaknesses), quer numa vertente mais externa, relativamente a
oportunidades (Opportunities) e a ameagas (Threats). Vulgarmente, este tipo de andlise é
conhecido pelo acrénimo SWOT.

Posto isto, apresento a minha analise SWOT relativa a este estagio, onde abordo os
aspetos que considero que valorizaram o meu estagio, as dificuldades sentidas durante a
realizagao do mesmo, mas também as oportunidades e as ameagas que reconheci. Na Tabela
| encontram-se enumerados aqueles que considero os pontos fortes, pontos fracos,

oportunidades e ameagas.



Tabela | — Andlise SWOT do meu estagio curricular em Farmacia Hospitalar.

e Contacto com a area da oncologia e

com o doente oncoldgico

FATORES e  Plano de estagio e contacto com os
e  Caracter observacional do estagio
INTERNOS varios setores dos Servigos
R e  Falta de conhecimentos aprofundados em
Farmacéuticos

determinadas areas
e  Desenvolvimento de trabalhos de

pesquisa

e  Equipa multidisciplinar

FATORES Controlo dos stocks de medicamentos Distanciamento entre o farmacéutico e o
EXTERNOS em todos os servigos do hospital doente
e  Reestruturagio do Servigo de e  Processo de escolha e aquisi¢ao dos
Medicina Nuclear medicamentos

3.1. Pontos Fortes
3.1.1. Contacto com a area da oncologia e com o doente oncologico

Dado que o IPOCFG, E.P.E. é um hospital especializado, um dos pontos fortes deste
estagio foi, sem dYvida, o contacto com a area da oncologia e com o doente oncolégico, um
tipo de doentes que, a meu ver, é bastante especial. A oncologia, até entao, era uma area
clinica sobre a qual nao tinha grandes conhecimentos, quer em termos de terapéuticas, quer
em relagao aos cuidados de saude que sao prestados nesta area. Neste sentido, o estagio foi
muito enriquecedor, porque realmente, além de ter trabalhado diariamente com
medicamentos mais gerais e comuns, pude ter contacto com medicagao antineoplasica que
desconhecia. Desde medicamentos citotoxicos a farmacos que constituem protocolos de
terapéutica hormonal contra o cancro, pude percecionar a complexidade que é o
tratamento e o acompanhamento de um doente oncolégico, uma area em relagao a qual
inicialmente nao tinha muitos conhecimentos.

Nesta area, o farmacéutico tem varias frentes de intervencao, que vao desde a
validagao da prescrigao médica de doentes em regime de internamento ou validagao de
protocolos de quimioterapia até a dispensa de farmacos em regime de ambulatorio.

Com este estagio pude perceber que a investigacao cientifica mais atual tem um peso
muito importante, permitindo novas estratégias terapéuticas para o tratamento dos doentes.
Trata-se de uma area em que a atualizagao cientifica é extremamente importante, uma vez

que todos os dias podem surgir novos dados relevantes.



Durante as visitas médicas que tive oportunidade de acompanhar, no Servigo de
Cirurgia de Cabega e Pescogo, nas idas ao Hospital de Dia da quimioterapia e durante o
periodo em que estive no Ambulatorio, pude contactar de perto com varios doentes
oncolégicos. Em oncologia, mais do que provavelmente noutras areas clinicas, cada doente é
um doente, cada terapéutica € uma terapéutica e cada histéria € uma histéria. Saliento o
papel de acompanhamento que ¢é feito ao nivel do ambulatério, em relagao a educagao dos
doentes relativamente a medicagao dispensada, onde se prestam todas as explicagoes

necessarias para um uso racional e com seguranga dos medicamentos.

3.1.2. Plano de estagio e contacto com os varios setores dos Servicos

Farmacéuticos

A boa organizagao do meu plano de estagio foi um dos pontos fortes, na medida em
que me permitiu contactar com todos os setores dos Servicos Farmacéuticos do IPOCFG,
E.P.E.

Iniciei o estagio no setor da distribuicao tradicional de medicamentos e armazém,
onde pude contactar com os processos de recegao de encomendas e o seu armazenamento
nos locais indicados, de acordo com as suas especificagoes. Todos os medicamentos sao
armazenados segundo o principio first in, first out e esta aplicado o estabelecido pela Norma
n® 020/2014, da Direcao-Geral da Salde, que define a lista de medicamentos LASA (Look
Alike, Sound Alike) [3], de forma a evitarem-se erros durante a dispensa de medicamentos.
Pude acompanhar, também, a rececao e o armazenamento de materiais inflamaveis, gases
medicinais e soros e injetaveis de grande volume, que tém locais de armazenamento
distintos.

Durante este periodo, além de auxiliar na dispensa dos medicamentos solicitados
pelos diversos servigos do hospital, tive a oportunidade de auxiliar na preparagao de algumas
formulas magistrais, nomeadamente suspensoes de nistatina composta para bochechos, no
setor da farmacotecnia.

Posteriormente, acompanhei o dia a dia do setor de distribui¢ao individualizada diaria
em dose unitaria para os doentes em regime de internamento, aproximadamente durante
duas semanas. Neste setor contactei de perto com a validagao da medicagao de cada doente,
uma fungao dos farmacéuticos, e auxiliei os TDTs na preparacio da terapéutica
medicamentosa individualizada em modulos de gavetas para cada doente, para um periodo
de 24 horas.

De seguida, durante outras duas semanas, acompanhei o trabalho levado a cabo no

setor do ambulatério, onde realmente contactei com varios medicamentos antineoplasicos e
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tive uma percecao maior daquilo que sao os protocolos terapéuticos para alguns tipos de
cancro.

Nas dltimas duas semanas do meu estdgio, contactei com outro setor da
farmacotecnia, a UPC, onde sao preparados os medicamentos dos protocolos de
quimioterapia dos servicos de Oncologia Médica e Hospital de Dia. Além de ter
acompanhado a validagao dos protocolos, realizada pelos farmacéuticos, tive a oportunidade
de auxiliar o trabalho dos TDTs na preparagao dos medicamentos citotoxicos nas camaras
de seguranca bioldgica. Por ultimo, no final do estagio ainda acompanhei as tarefas realizadas
no setor da radiofarmacia.

Sem dulvida que este estagio me permitiu adquirir uma visao bastante completa
daquilo que é o funcionamento de um Servigo Farmacéutico Hospitalar e de todo o trabalho
que é realizado, tendo acompanhado bem de perto todo o circuito do medicamento, desde
a sua aquisicao a sua dispensa, bem como a intervengao do farmacéutico em todas essas

etapas.

3.1.3. Desenvolvimento de trabalhos de pesquisa

Durante o estagio tive a oportunidade de realizar dois trabalhos de pesquisa. Durante
o periodo de tempo em que estive no setor da dispensa de medicamentos individualizada
diaria em dose unitdria, realizei um levantamento dos medicamentos que foram enviados
para os diferentes servigos e que foram devolvidos aos Servigos Farmacéuticos. Por vezes ha
um grande volume de medicagao que é devolvida/revertida, uma vez que o proéprio servigo
hospitalar tem um stock proprio de medicamentes. Neste sentido, fiz um levantamento
dessas reverténcias, com o auxilio de uma farmacéutica, de forma a tirar algumas conclusoes
em relagao a propria gestao dos medicamentos, tendo em conta os recursos disponiveis. Os
resultados e as conclusoes encontram-se apresentados no Anexo |.

Aquando da minha passagem pelo setor do ambulatério, desenvolvi um ficheiro com
todos os medicamentos dispensados em regime de ambulatério no IPOCFG, E.P.E. e com a
indicagdo de como proceder em caso de omissaio de uma das tomas. Trata-se de um
documento meramente auxiliar e de facil consulta, para o caso de surgir alguma questao,
dado que é uma ddvida que surge frequentemente por parte dos doentes. No Anexo 2
encontra-se uma amostra dessa tabela, uma vez que a original € muito extensa.

No fundo, estes trabalhos de pesquisa que desenvolvi fizeram com que pudesse
aprofundar mais os meus conhecimentos em relagao aos farmacos disponiveis que sao
utilizados no IPOCFG, E.P.E. e com que entendesse melhor o circuito do medicamento em

meio hospitalar e de que forma é que os varios servigos se articulam entre si.



3.1.4. Equipa multidisciplinar

O facto de durante o estagio ter contactado com uma equipa multidisciplinar
constituida por farmacéuticos, TDTs e assistentes operacionais, que me acompanharam e
orientaram durante o meu percurso no IPOCFG, E.P.E. foi, sem duvida, um dos pontos
fortes. Perceber de que forma é que as atividades realizadas por cada uma destas entidades
se inserem naquele que é o principal objetivo dos Servicos Farmacéuticos, foi importante
para entender a importancia da cooperacao entre os diferentes profissionais de saude.
Juntos, devem desempenhar uma correta manipulagio, controlo e dispensa dos
medicamentos, garantindo, assim, a seguranga dos mesmos e o seu uso racional e

responsavel.

3.2. Pontos Fracos
3.2.1. Caracter observacional do estagio

Como em qualquer outra area profissional, os conhecimentos apreendidos sao
consolidados com a pratica. No entanto, dado o nivel de importancia que tem a intervengao
dos farmacéuticos hospitalares, por vezes o estagio foi mais observacional do que pratico.
No entanto, é completamente compreensivel que certas tarefas nao possam ser
desempenhadas por um estagiario. Ainda assim, foi interessante poder executar algumas das
fungcoes dos TDTs, sendo que teria sido proveitoso, no meu ponto de vista, ter tido um

contacto ainda mais pratico com fungoes exercidas pelos farmacéuticos.

3.2.2. Falta de conhecimentos aprofundados em determinadas areas

Principalmente no inicio do estagio e durante o periodo de tempo em que estive no
setor do ambulatério, senti algumas falhas de conhecimento em relagao a algumas
terapéuticas disponiveis. Realmente, a area da oncologia € uma area muito vasta e com a
qual nao contactamos muito durante o decorrer do MICF. Também durante as visitas
médicas que realizei senti alguma dificuldade em processar toda a informagao, uma vez que
se estava a falar de quadros clinicos bastante complicados. No entanto, todas estas
dificuldades s& me motivaram a procurar respostas e tentar colmatar essas falhas de
conhecimento, para que pudesse mais facilmente acompanhar os problemas que iam
surgindo no dia a dia.

Nesse aspeto, toda a equipa de profissionais do IPOCFG, E.P.E. se mostrou sempre
extremamente colaborativa e disposta a esclarecer-me toda e qualquer duvida.

Nao obstante, seria importante, ao nivel do plano curricular do MICF, haver uma

reformulagao, no sentido de permitir um maior aprofundamento da area oncoldgica durante
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o ciclo de estudos, de forma a integrar mais conhecimentos de farmacologia, farmacocinética
e farmacia clinica, relativamente a esta area. Além disto, seria oportuno, na minha opiniao,

haver uma maior atualizacao cientifica das matérias lecionadas.

3.3. Oportunidades
3.3.1. Controlo dos stocks de medicamentos em todos os servi¢cos do hospital

Na maioria dos servicos do hospital, cada enfermeiro-chefe faz o pedido de
medicamentos através do sistema informatico GHAF2010%, por Denominagio Comum
Internacional (DCI), que é atendido nos Servigos Farmacéuticos por um TDT, sendo no final
feita uma conferéncia cruzada por outro TDT.

Atualmente, apenas o servico de Oncologia Médica e Hospital de Dia recebem a
visita semanal dos TDTs para contagem de stocks existentes, para posterior reposi¢ao dos
niveis de medicamentos em falta. Contudo, na minha opinidao, seria uma oportunidade
adaptar este procedimento a todos os servigos existentes no IPOCFG, E.P.E., possibilitando
um controlo mais rigoroso do circuito do medicamento, fomentando o seu uso racional e a
diminuicao dos custos inerentes ao seu uso incorreto a nivel hospitalar. Estas tarefas podem
ser perfeitamente desempenhadas por membros dos Servicos Farmacéuticos, diminuindo o

tempo que a equipa de enfermagem despende com estes procedimentos.

3.3.2. Reestruturaciao do Servico de Medicina Nuclear

A perspetiva de obras no servico de Medicina Nuclear ira envolver uma grande
reestruturagao do setor da radiofarmacia, quer em temos de espago, quer em termos de
possibilidade de se realizarem mais procedimentos. Estas mudangas, caso se efetuem, irao
implicar também algumas mudangas nos Servigos Farmacéuticos, nomeadamente ao nivel da

contratagao de mais profissionais e da realizagao de mais protocolos.

3.4. Ameacas
3.4.1. Distanciamento entre o farmacéutico e o doente

Penso que existe ainda algum distanciamento entre o farmacéutico hospitalar e o
doente. O facto de o farmacéutico nao participar nas visitas médicas de todos os servigos do
IPOCFG, E.P.E., pode dificultar a sua pratica profissional, dado que Ihe podem escapar alguns
aspetos que seriam importantes aquando da validagao da prescrigao médica. Neste sentido,
seria importante apostar na presenca de um farmacéutico em todas as visitas médicas e

implementar um sistema de reconciliagao da terapéutica que envolvesse os farmacéuticos.



3.4.2. Processo de escolha e aquisicio dos medicamentos

A selecao de medicamentos para o IPOCFG, E.P.E. é feita pela Comissao de Farmacia
e Terapéutica (CFT) e tem por base o Formulario Hospitalar Nacional de Medicamentos
(FHNM), bem como as necessidades terapéuticas dos doentes do hospital nao contempladas
no FHNM. O processo de escolha de medicamentos processa-se por concurso publico, no
inicio de todos os anos, estando envolvida muita demora e burocracia.

Além de ser um processo muito moroso, que pode comprometer o acesso as
terapéuticas, o Unico critério de selecao é o prego, dada a conjuntura econémica atual.
Assim, assiste-se a uma mudanga anual dos medicamentos disponiveis no hospital, podendo

isso comprometer algumas terapéuticas ou até mesmo a propria adesao a terapéutica.

4. Conclusao

O Estagio nos Servigcos Farmacéuticos do IPOCFG, E.P.E. foi, efetivamente, uma
experiéncia bastante enriquecedora, que me permitiu contactar com uma realidade
profissional do farmacéutico completamente diferente do que ja tinha experienciado. No
final do estagio, fiquei com a certeza de que o papel do farmacéutico a nivel hospitalar,
apesar de nem sempre estar visivel a todos, acaba por ser um dos pilares de suporte dos
cuidados de salude que sao prestados em Portugal.

Apesar de ter tido apenas a duragao de dois meses, aproximadamente, foi uma
enorme aprendizagem. Essa aprendizagem nao se centrou apenas em conhecimentos
cientificos de farmacologia e farmacia clinica, mas também numa aprendizagem humanistica,
através do contacto diario com os doentes.

Na minha opiniao, e em jeito de conclusao, a area profissional da farmacia hospitalar
em Portugal merece uma reestruturagao, quer no aumento da sua expressao e contacto
com os doentes, quer ao nivel do acesso a esta area. No dia 20 de julho de 2017, o
Conselho de Ministros aprovou dois decretos-leis que estabelecem o regime legal da
carreira especial farmacéutica na Administracdo Publica e os requisitos de habilitagao
profissional para integragao nessa carreira, pelo que podera estar dado o passo de partida

para essa reestruturagao que é desejada.
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Anexo |

A Tabela 2 ilustra alguns exemplos da recolha de reverténcias feita no dia 23 de
janeiro de 2017, em relagao ao servico de Cirurgia — Internamento. Na tabela, estao
indicados todos os medicamentos enviados pelos Servigos Farmacéuticos para cada uma das
camas referidas. Além disso, encontra-se identificado se essa medicacao se tratava de
medicagao normal ou para administrar em SOS, bem como a indicagao interna relativamente
a esse aspeto, ou seja, se € para enviar todas as unidades que sao prescritas em SOS, se é
para enviar apenas metade da quantidade ou se nao € para enviar, dado que normalmente os
servigcos tém stocks préprios desses medicamentos. Por Ultimo, tendo em conta se o

medicamento foi administrado ou nao, tiraram-se algumas conclusoes.

Tabela 2 — Exemplos de reverténcias do servi¢o de Cirurgia-Internamento do dia 23 de janeiro de 2017.

Midazolam

IS mg/3 ml LV Nao | | Sim Sim Retirado do stock

Hidroxizina 25 mg

Nao | | Sim Retirado do stock
cp. Revet.

Bromazepam

Nao | | Sim Retirado do stock
3 mg cp.

Enoxaparina

40 mg/ 0,4 ml inj. Nao | | Sim Retirado do stock

Ipratrépio 0,5 mg
2 + Salbutamol Nio 3 | Sim
3mg

| toma retirada do
stock

Metamizol
3 Magnésico 575 mg | Sim 2 2 Sim Nao
caps.

Ipratropio
6 Brometo Nao 3 2 2 tomas | cassete e | stock
0,125 mg/ml

7 Paracetamol Nio 6 4 Sim | toma Doente recusou 2
500 mg cp. tomas

Metamizol
Magnésico Sim | | Sim Nao
8 575 mg caps.

Paracetamol

Sim 4 2 Sim Sim 2 cassete + 2 stock
500 mg cp.

Metamizol
Magnésico Sim 3 3 Sim | toma Retirado do stock
575 mg caps.

9 Nifedipina 10 mg

caps. Moles Sl I ! e

Paracetamol

500 mg cp. Sim 4 2 Sim | toma

Cefradina

500 mg caps. Nao 3 | 2 tomas

Metamizol
Magnésico Sim 2 | Sim | toma
575 mg caps.

Ficaram 2 un. no
Naio 6 4 Sim Nao servigo; doente
recusou toma

Paracetamol
500 mg cp.
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Bromazepam

Nao Nao Doente recusou
3 mg cp.
Droperidol Nio Reduzir a
2,5 mg/ml L.V. metade
Esomeprazole ~ ~
40 mg LV. Nao Nao
10 Metarruvzol ~ Reduzir a ~ Servigo ficou com |
Magnésico Nao Nao
metade un.
2 g/5 ml
Midazolam ~ . ~
15 mg/3 ml LV Nao Sim Nao
Tramadol ~ ~ ~
100 mg/2 ml IN] Nao Nao Nao Doente recusou
Midazolam ~ . . .
I I5 mg/3 ml LV Nao Sim Sim Retirado do stock
Esomepra;ole Nao Sim Retirado do stock
20 mg cap.
Metamizol .
2 . Reduzir a ~
Magnésico Sim metade Nao
12 2 g/5 ml
Midazolam Nao Sim Sim Retirado do stock
15 mg/3 ml L.V
Parecoxib Nio | toma
40 mg IN]
Metamizol .
- ~ Reduzir a ~
Magnésico Nao metade Nao
2 g/5ml
15 Nifedipina . ~
10 mg caps. Moles Sim Nao
Paracetamol Nao Sim | toma Doente recusou
500 mg cp.
Metamizol Servico fi m
Magnésico Sim Sim Nao ervico uc:u o
19 575 mg caps. ’
Paracetamol . . ~
B Sim Sim Nao
Metamizol Servigo ficou com |
Magnésico Sim Sim Nao ¢ un
21 575 mg caps. ’
Paracetamol . . ~
500 mg cp. Sim Sim Nao
Metamizol . .
2 - Sim Reduzir a Nio Servigo ficou com 2
metade un.
2 g/5 ml
Cilcio, Gloconato . ~
I g 10% Sim Nao
Metarpl'zol ~ Reduzir a Doente recusou 2
Magnésico Nio | toma
metade tomas
2g/5ml
Ondansetron ~ ~
8 mg/4 ml INJ. Nao Nao
Supl.
28 Hipercalorico + Nio Nao
Hiperproteico
Ao todo a doente
tomou 8
- vancomicinas, foram
Vancomicina < .
Nio 2 tomas enviadas para o

I gINJ.

servico 9 un. O
doente fazia 500 mg
de 12h/12h
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Tendo em conta estes e outros dados, foi possivel concluir que no servico de
Ginecologia foram enviados alguns medicamentos em SOS que nao seriam para enviar em
situagao de SOS. Alguns destes nao foram depois administrados e vieram revertidos para os
Servicos Farmacéuticos.

Também se verificaram casos em que a medicagao foi enviada, mas o medicamento
que foi administrado ao doente foi retirado do stock proprio do servigo, pois essa medicagao
acabou por vir revertida no dia seguinte.

No servico de Cirurgia — Internamento verificaram-se questoes semelhantes as
anteriores. Verificou-se, também, que em relagio a determinados medicamentos, com
posologia superior a uma vez ao dia, houve situagoes em que uma unidade era retirada da
gaveta enviada e outra unidade era retirada do stock préprio do servigo de Cirurgia.

Noutros casos, enviaram-se as unidades necessarias de um medicamento e vieram
revertidas menos unidades do que as enviadas, apesar de nenhuma delas ter sido
administrada ao doente. Nestes casos, essas unidades poderao ter ficado para o stock do
servico.

Relativamente ao servico de Cuidados Paliativos verificaram-se novamente todas
estas questoes, assim como no servigo de Medicina-Internamento e Radioterapia.

Em relagao aos servicos de Braquiterapia, Urologia, Cirurgia da Cabega e Pescogo e
Oncologia Médica nao foi possivel fazer o tratamento dos dados.

Na minha opiniao, a resolugao destas questoes envolvera os farmacéuticos, os TDTs
e a equipa de enfermagem, os profissionais de salude responsaveis pela administragao dos
medicamentos aos doentes.

Aos farmacéuticos cabera, talvez, tentar chegar a um acordo com os responsaveis de
cada servi¢o, em relagao aos medicamentos que se enviam ou nao em SOS, tendo em conta
o nivel de stock minimo de cada medicamento nesses servigos. Além disto, € importante
sensibilizar a enfermagem para que deem preferéncia a medicagao que vai na gaveta, em
relagao a do stock do servigo e para que nao deixem acumular medicagao de um doente e
depois fagam as reverténcias todas no final do tratamento. Por fim, é importante garantir,
em cada validagao da prescricao de um doente, que nao vai ser enviada medicagao que nao é
necessario enviar em caso de SOS.

Por outro lado, os TDTs, que sao os responsaveis por fazer o levantamento da
medicagao que volta nas gavetas, devem garantir que cada medicamento é revertido

corretamente e em relagao ao doente correspondente a gaveta.
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Anexo 2

Na Tabela 3 encontram-se alguns exemplos de medicamentos cedidos em

ambulatério pelos Servigos Farmacéuticos do IPOCFG, E.P.E., bem como se deve atuar em

caso de omissao da toma de uma das doses. Dado que a lista completa é muito extensa,

encontram-se apresentados apenas alguns exemplos.

Tabela 3 — Exemplos de medicamentos cedidos em ambulatério pelos Servigos Farmacéuticos do IPOCFG,
E.P.E. bem como a indicagao de como proceder em caso de omissao da toma de uma das doses.

ABIRATERONA 250 MG, COMP.

Tomar 4 comprimidos por dia como
dose Unica (I 000 mg), pelo menos 2
horas apds a ingestao de alimentos.
Deve ser tomado com uma dose
baixa de prednisona ou prednisolona
(10 mg por dia).

Em caso de omissao de uma dose
didria o tratamento devera prosseguir
no dia seguinte com a dose diaria
habitual.

ANASTROZOL | MG COMP.
REVESTIDO

Adultos (incluindo idosos): um
comprimido de | mg para ser tomado
por via oral uma vez por dia, a mesma

hora.

Em caso de omissao de uma dose
diaria continue simplesmente a tomar
os comprimidos da maneira habitual.

Nao tome uma dose a dobrar para
compensar uma dose que se esqueceu
de tomar.

AXITINIB 5 MG COMP.

A dose inicial recomendada é 5 mg
2 vezes por dia, tomada
aproximadamente de 12 em |2 horas.
A dose pode ser ajustada de acordo
com a resposta do doente.

Em caso de omissao de uma dose
diaria continue simplesmente a tomar
os comprimidos da maneira habitual.

Nao tome uma dose a dobrar para
compensar uma dose que se esqueceu
de tomar.

BICALUTAMIDA 150 MG COMP.
REVEST.
BICALUTAMIDA 50 MG COMP.
REVEST.

Tomar | comprimido diariamente
com agua, sempre a mesma hora.

No caso de se esquecer de tomar o
seu medicamento, tome-o logo que se
lembrar e depois tome a dose
seguinte a hora habitual. Ndo tome
uma dose a dobrar para compensar
um comprimido que se esqueceu de
tomar.

CAPECITABINA 150 MG COMP.
REVEST.
CAPECITABINA 500 MG COMP.
REVEST.

Tomado duas vezes por dia em doses
entre 625 e 1250 mg por metro
quadrado de area de superficie

corporal. Os comprimidos do devem

ser tomados com agua, 30 minutos
apés uma refeigao.

Em caso de omissao de uma toma nao
tome a dose esquecida nem faga uma
toma dupla para compensar a que se
esqueceu.
Continue o horario habitual das suas
doses.

CIPROTERONA 00 MG COMP.

Um comprimido de 100 mg duas a
trés vezes por dia (= 200 - 300 mg).
Os comprimidos devem ser tomados
apos as refeicdes, com um pouco de

liquido.

Nao tome uma dose a dobrar para
compensar um comprimido que se
esqueceu de tomar.

O doente deve tomar a dose
prescrita habitual no dia seguinte.

COBIMETINIB 20 MG COMP.

E administrado numa dose
recomendada de 60 mg por dia
(3 comprimidos de 20 mg). O
tratamento € administrado em ciclos
de 28 dias: os comprimidos sio
tomados durante 21 dias
consecutivos, aos quais se seguem um
intervalo de 7 dias.

Se uma dose for omitida, pode ser
tomada até |2 horas antes da dose
seguinte, de modo a manter o
esquema de administragao diario.

COBIMETINIB 20 MG COMP.

E administrado numa dose
recomendada de 60 mg por dia
(3 comprimidos de 20 mg). O
tratamento é administrado em ciclos
de 28 dias: os comprimidos sio
tomados durante 21 dias
consecutivos, aos quais se seguem um
intervalo de 7 dias.

Se uma dose for omitida, pode ser
tomada até |12 horas antes da dose
seguinte, de modo a manter o
esquema de administragio diario.
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CRIZOTINIB 250 MG CAPS

A dose recomendada é de 250 mg
duas vezes por dia.

Se falhar uma dose, esta deve ser
tomada assim que o doente se
lembrar, a ndo ser que faltem menos
de 6 horas até a préxima dose. Neste
caso o doente nao deve tomar a dose
esquecida.

Os doentes nao devem tomar duas
doses a0 mesmo tempo para
compensar uma dose que se
esqueceram de tomar.

ERLOTINIB 100 MG COMP.
ERLOTINIB 150 MG COMP.
ERLOTINIB 25 MG COMP.

No cancro do pulmao, a dose diaria
recomendada é de 150 mg e, no
cancro pancreatico, é de 100 mg.
O erlotinib deve ser tomado pelo

menos uma hora antes ou duas horas
depois da ingestdo de alimentos.
Os doentes que fazem esta
terapéutica devem deixar de fumar,
pois nos fumadores as concentragoes
do medicamento no sangue podem
diminuir.

Nao tome uma dose a dobrar para
compensar uma dose que se
esqueceu.

EVEROLIMUS 10 MG COMP.
EVEROLIMUS 5 MG COMP.

A dose recomendada é de 10 mg uma
vez ao dia. Os comprimidos devem
ser engolidos inteiros, a mesma hora
todos os dias, e nunca devem
esmagados ou mastigados. Devem ser
tomados, de forma regular, com ou
sem alimentos.

Caso seja omitida uma dose, o doente
nao deve tomar uma dose adicional.
A terapéutica deve continuar com a

administragdo da dose seguinte
conforme o esquema posoldgico
prescrito.

EXEMESTANO 25 MG COMP.
REVEST.

O exemestano deve ser tomado apods
uma refeigao, aproximadamente a
mesma hora todos os dias. A dose

recomendada é de um comprimido de

25 mg por dia.

No caso de se ter esquecido de
tomar o seu comprimido, tome-o
assim que se lembrar. Se for quase a
altura de tomar a dose seguinte,
tome-a a hora habitual. No entanto,
nunca tome uma dose a dobrar para
compensar um comprimido que se
esqueceu de tomar.

IMATINIB 100 MG COMP. REVEST.
IMATINIB 400 MG COMP. REVEST.

A dose prescrita deve ser
administrada oralmente, com uma
refeicio e um grande copo de agua
para minimizar o risco de irritagao

gastrintestinal.

As doses de 400 mg ou 600 mg
devem ser administradas uma vez por
dia, enquanto que a dose de 800 mg
deve ser administrada como 400 mg
duas vezes por dia, de manhi e a
noite.

Em caso de omissao de uma dose
tome-a assim que se lembrar. No
entanto se estiver quase na hora da
préxima dose, salte a dose esquecida.
De seguida, continue com o horario
de administragao normal.

Nao tome uma dose a dobrar para
compensar uma dose que se esqueceu
de tomar.

TAMOXIFENO 20 MG COMP.

A dose recomendada é de 20 mg a

40 mg administrados em toma Unica

diaria ou duas vezes ao dia, por via
oral.

Caso se tenha esquecido de tomar
uma dose, retome a administragao do
medicamento logo que seja possivel.
No entanto nio tome uma dose a
dobrar para compensar a dose que se
esqueceu de tomar.

TEMOZOLAMIDA 5 MG CAPS.
TEMOZOLAMIDA 20 MG CAPS.
TEMOZOLAMIDA 100 MG CAPS.
TEMOZOLAMIDA 250 MG CAPS.

A dose recomendada depende de
varios fatores e varia entre 75 e
200 mg por metro quadrado de

superficie corporal, uma vez por dia.
As capsulas de temozolamida tém de
ser tomadas com alimentos.

Caso se tenha esquecido de tomar
uma dose, tome essa dose o mais
cedo possivel, ainda no proprio dia se
possivel. No entanto, nunca tome
uma dose a dobrar para compensar
uma toma que se esqueceu, a ndo ser
por indicagdo do médico.
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CAPITULO I

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

(Farmacia Sao José)



Abreviaturas

CHUC — Centro Hospitalar Universitario de Coimbra

DCI — Denominagao Comum Internacional

IPOCFG, E.P.E. — Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E.
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

MNSRM — Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica

MSRM — Medicamento Sujeito a Receita Médica

SNS — Servigo Nacional de Saude
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l. Introducao

De entre todas atividades que integram o ato farmacéutico, a area da farmacia
comunitaria corresponde ao espago de maior interagao direta entre o farmacéutico e a
sociedade, onde este exerce maior influéncia enquanto agente de saude publica. Além disto,
atualmente, a farmacia assume-se como o primeiro local ao qual a sociedade recorre perante
duvidas relacionadas com a sua saude ou com a sua terapéutica, estando o farmacéutico no
centro dessa interagao. Por outro lado, as farmacias sao o ultimo local de contacto entre um
profissional de salde e o utente, antes deste Ultimo iniciar uma determinada terapéutica,
colocando o farmacéutico numa posicao determinante para o sucesso das terapéuticas

prescritas.

Este estagio em farmacia comunitaria surge, assim, no seguimento da Diretiva
2013/55/EU, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de novembro de 2013 que, no
artigo 44°, ratifica seis meses de estagio curricular em farmacia comunitaria e/ou hospitalar
para a formagao de acesso ao titulo de farmacéutico [1]. Posto isto, no ambito da conclusao
do Mestrado Integrado em Ciéncias farmacéuticas (MICF), realizei um estagio na Farmacia
Sao José, em Coimbra, entre o dia 10 de abril e o dia 22 de julho de 2017, sob orientagao do
Dr. Paulo Monteiro.

A realizagao de um estagio em farmacia comunitaria acaba, assim, por fazer parte do
processo de aprendizagem de qualquer futuro farmacéutico, permitindo-lhe aplicar todos os
conhecimentos apreendidos durante o decorrer do curso e, experienciar, num contexto
profissional, o contacto com os utentes e o trabalho levado a cabo diariamente por um
farmacéutico, tendo como principal foco o bem-estar e a saide dos utentes.

O presente relatorio retrata a experiéncia que foi o estagio na Farmacia Sao José,
uma farmacia de referéncia na cidade de Coimbra. Assim, apresento retrospetivamente esta
experiéncia através de uma analise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities e Threats),
que foca os pontos fortes a manter, os pontos fracos a melhorar, as oportunidades a ter em

vista e as ameagas que se devem tentar ultrapassar.

2, Anilise SWOT
Uma analise SWOT é uma ferramenta de gestao muito utilizada, que permite avaliar uma
dada atividade, quer numa vertente interna, em relagao aos pontos fortes (Strenghts) e aos

pontos fracos (Weaknesses), quer numa vertente mais externa, relativamente a
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oportunidades (Opportunities) e a ameagas (Threats). Vulgarmente, este tipo de anilise é
conhecido pelo acrénimo SWOT.

Desta forma, apresento a minha andlise SWOT relativa a este estagio em farmacia
comunitaria, onde abordo os aspetos que considero que valorizaram o meu estagio, as
dificuldades sentidas durante a realizagado do mesmo, mas também as oportunidades e as
ameagas que reconheci. Na Tabela | encontram-se enumerados aqueles que considero os

pontos fortes, pontos fracos, oportunidades e ameagas.

Tabela | — Anélise SWOT do meu estagio curricular em Farmacia Comunitaria.

e Localizagio e horario de
funcionamento da farmacia
e  Equipa técnica
e Dermocosmética
el e  Fidelizagao dos utentes e Conteldos programaticos do MICF
INTERNOS ~ . — ..
e  Preparagio de medicamentos e  Associagido entre os nomes comerciais de
manipulados medicamentos e os principios ativos
e  Gestdo e dinamizagao da farmacia
e  Conferéncia de receituario e recegao
de encomendas
e  Aconselhamento farmacéutico
FATORES e  Receitas eletrénicas desmaterializadas e Locais de venda de MNSRM
EXTERNOS ~ ~ .
e  Formacgoes e  Adesao dos utentes aos medicamentos
e  Servigos disponibilizados pela farmacia genéricos

2.1. Pontos Fortes
2.1.1. Localizacao e horario de funcionamento da farmacia

A Farmacia Sao José encontra-se localizada na Avenida Calouste Gulbenkian, Lote 5,
R/C, em Coimbra e encontra-se em funcionamento de segunda a sexta-feira, das 8h30 as
2lh e aos sabados das 9h as 20h. A sua grande proximidade em relagio ao Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), a maternidade Bissaya Barreto e ao
Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E. (IPOCFG, E.P.E.) fez
com que, durante este estagio, tivesse tido contacto com uma grande diversidade de

utentes, com historias clinicas e terapéuticas muito variadas.



Além disso, o contexto socioecondémico de Celas, permitiu contactar com utentes de
diferentes faixas etdrias, com diferentes realidades econdmicas, estudantes, utentes de
passagem vindos do CHUC, utentes vindo de inUmeros consultérios privados e doentes
polimedicados, uma realidade em relagao a qual nem todas as farmacias tém acesso,

permitindo-me desenvolver diferentes abordagens de contacto com utentes.

2.1.2. Equipa técnica

A Farmacia Sao José apresenta uma extensa equipa técnica, constituida por quinze
profissionais efetivos, contemplando farmacéuticos, técnicos de farmacia e um contabilista.
Perante uma equipa tao diversificada, € essencial a cooperagao que existe entre todos eles,
de forma a garantirem o servigo de exceléncia prestado aos utentes que € tao caracteristico
desta farmacia.

Durante o estagio, tive a oportunidade de acompanhar diariamente cada um dos
profissionais da farmacia, tendo contactado de perto com as mais variadas tarefas, que vao
desde a gestao de encomendas diretas a laboratérios até ao aconselhamento ao balcao.
Durante todas essas etapas de aprendizagem tenho de agradecer a incansavel paciéncia e
partilha de conhecimentos por parte de toda a equipa. Desde o primeiro minuto que se
mostraram totalmente disponiveis para me ajudar e ensinar todas as fungdes de um
farmacéutico comunitario, de forma a que a minha aprendizagem fosse o mais vasta possivel.

Cada membro da equipa tem fungoes especializadas, nomeadamente, gestao de
encomendas e de produtos, dinamizagao e marketing, rececao de encomendas,
aconselhamento dermocosmético, preparagao de medicamentos manipulados, conferéncia
do receituario, entre outras. Esta especificagao de tarefas acaba por ser um ponto positivo, e
acabou por ser importante no processo de aprendizagem, uma vez que para cada questao,
sabia sempre a quem recorrer.

Por dltimo, é de salientar a presenga constante na farmacia do Dr. Paulo Monteiro,
proprietario e Diretor Técnico. A sua presenca diaria na farmacia foi imprescindivel para a
minha aprendizagem, quer por ser um exemplo na pratica da sua profissao, quer pelo

conhecimento que tem da sua equipa e pela confianga que lhes transmite.

2.1.3. Dermocosmética

A Farmacia Sao José trabalha com uma grande variedade de produtos cosméticos,
desde produtos mais acessiveis a produtos mais dispendiosos, espelhando, de certa forma, o
seu publico alvo. Neste sentido, é essencial o conhecimento das marcas e dos produtos,

para se poder aconselhar o cosmético mais indicado para cada utente.
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Sem ddlvida que toda a aprendizagem nesta area foi um dos pontos fortes, uma vez
que me permitiu descobrir uma area com a qual ainda nao tinha tido muito contacto. Neste
aspeto, foram essenciais todas as formagoes em que tive a oportunidade de participar, quer

na farmacia, quer fora da farmacia, bem como o auxilio dos membros da equipa técnica.

2.1.4. Fidelizacdo dos utentes

Um utente satisfeito é um utente fidelizado. E com base neste lema que todos os dias
se trabalha na Farmacia Sao José, no sentido de prestar os melhores cuidados e
aconselhamentos a todos os utentes da farmacia, sendo esta uma das preocupagoes
constantes de toda a equipa.

Durante o estagio tive a percecao de que esta farmacia tem um grande grupo de
utentes fidelizados, que muitas vezes chegam mesmo a procurar membros especificos da
equipa técnica, um ponto forte no meu ponto de vista. Uma boa base de utentes fidelizados
€ muito importante para a saude financeira de uma farmacia, e espelha a qualidade de servigo
que la é prestado.

Nao posso deixar de salientar a grande abertura, por parte da maioria dos utentes,
durante os meus atendimentos ao balcao, dado que por vezes existe um estigma em relagao
aos estagiarios. No entanto, na maioria das vezes, houve recetividade por parte dos utentes

para que fosse eu a atendé-los.

2.1.5. Preparacao de medicamentos manipulados

Os medicamentos manipulados assumem um papel importante em patologias
especificas, como a sarna, em situagoes de ajuste de dose, muito comuns em pediatria, ou no
sentido de obter preparagoes que ainda nao existam no mercado, quer devido a sua baixa
rentabilidade econdmica, quer a fraca estabilidade dos seus constituintes. Apesar de ser cada
vez menos frequente, a Farmacia Sao José destaca-se pela grande quantidade de manipulados
que faz semanalmente.

A gestio dos medicamentos manipulados é feita recorrendo ao software SoftGaleno®,
que permite fazer a gestao de stocks das matérias-primas, dos clientes e fornecedores,
calcula o prego dos manipulados, faz o registo das quebras, indica o prazo de validade das
matérias-primas e mantém atualizados os boletins de seguranga das matérias-primas.

Durante o estagio, tive a oportunidade de poder colaborar na preparagao de varios
medicamentos manipulados, nomeadamente na preparagao de capsulas de perclorato de
potassio, numa dosagem de 450 mg. Estas capsulas sao utilizadas para facilitar a eliminagao de

um contraste utilizado em exames médicos de medicina nuclear. A ficha de preparagao deste
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manipulado encontra-se no Anexo |. Para se proceder a preparagao destas capsulas utilizou-
se o método algébrico para se chegar a massa de diluente necessaria para a preparagao de
todas as capsulas, de forma a garantir, no final, o mesmo teor de substancia ativa em todas
elas.

Por fim, em relagao aos manipulados, foi desde logo transmitida a importancia de
prestar todos os aconselhamentos relacionados com a utilizagdo deste tipo de
medicamentos, nomeadamente em relagio ao prazo de validade, posologia, modo de

utilizagao e condigoes especiais de conservagao.

2.1.6. Gestiao e dinamizacao da farmacia

Um dos grandes pontos fortes deste estagio foi, sem duvida, toda a aprendizagem
relacionada com o funcionamento do backoffice da farmacia. Desde o inicio que pude
auxiliar no desempenho de inUmeras tarefas como conferéncia e rece¢ao de encomendas,
armazenamento dos medicamentos, gestao de devolugoes, organizagao de lineares, gestao
de campanhas, conferéncia de faturas, revisio do receituario, contagem fisica de stocks,
entre outros. O facto de poder ter desempenhado estas tarefas, logo desde o inicio do
estagio, permitiu que entendesse melhor a forma como se processa o funcionamento da
farmacia, bem como toda a dindmica do circuito do medicamento. Estas tarefas sao
fundamentais para o bom funcionamento de uma farmacia.

Em termos de dinamizagao da farmacia e dos seus produtos, também acompanhei o
destaque que se ia dando aos produtos sazonais e/ou abrangidos por campanhas especiais,
que eram expostos em zonas quentes, isto €, com maior visibilidade, de acordo com as
regras do marketing. Assim, pude cooperar varias vezes na manuten¢ao das gondolas e dos
lineares, bem como presenciar varias campanhas de saide publica e campanhas publicitarias
que se realizam na farmacia, servindo tanto para consciencializar os utentes em relagao a
alguns cuidados de saude, como para dar um input ao volume de vendas de determinadas

classes de produtos.

2.1.7. Conferéncia de receituario e rececao de encomendas

A conferéncia do receituario € uma tarefa de extrema importancia para uma farmacia,
uma vez que um simples erro pode comprometer o pagamento de um dado valor de
comparticipagao, quer por parte do Estado, quer por parte de outras entidades
comparticipadoras.

Durante o estagio pude contactar com diversos tipos de receitas e diversos tipos de

organismos de comparticipagao. Antes de serem conferidas pela farmacéutica responsavel,
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todas as receitas eram previamente conferidas pelos estagiarios, de forma a que
estivéssemos atentos a todo o tipo de erros que sao cometidos e, assim, minimizar os
enganos ao balcao. Considero este um ponto muito forte do meu estagio, porque realmente
€ uma aprendizagem em que a pratica tem um papel muito importante.

Desde o inicio do estagio que também contactei de perto com todo o processo de
rececao de encomendas, quer as encomendas diarias, quer as encomendas diretas que a
farmacia faz aos diversos laboratérios. Considero este um processo muito importante para
o bom funcionamento da farmacia, pelo que foi bastante proveitoso perceber e
compreender a gestao que tem de ser feita todos os dias para que estejam disponiveis, em
tempo util, os produtos e os medicamentos que os utentes necessitam. Assim, tive
oportunidade de realizar tarefas como conferencia de encomendas, rece¢cao de encomendas
no sistema informatico e gestao de produtos e medicamentos reservados para utentes
especificos. Pude, também, acompanhar, por diversas vezes, o processo de criagio de
encomendas didrias para armazenistas e encomendas para determinados laboratoérios, sendo
para isso necessario fazer uma gestao rigorosa entre o stock dos medicamentos e os seus

resumos de vendas.

2.1.8. Aconselhamento farmacéutico

O papel do farmacéutico, ao nivel da farmacia comunitaria, € muito mais do que o ato
de dispensa de medicamentos. Implica ir ao encontro dos problemas e das duvidas do utente
e esclarecé-lo da melhor forma relativamente a sua terapéutica. As fungoes do farmacéutico
passam, assim, por educar o utente para questoes de saude publica, ceder os medicamentos
e acompanhar o seu processo terapéutico. Todas estas fungdes sao um desafio diario, que
implicam um conhecimento muito abrangente de varias matérias.

Deste modo, o maior desafio é sem duvida o atendimento ao balcao e o
aconselhamento farmacéutico. Desde o inicio do estagio que tive oportunidade para
acompanhar o atendimento ao publico de varios elementos da equipa técnica, tendo esta
aprendizagem sido essencial para os meus proprios atendimentos. Este processo foi essencial
para solidificar os meus conhecimentos em relagido ao programa informatico Sifarma 2000°,
para comegcar desde logo a associar os nomes comerciais aos diferentes principios ativos e
para observar os aconselhamentos farmacéuticos prestados aos utentes. Assim, apesar da
falta de confianca inicial, facilmente, com o apoio da equipa técnica, iniciei o atendimento ao

balcao.
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Esta foi, sem duvida, a tarefa que mais contribui para o meu crescimento enquanto
futuro farmacéutico, permitindo-me ter a percecao de que o farmacéutico pode ter um
papel preponderante na escolha da terapéutica mais adequada para cada utente. Por
exemplo, foram inlimeras as situagdoes em que surgiam utentes com infegoes urinarias.
Nestas situagcoes, na impossibilidade de lhes ceder um antibiético, dado que é um
medicamento sujeito a receita médica e muitas utentes nao tinham prescricao, aconselhei
varias vezes um produto a base de arando-vermelho, como o Roter Cystiberry®. Trata-se de
um dispositivo médico, que ao impedir a fixagao do biofilme bacteriano a parede da bexiga,
trata e previne infe¢oes urinaria provocadas por E. coli.

Outro exemplo de um caso que surgia com recorréncia era a dor de garganta. Num
caso mais especifico, uma senhora dirigiu-se a farmacia com queixas de dor de garganta e
com o nariz congestionado. Inicialmente, questionei-a se tinha febre, se sentia dificuldade em
engolir, se estava a tomar algum tipo de medicagao e se tinha alguma doenga que pudesse
estar associada, tendo-me respondido negativamente a todas as questoes. Deste modo,
muito provavelmente, tratava-se de uma situagao aguda, para a qual eu podia sugerir algumas
medidas para aliviar os sintomas. Assim, para a dor de garganta, uma vez que nao parecia
haver inflamagio, aconselhei as pastilhas antissépticas e anestésicas Strepsils®, que tém na sua
constituicao o alcool diclorobenzilico e o amilmetacresol, para tomar (dissolver na boca) a
cada duas ou trés horas, no maximo durante trés dias [2]. Relativamente ao
congestionamento nasal, aconselhei o uso de Rhinomer®, uma solugio de dgua do mar
isotonica esterilizada, informando a utente de que, normalmente, sao feitas quatro aplicagoes
didrias em cada narina, mas que poderia ser utilizado com a frequéncia desejada. Além disto,
e dado que as medidas nao farmacologicas também sao importantes, aconselhei a utente a

aumentar a ingestao de liquidos e evitar ambientes com fumo.

2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Conteudos programaticos do MICF

Em relagao as unidades curriculares do MICF, sou da opiniao que é necessario fazer
um ajuste dos conteudos programaticos, de forma a adequa-los mais a realidade da pratica
profissional do farmacéutico.

Apesar de considerar que a formagao adquirida durante o MICF é da maxima
importancia, por vezes senti algumas dificuldades em determinadas dareas e matérias,
nomeadamente produtos dietéticos, uma area com bastante expressao ao nivel da farmacia
comunitaria, dado o grande niumero de utentes que nos procuram por estas questoes, mas

também ao nivel de farmacos que atuam ao nivel da fertilidade, preparagoes de uso
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veterinario, dermocosméticos e medicamentos oftalmicos. Apesar de alguns destes
conteldos ja serem abordados ao nivel do MICF, penso que deveriam ser mais
aprofundados, dada a sua relevancia e a expressao que tém ao nivel da farmacia, permitindo

assim que os conhecimentos nestas areas estejam mais consolidados.

2.2.2. Associacdo entre nomes comerciais e principios ativos

Uma das principais dificuldades para qualquer estagiario é a associagao entre os
nomes comerciais dos medicamentes e os principios ativos, sendo que eu nao fui excegao.

Esta barreira é ultrapassada com a experiéncia do trabalho diario na farmacia, quer
durante o atendimento ao balcao, quer aquando da rececao de encomendas e
armazenamento dos medicamentos nos locais indicados. Neste aspeto, € muito importante o
trabalho de backoffice, uma vez que permite ir fazendo essa associagao com tempo e sem a
pressio de estarmos perante um utente, bem como o a-vontade e a pratica ao nivel da
utilizagio do sistema informatico Sifarma 2000°.

Esta questao assume ainda mais importancia quando os proprios utentes nao sabem o
medicamento que tomam normalmente, tendo assistido a algumas situagoes em que,
também devido a minha falta de experiéncia, foi complicado identificar o medicamento que o
utente pretendia.

Neste sentido, e apesar das prescricoes médicas serem na sua maioria feitas por
Denominagao Comum Internacional (DCI), seria importante, ao longo do MICF, ir
introduzindo alguns nomes comerciais, uma vez que sao uma realidade durante a vida

profissional dos farmacéuticos.

2.3. Oportunidades
2.3.1. Receitas eletronicas desmaterializadas

Desde o dia | de abril de 2016, através do Despacho n2935-B/2016, de 25 de
fevereiro, a receita sem papel adquiriu um carater obrigatério para todas as entidades do
Servigo Nacional de Sadde (SNS) [3].

A receita sem papel, além do nimero da receita, inclui um cédigo de acesso e
dispensa e um codigo relativo ao direito de opgao, fornecidos apenas ao utente, para
validagao da dispensa dos farmacos. Com este tipo de receita, o utente pode receber os
codigos indicados no seu telemdvel ou email, e tem a liberdade de aviar todos ou apenas
uma parte dos medicamentos prescritos, numa ou em varias farmacias diferente.

Esta agao, de desmaterializagao do receituario, tem como objetivos principais a

eliminagao do suporte de papel, o aumento da conveniéncia do acesso a medicagao por
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parte dos utentes, o aumento da seguranca da prescricao por parte dos prescritores, o
combate ao desperdicio no SNS e a diminuigao da burocracia relativamente a conferéncia do
receituario, quer por parte da farmacia, quer por parte das entidades.

Apesar de ter sido uma mudanga iniciada em 2016, ainda ha utentes que mostram
alguma apreensao em relagao a estas receitas, se bem que a maioria ja estd completamente
por dentro do mecanismo. Ainda assim, o facto do utente ter na sua posse apenas Os
codigos de acesso e de direito de opgao, nao lhe é possivel ver quais os medicamentos que
estao contemplados na receita, nem quantas unidades de cada ainda tem disponiveis para
aviar, por exemplo. Deste modo, considero este facto como o aspeto negativo das receitas
sem papel, principalmente para a populacio mais idosa, que muitas vezes sao utentes
polimedicados, pelo que se torna dificil a gestao de toda a terapéutica. Neste sentido, é

fundamental o papel do farmacéutico, de forma a esclarecer todas as duvidas ao utente.

2.3.2. Formacgoes

Durante a realizagao deste estagio tive a oportunidade de participar em inumeras
formacoes, quer em relagio a produtos de cosmética, quer em relagio a dispositivos
médicos ou suplementos alimentares. Além de toda a aprendizagem do dia a dia,
semanalmente havia sempre formagoes, tanto na farmacia, como fora da farmacia.

No meu ponto de vista, estas formagdoes sao sobretudo importantes para se
colmatarem algumas ddvidas em relagao a produtos que nao conhecemos tao bem, de forma
a responder as necessidades e as duvidas dos utentes da melhor forma, pois s6 assim

podemos acrescentar valor ao utente e a farmacia.

2.3.3. Servicos disponibilizados pela farmacia

A Farmacia Sao José tem ao dispor dos seus utentes uma série de servigos, que além
de contribuirem para uma dinamizagao maior do espago da farmacia, trazem também mais
valias para os utentes.

Por diversas vezes, ao longo do estagio, pude observar e participar na medigao de
parametros bioquimicos, nomeadamente medicao da tensao arterial, da glicémia e do
colesterol total, um servico realizado pelos farmacéuticos e restante equipa técnica.

Além destes servigos, a farmacia tem disponivel um servico de consultas de nutrigao
e de podologia, dois servigos que além de acrescentarem valor ao utente, contribuem muito
para o valor da farmacia.

Ainda assim, considero que seja importante explorar outro tipo de servigos

farmacéuticos, ou seja, revisaio da medicagio, organizagdo semanal da medicagio e
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acompanhamento farmacoterapéutico, servigos bastante importantes e que podem ser

extremamente Uteis principalmente para a populagao mais idosa.

2.4. Ameacas
2.4.1. Locais de venda de MNSRM

No nosso pais, o mercado dos Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
(MNSRM) foi liberalizado em 2005, com a autorizagao de venda destes medicamentos fora
das farmacias e o estabelecimento de um regime de precos livre. Esta liberalizagao levou a
uma grande procura de MNSRM noutros locais autorizados, que nao a farmacia, por serem,
a partida, mais baratos. Por conseguirem negociar um grande volume de compras, as grandes
superficies comerciais, conseguem melhores condi¢oes comerciais e, dessa forma, praticam
precos mais apelativos para os utentes. No entanto, existe um servico que diferencia as
farmacias, em relagao as estes locais. O aconselhamento por parte do farmacéutico pode ser
um fator chave na escolha das farmacias em detrimento desses postos de venda de MNSRM,
prevenindo possiveis erros relacionados com a automedicagao.

Esta liberalizacao da venda de MNSRM constitui uma ameaga em termos econdémicos
para as farmacias, aliada a descida do pregco dos Medicamentos Sujeitos a Receita Médica
(MSRM), tendo levado a uma diminuigao da rentabilidade das farmacias, nos ultimos anos.

No sentido de contradizer esta tendéncia, a farmacia pode ter uma acao
diferenciadora através do aconselhamento e conhecimento técnico do farmacéutico. Por
outro lado, para tornar as farmacias mais apelativas em termos comerciais, surgiu o Cartao

Salda, uma excelente estratégia com grande adesao por parte dos utentes.

2.4.2. Adesao dos utentes aos medicamentos genéricos

Um medicamento genérico € um medicamento com a mesma substancia ativa, forma
farmacéutica e dose ou concentragio, e com a mesma indicagio terapéutica que o
medicamento de marca/inovador que lhe serviu de referencia, tendo demonstrado que atua
no organismo humano da mesma forma [4]. Perante uma prescricio por DCI, o
farmacéutico tem o dever de questionar o utente quanto a sua preferéncia em relagao ao
medicamento de marca ou, quando aplicavel, ao medicamento genérico.

Durante o decorrer do estagio, deparei-me com varios utentes que ainda nao
aderiram ou que tém alguns complexos em relagao aos genéricos, quer por uma questao de
opgao, mas também por uma questao de puro desconhecimento. Neste sentido, € muito
importante o papel do farmacéutico. Tendo em conta o tipo de utente que tem a sua frente,

deve tentar explicar da melhor forma possivel o que sao estes medicamentos, uma vez que,
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dado que o seu preco € por norma mais reduzido, acabam por ser uma mais valia para a

carteira dos utentes e para propria sustentabilidade do SNS.

3. Conclusdo

A realizagao deste estagio foi uma das etapas mais desafiantes do MICF. O facto de
diariamente poder contactar com os utentes, o publico-alvo da agao farmacéutica, e ter a
possibilidade de os ajudar e esclarecer as suas duvidas em relagao a questoes relacionadas
com a sua saude, foi das maiores aprendizagens de todo este percurso. E neste aspeto, estou
certo que a Farmacia Sao José foi um otimo local para poder desenvolver estas capacidades,
quer por todos os conhecimentos teoricos e praticos que adquiri, quer porque me permitiu
consolidar os conhecimentos apreendidos durante o MICF.

So6 estando diariamente numa farmacia é que se consegue, realmente, compreender o
peso e a importiancia de um farmacéutico na sociedade, bem como o relevo das suas
fungoes. Além de ser o profissional de saude mais especializado na area do medicamento,
muitas vezes, acaba por ser o primeiro profissional de saude a ser procurado numa situagao
de doenga. Ha utentes que, perante um problema de saude, dirigem-se primeiro a farmacia
antes de recorrerem ao centro de saude. Isto é a prova de que a sociedade confia no
trabalho e na opiniao do farmacéutico.

Ao nivel da farmacia comunitaria, este estagio ajudou-me a clarificar a realidade da
profissio e de que forma é que os varios setores farmacia estao conectados. Apesar da
farmacia ser um local de prestagao de servicos de saude e de venda de medicamentos, na
sua base € um negdcio. Neste sentido, o estagio foi muito importante para perceber o
balango que deve existir em relagao a ética profissional, de forma a os valores do negocio
nunca se sobreponham aos valores da profissio farmacéutica. Neste aspeto, o objetivo
primordial é cuidar da salide do utente e satisfazer as suas necessidades, tentando também
acrescentar valor a farmacia.

Por dltimo, nao posso deixar de agradecer novamente ao Dr. Paulo Monteiro e a sua
equipa por me terem proporcionado este estagio e por me terem acompanhado nesta

jornada, por todos os conhecimentos transmitidos e por toda a disponibilidade.
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Anexo |

A Fig. | corresponde a ficha de preparagao do manipulado: capsulas de perclorato de

potassio 450 mg.
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Abreviaturas

AD — Doenca de Alzheimer

AINE — Anti-inflamatoério Nao Esteroide

AP-1 — Proteina Ativadora |

ASC — Proteina Speck-like Associada a Apoptose

BHB — B-hidroxibutirato

BIR — Inibidor de Apoptose do Baculovirus

CAPS — Sindromes Periddicas Associadas a Criopirina
CARD — Dominio de Recrutamento de Caspases

CB2R — Recetor Canabinoide 2

COX-2 — Cicloxigenase 2

DAMP — Padrao Molecular Associado a Sinais de Alarme
DC — Célula Dendritica

EMCYV — Virus da Encefalomiocardite

FDA — Food and Drug Administration

GL — Gilicirrizina

HCV — Virus da Hepatite C

HMGBI — Proteina de Alta Mobilidade com Dominio Box|
HUVEC — Célula Endotelial das Veias do Cordao Umbilical Humano
IFN — Interferao do tipo |

IL-IR — Recetores de Interleucinas da Familia |

ILG — Isoliquiritigenina

IMX — ISCOMATRIX

LES — Lupus Eritematoso Sistémico

LLO — Listeriolisina

LP — Lipoxigenase

LPS — Lipopolissacarideos

LRR — Dominio Rico em Leucina

MAPK — Cinase de Proteina Ativada por Agentes Mitogénicos
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MDP — Muramil Dipeptideo

MDSC — Célula Supressora Derivada da Linhagem Branca
MK — Mevalonato Cinase

MKD — Deficiéncia da Mevalonato Cinase

MM — Mesotelioma Maligno

mtROS — Espécies Reativas de Oxigénio Mitocondriais
NAIP — Proteina Inibidora da Apoptose Neuronal

NF-kB — Factor de Transcricao Nuclear Kappa B

NLR — Recetor Nod-like

NOD — Dominio Central de Oligomerizagao de Nucleotidos
NSI — Proteina Nao Estrutural |

P2X7 — Recetor Purinérgico P2X7

PAMP — Padrao Molecular Associado a Agentes Patogénicos
PD — Doenca de Parkinson

PE — Extrato de Paeonia lactiflora Pallas

PKR — Proteina Cinase R

PMLC — Polymeric Multilayer Capsule

PMN — Célula Polimorfonuclear

Poli (I1:C) — Acido Poli-inosindico : Acido Policitidilico

PRR — Recetor de Reconhecimento de Padroes

PXR — Recetor X do Pregnano

PYD — Dominio Pirina

ROS — Espécies Reativas de Oxigénio

TLR — Recetor Transmembranar Toll-like

TNF — Fator de Necrose Tumoral

TRPM2 — Recetor de Potencial Transitorio de Melastatina 2
TTSS — Sistema de Secrecao do Tipo lll

TXNIP — Proteina de Interagao com a Tiorredoxina

X-DNA — X-shaped DNA
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Resumo

Os inflamassomas sao complexos proteicos intracelulares, presentes em varias células
do sistema imunitario, que detetam padroes moleculares associados a agentes patogénicos
(PAMPs) e padroes moleculares associados a sinais de alarme (DAMPs) e ativam as caspases-
|. As caspases-| sao as enzimas responsaveis pela ativagio da IL-IB e da IL-18. Estas
citocinas proé-inflamatérias tém um papel central ao nivel da ativagdo de processos
inflamatérios e imunologicos. Atualmente, o inflamassoma mais bem caracterizado é o
NLRP3.

A ativagao dos inflamassomas pode estar envolvida nos mecanismos fisiopatolégicos
que estdo na origem de varias doengas, pelo que se assumem como promissores alvos
terapéuticos. Esta monografia pretende apresentar um estudo geral sobre estes complexos
proteicos, os seus varios tipos, mecanismos de ativagao, bem como apresentar a sua
relevancia fisiopatolégica em determinadas patologias. Além disso, pretende enumerar alguns
farmacos nao seletivos para o inflamassoma e algumas estratégias novas com agao seletiva na

inibicao dos mesmos.

Palavras-chave: Inflamassoma; Inflamagao; NLRP3; IL-1B; IL-18; Terapéutica.

Abstract

Inflammasomes are intracellular protein complexes, present in immune cells, which
recognize pathogen associated molecular patterns (PAMPs) and danger associated molecular
patters (DAMPs) and trigger the activation of caspases-l. Caspases-| are the enzymes
responsible for the activation of IL-I1 and IL-18. These two proinflammatory cytokines play
a critical role in mediating inflammation and immunity responses. Among others, NLRP3
inflammasome is the best characterized.

Because the activation of inflammasomes may be involved in the onset of various
diseases, they appear to be promising therapeutic targets. This monograph aims to present a
general study of these protein complexes, their types, the mechanisms of activation, as well
as to present their pathophysiological relevance in certain pathologies. In other way, it
intends to list some non-selective drugs that act in inflammasome and some new strategies

with a selective action on the inhibition of the activation of inflammasomes.

Keywords: Inflammasome; Inflammation; NLRP3; IL-13; IL-18; Therapeutic.
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l. Introducio

A inflamagao € um mecanismo biologico de defesa inata do organismo humano que se
manifesta quando surgem determinados estimulos que sao prejudiciais ou que interferem
diretamente com a homeostasia [I]. Quer o reconhecimento de agentes patogénicos por
parte de células do sistema imunitario, quer as lesdes que alguns tecidos sofrem, provocam
uma reagao inflamatoria aguda que visiona restabelecer a homeostasia. No entanto, caso esta
resposta inflamatoria de defesa falhe, a infecao pode progredir e chegar a ser letal. Por outro
lado, alteragoes metabdlicas em alguns tecidos podem originar processos inflamatérios
crénicos que, por sua vez, podem estar na base de diversas doengas [2].

Nos ultimos anos os inflamassomas assumiram-se como um novo paradigma em
matéria de inflamagao. Na presenca de uma grande variedade de estimulos, exogenos e
enddgenos, ocorre a ligacao de trés estruturas proteicas, que se encontram naturalmente no
interior das células, ocorrendo a formagao de inflamassomas, complexos proteicos
multiméricos que levam a producao de citocinas pro-inflamatorias [3].

Os mecanismos moleculares subjacentes a formagao dos inflamassomas e ao seu
funcionamento sao uma das areas da imunologia que tem sido alvo de intensa investigacao.
Dado que os inflamassomas assumem um papel preponderante ao nivel da indugao,
regulacio e manutencao de respostas imunologicas inatas e adaptativas, e como estao
associados aos mecanismos fisiopatoldgicos de diversas patologias humanas, assumem-se,
cada vez mais, como alvos terapéuticos bastante promissores [2]. Atualmente, sabe-se que
os inflamassomas estao envolvidos em varias doengas imunolodgicas e inflamatorias, incluindo
doengas neurodegenerativas, como a Esclerose Multipla, Doenga de Alzheimer (AD) e a
Doenga de Parkinson (PD), mas também em varios disturbios metabdlicos, nomeadamente a
aterosclerose e a diabetes tipo 2 [4].

Com esta monografia pretende-se fazer uma abordagem completa sobre os
inflamassomas, a sua estrutura, o seu funcionamento e os varios mecanismos envolvidos na
sua ativagao e controlo, para compreender de que forma é que estas plataformas interferem
com o processo inflamatério associado a varias doengas. Serao depois abordadas algumas
estratégias que beneficiam da ativagdo dos inflamassomas, como é o caso do
desenvolvimento de novos adjuvantes para vacinas. Por ultimo, mediante a relevancia
fisiopatologica destes complexos proteicos, irdao ser abordadas também algumas estratégias
terapéuticas que centralizam a sua agao nos inflamassomas e serao apresentados alguns

farmacos seletivos e outros nao seletivos.
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2, Inflamassomas
2.1. Visao geral e funcionamento

Apos a descoberta dos recetores transmembranares toll-like (TLRs), foram descritas
duas novas classes de moléculas citoplasmaticas com capacidade de detetar estimulos
provocados por microrganismos, os recetores nod-like (NLRs), que reconhecem por
exemplo peptidoglicanos bacterianos, e os recetores RIG-I-like, que reconhecem RNA viral
[1].

Os NLRs reconhecem uma grande variedade de estimulos intracelulares, isto é,
padroes moleculares associados a sinais de alarme (DAMPs), como espécie reativas de
oxigénio (ROS) e de estimulos extracelulares, ou seja, padroes moleculares associados a
agentes patogénicos (PAMPs). Desta forma, acabam por desempenhar um papel central em
varias respostas inflamatérias e imunologicas inatas e adaptativas [2].

A maioria dos NLRs contem trés dominios distintos:

) um dominio rico em leucina (LRR) com um atomo de carbono terminal que

funciona com sensor;

2) um dominio central de oligomerizagao de nucleétidos (NOD ou NACHT) que

ativa o NLR e é responsavel pela ligagao dos trés dominios;

3) um dominio efetor com um atomo de azoto terminal, podendo este ser um

dominio de recrutamento de caspases (CARD), um dominio pirina (PYD) ou um
dominio com uma repeti¢cao do inibidor de apoptose do Baculovirus (BIR) [3].

Existe um grande nimero de substincias provenientes de infegoes, lesoes tecidulares
e alteragoes metabdlicas das células que podem desencadear o acoplamento e a formagao de
inflamassomas [1]. Deste modo, apos o reconhecimento de um PAMP ou de um DAMP por
parte de um NLR no citoplasma, forma-se um complexo proteico multimérico denominado
de inflamassoma. Assim, um inflamassoma nao é mais do que um NLR ativado ligado a um
adaptador, que é uma proteina speck-like associada a apoptose (ASC) e a uma pro-caspase-|
[I]. © ASC contém um dominio pirina e um dominio CARD, permitindo assim que este
consiga interagir com o dominio pirina dos NLRs e com o dominio CARD da pro-caspase-|,
respetivamente (Fig.1) [3].

Esta interagao entre as trés proteinas que constituem os inflamassoma leva a clivagem
da pro-caspase-l com consequente formagao da caspase-l, a sua forma ativa [I].
Subsequentemente, a caspase-| é responsavel pela conversao das formas inativas pro-IL-1B e
pro-IL-18 nas suas formas ativas IL-1B e IL-18, duas citocinas pro-inflamatorias [5]. Estas
proteinas sao depois excretadas das células e podem iniciar ou exacerbar diversos processos

inflamatorios.
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Fig. | — Estrutura geral de um inflamassoma. A — llustragao da unidade estrutural de um inflamassoma, onde

estdo representadas as suas trés proteinas, o NRL, o ASC e a pro-caspase-|, acopladas. B — Estrutura de um
inflamassoma ativo, que corresponde a um conjunto de unidades estruturais representadas em A.

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatéria e um dos fatores catabdlicos com mais
efeitos ao nivel da cartilagem e do osso. Esta citocina provoca apoptose das células f3
pancreaticas, podendo estar envolvida na origem da diabetes tipo 2, promove uma resposta
inflamatoria na tunica intima dos vasos sanguineos, estando por isso envolvida na
aterogénese, e é também uma molécula fisiologicamente importante ao nivel do hipotalamo,
estando envolvida na geragao dos processos da febre e da dor [6].

A IL-18 é uma citocina da familia das IL-| e ativa o mesmo tipo de recetores que a IL-
IB, tendo funcdes semelhantes as desta. E produzida por mondcitos, macréfagos e células
dendriticas (DCs) [7] e tem a capacidade de ativar a cinase de proteinas ativada por agentes
mitogénicos (MAPK) e o fator de transcricao proteina ativadora | (AP-1), nao tendo, no
entanto, capacidade para ativar o fator de transcri¢ao nuclear kappa B (NF-kB) [8].

A ativacao dos inflamassomas pode também provocar um processo rapido de morte

celular denominado de piroptose [I].

2.2. Tipos de inflamassomas

Existem varios inflamassomas descritos até hoje (Fig.2), estando as suas
denominagoes relacionadas com o tipo de recetor de reconhecimento de padroes (PRR)
que integram. Desta forma, temos o NLRPI, NLRP3, NLRP6, NLRP12, NLRC4, AIM2 e o
PYRIN [2].

Os inflamassomas NLRP3, AIM2 e PYRIN necessitam obrigatoriamente do adaptador
proteico ASC para interagirem com a pro-caspase-| e para que ocorra o acoplamento das
suas trés unidades proteicas. No entanto, o NLRC4 e o NLRPIb conseguem interagir

diretamente com a pro-caspase-l sem o auxilio do adaptador ASC, utilizando
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exclusivamente o seu dominio CARD. Nestes casos, o seu NLR tem um dominio CARD em

vez de um dominio PYD.

Os inflamassomas que integram a proteina adaptadora ASC tém a capacidade de
promover a maturagao das pro-IL-1 e pro-IL-18 nas suas formas ativas IL-1 e IL-18 e de
induzir a auto-protedlise da pro-caspase-l. Os inflamassomas que nao contém ASC

desencadeiam um processo de piroptose dependente da caspase-| [2].
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Fig. 2 — Estrutura dos principais inflamassomas que se encontram caracterizados atualmente (NLRPI,
NLRP3, NLRC4, AIM2 e PYRIN) e ilustragao dos seus mecanismos de ativagao [Retirado de 2].

2.2.1. Inflamassoma NLRPI

O primeiro inflamassoma a ser descrito foi o NLRPIb, que é responsavel por
reconhecer uma toxina letal excretada por Bacillus anthracis [2]. Além de ser ativado por esta
toxina, sabe-se que a sua ativagao também é despoletada por alguns constituintes de
microrganismos, como lipopolissacarideos (LPSs) e muramil dipéptido (MDP) [9].

Os mecanismos envolvidos na ativagao deste inflamassoma ainda nao sao totalmente
conhecidos no ser humano [2]. No entanto, evidéncias cientificas recentes sustentam o
envolvimento do NLRPI na fisiopatologia de diversas doengas autoimunes da pele, como o

vitiligo, lupus eritematoso sistémico (LES), psoriase e pénfigo vulgar [9].
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O NLRPI encontra-se expresso em queratinocitos e, além de ativar a caspase-|,
consegue também ativar a caspase-5. Este inflamassoma, na presenca de IL-17A, tem

capacidade de potenciar a produgao IL-1, através da amplificagao da ativagao do NLRPI [9].

2.2.2. Inflamassoma NLRP3

O NLRP3, também denominado de Nalp3 e de proteina 3 com dominio pirina, é o
inflamassoma mais bem estudado e caracterizado e a sua ativagao esta envolvida em diversos
distirbios metabdlicos, como a gota, aterosclerose e diabetes tipo 2 [I]. Este inflamassoma
encontra-se expresso em macrofagos, monocitos, DCs e em neutréfilos esplénicos [10].

Relativamente a sua ativagao, existe uma grande variedade de estimulos que podem
despoletar o acoplamento deste inflamassoma, com estruturas muito diferentes, sendo eles
agentes patogénicos como a Candida albicans, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium,
virus influenza e LPSs, ou DAMPS, como cristais de colesterol, acidos gordos, espécies
reativas de oxigénio mitocondriais (mtROS), cristais de urato monossodico, efluxo de
potassio e depositos amiloides [1].

O acoplamento e consequente ativagao do NLRP3 podem ocorrer através de um
processo candnico com duas etapas ou através de um mecanismo nao canoénico. De acordo
com o mecanismo de ativagao candnico o primeiro passo (priming step) consiste na ativagao
dos TLRs pelos PAMPs, quer estes se encontrem na superficie celular ou em endossomas,
ou através da ativagao de recetores de citocinas pro-inflamatdrias localizados na superficie
das células. A ativagao destes recetores promove a ativagao e a translocagao até ao nucleo
de fatores de transcricao, como o NF-kB, que induzem a transcricao de NLRP3 e pro-IL-1(3
[3]. O segundo passo desta ativagao tem um efeito direto no acoplamento do inflamassoma
e é causado por um DAMP. A detecio de um efluxo de potassio, de uma alteragao na
homeostase do calcio, de mtROS, a libertagao de catepsina B de lisossomas ou, até mesmo, a
ativagao da proteina cinase R (PKR) podem levar assim a formacao do inflamassoma (Fig.3)
[3].

Quando estas duas etapas ocorrem, o NLRP3 catalisa a formagao de caspase-| a
partir de pro-caspase-|, que por sua vez é a enzima responsavel pela formagao das IL-If e
IL-18 e que induz a piroptose [3]. Contudo, quando ocorre o segundo passo sem se ter
verificado a ocorréncia do primeiro, a célula entra em apoptose, deixando de produzir

efeitos inflamatorios [3].
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Fig. 3 — llustragdo do mecanismo canénico de ativagiao do inflamassoma NLRP3 [Retirado de 4].

Mais recentemente foi proposto um novo mecanismo para a ativagao do NLRP3.

Nesta nova abordagem nao canodnica, a ativagao do NLR3 nos humanos é dependente da

acao da caspase-4 ou da caspase-5, que detetam bactérias ou LPSs intracelulares [4]. No

entanto, este mecanismo ainda nao esta totalmente esclarecido.

2.2.3. Inflamassoma NLRC4
(@) NLRC4

essencialmente em células epiteliais e mieloides e, ao contrario
reduzido de estimulos,

encontra-se expresso

inflamassoma

de outros, deteta um numero
particularmente flagelina, uma proteina bacteriana, e algumas
constituintes de sistemas de secregao bacteriana do tipo |l
(TTSS) de certos agentes patogénicos como, por exemplo,
Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia thailandensis e Legionella pneumophila [2].

Estudos recentes demonstraram que o NLRC4 nao

interage diretamente com os seus ligandos. Este inflamassoma

forma complexos com varias proteinas inibidoras da apoptose

neuronal (NAIPs), as quais se encontram ligados os seus
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ativadores [4]. Posto isto, o seu mecanismo de ativagao consiste num processo bifasico.
Primeiro ocorre a ativagao de uma proteina cinase que fosforila o residuo Ser533 do NLRC4
e, de seguida, as NAIP2 e NAIP5 reconhecem a molécula ativadora (estimulo) e ligam-se,

despoletando o acoplamento do inflamassoma (Fig. 4) [2].

2.2.4. Inflamassomas AIM2 e PYRIN

O absent in melanoma 2, AIM2, é um inflamassoma com capacidade para ativar a
caspase-l e que se encontra associado a um recetor do tipo absent in melanoma 2, ao
contrario dos apresentados anteriormente, que estao associados a NLRs [4].

O AIM2 reconhece essencialmente dsDNA do virus vaccinia, de citomegalovirus, de
Francisella tularensis e de Listeria monocytogenes [2]. No entanto, nio reconhece uma
sequéncia especifica. A ativagao do AIM2 é otimizada mediante o reconhecimento de uma
dsDNA com pelo menos 80 pares de bases [4].

No que diz respeito ao inflamassoma PYRIN, esta estrutura intracelular reconhece
alteragoes em GTPases Rho celulares provocadas por toxinas produzidas por Clostridium

difficile e Burkholderia cenocepacia [2].

2.3. Mecanismos moleculares de ativacdao do inflamassoma NLRP3

Como descrito anteriormente, o processo de ativagao do NLRP3 requer duas etapas.
No entanto, é o segundo estimulo, provocado por um DAMP, que efetivamente promove a
formacao do inflamassoma, resultante do acoplamento dos seus trés componentes.

Atualmente, consideram-se  trés

. e . ‘Slgnul 1 PAMPs/DAMPs Signal 2
mecanismos principais que funcionam como : ) :
, L. TLR | gl e |
o segundo estimulo para a ativagio do =. T 1 :
T I, Phagocytosis
- Mitochondrion )
NLRP3, sendo eles a formagio de ROS, um 6‘1}"’ () K" efflx D Lysosome
~ ‘o & R0S @
efluxo de ides potassio (K) e a rutura de W "\\ ; "” Lysosome
Ny L= * rupture
lisossomas, com consequente libertagao de ® it T T O s
NPk el
catepsina B (Fig.5) [5].
- > Active caspase-1
, .-/ o \ ® ProIL-18 . @Il
As ROS, moléculas que naturalmente | X0 ——— cnepois * @ 13
- . . N\ Nudeus
estao associadas ao normal funcionamento
Fig. 5 — Modelo ilustrativo dos mecanismos

da  mitocondria, assumem um  papel o _
moleculares de ativagao do inflamassoma NLRP3

preponderante  no que concerne ao [Retirado de 5].

desencadeamento da ativacdo do NLRP3, uma

vez que muitos dos seus ativadores promovem a produg¢ao de ROS na mitocondria.
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Estudos recentes demonstraram que a ligagao da proteina de interacdo com a
tiorredoxina (TXNIP), uma proteina que regula a ativagao do NLRP3 mediada por ROS, ao
NLRP3 promove o recrutamento do ASC e da pro-caspase-|, levando ao acoplamento das
trés unidades proteicas que constituem este inflamassoma [5]. Por outro lado, verificou-se
que caso a NADPH oxidase seja danificada, devido a presenga de ROS, ha ativagao deste
inflamassoma. Utilizando um tipo de antioxidante especifico para a mitocondria, o Mito-
TEMPO, no sentido de neutralizar as mtROS, verificou-se uma inibicio da ativacao do
NLRP3 e, consequentemente, da secregao de IL-1f e IL-18 [5]. Ainda assim, a existéncia de
ROS nao parece ser um critério obrigatério para a formagao e ativagio do NLRP3, na
medida em que ha estudos que demonstraram as mtROS induzem a transcrigao de NLRP3 e
pro-IL-1B, mas nao o acoplamento e ativagao do NLRP3 [5].

No que diz respeito a diminui¢io da concentragdo intracelular de ides K, tem-se
investigado o mecanismo subjacente a origem deste evento celular. Por exemplo, uma
elevada concentragio extracelular de ATP pode provocar o efluxo de K*, através da ativagio
do recetor purinérgico P2X7 (P2X7). Num estudo recente utilizou-se a glibenclamida, um
inibidor dos canais de K*, e observou-se uma inibicio da formacao de NLRP3 mesmo na
presenca de varias moléculas ativadoras deste inflamassoma, uma prova de que o efluxo de
potassio € um DAMP que contribui para a formagao deste inflamassoma [5].

Quando ocorre destruicio de lisossomas ou destabilizagao das suas membranas,
ocorre libertagdo do seu conteudo, nomeadamente catepsina B. Estudos recentes
demonstram que a libertagao de catepsina B para o citoplasma esta associada a formagao de
NLRP3. A rutura dos lisossomas pode ser provocada por varias substancias cristalinas, como
a silica, sais de aluminio e asbestos, ou ocorrer devido a destabilizagao do fagolisossoma
apos a fagocitose, provocando, dessa forma, a ativagao do NLRP3 [5].

Um estudo demonstrou que algumas particulas, como os lipossomas, induziam a
producao de ROS, isto €&, stress oxidativo, por um mecanismo dependente do influxo de
ides Ca®, através do recetor de potencial transitério da melastatina 2 (TRPM2). Este
recetor, que se encontra expresso em DCs, mondcitos, macroéfagos, linfocitos e células
polimorfonucleares (PMNs), consiste num canal idnico nao seletivo. Este estudo conclui que
o influxo de calcio, via TRPM2, induz a libertagao de IL-1B e que a deficiéncia do recetor
inibia a ativacao da caspase-| e, por sua vez, a indugao da inflamagao dependente da ativagao
do NLRP3 [12].

O recetor X do pregnano (PXR) pertence a uma superfamilia de recetores nucleares
e € responsavel pela desintoxicacdo de xenobidticos das células endoteliais. Além da sua

funcao de revestimento dos vasos sanguineos, tem um papel bastante importante nas
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respostas imunitdrias inatas e adaptativas. O endotélio, dado que corresponde a camada
celular mais interna dos vasos sanguineos, acaba por ser o primeiro a contactar com
xenobioticos veiculados na corrente sanguinea e com outros agentes patogénicos/agressores
para o organismo [13].

Recentemente, um estudo com células endoteliais de veias de cordao umbilical
humano (HUVEC:), concluiu que o PXR ativava o NLRP3 nas células endoteliais, através do
aumento dos estimulos promotores da ativacao deste inflamassoma. Desta forma,
desencadeia-se uma resposta inflamatéria e imunoloégica, no sentido de ativar processos de
desintoxicagao e de clearance dos agentes xenobioticos [I3].

A ativagao do NLRP3 também pode ser desencadeada por varias viroporinas de virus
de RNA, como os virus Influenza, o virus da Encefalomiocardite (EMCV), o Rinovirus ou o
Coronavirus [14]. Apos a infecao das células hospedeiras, os virus utilizam estratégias que
lhes permitem replicarem-se. As viroporinas virais podem formar poros ou canais idnicos
que aumentam a permeabilidade das membranas celulares e mitocondriais das células
infetadas, gerando uma desregulacao ionica intracelular, que tem como resultado a ativagao
do NLRP3 [I5]. Por exemplo, a viroporina 2B do EMCV tem um papel importante ao nivel
da ativacao do NLRP3, bem como a viroporina p7, do virus da Hepatite C (HCV) [I5].

Relativamente aos mecanismos de ativagio do NLRP3 por acao de virus, o processo
mais estudado é o da infecao pelo virus Influenza. Numa primeira etapa ocorre o
reconhecimento do RNA viral pelo TLR7 ou TLR8, promovendo o aumento da produgao de
pro-IL-1B no citoplasma. O segundo sinal corresponde a agao da proteina viral M2, com
formagao de um canal idnico seletivo que gera um fluxo idnico das porgoes trans do
aparelho de Golgi para o citoplasma, desencadeando a produgao de ROS. Desta forma,
ocorre o acoplamento e ativagao do NLRP3 [3].

Varias espécies de bactérias, fungos e parasitas tém a capacidade de ativar o NLRP3 e
assim provocar uma reacao inflamatéria, através de producao de citocinas pro-inflamatorias
[3]-

Um estudo recente demonstrou que os B-glucanos das paredes celulares dos fungos
ativam a caspase-8, através de um mecanismo dependente da Tec tirosina cinase, num
processo isento de fagocitose. Observou-se, também, que as células deficientes em Tec
libertam niveis mais reduzidos de citocinas pro-inflamatorias, mediante um mecanismo nao
canodnico de ativagao do inflamassoma associado a caspase-8. Apesar deste mecanismo nao
estar relacionado com a ativagao do NLRP3, este estudo concluiu que a Tec cinase € um

potencial alvo terapéutico para inibigao em situagoes de infegoes fungicas [12].
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Além dos mecanismos referidos previamente, existem muitos outros que se mantém
incognitos ou por clarificar. Torna-se extremamente relevante perceber de que forma é que
cada um dos ativadores promove a formagao e ativagao do NLRP3 e quais os mecanismos
moleculares subjacentes a essa ativagao, para se elucidar o potencial envolvimento dos
inflamassomas na génese de doengas com um backgroud inflamatorio. S assim sera possivel

desenvolver estratégias terapéuticas que atuem nestes complexos proteicos.

2.4. Modulagao do funcionamento dos inflamassomas por fatores de viruléncia

Os inflamassomas tém um papel preponderante na geragao de processos
inflamatorios e na ativagao de respostas imunologicas provocadas por infegoes bacterianas,
pelo que influenciam diretamente a sua disseminagao e replicagdo no organismo humano.
Uma falha ao nivel da ativagao destes mecanismos de defesa pode significar a perpetuagao de
uma infecao. No entanto, as proprias bactérias também desenvolveram mecanismos que lhes
permitem resistir e subverter a fungao dos inflamassomas, evitando que estes se formem e
se produzam citocinas pro-inflamatérias (Anexo 1) [2].

As bactérias das espécies Yersinia spp., Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus,
Chlamydia trachomatis, Francisella tularensis, Shigella flexneri, Legionella pneumophila e Coxiella
burnetti tém a capacidade de produzir e segregar uma panoplia de fatores de viruléncia que
lhes permitem escapar aos mecanismos de defesa do organismo humano e, deste modo,
perpetuar a sua replicacdo. Estes fatores de viruléncia consistem, essencialmente, em
mecanismos de excrecao e libertagio de toxinas que formam poros nas células hospedeiras
[2].

Na Tabela | encontram-se enumerados alguns exemplos de fatores de viruléncia de
algumas bactérias, bem como o mecanismo pelo qual cada um deles interfere com a ativagao
de inflamassomas.

Os virus também possuem mecanismos que lhes permitem escapar ao controlo
exercido pelo sistema imunitario, sedo que muitos desses mecanismos estao relacionados
com a modulagio da ativagao dos inflamassomas. Especificamente, virus que codificam
inibidores das caspases tém sofrido um processo de selegao natural, uma vez que conseguem
inibir processos inflamatorios e apresentam, por isso, melhor replicacio viral [2].
Conhecem-se, atualmente, quatro tipos principais de moléculas virais capazes de inibir as
caspases, sendo eles as serpinas, proteinas inibidoras da apoptose, proteinas da familia da

p53 e proteinas inibidoras FLICE [2].
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Tabela | — Mecanismos de agao pelos quais os fatores de viruléncia de algumas bactérias conseguem inibir a

formagio de inflamassomas [Retirado de 2].

Inibe a ativagdo da caspase-| via TTSS e a secregdo de IL-Ip.
YopE
Yersinia enterocolitica (TTsS) Contribui para a hidrolise das GTPases Rho celulares, destruigao de
filamentos de actina e inibi¢do do acoplamento dos inflamassomas.
YopM Liga-se diretamente a caspase-1, inibindo a sua atividade.
Yersinia pestis
(TTSS) Dificulta o acoplamento dos inflamassoma e interfere com a piroptose.
Ao ativar a ADP-ribosiltransferase, dificulta a produgao de IL-1B
Pseudomonas aeruginosa Exoenzima S
dependente da agdo dos inflamassomas.
A LLO permite que as bactérias escapem a fagocitose e evitem os PRRs
Listeriolisina ) ) ) . )
Listeria monocygenes (LLO) citosolicos através de uma rapida migragao nas células hospedeiras dentro
LL
de vacuolos.
Streptococcus Serotipo | Devido a produgio de uma toxina nao-hemolitica, ativa a caspase-| de
pneumoniae LST306 forma deficiente, induzindo uma fraca resposta inflamatéria.

Relativamente ao virus Influenza A, sabe-se que a sua proteina M2, um canal iénico
seletivo, ativa o inflamassoma NLRP3 em varias células, nomeadamente macrofagos e DCs.
No entanto, um estudo recente demonstrou que a proteina nao estrutural | (NSI) inibe a
secrecao de IL-1B, num processo que depende da ativagao do NLRP3. O que este estudo
demostra € que a proteina NSI| sequestra o RNA viral ou liga-se ao recetor RIG-| nas
células infetadas e dessa forma inibe a ativagao do NLRP3 e, consequentemente, a produgao
de IL-1B [14].

No Anexo 2 apresenta-se uma tabela com alguns exemplos de virus e dos seus
fatores de viruléncia, bem como o mecanismo pelo qual cada um deles inibe a ativagao de

inflamassomas.

2.5. Mecanismos de regulacio da atividade do NLRP3

Os mecanismos de regulagio do NLRP3 siao essenciais para que nao ocorram
situacoes de exacerbagao da sua atividade, uma vez que estas podem estar associadas a
algumas sindromes auto-inflamatorias.

A autofagia € um mecanismo celular responsavel pelo turnover proteico, bem como
pela degradagao e eliminagao de organelos celulares danificados e agentes patogénicos

intracelulares [I].
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A autofagia regula negativamente a ativagao do NLRP3 e os processos inflamatoérios
dependentes da sua ativagao [|]. Por um lado, ha estudos que demonstram que os
componentes dos inflamassomas e a pro-IL-IP sao degradados em autofagossomas, através
de um mecanismo que envolve o recetor autofagico p62 [|]. Por outro lado, outros estudos
constataram que através de processos de autofagia di-se a eliminagdo de mitocondrias
danificadas, sendo prevenida a libertacao de mtROS e mtDNA, ou seja, DAMPs, que iriam
levar a ativagao do NLRP3 no citoplasma [I].

Numa primeira instancia, e na auséncia de estimulos externos ou internos, a autofagia
atua no sentido de remover pro-IL-1B e componentes do inflamassoma, de forma a manter a
homeostasia celular [I]. No entanto, perante um estimulo, o NLRP3 é ativado e a autofagia
atua primeiramente no sentido de promover uma resposta inflamatéria e prevenir a morte
celular através da piroptose. Mais tarde, a autofagia atua como um mecanismo de controlo
da atividade do inflamassoma por feedback negativo, de forma a prevenir a sua exacerbagao.
Assim, torna-se evidente que é crucial uma boa sincronizagao entre a ativagao do NLRP3 e
os processos de autofagia, de forma a evitar processos inflamatérios croénicos [1].

Uma elevada concentragio intracelular de Ca** promove a produgio de mtROS, que
danificam as mitocondrias e promovem a producao de mais mtROS, um forte sinal para a
ativacao do NLRP3. As mtROS também podem provocar a oxidagio do mtDNA, que se
liberta das mitocéndrias danificadas e ativa o NLRP3. E por este motivo que, além da
autofagia, as mitocondrias também tém um papel fundamental no controlo da ativagao e
regulacao dos inflamassomas [17]. Desta forma, através da manipulagao de processos como
a autofagia e a mitofagia, isto é, a remocao de mitocondrias danificadas através da autofagia,
podera ser possivel interferir e modular a ativagao do NLRP3 (Fig.6) [17]. Estes mecanismos
constituem, assim, alvos terapéuticos promissores passiveis de modulagao farmacologica por
moléculas inibidoras do NLRP3 e com potencial terapéutico nalgumas doengas imunitarias e

auto-inflamatorias [17].
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Fig. 6 — Mecanismos de regulagao da atividade do NLRP3 pelo estado das mitocondrias e pelos
processos de autofagia e mitofagia [Retirado de 17].

3.Relevancia fisiopatologica dos inflamassomas
3.1. Doencas do Sistema Nervoso Central

Os traumatismos cranianos induzem o acoplamento do NLRP3 e a ativagao da caspase-|,
levando a formagao de IL-1B e IL-18 [5].

Um estudo recente demonstrou que o NLRPI também é um importante agente
mediador da resposta inflamatoéria provocada por um traumatismo craniano. Este estudo
demonstrou que os doentes com traumatismos cranianos com niveis mais elevados do
NLRPI no liquido cefalorraquidiano apresentaram menos melhorias, em comparagao com os
que tinham niveis mais baixos deste inflamassoma [5]. Desta forma, o NLRPI e o NLRP3
estao na base da inflamagao provocada por um traumatismo craniano e assumem-se como
promissores alvos terapéuticos nestas situagoes patologicas [5].

Num quadro clinico de tumor cerebral, existe uma série de moléculas que funcionam
como promotores do tumor, induzindo a ativagio do NLRP3 e, por isso, um processo
inflamatorio crénico associado ao cancro. Além disto, o NLRP3 também tem a capacidade
de suprimir a funcao das células NK relativamente ao controlo da carcinogénese e controlo

das metastases. Contudo, ao promover o recrutamento de neutrofilos, assume um papel
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importantissimo no controlo do tumor, sendo um alvo terapéutico a ter em atengao em
doentes com cancro [5].

A AD, uma doenca neurodegenerativa, é a causa de deméncia mais prevalente
atualmente. A acumulagao extracelular de placas B-amiloides pode ativar o NLRP3 e levar a
produgao de citocinas IL-1( e IL-18 e, desta forma, acionar um conjunto de mecanismos que
podem levar a destruicao do tecido nervoso, o que se reflete na perda de memoéria [5].
Neste sentido, a inibicao da ativagao do NLRP3 é indicada como uma estratégia que podera
proteger a diminuicao da memoria e diminuir a deposicao de placas B-amildides [5].

A PD é outra doenga neurodegenerativa marcada pela perda progressiva de neurénios
dopaminérgicos na substancia nigra e pela acumulagao de corpos de Lewy nos neurénios. Os
corpos de Lewy sao compostos por uma proteina pré-sinaptica denominada de a-sinucleina
que é responsavel pela ativagao do NLRP3 e pela fisiopatologia da PD. Da mesma forma, a

inibicao da ativagao do NLRP3 é sugerida como uma estratégia que podera ser util na PD
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3.2. Hipertensao arterial
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etirado de .

Recentemente demonstrou-se que a IL-1B e a IL-
I8, além de serem produzidas por monodcitos e macrofagos, também podem ser produzidas
pelo endotélio e pelo epitélio do tubulo renal, quando expostos a determinados estimulos
[18].

Atualmente sabe-se que os niveis de citocinas IL-IB e IL-18 se encontram elevados
durante quadros clinicos de hipertensao [18]. No entanto, nao foi ainda possivel inferir se
estes niveis elevados de IL-1f e IL-18 s3ao causa ou consequéncia da hipertensao. Além disso,

ainda nao foi possivel concluir que a produgao de citocinas pro-inflamatorias é originada pela
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ativacao do NLRP3 e desconhecem-se os potenciais estimulos dessa ativagao [I8]. Posto
isto, esta € uma area que ainda permanece pouco estudada, mas que urge ser investigada,

dado o impacto que a hipertensao arterial detém na vida das pessoas.

3.3. Aterosclerose

A inflamagao crénica tem um papel fundamental ao nivel a iniciagdo e progressao de
doengas metabdlicas, como é o caso da aterosclerose. Esta doenca representa 70% dos
casos de morbilidade em doentes com diabetes tipo 2 [4] e trata-se de uma doenca croénica
caracterizada pelo estreitamento progressivo dos vasos arteriais, devido a alteragdes do
metabolismo lipidico e a acumulagao de colesterol e células sanguineas na parede das
artérias, que dificultam o fluxo sanguineo e a oxigenagao dos tecidos [4].

Constatou-se, através de estudos feitos em ratos, que a IL-18 produzida a partir da
ativagao de um inflamassoma pode ter um papel central na iniciagao e progressao deste
disturbio. Além disso, sabe-se também que as placas ateroscleréticas humanas apresentam
elevadas concentragoes de IL-18 e recetores de IL-18 [4].

Utilizando cristais de colesterol, num estudo in vitro com células humanas, verificou-se
que estes ativam o NLRP3. In vivo, verificou-se que uma injecao de cristais de colesterol
provocou uma inflamagao aguda, sendo esta atenuada em células deficientes em

componentes do inflamassoma NLRP3 [4].

3.4. Diabetes tipo 2

A diabetes tipo 2 é um dos maiores problemas de salide a nivel mundial. Os doentes
apresentam normalmente niveis elevados de fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas e
adipocinas [4]. Particularmente a IL-1 tem sido relacionada com a fisiopatologia da diabetes,
uma vez que promove resisténcia a insulina e causa disfungao e apoptose das células B
pancreaticas. Deste modo, varios estudos foram desenvolvidos com o intuito de comprovar
a relacio entre a exacerbacao do funcionamento do NLRP3 e a inflamacdo crénica e
resisténcia a insulina, inerentes a diabetes tipo 2 [4].

Outros estudos demonstraram que niveis elevados de glucose sanguinea induzem a
expressao de IL-1B nas células B do pancreas, muito provavelmente através da ativagao do
NLRP3 mediada pela TXNIP. Desta forma, pode afirmar-se que a concentragao de glucose
regula a expressaio de TXNIP que, devido ao alto stress oxidativo, sofre alteragoes
estruturais provocadas por ROS. Consequentemente, a TXNIP dissocia-se da tiorredoxina e
associa-se ao NLRP3, promovendo a sua ativagao [4]. No entanto, estes resultados nao se

mostraram reprodutiveis quando investigados por outros investigadores.
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3.5. Cancro

A inflamagao cronica pode ser vista como um modulador do processo de
carcinogénese devido a produgao e secrecao de citocinas proé-inflamatorias, que levam a
formacao de um microambiente inflamatério, uma das caracteristicas associadas a
carcinogénese [19].

Tem sido reportado, em varios estudos, que a inflamagao crénica promove a
sanguineos, promogao do processo de metastizagao e do escape a apoptose. Neste sentido,
dados atuais demonstram que aproximadamente 20% dos cancros humanos estao
relacionados com quadros de inflamagoes cronicas [19].

Os inflamassomas e, mais propriamente o NLRP3, tém um papel duplo e
contraditério em relagao ao cancro, podendo apresentar um papel anti- ou pro-tumoral
[19].

O NLRP3 provoca a secregao de IL-18, uma citocina que promove a homeostasia
intestinal e, neste sentido, pode ter um papel protetor em situagoes de cancro colorretal.
Além disso, a IL-18 inibe a expressao de IL-22, uma citocina responsavel pela indugao da
proliferacao celular. Por outro lado, a IL-18 é essencial no processo de maturagao das
células NK hepaticas, que controlam a formag¢ao de metastases no cancro colorretal [19].

Em oposicao ao que foi referido anteriormente, a IL-1f libertada apos ativagao do
NLRP3 inibe a atividade das células NK e células T, promovendo a formagao de metastases
pulmonares e mesoteliomas, respetivamente. Esta citocina também tem uma ac¢ao sobre as
células supressoras derivadas da linhagem branca (MDSCs), estimulando a sua migragao para

locais de maior predisposi¢ao tumoral, podendo provocar cancro gastrico [19].

3.6. Mesotelioma Maligno

O mesotelioma maligno (MM) é um tipo de neoplasia das células mesoteliais causada
por asbestos, altamente resistente a radio e quimioterapia, para o qual ainda nao foi
encontrado nenhuma terapéutica eficaz [20]. Além de outros mecanismos, um defeito ao
nivel da apoptose parece ser um dos fatores que contribui para a resisténcia desta neoplasia
aos farmacos [20].

Um estudo realizado recentemente demonstrou que as células tumorais do MM
apresentam baixos niveis de alguns componentes do NLRP3, de caspase-l e reduzida
ativagao deste inflamassoma, quando comparadas com células mesoteliais humanas saudaveis
[20]. Além disso demonstrou-se que farmacos como a cisplatina e doxorrubicina

aumentavam os niveis de NLRP3 em células de MM, bem como os niveis de citocinas proé-
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inflamatorias, nomeadamente IL-1B e IL-18 [20]. Este estudo foi o primeiro a concluir que
alguns farmacos usados em quimioterapia ativam o NLRP3 nas células de MM, resultando no
aumento da atividade da caspase-l e no aumento da morte celular através da piroptose,
verificando-se um efeito anti-tumoral. No entanto, a ativacao do NLRP3 esta também
associada a um aumento da secregao de citocinas proé-inflamatorias que, neste caso, tém um
papel contrario e promovem o crescimento tumoral [20]. Deste modo, foi proposta a
associagdo de um farmaco anti-tumoral, a cisplatina, com um antagonista dos recetores de
interleucinas da familia | (IL-IR), como é o caso da anakinra, de forma a obterem-se

melhores resultados terapéuticos anti-tumorais. Estes resultados siao apresentados no

Anexo 3 [20].

3.7. Deficiéncia de Mevalonato Cinase

A deficiéncia de mevalonato cinase (MKD) é uma doenca rara autossomica recessiva
que afeta a biossintese de colesterol, sendo causada por mutagoes genéticas no gene que
codifica a enzima mevalonato cinase (MK), fazendo com que esta tenha menor atividade do
que o normal [21].

Um estudo reporta que o NLRP3 esta envolvido na fisiopatologia desta doenga,
através do aumento da produgao de IL-IB e da piroptose, originando um processo
inflamatorio. Um dos principais sintomas destes doentes é apresentarem febres periddicas
altas, na ordem dos 40°C, o que por sua vez reduz ainda mais a atividade da MK, diminuida
per si nestes doentes [21]. As elevadas temperaturas tém, também, uma agao sob o
funcionamento do NLRP3 e sob a agao da IL-If, diminuindo as suas atividades. Assim, a
temperatura elevada acaba por ser um sinal da fase aguda da doenga, mas também uma

condigao para a resolu¢ao da mesma [21].

3.8. Lesoes intestinais provocadas por AINEs

Os anti-inflamatorios nao esteroides (AINEs) tém como efeito secundario potenciais
lesdes intestinais, nomeadamente a formagao de Ulceras (Fig. 8). Devido ao efeito dos
AINEs, verifica-se uma diminuicao das prostaglandinas e disfun¢ao mitocondrial nas células
da mucosa intestinal, diminuindo a sua funcao de barreira. Deste modo, os LPs das bactérias
gram-negativas do lumen intestinal e as proteinas de alta mobilidade com dominio box |
(HMGBI), com origem no epitélio danificado, sao reconhecidos por recetores TLR4 dos
macrofagos. Este reconhecimento resulta na ativagao do NLRP3 e leva a produgao das
citocinas IL-1B e TNF-a e de quimiocinas, que por sua vez desencadeiam o recrutamento e

infiltragao de neutrofilos nas camadas mucosa e submucosa do intestino delgado, causando
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varios danos através da produgao e libertagao de moléculas citotoxicas, como é o caso de
ROS e elastase [22].

Este mecanismo é s6 um exemplo de como o inflamassoma NLRP3 esta envolvido
em varios tipos de processos subjacentes a processos inflamatérios. Uma forma de evitar
este tipo de efeitos secundarios dos AINEs pode passar pela modulagao da atividade do

NLRP3.
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Fig. 8 — Mecanismo de formagao de danos intestinais provocados por
AINEs [Retirado de 22].

4. Adjuvantes de vacinas - acdao nos inflamassomas

Embora nao sejam eles proprios antigénios, os adjuvantes utilizados em vacinas sao
substincias que tém a capacidade de ativar certos eventos do sistema imunitario inato e,
dessa forma, aumentar a sua eficacia e potenciar o seu efeito.

A utilizagao de particulas como adjuvantes de vacinas foi recentemente descrita e
esta relacionada com a ativagao do NLRP3 e com o reconhecimento de particulas por parte
de TLRs. A inclusao de antigénios em particulas e a sua subsequente detegao por DCs
permite que ocorra um processo de reconhecimento imunoldgico celular especifico e mais
proficuo para esse antigénio. Particulas com tamanho inferior a | ym e com revestimento
anfipatico conseguem direcionar os antigénios para as DCs e ativa-las, promovendo a

estimulagao do sistema imunitario humoral e celular [3].
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Os adjuvantes que contém aluminio melhoram a ativagao da caspase-| e a secregao
de IL-IB e IL-18 em DCs, na presenga de agonistas de TLRs. O aluminio, através da
destruicao de lisossomas, formagao de ROS ou mesmo através da inducao de um efluxo de
potassio, promove a ativa¢ao do inflamassoma NLRP3 [3]. Além deste metal, existem outras
particulas que tém a capacidade de ativar o NLRP3 e promoverem a producao de IL-I1p em
DGCs, na presenga de um agonista dos TLRs, como é o caso do quitosano, microparticulas
(de poliestireno e de poli (acido latico-co-acido glicdlico), também conhecido por PLGA) e
nanoparticulas [3]. Tendo em conta estes estudos, concluiu-se que a libertagao de DAMPs
no local da injegao pode ter um efeito sinérgico na ativagcao dos inflamassomas e na indugao
da resposta inflamatoria [3].

As vacinas que utilizam polymeric multilayer capsules (PMLCs) induzem uma resposta
imunitaria com efeito protetor em situagdes oncoldgicas e infegoes virais. Estas capsulas
permitem que a libertagio dos antigénios seja feita de forma mais eficaz as células
apresentadoras de antigénios. As PMLCs tém a capacidade de ativar o NLRP3 e de
desencadear a libertagao IL-18 [3].

As particulas poliméricas tém, igualmente, sido investigadas como plataformas para a
libertagao de farmacos, vacinas e agentes de contraste, sendo cada vez mais utilizadas para
diversos fins clinicos [23]. Estas microparticulas, que ativam os inflamassomas e
desencadeiam a libertagao de citocinas proé-inflamatorias, interagem com as células de
maneira diferencial, sendo a sua forma/superficie uma das caracteristicas que mais influencia
este processo [23].

Um estudo recente demonstrou que a ativagao do NLRP3 é um passo essencial para
o recrutamento de neutrofilos induzido por particulas poliméricas. No entanto, os autores
verificaram que particulas com uma superficie irregular
induzem uma estimulagao mais frutifera, quando comparada
com o efeito provocado por particulas com a superficie lisa
[23]. Por outro lado, também se observou que as particulas
com superficie irregular promoviam maior formagao de IL-
I B dependente da ativagao do NLRP3 [23].

O ISCOMATRIX (IMX) é um adjuvante utilizado em

vacinas que induz a ativagio de células T CD8" citotdxicas,

Fig. 9 — Estrutura tipo “jaula” do
ISCOMATRIX [Retirada de 25].

sendo essencial para a eficicia terapéutica de vacinas
antivirais e anticancerigenas. O IMX apresenta uma estrutura
semelhante a uma “jaula”, com um didmetro de aproximadamente 40 nm, e é constituido

por fosfolipidos, saponinas e colesterol (Fig.9) [24].
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Tal como outros adjuvantes, o IMX também tem a capacidade de ativar o NLRP3 nas
células apresentadoras de antigénios, levando a produgao de IL-1f e IL-18 [24].

Estes estudos enfatizam a relevancia da ativacao dos inflamassomas, nomeadamente
do NLRP3, no efeito adjuvante pretendido e tém permitido criar adjuvantes cada vez mais
eficazes no auxilio da estimulagio e ativagao de respostas imunitarias. Este envolvimento dos
inflamassomas acaba por ser um exemplo de que a sua ativagao propositada, sem nenhuma

patologia subjacente, apresenta um efeito benéfico e util no campo da vacinagao.

5. Estratégias Terapéuticas

Dada a versatilidade e o grande envolvimento dos inflamassomas, especialmente do
NLRP3, em varios processos fisiopatoldgicos de diversas doengas, originadas por agentes
patogénicos ou por desequilibrios metabodlicos, estes complexos proteicos representam,
cada vez mais, alvos terapéuticos atrativos para modular os processos inflamatérios
subjacentes a varias patologias. No entanto, as alternativas disponiveis atualmente no
mercado nao sao seletivas e nao atuam especificamente nos inflamassomas, mas antes a

jusante da sua ativagao, mais especificamente ao nivel dos seus efeitos.

5.1. Antagonistas da IL-1$

Para o tratamento de varias doencas relacionadas com o inflamassoma NLRP3, tem-
se apostado na investigagao de farmacos que antagonizem a agao da IL-1f, no sentido de
neutralizar os efeitos da ativagao deste inflamassoma. Deste modo, existem disponiveis
varios compostos nao seletivos inibidores do NLRP3, nomeadamente agentes biologicos que
atuam ao nivel dos recetores IL-1R [3].

O anakinra (Kinerest®; Sobi, Inc.) é uma molécula recombinante que atua como
antagonista dos recetores IL-1R [3]. Este farmaco foi aprovado em 2011 para o tratamento
da artrite reumatoide, encontrando-se ja aprovado na Europa, para o tratamento de
sindromes periddicas associadas a criopirina (CAPS) e, nos Estados Unidos da América, para
o tratamento de sindromes articulares e cutaneas cronicas infantis [8].

O canakinumab (llaris®; Novartis) é um anticorpo monoclonal anti-IL-IB com a
capacidade de neutralizar a IL-1p. Este anticorpo encontra-se aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA), desde 2009, para o tratamento de CAPS [8].

O ritonacept (Arcalyst®; Regeneron) é um agente bioldgico que funciona como um
“falso” recetor das interleucinas IL-1 e que tem tido resultados positivos para o tratamento
de CAPS. Além disto, tem-se estudado a sua agao ao nivel de outras doengas onde a IL-1f3
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esta envolvida [3]. Ainda assim, encontra-se apenas aprovado pela FDA para o tratamento
de alguns tipos de CAPS [8].

O gevakizumab é um anticorpo recombinante anti-IL- I que modula a bioatividade da
interleucina IL-1B, através da diminuicao da sua afinidade para o complexo de sinalizagao IL-
IRI:IL-1RAcP. No entanto, o desenvolvimento clinico deste anticorpo para o tratamento da
uveite foi interrompido em 2016, apés a fase 3 dos ensais clinicos, uma vez que os
resultados obtidos nao corresponderam aos endpoints definidos inicialmente no estudo [8].

O P2D7KK é um agente neutralizador da IL-1 com a¢ao demonstrada in vitro. Trata-
se de um anticorpo monoclonal com um mecanismo de agao igual ao do canakinumab,
embora tenha uma poténcia onze vezes superior. Este anticorpo ainda nao foi testado em

humanos, mas os resultados em modelos animais mostraram-se bastante promissores [8].

5.2. Antagonistas da IL-18

O anticorpo GSK-1070806 (GlaxoSmithKline) é o unico farmaco, estudado até ao
momento, que atua diretamente na IL-18. Trata-se de um anticorpo que tem capacidade de
neutralizar a IL-18. No entanto, e apesar da neutralizagao da IL-18 apresentar efeitos
positivos ao nivel da reducio da severidade em modelos experimentais de colite, este
farmaco biolégico nao provocou melhorias no controlo dos niveis de glicémia num estudo
realizado em humanos com diabetes tipo 2 [8]. Ainda assim, nao deixa de ser um farmaco

com interesse terapéutico.

5.3. Inibidores do NLRP3

Apesar de todas as estratégicas terapéuticas abordadas anteriormente e de toda a
investigacdo realizada na ultima década, o objetivo primordial consiste em identificar
farmacos que atuem diretamente nos inflamassomas e que sejam seletivos para estes
complexos proteicos intracelulares. Assim, conhecem-se ja algumas moléculas com atividade
inibitoria seletiva sobre o NLRP3, nomeadamente a molécula MCC950, o B-hidroxibutirato
(BHB) e a glibenclamida [8].

A MCC950 (Fig. 10) é uma pequena molécula que bloqueia a ativagado do NLRP3,
quer pelo mecanismo canonico, quer pelo mecanismo nao canénico [8]. Um estudo
demostrou que esta molécula inibe a formagao de IL-1B e o acoplamento dos dominios do
NLRP3 em macroéfagos humanos e de rato, através do bloqueio da oligomerizagao do ASC

[10]. Demonstrou também ser um potente inibidor do NLRP3 in vivo em modelos animais de

CAPS [3].
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Como nao exerce o mesmo efeito noutros

inflamassomas, como o NLRPI, o AIM2 ou o

NLRC4, conclui-se que a MCC950 é um inibidor 0
' O >—NH
seletivo do NLRP3 [10] | D—8—nH
O BHB é uma molécula com agao anti- o (')I

inflamatéria que reduz a produgao de IL-1 B e IL- Fig. 10 — Estrutura molecular da molécula

18, atarvés da inibicio especifica da ativagio do MCC950 [Retirado de 26].

NLRP3, estando o bloqueio da oligomerizagao do

ASC subjacente a esta inibicao [10]. Ao contrario da molécula MCC950, o BHB inibe o
efluxo de ides K* de macréfagos e apenas interfere com o mecanismo canénico de ativagio
do NLRP3 [10].

Estudos cientificos revelam que os niveis de BHB aumentam em situagoes de fome,
jejum prolongado, execicio fisico de alta intensidade, restrigao caldrica e durante dietas
cetogénicas, sugerindo uma relagao muito proxima entre a dieta e processos imunitarios
[10].

A glibenclamida (gliburida), que estruturalmente é uma sulfonilureia, trata-se de um
antidiabético oral usada no tratamento da diabetes tipo 2. Este farmaco demonstrou ter
que levou a ocorréncia de hipoglicémias [3].

Neste sentido, foi também investigada uma pequena molécula, intermediaria de
sintese da glibenclamida, a 16673-34-0. Um estudo revelou que esta tem a capacidade de

inibir a formagao do NLRP3 em cardiomiocitos de rato sem afetar o metabolismo da glicose

[3]

5.4. Inibidores da caspase-|

Tendo como objetivo reduzir a formagao e secregao de IL-13 e IL-18 e, dessa forma,
reduzir os processos inflamatérios inerentes a diversas patologias, as comunidades cientifica
e clinica tém-se focado em inUmeras abordagens terapéuticas que visam diminuir a produgao
destas citocinas.

Dado que a caspase-l, ao ser ativada aquando da ativagao dos inflamassomas,
converte as citocinas pro-inflamatérias nas suas formas ativas, desencadeando uma reagao
inflamatoria, varias moléculas tém sido investigadas com o intuito de inibir a caspase-| e,
deste modo, controlar a resposta inflamatoria. Os tetrapéptidos ac-YVAD-cmk e ac-YVAD-

CHO sao inibidores irreversiveis da caspase-1 [18].
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Os pro-farmacos orais pralnacasan (VX-740) e belnacasa (VX-765), depois de
absorvidos ao nivel do trato gastrointestinal, sao transformados nas suas moléculas ativas e
interrompidos, devido a questoes de seguranga do farmaco, mas o belnacasan continua a ser
investigado, tendo ja sido feitos ensaios clinicos de fase | e de fase 2 para o tratamento da
epilepsia e da psoriase [8].

A talidomida é também um farmaco que, através da inibicao da caspase-|, inibe os
efeitos do NLRP3 e a secregao de IL-1P3, podendo exercer um papel importante como
imunomodulador em situacdes de cancro. Contudo, o seu mecanismo anti-tumoral ainda

permace pouco estudado [19].

5.5. Antagonistas do recetor purinérgico P2X7

Como ja referido, o P2X7 é um recetor purinérgico que

é ativado por concentragoes extracelulares elevadas de ATP, l a N=N
originando um efluxo de K" da célula com consequente /N'\N HCl
ativacao do NLRP3 [I8]. Encontra-se descrito que o P2X7 e o N
inflamassoma NLRP3 estiao envolvidos na fisiopatologia do LES, | _
sendo estas duas estruturas indicadas como alvos terapéuticos

Fig. 11 — Estrutura da molécula

para esta e outras doencas imunes [27]. Neste sentido, A_.438079 [Retirado de 28].
descobriu-se que a molécula A-438079 ¢é um inibidor

competitivo reversivel dos recetores P2X7 (Fig.11) [18]. Um estudo domonstrou o efeito
deste composto na redugao da excregao urinaria de albumina e da pressao arterial, num
modelo animal de hipertensao. Estes resultados vieram demonstrar o potencial terapéutico

dos inibidores do P2X7 no tratamento da hipertensao arterial [18].

5.6. Indutores da autofagia

Dado que a autofagia € um dos mecanismos que regula a atividade dos inflamassomas,
uma estratéga para diminuir a sua atividade e, consequentemente, a resposta inflamatoria,
consiste na indugao da autofagia [10].

O resveratrol, que é um composto polifenolico bem conhecido, e a arglabina sao dois
compostos com capacidade de induzir a autofagia. Os mecanismos pelos quais conseguem
fazer essa indugao estao descritos na Tabela 2 [10]. Encontra-se descrito que o resveratrol
tem uma agao favoravel ao nivel da inibicao da ativacao do NLRPI, NLRP3 e NLRC4 [8].

O recetor canabinoide 2 (CB2R) tem um papel importante relativamente a doengas

inflamatorias, sendo assim um promissor alvo terapéutico nestas situagoes. A ativagao do
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CB2R promove a inibicaio do NLRP3, uma vez que se induz a autofagia [10], estando o

mecanismo celular e molecular inerente indicado na Tabela 2.

Tabela 2 — Mecanismos pelos quais os indutores da autofagia inibem a agido dos inflamassomas [Adaptado de 8,
10].

Resveratrol Previne danos mitocondriais.
Indutores da autofagia Arglabina Reduz os niveis de colesterol.
Agonista do CB2R Inibe o priming step da ativagdo do NLRP3.

5.7. MicroRNA

Os MicroRNAs sao pequenas cadeias duplas de RNA endogeno nao codificante que
se ligam as regides 3’ do mRNA codificante, no sentido de regularem a sua tradugao. O
MicroRNA-233 liga-se a uma regiao conservada na porgao 3’ do RNA transcrito que codifica
o NLRP3 e inibe a sua tradugao, impedindo a ativagao do inflamassoma [10]. Uma deficiéncia
deste MicroRNA origina neutrofilia e inflamagao pulmunar, que surgem de forma espontanea
em ratos [10].

Além destes, outros MicroRNAs, como é o caso do MicroRNA-155, MicroRNA-377

e MicroRNA-133al estao também envolvidos no processo de ativagao do NLRP3 [10].

5.8. Isoliquiritigenina

As raizes e os rizomas de plantas do género Glycyrrhiza sao usadas ha mais de 4000
anos na medicina tradicional. Entre elas encontra-se a Glycyrrhiza uralensis, muito utilizada no
Japao, da qual se isolam inimeros compostos, como
flavondides, isoflavondides, chalconas e  saponinas o
triterpénicas [29]. Um dos compostos isolados desta planta  Ho oM
é a isoliquiritigenina (ILG), um flavonoide com estrutura de
chalcona (Fig.12). Esta molécula tem atividade antiagregante 0
plaquetar, antialérgica, anti-angiogénica e anti-tumoral [29].

Além disto, um estudo demonstrou que a ILG inibe a Fi& 12 — Estrutura molecular da

isoliquiritigenina [Retirado de 29].

.....

tem sobre o NLRP3 (Anexo 4) [29].

Outro composto que pode ser isolado desta planta é a glicirrizina (GL), uma

.....

4) [29].
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5.9. Extrato de Paeonia lactiflora Pallas

A psoriase é uma doenca da pele que esta relacionada com uma reagao inflamatoria
croénica nas células da epiderme, caracterizada por hiper-proliferagao e alteragao da
diferenciagao dos queratinocitos [30].

A Paeonia lactiflora Pallas é uma planta medicinal muito usada em paises orientais pelos
seus efeitos analgésicos, anti-inflamatérios e anti-metastaticos.

Um estudo realizado com o objetivo de identificar novas estratégias terapéuticas para
a psoriase, testou o efeito do extrato de Paeonia lactiflora Pallas (PE) ao nivel da inflamagao
em queratinocitos, células que tém um papel de grande relevancia na ativagao da imunidade
inata [30]. O PE é constituido por paeondsido, paeoniflorina, paeonol, [-sitosterol e
galhotanina [30]. Para desencadear a ativagio do NLRP3 e, consequentemente, induzir uma
resposta inflamatoria, utilizou-se o estimulo acido poli-inosindico : acido policitidilico (poli
(:C)), que estruturalmente se assemelha a uma dsRNA e que tem uma acdo
imunoestimulatoria [30].

Este estudo demonstrou que apesar do poli (I:C) ativar o TLR3 e induzir a produgao
de IL-IB em queratinocitos, por uma via que envolve a ativagao do inflamassoma NLRP3, na

presenca de PE a secregao de IL-1B é inibida, bem como a ativagdo da caspase-|. Estes

.....

5.10. X-shaped DNA

A imunoterapia tem sido uma das areas que se tem revelado bastante promissora no
tratamento do cancro. As moléculas que estimulam PRRs desencadeiam a ativagao de uma
série de processos imunoldgicos, quer da imunidade inata, quer da imunidade adaptativa,
podendo ser Uteis no tratamento do cancro [31].

Um estudo, focado nesta tematica, desenvolveu dois tipos de X-shaped DNA (X-
DNA) de cadeia dupla, um deles composto por quatro cadeias de DNA numa estrutura
Unica, X;-DNA, e o outro formado pela ligagao de moléculas de X;-DNA umas as outras, o
X.-DNA [3I]. Este estudo demonstrou que tanto o X -DNA, como o X-DNA, tém a
capacidade de ativar inflamassomas, promovendo a transformagao da pro-caspase-l em
caspase-| e a da pro-IL-If em IL-IB [31]. O X -DNA e o X,-DNA promovem a ativagao dos
inflamassomas numa relagao dependente da dose, sendo o X,-DNA a forma mais potente
[31].

Estes dados demonstram que o X-DNA é um bom adjuvante imunologico e que

podera ser utilizado em combinagdo com terapéuticas anticancerigenas, dada a sua
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capacidade de ativar o sistema imunitario. Desta forma, pode ser possivel reduzir as doses

da quimioterapia e, por conseguinte, os seus efeitos secundarios [31].

5.11. Antioxidantes

Além de todos os farmacos anteriormente referidos, tém-se procurado outras
abordagens e estratégias que visionam controlar os mecanismos moleculares que ativam os
inflamassomas. Neste sentido, algumas moléculas com carater antioxidante tém-se revelado
eficazes na modulagao do perfil inflamatoério intracelular [32].

Assim, na Tabela 3 referem-se alguns antioxidantes que tém sido estudados com este
objetivo e os mecanismos moleculares responsaveis pela modulagio da ativagdo dos

inflamassomas.

Tabela 3 — Compostos antioxidantes que modulam a agdo dos inflamassomas [Adaptado de 8, 32]

Citral Aldeido monoterpénico Acio anti-inflamatoria relacionada com a inibigao da ativagao do

(Litsea cubeba) insaturado aciclico NLRP3, embora nao interfira com o priming step da sua ativagao.

Rutina Derivado da quercetina Diminuigdo da expressao de caspase-l, ASC e NLRP3 em ratos.
Apigenina Flavonoide Diminuigdo da ativagdo de NF-kB e do NLRP3.
Inibicao da cicloxigenase 2 (COX-2) e da lipoxigenase (LP).
Inibicao da ativagdo do NLRP3 numa linha celular neuronal
Curcumina humana com deficiéncia em TXNIP.
Polifenol

Indugdo de piroptose em células cancerigenas devido a inibicdo do

fator NK-kB.

(Curcuma longa)

Diminuicao da secregao de IL-1.

Emodina

Antraquinona

Diminuigao da ativagao do NLRP3 na presenca de ATP e cristais

de ureia in vitro.

Nuciferina

Alcaloide

Inibicao da ativagdo do NLRP3 num modelo de inflamagao renal.

Estas e outras moléculas antioxidantes ja estudadas exercem efeito ao nivel da
inibicao da atividade dos inflamassomas, através de processos moleculares que envolvem a
ativacao do fator NK-kB, a produgao de ROS, o influxo de ides cilcio, o efluxo de ides

potassio e a sintese de componentes dos inflamassomas [32].
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6. Conclusdo

A inflamagao corresponde a uma reposta inata do organismo humano a estimulos
agressores, com efeito normalmente protetor para o hospedeiro. Contudo, o paradigma do
envolvimento dos processos inflamatorios ao nivel de muitas doengas que afetam o ser
humano tem vindo a mudar. Atualmente, sabe-se que uma reagao inflamatéria pode estar na
génese ou associada a fisiopatologia de inimeras doencas, quer estas sejam provocadas por
microrganismos patogénicos, como virus, parasitas e bactérias, quer por disturbios
metabolicos.

Os inflamassomas sao complexos proteicos multiméricos intracelulares que se
formam na presenca de estimulos internos e externos e que tém a capacidade de promover
a produgao e libertagao de IL-1f3 e IL-18, duas citocinas pro-inflamatorias.

Tendo em conta o efeito da ativagao dos inflamassomas na fisiopatologia de diversas
doengas, varios estudos cientificos tém-se centrado na identificagdo de firmacos capazes de
inibir a ativagao dos mesmos. Neste sentido, existem ja disponiveis alguns farmacos nao
seletivos que inibem os efeitos decorrentes da ativacdo dos inflamassomas. Além disto,
torna-se crucial identificar novos fairmacos e outras abordagens terapéuticas que atuem
seletivamente nas estruturas que constituem os inflamassomas, para assim modularem a sua
atividade.

Esta é uma das areas da imunoterapia onde mais se tem investigado, dada a sua
relevincia e o seu envolvimento em tantas patologias atuais, nomeadamente
neurodegenerativas, cardiovasculares, metabdlicas e autoimunes. O futuro passa por
clarificar e identificar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na ativacao dos
inflamassomas e na fisiopatologia dessas doengas, de modo a identificar novos alvos
terapéuticos suscetiveis de manipulagio farmacoloégica e modulagao da atividade dos

inflamassomas.
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Anexo |

A Fig. 13 ilustra os mecanismos de modulagao da ativagao de inflamassomas induzida
por fatores de viruléncia de origem bacteriana e viral. Os mecanismos de inibicao do

acoplamento e ativagao dos inflamassomas encontram-se representados a vermelho [2].
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Fig. 13 — Mecanismos de modulagao da ativagao de inflamassomas provocados por fatores de viruléncia
virais e bacterianos: | — Inibigdo da translocagio nuclear do NK-kB; 2 — O homélogo viral KSHV Orf63,
um homodlogo do inflamassoma NLRPI, interage com os NLRPI e NLRP3 humanos e inibe a sua
ativagdo; 3 — Na presenca das proteinas virais vPOPs ¢ inibido o recrutamento de pro-caspase-I; 4 —
Inibicdo direta da atividade da caspase-| provocada, por exemplo pela serpina CrmA do virus Cowpox;
5 — Inibidores indiretos da ativagao do inflamassoma, nomeadamente a proteina NS| dos virus Influenza
e a ExoS das Pseudomonas aeruginosa, entre outras; 6 — Bloqueio da ativagdo dos recetores da IL-1f e da
IL-18 através de recetores scavenger viL-1BR e vIL-18BR; 7 — Processos “discretos” pelos quais alguns
agentes patogénicos evitam a inflamagao, como € o caso da L. pneumophila, que utiliza a sua proteina
SdhA para mascarar os seus antigénios e, dessa forma, escapar ao reconhecimento por parte do
inflamassoma [Retirado de 2].
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Anexo 2

A Tabela 4 apresenta os fatores de viruléncia de alguns virus e os mecanismos pelos

quais os mesmos inibem os inflamassomas [Retirado de 2].

Inhibits activity of caspase-| and caspase-8,

CrmA
Cowpox virus interfering with generation of active forms of IL-1
(serpina)
and IL-18.
Viral genes encode homologs of host IL-18 binding
Vaccinia,
vIL-18BP proteins that prevent activation of NF-kB, thus

Ectromelia and Cowpox

viruses

(viral homolog of cell IL-18BP)

downregulating activity of inflammasomes and

induction of IFNy in response to IL-18.

KSHV/HHV8
(Kaposi’s sarcoma
associated

Herpes virus)

Orf63 KSHYV (viral
homolog of inflammasome
NLRPI lacking
PYD and CARD domains)

Blocks NLRPI, NLRP3, and NOD2 dependent
responses: activation of caspase-| and processing

of IL-1 and IL-18.

Poxvirus

Encodes PYD-containing protein

Interacts with ASC, inhibits activation of caspase-|

and processing of IL-1f and IL-18.

Myxomatosis
cuniculorum virus
and

Shope fibroma virus

Viral homologs MOI3L and SOI3L,
respectively, act as PYD-only protein
homologs (viral POPs), an integral

part of inflammasome

vPOPs interact with ASC, inhibit PYD-mediated
signal transduction by blocking activation of

procaspase-| and processing of pro-IL-1f.

Measles virus

V protein

Directly or indirectly interacts with NLRP3 and

inhibits IL- 13 secretion.
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Anexo 3

Resultados de um estudo cientifico que comprova o efeito anti-tumoral resultante da

associagao de cisplatina com anakinra, um antagonista dos recetores de IL-1, com

consequente inibicado do crescimento tumoral do Mesotelioma Maligno, num modelo

intraperitoneal de rato (Fig.14) [20].
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Fig. 14 — Resultados da associagao de cisplatina com anakinra na redugao do crescimento tumoral de MM,

num modelo intraperitoneal de rato. A — Redugio drastica do peso tumoral no grupo com a associagao

de farmacos. B — Reducao drastica do volume tumoral no grupo com a combinagao de farmacos. C — O

numero total de células nio foi afetado pela combinagdo de farmacos. D — O numero de neutrdfilos foi

bastante mais baixo nos grupos que foram tratados com cisplatina e com a combinagao de fairmacos
[Retirado de 20].
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Anexo 4

A Fig.15 ilustra os mecanismos pelos quais a glicirrizina (GL) e a isoliquiritigenina

(ILG), extraidas da Glycyrrhiza uralensis, atuam nos inflamassomas NLRP3 e AIM2 [28].

LPS
l ATP ngvencm MSU  1APP
\/ Virus, Microbes
TLR4/MD-2 l - , , \

ILG

P2X7R N l

51

)

1

1

1

i

I

1

1

I

)

|

[}

I -

' >< l

1 ] S | o S

1

L i l /

: ROS K* efflux Cathepsm B Oouble strand DNA
I
I
1
1
I
]
1
)

2]
@

NF-xBacﬂvahon 1 l
1 y
NLRP3 inflammasome AIM2 inflammasome

/ ASC oligomerization ASC oligomerization
NLRP3 genes
/:/ Frofup
1
Pro-IL-1|s genes

€ Caspase-1 € Pro-caspase-1

IL-18

Fig. 15 — Mecanismos de inibicio do NLRP3 pela GL e pela ILG e de inibicdo do AIM2 pela GL. A
GL e a ILG podem inibir a ativagao dos recetores TLR4 ou MD-2, que reconhecem LPS, o que
leva a supressdo da ativagdo do NK-kB, ndo havendo expressdo genética dos genes que codificam
o NLRP3 e a pro-IL-1B. Por outro lado, a ILG pode interagir diretamente com NK-kB e inibi-lo,
enquanto a GL inibe a sua capacidade transcricional. A GL também inibe a agdo do inflamassoma
AIM2 [Retirado de 28].
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