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I. Introducao

No que concerne ao plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), a unidade curricular
“Estagio” surge como uma formagao pratica obrigatoria, a par de uma prévia formagao teorica.

Assim sendo, encontra-se de acordo com a Diretiva 2013/55/EU, do Parlamento Europeu
e do Conselho de 20 de novembro de 2013 (Art® 44°, n.° 2)'. Desta forma, para a obtengio
do titulo de formagao de farmacéutico, é obrigatério a realizagdo de um estagio em Farmacia
Comunitaria (FC).

Chegado o momento de realizar o tao esperado Estagio Curricular em FC e de colocar
em pratica aquilo que foram os conhecimentos e principios adquiridos ao longo de um
percurso de quatro anos e meio no MICF da FFUC, foi com agrado e carinho que decidi optar
pela Farmacia Lima Natario (FLN), farmacia onde ja havia realizado um estagio de verao em
2019. O meu estagio curricular decorreu no periodo de || de janeiro a 2 de abril, sob a
orientagao do Farmacéutico Adjunto Dr. Joao Tiago Costa e da Diretora Técnica Dra. Maria
Cacilda Lima Natario Lourengo Borges.

Mais do que um estagio curricular, esta foi uma experiéncia que me permitiu viver o que
é ser farmacéutico fora dos bancos da faculdade e encarar a importancia do nosso papel na
sociedade ao aplicar e aprofundar todos os conhecimentos em situagoes reais e do quotidiano,

com o intuito final de dignificar o Farmacéutico enquanto agente de satde publica.

2. A Importancia da Farmacia Comunitaria

A atividade do farmacéutico apresenta-se, cada vez mais, como o principal e mais proximo
ponto de apoio a generalidade da populagao, sendo fundamental a sua presenga e prestagao
de servigos junto do utente. Enquanto profissional de salde, o cerne da sua agao tem como
foco o cidadao e o apoio a comunidade. Desta forma, verificamos um espetro muito alargado
de fungoes e atividades exercidas pelo farmacéutico comunitario, o que demonstra o leque de
competéncias necessarias ao farmacéutico da atualidade. Além da competéncia técnico-
cientifica que permite a promogao de um uso responsavel do medicamento, a promog¢ao da
literacia em saide, bem como um aconselhamento diferenciado relativo aos medicamentos de
venda exclusiva em farmacia (MNSRM-EF) e medicamentos nao sujeitos a receita médica
(MNSRM), também a competéncia humanistica e vocacional possibilita o estabelecimento de
uma relagao mais proxima com o utente. Neste sentido, o farmacéutico desempenha um papel
crucial e impactante no bem-estar e saude do doente e do cidadao em geral, sendo um dos

principais alicerces da saide publica do nosso pais’.



3. A Farmacia Lima Natario

A escolha pela FLN prevaleceu por diversos fatores, entre eles o facto de ter estabelecido
previamente uma relagdo proxima com a respetiva equipa técnica e o ambiente profissional
ter-se tornado propicio para a aquisicao de conhecimentos e competéncias. Outro fator
diferenciador foi a proximidade aos utentes que frequentam a FLN, derivado ao facto de
apenas existirem duas farmacias em Miranda do Corvo, o que leva a uma relagao de confianga
com a populagao local.

E de salientar a participagio da farmacia em varios projetos como o Valormed através da
sensibilizagio dos utentes para as boas praticas ambientais e da rececao de residuos de
embalagens e restos de medicamentos fora de uso ou prazo de validade®. Além do Valormed,
a FLN também integra o projeto Operagao Luz Verde que consiste na entrega de
medicamentos hospitalares na farmacia para evitar a deslocagao desnecessaria dos doentes ao
hospital*.

Tendo em perspetiva o panorama em que se encontrava o pais € o mundo devido ao
agravamento da pandemia, o estagio esperava-se desafiante e exigente. Face a dificuldade de
estabelecer contacto com as instituicoes hospitalares, centros de salde e respetivos médicos,
foi na farmacia que muitos utentes procuraram aconselhamento e a solugao para os mais
diversos problemas, o que salienta a relevancia do servigo prestado pelo farmacéutico. Além
dos servigos de aconselhamento farmacéutico, a FLN disponibiliza servigos de preparagao de
manipulados, administragao de vacinas e injetaveis, aconselhamento dermocosmético e
medicao de parametros analiticos.

E, ainda, de realcar que tive a oportunidade de interagir com o sistema informatico classico
Sifarma 2000°, com o Sifarma Clinico®, bem como com a sua versio mais recente Sifarma
Médulo de Atendimento (Sifarma.MA®), ambos comercializados pela Glintt®. Foi apos me ter
familiarizado com estes softwares que fui capaz de assumir fungdes como atendimento ao
balcao, rececio de encomendas, aconselhamento farmacéutico de cada utente, controlar

stocks e prazos de validade, gerir devolugbes e participar na preparagao de inventarios.

4. Analise SWOT

No que diz respeito ao presente relatorio de estagio, foi elaborada uma analise SWOT
(Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats) com o objetivo de fazer uma introspegao do
estagio e, desta forma, avaliar criticamente a experiéncia e aquilo que foi a preparagao
académica para este momento final do curso. A analise SWOT apresentada em seguida visa a

identificacao das forcas e fraquezas, bem como das oportunidades e ameagas com as quais
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contactei na FLN. Relativamente aos pontos fortes e pontos fracos, estes sao identificados
através de uma avaliagao interna e refletindo fatores intrinsecos, enquanto as oportunidades
e as ameagas sao possiveis de identificar tendo em conta uma avaliagao externa, tendo por

base fatores nao diretamente sob controlo da instituicao.

4.1 Pontos Fortes

4.1.1 Equipa Técnica - Integracao e Acompanhamento

Na minha ética, sem duvida que o fator que contribuiu com maior intensidade para o
sucesso do meu estagio em FC foi a equipa técnica e o seu acompanhamento continuo. A
relagao estabelecida entre estagiario e toda a equipa reflete-se, inequivocamente, no sucesso
do estagio curricular de um aluno finalista e comigo nao foi diferente.

Desde o primeiro dia que me acolheram como parte da “casa” e se demonstraram
disponiveis para ouvir, esclarecer duvidas, elucidar conceitos e auxiliar no que fosse
necessario. Os primeiros atendimentos sao os mais atribulados ou, pelo menos, aqueles em
que senti maior dificuldade por toda a responsabilidade associada ao ato de aconselhamento.
Nestes momentos, a gentileza no esclarecimento das diversas questoes que tive permitiu-me
ir adquirindo autonomia e espirito critico e fez com que, efetivamente, sentisse progresso a
nivel de todas as tarefas desempenhadas e seguranca nas minhas agoes e decisoes. Talvez pelo
facto de ter sido o Unico estagiario na FLN, foi possivel ter a equipa inteiramente dedicada a
minha aprendizagem, o que me tornou auténomo e permitiu consolidar conhecimentos

tedricos adquiridos nas diversas unidades curriculares diretamente associadas a FC.

4.1.2 Atendimento diferenciado

Devido a proximidade que existe com a populagiao, o aconselhamento farmacéutico
tem em conta a situagao especifica de cada utente tornando-se o mais individualizado e
diferenciado possivel. Desde as situagoes mais rotineiras as mais peculiares, a interagao
estabelecida durante o atendimento tinha como objetivo recolher o maximo de informagao
essencial, sempre com uma perspetiva critica sobre a mesma, de forma a estabelecer o melhor
aconselhamento farmacolégico e nao farmacoldgico e identificar possiveis incongruéncias na
medicagao atual do utente. Esta complexidade na dispensa e interagao com o utente foi um
grande desafio, nio so6 pela responsabilidade inerente ao ato farmacéutico, como pela
confianga depositada no farmacéutico, por parte da populagao. A minha adaptagao a esta tarefa
foi feita de forma gradual ao longo dos meses, onde comecei por observar o atendimento
realizado por parte dos colaboradores da FLN. Posteriormente, quando ja detinha alguma



familiaridade com o processo e, tendo confianga nos meus conhecimentos teoricos, tornou-
se a minha tarefa principal, sendo que o Dr. Joao Tiago Costa foi incansavel no esclarecimento

de duvidas.

4.1.3 Diversidade de funcoes desempenhadas

As tarefas que desempenhei ao longo do estigio foram fulcrais para me adaptar mais
rapidamente a dinamica e ética de trabalho da FLN, uma vez que exerci as mais diversas
fungoes desde a gestao de encomendas e organizagao e arrumagao de produtos, atendimento
ao publico e aconselhamento de forma diferenciada, medicao dos pardmetros bioquimicos
(glicémia, colesterol total e pressao arterial), preparagao de manipulados, gestao e controlo
de stocks e validades dos produtos e, ainda, tive a oportunidade de assistir regularmente a
formagoes online, bem como a conferéncia do receituario e posterior faturagio dos
organismos. Além do que foi anteriormente mencionado, a FLN detém de igual forma o
servigo de administragao de injetaveis e vacinas, passiveis de administragao em FC. De referir,
ainda, que pude participar no aviamento e organizagao da medicagao dos utentes das
Instituigoes Particulares de Solidariedade Social (IPSS) que colaboravam com a FLN.

Foi ao realizar estas novas tarefas de gestao de stocks e encomendas, a titulo de exemplo,
que adquiri nogoes fundamentais, tais como os diferentes laboratérios e distribuidoras
existentes, a circunstancia dos medicamentos esgotados e rateados, os diferentes planos de
comparticipagao e a dualidade existente entre Preco de Venda ao Publico (PVP) e Prego de
Venda a Farmacia na gestao encomendas.

Desta forma, creio que o estagio me permitiu viver aquilo que é o dia-a-dia e o ritmo de
trabalho de um farmacéutico numa farmacia comunitaria, pelo que as diferentes fungées que

desempenhei foram fundamentais para a minha preparagao enquanto futuro farmacéutico.

4.2 Pontos Fracos

4.2.1 Dificuldade na associacdo de nomes comerciais aos principios ativos
Inicialmente, uma das maiores dificuldades que senti foi a associagao de nomes comerciais
de medicamentos aos respeitos principios ativos. Ao longo do plano curricular do MICF,
lidamos essencialmente com principios ativos o que, conjugado com o facto de a prescrigao
médica ser feita por Denominagao Comum Internacional (DCI), constitui um enorme desafio
no que diz respeito a relacionar e fazer corresponder o principio ativo ao respetivo nome
comercial. No entanto, com o decorrer do estagio foi algo que fui aprimorando e que acabou
por nao se manifestar num problema propriamente dito, visto que existiu uma familiarizagao
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progressiva com as designagoes comerciais dos medicamentos ao exercer as diferentes tarefas
além do atendimento.

Nesta fase, as tarefas de armazenamento e organizagao de medicamentos, por vezes
desvalorizadas, foram essenciais para comegar a desenvolver a capacidade de associar a marca

ao respetivo grupo farmacolégico e principio ativo.

4.3 Oportunidades
4.3.1 Sifarma.MA®

A principal ferramenta de gestdo e atendimento das FC é o conhecido Sifarma 2000°,
comercializado pela Glintt®. Apesar de ser utilizado por cerca de 90% das farmécias
portuguesas, a Glintt® encontra-se a desenvolver um novo software mais completo, intuitivo e
funcional - o Sifarma Médulo de Atendimento (Sifarma.MA®), de forma a fornecer uma solugio
cada vez mais focada no bom atendimento e aconselhamento do utente’.

No que me diz respeito, tive a oportunidade de trabalhar com ambos os softwares, uma
vez que a FLN encontrava-se numa fase de transigao do Sifarma 2000® para o Sifarma.MA®.
Durante a fase inicial de aprendizagem e maturagao de conhecimentos, o recurso mais
utilizado foi, quase exclusivamente o software ja familiar e rigorosamente dominado por todos
os colaboradores. Apos as diversas formagdes dadas pela Glintt® acerca do novo Sifarma,
corregao de problemas e disponibilizagao de novas ferramentas dentro do mesmo, foi no
Sifarma.MA® que foram realizados a grande maioria dos atendimentos. A minha preferéncia,
ainda que estivesse numa fase de construgao, passou pelo novo Sifarma, pelas suas novas
funcionalidades, aparéncia e por considerar que é muito mais intuitivo, atual e dinamico.

No geral, considero que a evolugao de software a que assistimos nas farmacias portuguesas
€ vantajosa e vai permitir o desenvolvimento de um servico com cada vez mais qualidade e
seguranga. Além disso, creio que o facto de me ter familiarizado com ambos os softwares é

uma mais-valia enquanto futuro farmacéutico a ingressar no mercado de trabalho.

4.3.2 Programa Valormed

A Valormed apresenta-se como uma sociedade sem fins lucrativos cuja responsabilidade
€ a recolha e gestao de residuos de embalagens vazias e medicamentos fora de uso através do
SIGREM (Sistema Integrado de Gestio de Residuos de Embalagens e Medicamentos)®. Penso
que a preocupagao com este tipo de tematicas € fulcral e, desta forma, foi com prazer que
divulguei e promovi o projeto Valormed juntos dos utentes incentivando-os a reunir

medicamentos fora do prazo de validade, cartonagens, blisters ou folhetos informativos para
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que fossem depositados nos locais indicados a entrada da farmacia. Foi com agrado que,

diariamente, verificava que existia uma adesao autébnoma a este projeto por parte dos utentes.

4.3.3 Operacao Luz Verde

O servigo “Operagao Luz Verde” foi implementado no inicio da situagao pandémica,
sendo que o cerne deste projeto consiste na entrega de medicamentos hospitalares as
farmacias comunitarias com intuito de evitar que os utentes se desloquem ao hospital para
levantar a medicagdo. O sucesso do mesmo na FLN permitiu evitar deslocagoes
desnecessarias, por parte dos utentes, de Miranda do Corvo a Coimbra, situagao esta que os
colocaria mais expostos a um possivel contacto com o virus SARS-CoV2 - sendo um étimo
mecanismo para diminuir o risco de infegado com COVID-19, especialmente junto de doentes

mais fragilizados*’.

4.4 Ameacas
4.4.1 Pandemia COVID-19

Devido a situagao que o pais atravessava no momento em que iniciei esta fase do meu
percurso académico, o estagio em FC perspetivava-se desafiante. Surgiram questoes relativas
ao facto de se a duragao do mesmo seria ou nao afetada, possiveis familiares ou colegas
doentes, as mascaras, a desinfe¢ao, entre outros. A maior ameaga nao so6 ao estagio, como ao
atendimento, foi a dificuldade na comunicagao devido as barreiras fisicas impostas para
protecao individual dos profissionais e dos utentes da farmacia. No final, o que realmente

importa é a saida de utentes da farmacia completamente esclarecidos sobre a sua terapéutica.

4.4.2 Medicamentos esgotados e rateados

Foi com alguma surpresa que me deparei, durante o decorrer do estigio, com um
panorama de caréncia e escassez de determinados medicamentos. Desde entao percebi que a
problematica de escassez de medicamentos era uma situagao generalizada e muito associada
a progressiva degradacao do preco dos medicamentos, quer sejam de marca ou genéricos,
que torna dificilima a missao de cumprir todo o circuito até ao doente. Este panorama fez com
que muitos medicamentos ficassem esgotados ou, por outro lado, rateados, pelo que era
feita uma racionalizacdo dos mesmos pelos laboratérios de forma a que chegassem a todos os
que deles necessitavam®.

Posso referir, a titulo de exemplo, o caso do Cipralex® que contém a substancia ativa

escitalopram e apresenta indicagao em perturbagoes de ansiedade, perturbagoes obsessivo-
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compulsivas e episodios depressivos major’. Adicionalmente, também o Valium® se
encontrava nesta situagio. E um medicamento cuja substincia ativa é o diazepam e esta
indicado no tratamento de sintomas e disturbios associados a ansiedade, bem como de outras
desordens psiquiatricas'’.

Concluindo, este € um tépico que merece especial atengao, uma vez que constitui um

entrave na relagao com o utente e interfere naquilo que é a saude e o bem-estar do utente.

4.4.3 Farmacia concorrente e locais de venda de Medicamentos Nao
Sujeitos a Receita Médica (MNSRM)

No contexto da FLN, esta tem uma farmacia concorrente que se encontra numa posi¢ao
mais favoravel em termos de localizagao, uma vez que se encontra mais préxima do Centro
de Salde, o que constitui uma vantagem ao seu servico e afeta negativamente a FLN.

Do mesmo modo, considero que os estabelecimentos de venda de MNSRM constituem
uma ameacga nao s6 a FC, como ao proprio farmacéutico, uma vez que desvalorizam aquilo
que é o ato farmacéutico na dispensa do medicamento e promovem um uso irresponsavel e
irracional do mesmo. Ainda, estes locais de venda tém vindo a apresentar um crescimento
exponencial e, aliando este fator ao facto de realizarem elevados volumes de encomendas,
conseguem alcangar melhores margens e implementar os pregos mais competitivos do
mercado, o que acaba por atrair uma grande por¢ao de utentes e, consequentemente, afetar
as rentabilidades das farmacias de oficina.

Na minha opiniao, tera que existir, cada vez mais, uma diferenciagao da FC através do
desenvolvimento de novos e mais inovadores servigos por parte do farmacéutico comunitario

para, desta forma, evidenciar a genuina importancia da profissao.

5. Casos Clinicos

Caso |

Uma utente jovem, de 28 anos, dirige-se a farmacia e refere que sente ardor a urinar. Mais
pormenorizadamente, indiciou-me que sentia, por vezes, uma vontade repentina de urinar e
um ligeiro ardor, pelo que, tinha receio que a situagao evoluisse para um infegao urinaria,
situagao que era habitual e recorrente. Desta forma, terminou o discurso solicitando-me um

antibiético que ja tinha tomado para a mesma situagao.

Aconselhamento: Em primeiro lugar, recusei, imediatamente, a dispensa do antibiotico por ser

um MSRM. Apos identificar a sintomatologia inicial de um infegao urinaria, propus-lhe que

iniciasse o RoterCysti® 500mg que se apresenta como um medicamento tradicional a base
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de plantas utilizado no tratamento sintomatico de infegdes do trato urinario e é constituido
por um extrato seco de folha de uva-ursina'' que demonstra efeito diurético, anti-inflamatério
e antimicrobiano através da sua capacidade em alterar as caracteristicas da superficie das
células microbianas, o que diminui a capacidade destas bactérias em aderir as células
uroepiteliais'’. Indiquei, ainda, que teria de tomar 2 comprimidos, duas vezes por dia, durante
5 dias consecutivos. Além disso, aconselhei que comegasse a utilizar regularmente um gel de
lavagem calmante como, por exemplo, o Aveeno® Hidratagio Diaria que é indicado para a
higiene intima didria e ajuda a manter o equilibrio natural do pH'?. Acrescentei que, visto que
esta era uma situacio recorrente, considerasse tomar o Roter Cystiberry® no futuro,
produto que atua na prevengao das infegoes urindrias devido a sua composicao em arando
vermelho que contém proantocianidinas que impedem a adesao, multiplicagao e colonizagao
da Escherichia coli no epitélio da bexiga'*. Todavia, informei a utente previamente que devia ser
consultada por um médico face a recorréncia destes eventos. Por fim, acabei por aconselhar
algumas medidas nao farmacoldgicas como, por exemplo, a ingestao abundante de agua, evitar
a retencao de urina, utilizar vestuario adequado e roupa interior de algodao e frisei a
importancia de conjugar os produtos com as medidas nao farmacolodgicas para que houvesse

um aumento da eficacia do tratamento e a prevengao de futuras infegoes.

Caso 2

Um senhor, de 32 anos, dirige-se a farmacia e refere que esta com obstipacao e precisa,
urgentemente, de uma solucao para este problema que esta a comegar a influenciar o seu dia-
a-dia e a tornar-se numa situagao recorrente. Além disso, frisa que quer algo que atue

rapidamente.

Aconselhamento: Inicialmente, questionei o utente se tinha mais algum sintoma associado, ha

quanto tempo vivia este tipo de episddios, bem como se tinha tomado alguma medicagao para
este problema no passado ou se tinha alguma doenca associada. Prontamente me respondeu
que apenas sentia um aumento do volume abdominal, que este episodio ja durava ha uma
semana mas que tem vindo a ser recorrente, acrescentando que nao tinha qualquer outro
problema, nem tomava qualquer tipo de medicagao. Desta forma, comecei por aconselhar
Dulcolax® para tratar a obstipagao atual e causar o alivio rapido. O seu mecanismo consiste
no aumento da secre¢ao de agua e eletrdlitos pela mucosa e na estimulagao dos neuronios
sensoriais entéricos que induzem o peristaltismo intestinal'®>. Por conseguinte, é um
medicamento com agao imediata e que requer uma utilizagao cuidada pois provoca habituagao

e, como tal, nao pode ter um uso continuado pois, caso contrario, poderia provocar
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hipocaliemia e desequilibrio eletrolitico. O seu principio ativo é o Bisacodilo, um laxante de
acao local cujo mecanismo resulta na estimulagao da defecagao, amolecimento das fezes e
~ A .16 , . ~
redugao do tempo de transito". Em segundo lugar, tendo em conta que é uma situagao
. ® .
recorrente, aconselhei Laevolac™ que desempenha um papel a longo prazo e, assim sendo,
nao tem ac¢ao imediata nem provoca habituagao. O seu principal constituinte € a lactulose cuja
acao se deve as suas propriedades osméticas que produzem um aumento da pressao osmotica
no lumen intestinal e, deste modo, favorecem a retengao de agua e aumento do fluido fecal

que induz o amolecimento das fezes'>'"'®

. De seguida, comecei por explicar o esquema

terapéutico que ia envolver estes dois produtos que passava por comegar os dois a0 mesmo

tempo, tomando-os intercaladamente para, quando a obstipagao atual estiver resolvida, retirar
® ® . s .

o Dulcolax”™ e manter apenas o Laevolac™ que ja estara a fazer o seu efeito, uma vez que

apresenta um periodo de laténcia de 2 a 3 dias. Finalmente, realcei a importancia das medidas

nao farmacolégicas como a ingestao de maior quantidade de liquidos, pratica de atividade fisica,

realizagao de uma dieta rica em fibras e promocao da reeducagao do intestino.

Caso 3

Utente do sexo masculino, com cerca de 40 anos, dirige-se a farmacia solicitando algo para
uma infecao na pele localizada nos espacos interdigitais do pé, situagao que é bastante
recorrente. Refere, pormenorizando, que a pele se encontra esbranquigada, a descamar, com

algum prurido. Além disso, menciona uma sensagao de ardor no pé.

Aconselhamento: Inicialmente, passei a explicar ao utente que o seu problema seria Pé de

Atleta, ou seja, uma infegao flingica muito comum nos pés e que exigia um tratamento rigoroso
pois é algo muito contagioso que se transmite facilmente, quer por transmissao indireta
através de objetos contaminados, quer por transmissao direta pelo contacto pele com pele,
pelo que, podia perfeitamente propagar-se pelo resto do seu corpo e provocar outras infegoes
fungicas. Antes de qualquer aconselhamento, expliquei que estes tipos de infe¢oes aparecem
decorrentes de fatores como o calor e a humidade, isto &, tanto a transpiragao como a oclusao
da pele do pé podem desencadear este tipo de infe¢coes pois impedem a dispersao de calor e
propiciam a humidade. Desta forma, indiquei algumas medidas nao farmacolodgicas a adotar no
futuro como, por exemplo, secar bem os pés e os espagos interdigitais apos o banho, utilizar
uma toalha exclusivamente para o local da infegao, evitar andar descalgo em balnearios ou
piscinas, usar meias de algodio e muda-las se sentir calor ou depois de realizar desporto,
deixar os pés respirar em casa, bem como o calgado, e lavar frequentemente as toalhas e nao

partilhar as mesmas'’. Quanto ao seu tratamento, comecei por aconselhar o Canesten®
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creme que é um antifungico cuja substancia ativa é o clotrimazol que atua contra os fungos
através da inibicao da sintese do ergosterol, o que leva a danos estruturais e funcionais na
membrana plasmatica dos mesmos. Referi que este tratamento deve ser feito entre 3 a 4
semanas com 2 a 3 aplicagoes diarias e sublinhei que, para que a infecao seja efetivamente
tratada, o tratamento deve ser realizado até ao fim, mesmo que verifique melhorias no
decorrer desde periodo. Ainda, informei o utente que, caso nao houvesse melhoria apos as 4
semanas de tratamento, devesse contactar imediatamente o médico®. Adicionalmente, sugeri
o Canesten® p6 como adjuvante ao tratamento com o creme e que deve ser aplicado
diariamente nos sapatos e meias com o objetivo de absorver a humidade e impedir reinfegao.
Tal como o creme, deve ser usado durante 3 a 4 semanas®'. Por fim, sugeri a utilizagio de
Cicalfate locao da Avene apds o banho e antes da aplicagao do creme supramencionado. Este
€ um produto com agao secante, reparadora e calmante devido a sua composi¢cao com agentes

antibacterianos®.

6. Conclusdo

Em reflexao acerca do que foi supracitado, torna-se evidente o quao importante € ter a
unidade Estagio Curricular no plano de estudos de MICF. A experiéncia vivenciada durante
este periodo torna-se imprescindivel para a preparagao do estudante para o mercado de
trabalho e para o seu sucesso profissional enquanto futuro farmacéutico. A exposi¢ao ao
contexto real e o contacto diario com o utente evidenciam a importancia que o farmacéutico
tem na sociedade e a confianga que é depositada na farmacia, pelos utentes, para a satisfagao
das suas necessidades. Desta forma, considero que o estigio se apresenta como um
instrumento imprescindivel na formagao pratica de qualquer estudante e, nao sé pelo leque
de competéncias pessoais e profissionais que permite adquirir e desenvolver, mas também por
possibilitar a aplicacdo de conhecimentos teéricos adquiridos ao longo de todo o percurso
académico, permitindo a estruturagao de uma atitude deontoldgica aliada ao rigor cientifico
exigido no exercer da profissao.

Ao nivel das competéncias desenvolvidas, senti uma notodria evolugao ao nivel da
capacidade de comunicagao e adaptagao de discurso face as diferentes ocasioes, autonomia,
postura e capacidade de trabalhar sob pressao. Por outro lado, a nivel pessoal, sinto que realcei
confianca nas minhas capacidades, empatia e sensibilidade. E indubitivel que, além de um
profissional do medicamento, o farmacéutico € um agente de saude publica e deve estar em
constante renovagao de conhecimento técnico e cientifico, com o intuito permanente de

promover o bem-estar e saiude do utente.
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Parte 1l

Relatério de Estagio em Industria Farmacéutica

Qbbvie

Estagio orientado pela Dra. Sara Farinha
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Autorizagao de Introdugao no Mercado

Comissao de Avaliagao de Tecnologias de Saude
Comissao Europeia

Comissao de Farmacia e Terapéutica

Comité dos Medicamentos de Uso Humano

Direcao de Avaliagao de Tecnologias de Saude
Farmacos Antirreumaticos Modificadores da Doenga
Agéncia Europeia do Medicamento
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Janus Associated Kinase
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Sistema de Informagao para a Avaliagao das Tecnologias de Salde
Sistema Nacional de Avaliagao de Tecnologias de Salde
Servico Nacional de Saude

Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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I. Introducao

No ambito da unidade Estagio Curricular, inserida no plano de estudos do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, tive a oportunidade de realizar estagio na area de
Industria Farmacéutica na AbbVie, entre 3 de maio e 30 julho de 2021, sob a orientagao da
Dra. Sara Farinha.

Considerando aquilo que é a profissao farmacéutica e a diversidade de fungdes que o
farmacéutico pode desempenhar, a possibilidade de experienciar estigios além da farmacia
comunitaria mostra-se preponderante no sentido de capacitar e preparar os estudantes para
os diferentes desafios que irao enfrentar no mercado de trabalho. Neste caso, considero que
a opgao de vivenciar esta vertente da Industria Farmacéutica se apresenta como uma mais
valia enquanto futuro farmacéutico, nao so6 pelas diversas capacidades que poderia aprimorar
e exponenciar, como pelo facto de ser um setor com uma abordagem mais superficial ao longo
do curso. Desta forma, julgo que a realizagao de uma experiéncia curricular neste contexto é
de extrema relevancia, uma vez que permite tornar a minha formagao o mais robusta e
completa possivel.

Atendendo a importancia desta oportunidade, propus-me a estagiar na AbbVie, uma
companhia biofarmacéutica voltada para a inovagao e centrada no doente. Nesta sequéncia,
foi-me dada a possibilidade de integrar a equipa de Market Access, enquadrada no departamento
de External Affairs & Market Access cuja missao final € garantir a disponibilizagao dos produtos
desenvolvidos pela AbbVie ao doente.

O presente relatério de estagio apresenta-se sob a forma de uma anadlise SWOT
(Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats) que surge como uma apreciagao critica de
todo este desafio através da delineagao dos pontos fortes e fracos, bem como das
oportunidades e ameagas, o que permitira realizar uma avaliagio interna e externa,

respetivamente.

2. AbbVie

A AbbVie é uma empresa biofarmacéutica com foco no desenvolvimento de um fluxo
consistente de novos medicamentos inovadores com vista a proporcionar um impacto notavel
na vida das pessoas, nas sociedades, e no avango da proépria ciéncia. Do mesmo modo,
melhorar o acesso aos medicamentos comercializados pela AbbVie, tal como inovar para dar
resposta aos maiores e mais dificeis desafios cientificos e médicos, mostram-se também como

os principais objetivos desta farmacéutica.'
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Embora a AbbVie apenas tenha sido langada recentemente, apresenta uma historia de
crescimento mais profunda com origem numa empresa farmacéutica lider, a Abbott, fundada
em [888. Posto isto, em janeiro de 2013, a AbbVie foi fundada como uma empresa
biofarmacéutica independente da Abbott, com a qual continua a partilhar uma histéria em
comum e fortes perspetivas de futuro. A partir deste momento, verificou-se uma evolugao
notavel com a aprovagao do primeiro medicamento criado pela AbbVie direcionado para a
especialidade de virologia em 2014 e a disponibilizagao, em Portugal, do mais recente
tratamento da AbbVie para a hepatite C, em 2018. No ano seguinte, em 2019, assistiu-se em
Portugal a disponibilizagao de trés novos tratamentos que abrangem as seguintes patologias:
psoriase, doenca de Parkinson e leucemia linfocitica cronica. Mais recentemente, no ano de
2020, além da disponibilizagao em Portugal do ultimo tratamento desenvolvido para a artrite
reumatoide, verificou-se a aquisicio da Allergan, o que permitiu englobar diversas areas
terapéuticas novas e uma extensao e diversificagio do portefélio da empresa.’

Desta forma, além do alcance adicional que resultou da integracao da Medicina Estética
no leque de solugoes terapéuticas da AbbVie, as restantes areas da saude com intervengao da
biofarmacéutica sao: a Imunologia, Oncologia, Neurociéncias, Virologia e Oftalmologia. Devido
a intervengao predominante nestas seis areas terapéuticas, a AbbVie garante o acesso dos
doentes aos seus produtos em mais de |75 paises, o que permite que mais de 50 milhdes de

doentes possam ser tratados todos os anos com os diferentes medicamentos desenvolvidos.'

3. Departamento de External Affairs & Market Access

O Acesso ao mercado (“Market Access”) consiste no processo que determinada Industria
Farmacéutica percorre para que as suas tecnologias e produtos se tornem disponiveis em
determinada comunidade ou regiao. Atualmente, o acesso ao mercado e a negociagao de
precos e de decisdes de reembolso tém-se revelado no mais importante desafio de cada
empresa, sendo um momento decisivo na vida de um novo medicamento.

A existéncia de um Estado cada vez mais normativo e que, em fungao do crescimento da
despesa com medicamentos, passou a exigir uma demonstragao cabal do valor terapéutico de
um farmaco e do seu valor econémico, relativamente as alternativas existentes, fez com que
a Industria Farmacéutica se visse obrigada a robustecer esta area, surgindo, assim, o Market
Access.

Sendo parte integrante de todo o ciclo de vida do medicamento, o Market Access surge

com uma relevancia acrescida mediante todas as barreiras existentes na introducao de novos
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medicamentos no mercado, nomeadamente, a crescente necessidade de avaliar a vertente

farmacoecondémica intimamente ligada a proposi¢ao de valor do produto.

3.1 SINATS

Desta forma, em Portugal, o Ministério da Saude sentiu necessidade de criar um Sistema
Nacional de Avaliagao de Tecnologias de Saude (SINATS), estabelecido pelo Decreto-Lei n.°
97/2015, para alterar o paradigma no modo de utilizagao e aquisicao de tecnologias de salde.
Além de introduzir racionalidade na comparticipagao e aquisi¢ao das tecnologias de satde, sao
objetivos do SINATS a maximizagao dos ganhos em saude e da qualidade de vida dos cidadaos,
a contribuigao para a sustentabilidade do Servigo Nacional de Saude (SNS), a certificagao da
utilizagao eficiente dos recursos publicos em salde, a monitorizacao da utilizagao e a
efetividade das tecnologias, a redugao dos desperdicios e ineficiéncias, bem como a promogao
do acesso equitativo as tecnologias e do desenvolvimento de inovagao importante.
Adicionalmente, o SINATS encontra-se suportado por um Sistema de Informagao para a
Avaliagao das Tecnologias de Saude (SIATS), que contém a informagao relevante para a
avaliagao das tecnologias de saude, cuja responsabilidade diz respeito ao INFARMED.

O SINATS marca o aparecimento de um novo paradigma marcado por inovagoes
importantes que evidenciam o carater compreensivo do sistema, uma vez que marca a
intengao de abranger os dispositivos médicos e os procedimentos médicos e cirurgicos no
processo de avaliagio de tecnologias de salude e, simultaneamente, prevé que o valor das
tecnologias deve ser apurado ao longo de todo o seu ciclo de vida e nao apenas no momento
de introdugao no mercado, isto &, todo o processo de avaliagao e monitorizagao inclui o
momento prévio (ex-ante) e posterior (ex-post) a entrada no mercado. Em suma, o SINATS
regula, a nivel nacional, a matéria referente ao regime de precos e de comparticipagao.

Concluindo, o SiNATS acaba por funcionar como o mecanismo de validagio da
informacao e da aplicagao das diferentes tecnologias de salde, o que, consequentemente, ira
introduzir racionalidade a todas as decisoes de comparticipagao e aquisicao de tecnologias de

saude’.

3.2 Avaliacdao de Tecnologias de Saude em Portugal
Inicialmente, quando referimos o termo Avaliagao de Tecnologias de Saude (ATS),
consideramos a avaliagao técnica (regulamentar), a avaliagao terapéutica e, por fim, a avaliagao

econémica’. O principal objetivo da ATS é apoiar a decisio de utilizacio e financiamento das
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tecnologias de salde, com base em critérios especificos como a seguranga, a qualidade, a
eficcia, a eficiéncia, a efetividade e, ainda, a eficicia comparativa®.

Em Portugal, podemos dividir o processo de financiamento em quatro etapas. Apos o
pedido de Autorizagao de Introdugao no Mercado (AIM) ser feito a Agéncia Europeia do
Medicamento (EMA), este vai ser avaliado pelo Comité dos Medicamentos de Uso Humano
(CHMP) e, posteriormente, revalidado pela Comissao Europeia (CE) °. Durante este periodo
de aprovacao da AlM, avalia-se a qualidade, a seguranca e eficicia do medicamento. Entretanto,
ap6s parecer positivo pelo CHMP, o requerente deve submeter um pedido de
comparticipagao ou avaliagao prévia ao INFARMED, através do “Formulario para pedido de
definicao de proposta inicial de avaliagao (PICO) apos parecer positivo CHMP (pré-AlM)”.
Apos deliberagao do INFARMED, o titular da AIM fica com as condigoes de avaliagao (PICO)
- Populagao, Intervengao, Comparadores e Outcomes - definidas, o que lhe permite iniciar o
processo interno de forma agilizada®. De seguida, numa segunda fase, procede-se a elaboragio
e submissao do dossier farmacoterapéutico. Em caso de avaliagao positiva pela Comissao de
Avaliagao de Tecnologias de Saude (CATS), em articulagao com a Direcao de Avaliagao de
Tecnologias de Satde (DATS)’, o titular da AIM pode avancar para a elaboragao e submissio
da avaliagao econdmica. Por fim, o Ultimo passo inclui a negociagao e o estabelecimento do
contrato em que sao definidos parametros de extrema importancia como o pre¢o e um limite
maximo de encargos ou outras restri¢coes de uso.

No que diz respeito a avaliagio farmacoterapéutica e econémica, podemos ter trés
diferentes desfechos consoante o rumo da resposta do INFARMED. Numa primeira hipotese,
caso a avaliagao farmacoterapéutica tenha uma opiniao negativa, teremos, inevitavelmente,
uma decisdo negativa no processo. Por outro lado, caso seja demonstrada equivaléncia
terapéutica, isto &, nao ha demonstragao de valor terapéutico acrescentado, o titular da AIM
tera de assumir a via de minimizagao de custos e demonstrar vantagem econdémica versus o
medicamento comparador. A terceira via possivel neste processo € a via da demonstracgao de
valor terapéutico acrescentado em que o titular da AIM pode pedir um preco superior face
ao seu comparador, o que, impreterivelmente, acresce complexidade ao processo e exige a
submissao de uma analise de custo-efetividade.

Por conseguinte, as conclusoes obtidas a partir da avaliagao de tecnologias de saude
permitirao estabelecer decisdoes como: revogar, deferir ou indeferir a sua utilizagao no SNS;
decidir o prego, a comparticipagao, bem como a aquisi¢ao ou instalagao da nova tecnologia de
saude; e, ainda, emitir recomendagoes ou decisoes sobre a utilizagao das tecnologias em

questao. Neste sentido, sao estabelecidos contratos com o INFARMED com o objetivo final
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de garantir o funcionamento eficiente do sistema de saude, tendo sempre em consideragao a

comportabilidade financeira para o SNS°.

3.3 Contratos

O Estado portugués é responsavel pelo financiamento dos medicamentos das varias
empresas mediante diferente tipo de contratos. Pormenorizando, os contratos podem ser de
comparticipagao ou de avaliagdo prévia, sendo ambos processos de avaliagao cujo objetivo é
obter o apoio do Estado na aquisigao de medicamentos. Mais concretamente, no que concerne
a avaliagao da comparticipacao, esta reflete-se através do apoio que o Estado disponibiliza
ao utente na aquisicao de medicamentos no seu dia-a-dia nas farmacias. Na avaliagao prévia
hospitalar avalia-se a possibilidade ou nao do financiamento e utilizagdo de medicamentos
pelos hospitais do SNS, determinando as condicées de utilizagio destes®. E com base no
deferimento destas avaliagoes que sao concretizados os contratos entre o titular da AIM, ou
um representante legal, e o INFARMED. Todas as decisoes sao tornadas publicas através do
INFARMED, seja o processo deferido, seja indeferido’.

Em caso de avaliagao prévia positiva, o contrato € celebrado e ficam definidos os detalhes
do financiamento do medicamento. De seguida, assiste-se a decisao da adogao do
medicamento a nivel hospitalar por parte da Comissao de Farmacia e Terapéutica (CFT) dos

diversos hospitais’.

4. Analise SWOT

Doravante, analisarei de forma critica os aspetos que considero mais relevantes e
oportunos decorrentes do meu estagio curricular. Por conseguinte, irei recorrer a uma analise
SWOT que me permitira fazer uma apreciagao de toda a experiéncia, tanto a nivel individual
enquanto estagidrio, como enquanto colaborador de uma empresa multinacional como a

AbbVie.

4.1 Pontos Fortes

4.1.1 Equipa de Market Access - AbbVie Way

Desde o primeiro contacto com a AbbVie até ao momento em que integrei a equipa de
Market Access dirigida pela Dra. Sara Farinha, percebi que integrara uma estrutura com uma
cultura bem definida a nivel interdepartamental. De facto, a AbbVie, além de se comprometer
em atingir os melhores resultados em saude e dar resposta a necessidades terapéuticas nao

correspondidas, prima de igual forma pelo bem-estar dos seus colaboradores. Desde a
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primeira reuniao que tive com a Dra. Sara Farinha, percebi que estava no sitio certo. A
amabilidade, a boa disposicao e a dedicagao que vivenciei e observei, tanto por parte da equipa
como dos restantes departamentos, foram seriamente das maiores surpresas deste meu
percurso. A toda a equipa, estou extremamente grato por toda esta experiéncia que teve

tanto de boa, como de enriquecedora.

4.1.2 Inductions

Como forma de integrar os novos membros na equipa da AbbVie, é pratica a realizacao
de Inductions - que consistem em reunidoes demonstrativas por parte de todos os
departamentos da empresa - com o intuito de dar a conhecer as diferentes areas de
intervengao, as principais atividades de cada departamento (isto €, o seu modus operandi), bem
como os respetivos membros. Consequentemente, tive a oportunidade de conhecer um
pouco mais sobre departamentos como o departamento de Farmacovigilancia, Qualidade,
Assuntos Regulamentares, Assuntos Médicos, Investigagao e Desenvolvimento, entre outros.
Considero que estas Inductions foram de extrema importancia para o meu envolvimento na
empresa, uma vez que me permitiram interagir com muitos dos colaboradores e com todos

os departamentos.

4.1.3 Diversidade de funcoes

Apos a integragao na equipa de Market Access, seguiram-se varios momentos de formagao,
os quais foram essenciais para ganhar autonomia nas diferentes fungdes que viria a exercer.
Embora tivesse um apoio constante da Dra. Sara Farinha, assumi diversas responsabilidades
nestes trés meses como, por exemplo: elaboragao de um abstract e poster relativos a um dos
produtos da Abbvie indicado na oncologia (Venclyxto), participagdo em projetos Cross ao nivel
da atualizagao de uma base de dados interna e elaboragao da newsletter da equipa de Market
Access com as novidades mais relevantes da area e do mercado, envolvimento em equipas
especificas responsaveis pelo desenvolvimento do planeamento estratégico de novos produtos
ou novas indicagoes terapéuticas, participagao na redagao de um dossier de valor, bem como
de uma proposta economica e, por fim, preparagao de documentagao para submissao na
plataforma SiNATS. Em suma, foi-me permitido participar em varias etapas do processo de
financiamento de um produto, desde o cilculo de pregos de medicamentos, até a sua avaliagao
farmacoterapéutica e farmacoecondmica.

Deste modo, estar envolvido na gestao parcial do processo de um dos principais produtos

da AbbVie (Rinvog®), assim como participar na realizacio de diversos estudos e projetos Cross
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permitiu-me conhecer muito do espetro processual necessario para que um medicamento seja

aprovado em Portugal.

4.2 Pontos Fracos

4.2.1 Teletrabalho

Tendo em consideragao o periodo pandémico que vivemos, todo o periodo de estagio
ficou restringido ao teletrabalho. Embora as reunices de equipa fossem num formato
presencial na empresa, o estagio foi predominantemente online, o que, inevitavelmente, retira
muito daquilo que é a experiéncia e a convivéncia diaria dos colaboradores em que prevalecem
as interagoes entre equipa e entre departamentos, que enfatizam a diniamica do mundo real
de trabalho.

Todavia, independentemente do regime do estagio, sempre me senti integrado devido ao
notavel esfor¢o e a dedicagao exercida por todos os colaboradores com os quais tive a

oportunidade de contactar nas diferentes fungoes que exerci.

4.2.2 Formaciao em Market Access e Farmacoeconomia

Embora o plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas seja
riquissimo e bastante versatil, considero que seria benéfica uma abordagem a novas tematicas
com crescente importincia no ramo da Industria Farmacéutica, como é o exemplo da
farmacoeconomia e, inequivocamente, o Market Access. Uma vez que, sendo a Industria
Farmacéutica uma opgao viavel apés a conclusio do curso, um aprofundamento neste
segmento da formagao seria uma mais-valia para qualquer futuro farmacéutico que ambiciona

ingressar no setor empresarial.

4.3 Oportunidades
4.3.1 Abbvie Global meetings

Enquanto organizagao global, a AbbVie encontra-se presente em mais de 70 paises e
organizada em 5 regides diferentes, nomeadamente: Estados Unidos da América (EUA);
Ameérica Latina; Europa Ocidental e Canada; Europa de Leste, Médio Oriente e Africa; Japao,
Asia e Pacifico. Contudo, é nos EUA que podemos encontrar a sede central da
Biofarmacéutica, mais precisamente, em North Chicago, lllinois. Neste sentido, acaba por estar
implicito o contacto entre a AbbVie Portugal com a equipa da Global responsavel pela regiao

da Europa Ocidental e Canada. Naturalmente, o departamento de Market Access € um dos que
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acaba por ter maior contacto além fronteiras, quer ao nivel de definicao de estratégias, quer
ao nivel de discussao de ideias e partilha de informagodes clinicas.

Durante o meu estagio, tive a oportunidade de assistir e participar em varias Global
meetings relativas a um dos principais produtos da Abbvie, o Rinvoq® com indicagio na
Espondilite Anquilosante. Considero que a integragao neste projeto e em todas as suas etapas
me permitiu contactar com uma nova realidade que me cativou bastante e que contribuiu para

uma aprendizagem ainda mais rica e profissional.

4.3.2 Produto Rinvoq®

Em primeiro lugar, o Rinvoq® é um inibidor da Janus Associated Kinase (JAK) aprovado, até
ao momento, no tratamento da artrite reumatoide ativa moderada a grave em doentes adultos
que tiveram uma resposta inadequada a um ou mais farmacos antirreumaticos modificadores
da doenga (DMARD:s). Todavia, a AbbVie encontra-se a desenvolver o processo de submissao
do Rinvog® em diferentes indicagdes terapéuticas como, por exemplo, a Artrite Psoridtica, a
Espondilite Anquilosante e a Dermatite Atopica.

Neste sentido, no decorrer do meu estagio curricular, tive a oportunidade de fazer parte
da brand team da rea de reumatologia envolvida no processo do Rinvoq® na Artrite Psoritica,
bem como na Espondilite Anquilosante. Adicionalmente, estive envolvido em fungoes pontuais
do processo na Dermatite Atopica que também se encontrara em desenvolvimento.

Considerei estes projetos uma incrivel oportunidade, uma vez que pude estar envolvido
num ambiente propicio a aquisicao exponencial de experiéncia e conhecimentos, enquanto
contactava com profissionais de exceléncia com bastante experiéncia no setor e me

aproximava daquilo que é o exercicio profissional no segmento de Market Access.

4.4 Ameacas

4.4.1 Competitividade no mercado de trabalho
Embora nao tenha sido algo sentido ao longo da minha experiéncia na AbbVie, muito pelo
contrario, € de conhecimento comum que, atualmente, cada vez se verifica uma maior
competitividade no setor da Indlstria Farmacéutica em que urge a procura de diferenciagao.
No que diz respeito ao Market Access, area que pretendo explorar apds a conclusao do
Mestrado, temo que seja dificil envergar neste ramo pelo conhecimento e experiéncia que sao
exigidos, o que se podera tornar numa ameaga para recém-Mestres. Face a este panorama,

focar-me-ei sempre em melhorar os meus aspetos menos positivos, continuar a estudar e
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adquirir conhecimento de forma a estar sempre em progressao e sob dominio de novas

capacidades.

5. Conclusao

A realizagao de estagios curriculares &, definitivamente, uma ferramenta indispensavel para
a preparagao dos estudantes para aquele que sera o seu futuro profissional. No meu caso, ter
a oportunidade de integrar uma empresa multinacional como a AbbVie permitiu-me
desenvolver conhecimentos Unicos e aprimorar competéncias que sao, cada vez mais,
necessarias no mundo profissional e serao, certamente, uma mais valia para a minha entrada
no mercado de trabalho.

Embora a experiéncia tenha apenas durado 3 meses, considero que foi a etapa mais
enriquecedora e desafiante de todo o meu percurso académico, como também aquela que me
possibilitou crescer mais. Além de me ter possibilitado expandir a minha visao daquilo que é
a Industria Farmacéutica, foi um periodo bastante intenso que me permitiu aprender muito
em pouco tempo. Ainda que tenha sido o meu primeiro contacto com a area de Market Access,
toda a envolvente farmacoterapéutica e economica fascinam-me e levam-me a querer
aprofundar todo o conhecimento tedrico e pratico que adquiri neste estagio, o que me levara,
certamente, a explorar este setor no meu futuro. Neste sentido, este percurso foi essencial
para aquilo que sao os meus objetivos doravante.

Com a sensagao que vivenciei uma oportunidade como ha poucas, exalto o privilégio que
foi contactar diariamente com todos os profissionais dos diferentes departamentos, o que me
concedeu a oportunidade de melhorar inimeras capacidades que se mostram imprescindiveis
nos dias atuais: o trabalho em equipa, a gestao de tempo e problemas, o espirito critico, a
capacidade de comunicacao e a flexibilidade. Ainda, associado ao facto de este ser o segundo
contacto que estabeleco com a Industria Farmacéutica, estimo que acabo esta etapa com um
maior know-how sobre aquilo que é integrar uma empresa, um maior desenvolvimento das
minhas soft e hard skills e com competéncias e valores de exceléncia que, de outra forma, nao
conseguiria obter-.

Por fim, ndo posso deixar de agradecer a incrivel equipa de Market Access com quem tive
o prazer de contactar - Sara Farinha, Inés Ramos e Carolina Galvao -, bem como a todos os
profissionais que fazem parte da AbbVie pela constante disponibilidade e carinho em todos os
momentos. Sinto-me extremamente agradecido e honrado pelo voto de confianga que acabou
por me elucidar quanto a diregao que quero seguir no meu futuro. Resta-me continuar a dar

o melhor de mim e lutar pelos objetivos que quero alcangar-.
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Resumo

A terapéutica CAR-T revela-se, cada vez mais, como a imunoterapia emergente mais
efetiva no tratamento do cancro. Embora tenha demonstrado resultados promissores, a
continua investigagao levara a uma gradual evolugao do conhecimento, tanto ao nivel dos
cancros hematologicos, como nos tumores solidos. A expressaio do CAR nas diferentes
moléculas efetoras, nomeadamente, as células T, tem atraido as grandes potencias mundiais
para aquela que podera ser a chave das terapéuticas oncolodgicas.

Todavia, apesar de todas as garantias que esta estratégia nos da, € fulcral ultrapassar as
principais limitagoes associadas as células CAR-T, quer estejam relacionadas com questoes de
seguranga ou de eficacia.

Neste sentido, esta monografia analisa as diferentes estratégias que poderao permitir
produzir células CAR-T alogénicas off-the-shelf e, desta forma, colmatar todas as complicagoes
associadas a esta tecnologia. O continuo melhoramento das ferramentas conhecidas permitira
alcangar produtos CAR-T seguros, eficazes e eficientes que abrirao o caminho para o sucesso

no campo oncologico.

Palavras-chave: células CAR-T, recetor quimérico antigénico, células autélogas, células

alogénicas, células universais, off-the-shelf, doenga graft-versus-host, edicao de genes.
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Abstract

CAR-T therapy is increasingly proving to be the most effective emerging immunotherapy
in cancer treatment. Although it has already shown promising results, continuous research will
lead to a gradual evolution of knowledge, both in terms of hematological cancers and solid
tumors. The expression of CAR in different effector molecules, namely T cells, has attracted
the great world players to what could be the key to cancer therapies.

However, despite all the guarantees that this strategy gives us, it is crucial to overcome
the main limitations associated with CAR-T cells, whether they are related to safety or efficacy
issues.

Therefore, this monograph analyzes the different strategies that could allow the
production of off-the-shelf allogeneic CAR-T cells and, in this way, overcome all the
complications associated with this technology. The continuous improvement of the familiar
tools will make it possible to achieve safe, effective and efficient CAR-T products that will pave

the way for success in the oncology field.

Keywords: CAR-T cells, Chimeric Antigen Receptor, autologous cells, allogeneic cells,

universal cells, off-the-shelf, GVHD, gene-editing.
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. Introducao

As células CAR-T apresentam-se como uma disruptiva e emergente imunoterapia anti-
cancerigena que, embora ainda em desenvolvimento, possui um enorme potencial no sentido
de desencadear um novo paradigma de solugoes inovadoras para as doengas oncoldgicas que,
apesar da constante evolugao cientifica e tecnoldgica, permanecem como uma area terapéutica
cujas necessidades ainda nao estao preenchidas.

As células CAR-T resultam de células T reprogramadas geneticamente através da
expressao de um recetor quimérico antigénico (CAR), na sua superficie, que confere
especificidade tumoral ao permitir o reconhecimento direcionado de antigénios que, de
seguida, sao apresentados as células T que desencadeiam citotoxicidade contra as células
tumorais respetivas'. Este mecanismo permite, as células CAR-T, matar as células tumorais,
com base na identificagdo do antigénio de interesse”.

Atualmente, ja existem 4 terapias com células CAR-T aprovadas pela agéncia regulamentar
Norte-Americana Food and Drug Administration (FDA). As primeiras terapias aprovadas a base
de células CAR-T surgiram em 2017, KYMRIAH® (tisagenlecleucel) destinada a Leucemia
Linfoblastica Aguda das células B (B-LLA), langada pela Novartis®, e YESCARTA® (axicabtagene
ciloleucel) para determinados tipos de linfomas associados as células B, pela Kite Pharma*, que
marcaram o inicio de um novo paradigma cientifico no tratamento de doengas oncoldgicas.
Em 2020, foi aprovada a terceira terapia CAR-T TECARTUS® (brexucabtagene autoleucel)
para doentes com Linfoma de Células do Manto, pela Gilead®>. O quarto produto aprovado
pela FDA surgiu j4 em 2021 e corresponde ao BREYANZI® (lisocabtagene maraleucel)
destinado a linfomas de células B, langado pela Bristol Myers Squibb®’. Todos estes produtos
tém como alvo o antigénio CD 19, sendo estes a cara do sucesso que se vive nas terapias com
células CAR-T direcionadas para os cancros hematologicos. Contudo, mais recentemente, a
FDA aprovou a quinta terapia a base de células CAR-T, mais pormenorizadamente, o
ABECMA® (idecabtagene vicleucel) com destino a doentes com Mieloma Multiplo (MM),
sendo este o primeiro produto direcionado para o antigénio de maturagao de células B
(BCMA) e nio para o CDI9, como os anteriores. A semelhanca do BREYANZI®, também o
ABECMA® foi desenvolvido pela Bristol Myers Squibb, empresa que se encontra na vanguarda
das terapias CAR-T*'°. Apesar do progresso tecnolégico notério relativo aos cancros
hematolégicos, a tecnologia CAR-T nao apresenta a mesma eficicia em doentes com
tumores soélidos (melanoma, sarcoma, cancro da mama), pelo que demonstra uma atividade
anti-tumoral limitada. Esta deve-se, de entre varios fatores, ao microambiente tumoral

imunossupressor que tem uma agao bloqueadora sobre os agentes anti-tumorais, barreiras
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fisicas que impedem ou restringem a penetragio das células CAR-T nos tumores, e a
heterogeneidade antigénica tumoral em que poderao existir niveis de expressao de antigénios
inferiores ao necessario para despoletar agio antitumoral''.

Relativamente a estrutura geral dos CARs, estes apresentam-se sob a forma de complexos
proteicos simples que foram manipulados para apresentarem a capacidade de debelar as
células tumorais apresentando, essencialmente, 3 dominios com diferentes fungdes. Um
dominio extracelular constituido por um fragmento variavel de cadeia simples (scFv), de
um anticorpo monoclonal, com a capacidade de reconhecer e ligar aos antigénios tumorais
alvo que permite a ativagio das células CAR-T'*", Assim, a ativagdo e proliferagio das células
T esta dependente deste dominio de reconhecimento do antigénio tumoral. Um dominio
transmembranar que permite a conexao entre o dominio extracelular e o dominio
intracelular e é constituido pelos homodimeros das moléculas CD8 e CD3'*'*. Por fim, um
dominio intracelular que funciona como um dominio de sinalizagao, sendo derivado da
cadeia CD3{ que ativa o sinal co-estimulatério'™'®. Esta por¢io do CAR é o principal alvo das
varias alteragoes realizadas nas células CAR-T consoante as diferentes geragdes que sao
desenvolvidas'*. Varias tém sido as modificacdes feitas ao nivel da estrutura do CAR com o
objetivo de aumentar a atividade das células CAR-T, a sua proliferagao e a libertagao de
citocinas, bem como diminuir a exaustio das células T". Todas as alteracdes realizadas
mantém a estrutura base do CAR, e objetivam uma maior especificidade, eficacia e
seguranca'>'®,

Quanto a sua origem, as células CAR-T podem apresentar-se como autélogas ou
alogénicas. Quanto as células CAR-T autélogas, estas sao modificadas e administradas ao
mesmo doente de onde foram coletadas, metodologia que apresenta desvantagens que nao
podem ser descartadas, dai a sua mengao ao longo deste trabalho. Face a este panorama,
surgem as células alogénicas, células com origem em dadores saudaveis que permitem
ultrapassar as limitagoes associadas as células autologas mas, ainda assim, mostram aspetos
menos vantajosos, como veremos mais a frente. Atualmente, a chave para encarar todos os
obstaculos que se encontram relativamente as células CAR-T é o desenvolvimento de uma
terapia com células alogénicas ou células off-the-shelf que, entre outros fatores, oferecem a
possibilidade de disponibilidade imediata e elevada poténcia a um custo mais reduzido'”.

Desta forma, este trabalho tera como foco evidenciar a dualidade existente entre as
células autdlogas e as células alogénicas e, a partir deste pressuposto, discutir as vantagens das
células alogénicas, algumas das suas limitagoes atuais e como contorna-las, bem como as

diversas estratégias associadas a sua utilizagio que potenciam a evolugao gradual deste
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conceito que tem em vista o ambicioso projeto de criagio de um banco de células CAR-T.
Adicionalmente, abordara a importancia da criagao de uma biblioteca de células CAR-T, como
chegar ao patamar de um produto standard nesta terapia € o que se perspetiva nas proximas
geragoes das CAR-Ts. Do mesmo modo, o proposito deste trabalho engloba, também, ilustrar
as empresas na vanguarda desta tecnologia que se mostra com um potencial infindavel, os
novos produtos em ascensao - indissociaveis da tecnologia do CAR, como as células CAR-NK
- ¢, por ultimo, perspetivar o futuro das células off-the-shelf com o objetivo final de dar passos
em frente no tratamento contra o cancro.

Concluindo, servira para retratar o crescimento que se tem vindo a verificar no ambito
da imunoterapia com células CAR-T, mais pormenorizadamente, células alogénicas off-the-shelf

que, cada vez mais, demonstram um enorme potencial dentro das terapias anticancerigenas.

2. Células CAR-T alogénicas off-the-shelf

2.1 A producao de Células CAR-T em perspetiva

O método de produgao inicia-se com um processo de filtracao de sangue especializada
designado por leucaferese®, o que permite que as células T sejam extraidas do sangue do
proprio doente (células autdlogas) ou de um dador saudavel (células alogénicas). Sao
imediatamente criopreservadas e enviadas para a unidade de produgao, local onde sao ativadas
e reprogramadas através da incubagao dos linfécitos T com vetores retrovirais, lentivirus ou

retrovirus gama®"*

, que transportam o gene com a informagao genética pretendida para o
CAR, sob a forma de RNA que acaba por sofrer uma transcri¢io reversa®**’. Da-se, assim, a
sua modificagao genética para que passem a expressar na sua estrutura o CAR com capacidade
de reconhecer células especificas. Nesta fase, podemos recorrer a varias tecnologias para
alcangar células com caracteristicas mais vantajosas ou capazes de contornar obstaculos
inerentes ao processo de desenvolvimento desta tecnologia®. De seguida, da-se a amplificagio
das células resultantes da alteragao genética, a remogao das células TCR+ (recetor de células
T) remanescentes e a formulagao do produto final para ser infundido no doente ou ser
criopreservado para utilizagdo futura'®. O produto final obtido passara a ligar-se a células que
expressem o antigénio alvo num processo MHC (Major Histocompatibility Complex)
independente®. E preciso ter presente a necessidade da realizacio de uma quimioterapia
prévia a administragdo das células CAR-T, processo que vai conduzir a uma deplegao
linfocitaria e outras células imunes no doente e conduzir a uma terapéutica com elevada

eficacia, permitindo que as células CAR-T reprogramadas se expandam, proliferem e sejam

bem aceites pelo doente”?*. Desta forma, o produto final apenas pode ser injetado no doente
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apos a realizagdo da quimioterapia linfodepletora e de um teste de controlo de qualidade
rigoroso antes do envio das células para o local onde se encontra o doente®"*. Na Figura |
podemos ver a linha geral do processo de produgao destas células.

Este processo que ¢é a produgao de CAR-Ts, no que diz respeito as células autdlogas,
demonstra-se sempre intensivo e de elevado custo e pode chegar a demorar 28 dias, sendo
que, a quantidade de produto obtido pode variar de doente para doente. Assim sendo, um
produto off-the-shelf apresenta, como veremos mais a frente, uma miriade de diferengas que
possibilitam o desenvolvimento de um programa terapéutico mais eficiente, benéfico e
acessivel a uma multiplicidade de doentes®'.

Até aos dias de hoje, os ensaios clinicos tém como principal foco a minimizagao de
variabilidade entre ensaios e de custos de produgao. O futuro perspetiva uma nova vaga de
tecnologia que possibilitara o desenvolvimento de um processo de produgao low-cost, mais

automatizado e reprodutivel®.
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Figura 1. Fluxo do processo de produgio de células CAR-T (Adaptado®).

Inicia-se com a obtengao de uma amostra de células sanguineas mononucleares periféricas (PBMC) por aferese,
todavia, além do contetdo rico em linfocitos, vamos obter globulos vermelhos, plaquetas e granulécitos. A
quantidade destes grupos celulares varia consoante o doente, tipo de tumor, equipamento e, até, operador?. O
produto obtido da aferese é, entio, sujeito a lavagens sucessivas para remover os anticoagulantes adicionados
durante o processo. Posteriormente, ha a separagao das células por tamanho e densidade através de uma
counterflow centrifugal elutriation®. E, desta forma, que conseguimos o enriquecimento mais efetivo do produto
final em linfécitos T para uso direto ou preservagio. Da-se a deplegdo especifica de células para que se obtenham
apenas os linfocitos T que, de seguida, sao estimulados a proliferar e diferenciar. A ativagao das células T da-se
por interagdes entre o TCR com células dendriticas e moléculas co-estimulatérias™?*. Quanto a reprogramagio
genética, é feita, maioritariamente, através de retrovirus (vetores retrovirais gama) ou lentivirus - vetores
lentivirais s3o os que apresentam uma integragao genética mais segura - que permitem uma elevada eficiéncia na
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transdugio®. As células sofrem expansio até um determinado ndmero de células pretendido e a sua quantidade
e composigio do meio sdo ajustados de acordo com a formulagdo terapéutica®.

2.2 Ultrapassar as limitacoes das células CAR-T autédlogas

Atualmente, as terapias CAR-T autdlogas mostram-se com uma reduzida aplicabilidade
pratica. Embora tenham surgido como inovadoras e revolucionarias e, inclusive, mostrado
resultados eficazes em alguns tipos de cancros hematoldgicos como a Leucemia Linfoblastica
Aguda das células B (B-LLA) e o Linfoma Difuso de Grandes células B (DLBCL), varias foram
as limitagdes que acabaram por comprometer o futuro desta terapia. Apesar de estarem
associadas a uma auséncia de reagao alogénica, o que permite um maior periodo de resisténcia
das CAR-Ts, existem diversas desvantagens inerentes a sua utilizagao.

As limitagdes mais impactantes desta terapia englobam o elevado custo de produc¢io®
e o elevado tempo de producio que pode chegar a demorar 2 a 3 semanas®, o que, além
da continua progressao da doenca®, pode resultar numa falha do processo de produgio que,
inevitavelmente, induz um atraso na disponibilidade do tratamento e pode fazer com que os
utentes fiquem ilegiveis para o mesmo?®. Considerando que as células autélogas siao colhidas
do préprio doente, podem ocorrer falhas e dificuldades inerentes a colheita e
producdo destas células visto que os doentes sao, normalmente, linfopénicos devido a uma
quimioterapia prévia ou a doenga em questao associada e, consequentemente, constituem um
grupo de risco®®. Uma vez que esta é uma terapia em que as células sio produzidas
individualmente para cada utente, vamos assistir a uma constante variabilidade no fenétipo
e prevaléncia de células T em cada caso, o que vai culminar em resultados inconstantes
sempre que se obtém este produto, ou seja, variabilidade no produto final”. Outro fator
a considerar é o possivel risco de contaminacdao com células tumorais em doentes com
uma doenga refrataria que provoque a existéncia de células malignas na circulagao sanguinea
aquando da realizagao da leucaferese. Como consequéncia, estas células farao parte da colheita
e, desta forma, transduzidas por meio do vetor viral responsavel por codificar o CAR para a
superficie da célula, o que leva a sua protecio face a agdo das células CAR-T*%. Por fim, a
eficiéncia das células CAR-T autdlogas podera ficar comprometida devido a um disfuncao
das células T, resultado do ambiente imunossupressor do tumor que provoca uma
diminuigao ou alteragao da funcao das células T que passam a ser um veiculo enfraquecido e
insuficiente para o objetivo do tratamento®™?”.

Apesar de dominarem o espaco clinico, as células autdlogas levantam demasiadas
preocupagoes de seguranga, custos e logistica, o que torna esta intervengao um complexo

desafio para os sistemas de saude™*.
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2.3 Vantagens das células alogénicas

As CAR-Ts alogénicas apresentam-se como um campo relativamente recente face ao
panorama das células autélogas, contudo demonstram um rapido e exponencial crescimento
em diregao a evidéncia clinica. Este produto aparece como a potencial solugao para as
limitagoes das células autdlogas através de uma disponibilidade imediata e beneficio a longo
prazo®.

As caracteristicas deste produto alogénico vém colmatar as desvantagens apresentadas
pelas células autologas como, por exemplo, um custo reduzido através da standardizagao
do perfil do produto consoante o doente e da implementagao de um processo de produgao
industrializado e escalavel, a partir do qual um grande niumero de células CAR-T pode ser

produzido com origem num Gnico dador saudavel**’'

. Assim sendo, garante a oportunidade
de beneficiar um nimero muito maior de doentes através de um Unico lote e fornecer
células suficientes para produzir um enorme nimero de doses™. A possibilidade de preparar
o produto previamente e este estar pronto a administrar quando necessario permite o
tratamento imediato dos doentes, evitando a progressao da doenga e minimizando falhas
durante o processo”. Outro aspeto de destaque é o potencial que esta tecnologia demonstra
para otimizar a dose de cada utente e o perfil de seguranca ao longo do tratamento,
o que di uma garantia de seguranca e confianca®. Finalmente, esta tecnologia permite
modificacdes na estrutura do produto com varios intuitos, desde a manipulagao genética
das células, estratégias de manipulagao do TCR, entre outros mecanismos com o objetivo final
de alcancar o melhor produto para um determinado doente. Existe, ainda, a hipotese de
combinacio de células CAR-T direcionadas a diferentes alvos®.

Concluindo, a possibilidade que este processo alogénico garante de produzir varios lotes
de células e, posteriormente, criopreserva-las, permite o estabelecimento de uma terapia off-
the-shelf com uma maior seguranga, sem atrasos na produgao e com uma rapida e facil dispensa

de doses e re-doses?.

2.4 Desafios das células alogénicas

Uma terapia alogénica com base em células T de dadores saudaveis acaba por introduzir
potenciais riscos associados a sua histocompatibilidade, uma vez que possuem uma identidade
imunoldgica desconhecida. Atualmente, o desafio passa por desenvolver células off-the-shelf e,
simultaneamente, contornar as problematicas associadas a sua utilizagao, mais concretamente,
a doenca graft-versus-host (GVHD) e a rejeicdao das células alogénicas”. Quanto a sua

prevaléncia, uma vez que, como ja fora mencionado, existe uma progressiva inclusao da
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quimioterapia no processo de produgao, a GVHD mostra-se um evento cada vez mais raro
comparativamente a rejeigao das células, sendo que deve haver uma preocupagao permanente
com estes dois fenomenos'’. Nestes casos, os doentes imunocomprometidos correm um
maior risco de desenvolver GVHD, enquanto doentes imunocompetentes sao mais propensos
a rejeitar o produto administrado".

E fulcral considerar alguns conceitos para interligar a utilizagio das células alogénicas a sua
problematica. Assim sendo, numa fase inicial as células T convencionais MHC-restritas
mostravam caracteristicas atrativas para o tratamento de cancro como a sua robustez,
memoria e especificidade seletiva garantida pelo seu recetor’>. O TCR é o responsavel pelo
reconhecimento dos antigénios, na forma de peptideos, apresentados pelas moléculas de MHC
préprias do individuo®. O MHC consiste num cluster de genes que codificam moléculas
essenciais na ativagao das células T. A sua principal funcao ¢é ligar-se a fragmentos peptidicos
inseridos no interior da célula e expo-los a sua superficie para serem reconhecidos pelas
células T, ou seja, permite ao sistema imune discriminar entre substancias proéprias do
organismo ou estranhas ao mesmo, o que possibilita a identificacao de sinais de infegao ou
dano®™. A maturagio das células T acontece no timo, local em que recebem um sinal de
sobrevivéncia e formam um reportério de células T, cuja interagao é restrita as molécula MHC
do hospedeiro. Assim, as células T maduras ao reconhecerem os complexos MHC com
peptideos estranhos ao organismo iniciam uma resposta imune®.

Estabelecendo a ponte para a doenga graft-versus-host, esta resulta de uma
incompatibilidade por parte das células T, provenientes dos doadores, em reconhecerem o
MHC - sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) em humanos - do doente através do TCR, o
que desencadeia um ataque aos tecidos do doente®. Este problema tem origem numa reagao
de alorreatividade que consiste no reconhecimento, pelas células T, de complexos MHC-
peptideo-alogénicos que, logicamente, n3ao foram encontrados no processo de
desenvolvimento timico do MHC?. Ou seja, os processos de selecio na maturagio timica
resultaram no estabelecimento de um reportério do TCR para este ser tolerante apenas a
peptideos proprios apresentados por MHCs proprias. Ao existir uma interagao com moléculas
MHC desconhecidas ou moléculas MHC com peptideos polimorficos, é inevitavel que haja o
desenvolvimento da GVHD (aloreacio das células T do dador contra os tecidos do doente)?.
Esta disparidade no HLA entre o dador e o recetor origina uma resposta imune extensa, sendo
esta a causa principal do perigo de vida associado a esta terapia®, pelo que, para desenvolver

células CAR-T alogénicas seguras, a GVHD deve ser prevenida.
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Quanto a rejeicao das células alogénicas, assim que as células T do doente reconhecem
que o produto infundido é incompativel, este passa a ser rejeitado pelo organismo. Como
consequéncia desta rejeicao, a farmacocinética e futuros outcomes clinicos tornar-se-ao
imprevisiveis, bem como havera o desenvolvimento de células de memoria no sistema imune
que irdo facilmente rejeitar futuras infusdes de produtos off-the-shelf do mesmo dador'’. Nem
sempre é possivel encontrar um dador com um HLA totalmente compativel. O desejavel seria
ter um produto rapidamente acessivel capaz de se adequar a todos os doentes,
independentemente do seu tipo de HLA,

Adicionalmente, além das desvantagens mencionadas, podemo-nos deparar com outros
desafios decorrentes da utilizagao destas células como, por exemplo, a expansao das células

alogénicas, bem como a sua persisténcia”.

2.5 Prevencao da problematica das células alogénicas

No sentido de abrir caminho para o futuro desta tecnologia, foi imperativo implementar
melhorias nas células CAR-T alogénicas com o objetivo de continuar a expandir horizontes
no tratamento do cancro. Assim sendo, existem varias estratégias cruciais para que exista um
desenvolvimento continuo de CAR-Ts alogénicas tendo em conta o risco de aloimunizagio®.

As células CAR-T sao, também, caracterizadas pelo seu reportério do TCR. Até aos dias
de hoje, a maioria das terapias, a nivel clinico, tém utilizado os convencionais TCRs ap** -
recetores com um heterodimero constituido por 2 cadeias peptidicas a e B*. As células T
convencionais aff expressam HLAs especificos e constituem a maioria das células T em
circulagdio no corpo humano®. Além da sua restrigio ao nivel do HLA, estas células
convencionais ainda demonstram outras limitagdes como um fraco acesso a tumores nao
inflamados® e um reconhecimento dos peptideos antigénicos constantemente associados a
moléculas HLA*. Como veremos mais a frente, as células T podem ter diversas origens, o que
pode ser um ponto de partida para solucionar os problemas associados a esta terapéutica.
Ainda, a falta de complementaridade do HLA entre dador e recetor deve-se, principalmente,
a baixa disponibilidade de dadores compativeis, o que implica, obrigatoriamente, a necessidade
de recorrer a células T alogénicas modificadas e manipuladas?.

S3o varios os aspetos a partir dos quais podemos tomar uma iniciativa e avangar para
metodologias que tragam beneficios na utilizagado das CAR-Ts alogénicas e impegam a
ocorréncia dos seus aspetos negativos. Atualmente, ja s3ao varios os ensaios clinicos que

demonstram elevada eficicia utilizando os procedimentos a seguir mencionados'’. Assim

44



sendo, sao diversas as estratégias que estao a proporcionar uma afirmagao desta tecnologia

no espago terapéutico de tratamento do cancro.

2.5.1 Doenca Graft-Versus-Host

A GVHD revela-se a principal problematica associada as terapias CAR-T. A sua
manifestacao acontece, essencialmente, devido a reagao das células T aloreativas de uma dador
saudavel. Desta forma, este fendmeno explica-se através de trés mecanismos: pela atividade
das células T alogénicas que causam a morte do tecido celular do doente em questao, agao
esta que é mediada pela continua expressao de elementos da familia do Fator de Necrose
Tumoral (FNT) como, por exemplo, o ligando Fas (FasL); pela continua libertagao de
conteldo granular intracelular como a perforina, a serina protease ou a granzima B; ou, pela
libertagao de moléculas TNFa e IFNy (citocinas com perfil de uma resposta imune polarizada
para as células T Helper | - o que, consequentemente, inibe a via T Helper 2 - que resulta numa
extensa ativacio e expansao das células T*’) que contribuem para a citotoxicidade celular. Por
esta razao, tornou-se indispensavel o desenvolvimento de estratégias para administrar células
CAR-T alogénicas com o menor risco possivel de GYHD>*, Assim sendo, as seguintes

metodologias permitem a aspiragao ao sucesso desta tecnologia.

2.5.1.1 Edicao de genes

Além da reprogramagao genética feita para introduzir o vetor viral que da origem ao CAR
na estrutura das células T, muitas outras modificagoes podem ser feitas, a nivel genético, para
atingir um determinado patamar com o nosso produto final.

A edicao de genes é a técnica mais utilizada e promissora para o desenvolvimento de
células CAR-T alogénicas e, também, para exponenciar a sua atividade, quer seja pela
minimizagao dos problemas a elas associados (GVHD), quer seja pela contribuigao para a
obtengiao de um produto universal, facil de produzir e, consequentemente, off-the-shelf’. O
tipico TCR ap ¢ o principal fator responsavel pela alorreatividade das células T convencionais,
dai muitas das manipulagdes genéticas existentes a nivel clinico se basearem na alteragao,
inibicio ou remogio do TCR presente na superficie das células T convencionais®. Por
exemplo, é possivel originar células CAR-T em que nao é obrigatério que exista
compatibilidade do haplotipo de HLA, o que, por si so, permite ultrapassar as dificuldades de
fazer coincidir células do dador e do recetor®.

O processo de edigao genética acaba por ser semelhante nas diferentes estratégias

existentes, sendo que comega com a clivagem da dupla cadeia de DNA, através de uma
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nuclease, numa localizagao especifica. Os mecanismos de reparagio de DNA sao ativados e
vao originar um de dois efeitos possiveis: gene knock-out, ou seja, inativagao do gene afetado;
gene knock-in, isto &, insergio ou corregdo do gene afetado”. Uma vez que o gene da cadeia
B do TCR tem duas regides constantes, a intervengao genética prevalente vai ser ao nivel do
gene da cadeia o que apenas apresenta uma regiao constante, o que permite uma intervengao
mais direta e eficiente na modificagao do TCR af. Deste modo, a eliminagao da expressao do
af TCR da superficie das células T pode ser feita por knock-out dos exoes da cadeia constante
a do TCR (TRAC) ou das cadeias constantes B | e 2 do TCR (TRBC | e TRBC 2), por
utilizacao de diversos sistemas como CRISPR/Cas9, TALEN, ARCUS, Cas-CLOVER,
Nucleases de Dedo de Zinco (NDZ) e Nucleases megaTAL®*. Todas estas técnicas
necessitam de ser acompanhadas de um passo de purificagao para remover eventuais residuos
de células af TCR positivas, pelo que a sua eficacia é crucial para diminuir o risco de
contaminagio com este tipo de células passiveis de induzir GVHD?. De seguida, encontra-se

o aprofundamento de algumas estratégias desenvolvidas a partir da edigao de genes:

Remocdo TCR (TRAC e TRBC)

Uma vez que, apenas a estrutura completa do TCR pode ser transportada para a
membrana celular, se houver uma alteragao em qualquer um dos seus componentes, vamos
prevenir a sua expressao funcional na superficie das células T. Outra técnica bastante utilizada,
neste ambito, é a remogao do TCR através do knock-out de um ou dois genes que codificam
para os componentes do complexo do TCR, sejaa TRAC, o TRBC ou a CD37".

Todavia, alguns estudos pré-clinicos ja demonstram que o knocking-in do CAR
diretamente no locus da TRAC, além de anular a expressaio do TCR enddgeno, aumenta a
funcao das células CAR-T. Desta forma, o transgene do CAR substitui o gene da TRAC
prevenindo, assim, a formagao do TCR e, consequentemente, a sua expressao.

Com base no acima referido, uma agao ao nivel do TCR acaba por ser fulcral para causar
a disrupgao do locus e, assim, promover o objetivo que se pretende alcangar de mitigar o

risco de GVHD".

Sistema CRISPR/Cas9

Apresenta-se como uma tecnologia inovadora com potencial no sentido de desencadear
novas perspetivas quanto ao desenvolvimento de novas geragoes de células CAR-T, pela sua

flexibilidade, simplicidade e elevada eficiéncia®.
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O sistema CRISPR/Cas9 consiste numa ferramenta capaz de localizar e editar (reparar)
um gene nao pretendido através do emparelhamento de bases complementares RNA-DNA.
Resulta da combinagao de uma curta molécula de RNA e uma nuclease Cas9. A nuclease Cas9
atua como uma “tesoura molecular” sendo responsavel por quebrar a dupla cadeia de DNA
numa localizagao gendmica especificada por um RNA guide (gRNA) que é propositadamente
complementar a esta regiao, o que vai levar a inser¢oes ou delegoes no gene alvo. O resultado
destas insergoes e delegoes de nucleétidos acaba por se manifestar em mutagoes non-sense e
perda funcional do gene®. Estas alteracdes no DNA sio, de seguida, reparadas por non-
homologous end joining (NHEJ) ou homology-directed repair (HDR)*'. Com base no referido, sio
varias as estratégias desenvolvidas recorrendo a este sistema como, por exemplo, induzir o
knock-out de genes ao nivel do TCR, da MHC ou de determinados antigénios para alcangar
células CAR-T alogénicas universais*'. Assim sendo, esta é uma metodologia bastante apelativa
que possibilita a superagao da alorreatividade das células CAR-T, bem como a possibilidade
de aumentar a sua poténcia e eficicia®.

Apesar de todo este racional, ha pontos a ter em conta que se apresentam, de certa
forma, como desvantagens e desafios a ultrapassar. Um exemplo é a possibilidade de
ocorrerem clivagens off-target ou translocagoes espontaneas durante a edigao de genes,
situagao que deve ser evitada devido aos efeitos adversos que podem decorrer de uma

alteracio ou inativagio de genes nao pretendidos®.

TALEN

A tecnologia TALEN (transcription activator-like effector nuclease) foi a primeira a ser usada
em doentes para a remogio de af TCR”. Consiste em moléculas hibridas de proteinas de
reconhecimento de DNA associadas a uma endonuclease com a capacidade de cortar
sequéncias especificas de DNA. A sua utilizagao acaba por incidir ao nivel do gene do TRAC,
o que acaba por eliminar o potencial das células T em reagirem ao produto alogénico e, assim,
é possivel evitar o desenvolvimento da GVHD. Adicionalmente, para certificar que nao restam
células T aloreativas, a TALEN vai atuar, concomitantemente, ao nivel do gene CD52.
Eliminada a expressao deste gene na superficie das células T, estas tornam-se resistentes ao
anticorpo monoclonal anti-CD52 - alemtuzumab - que poderia ser usado para eliminar células
T do hospedeiro que expressassem o CD52, permitindo a obtengao de células T do
hospedeiro TCR e CD52-deficientes, e facilitando a entrada e aceitagao das células CAR-T

alogénicas no hospedeiro™*.
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Este processo acaba por permitir a produgao de células CAR-T off-the-shelf saudaveis, uma
vez que nao existira a expressao do TCR e da CD52 no hospedeiro. Por fim, as células CAR-
T editadas pelas TALEN nao induzirio GVHD e serao resistentes a destruicio pelo

alemtuzumab, podendo ser usadas para a geragdo de células universais®.

ARCUS®

Plataforma de edicao de genes versatil e altamente especifica, patenteada pela Precision
BioSciences. Objetivamente, a ARCUS é uma next-generation meganuclease platform que
permite a produgao de nucleases com atividade e especificidade customizadas, pelo que sao
capazes de distinguir os locais alvo com grande sensibilidade. Além de constituir uma
plataforma mais segura e com menos riscos de clivagens off-target face a outras tecnologias e
nucleases com o mesmo objetivo, possibilita edigoes genéticas mais especificas através do
recurso a uma enzima de edi¢ao de genes - endonuclease |-Crel - que evoluiu na natureza para
fazer uma Unica, mas altamente especifica, edicao no DNA. As fungoes desta plataforma
passam por: eliminar genes que levem o sistema imune do doente a atacar as células alogénicas;
eliminar genes que induzam as células T do dador a atacar os tecidos saudaveis do hospedeiro;
inserir informagao genética num local especifico do genoma das células T para as direcionar
para um determinado alvo no tumor; inserir outros genes que confiram beneficios para o
doente**,

Atualmente, a Precision BioSciences esta a desenvolver trés ensaios clinicos que tentam
implementar meganucleases especificas para editar células CAR-T para o tratamento de MM,

LLA e LLC (Leucemia Linfocitica Crénica)®.

Cas-CLOVER

Sistema que surge como uma inovagao a tecnologia do CRISPR/Cas9. Tal como a
CRISPR/Cas9, também a Cas-CLOVER é uma estratégia de edicao de genes mas com algumas
diferengas como o facto de recorrer a duas moléculas de gRNA, o que torna esta tecnologia
altamente restritiva, e de s6 funcionar quando os dois gRNAs existem - dual gRNA-guided
nuclease®. Desta forma, o sistema utiliza dois gRNAs separados para guiar a enzima ao local
de acao e consiste numa Cas9 cataliticamente inativa fundida a uma endonuclease de restrigcao
tipo IIS designada Clo-51. A atividade da Clo-51 depende da sua propria dimerizagao, o que
limita o efeito de clivagem off-target caracteristica na tecnologia CRISPR-Cas9".

Considera-se que esta estratégia combina o melhor das tecnologias CRISPR-Cas9 e

TALEN, uma vez que tem a eficiéncia da primeira, ja que recorre também a um gRNA e uma
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Cas9 inativa, e a especificidade do sistema TALEN ao utilizar dois gRNAs. Desta forma, o Cas-
CLOVER apresenta-se como mais um mecanismo para desenvolver produtos CAR-T off-the-

shelf com seguranga e eficacia®.

Nucleases de Dedo de Zinco (NDZ)

A tecnologia NDZ foi a primeira ferramenta de edicao de genes a ser amplamente
aplicada. As NDZs resultam da fusao de um dominio de ligagao ao DNA especifico com um
dominio de clivagem de DNA nao especifico pertencente a enzima de restrigao Fok-l tipo II.
Pormenorizando, as NDZs sao a uniao de proteinas de dedo de zinco multiméricas a
endonuclease Fok-I. Este complexo vai ter a capacidade de clivar DNAs dupla cadeia em locais
especificos, o que vai resultar numa recombinagao homologa ou NHE] e, assim, alcangar as
alteragoes pretendidas. A ligagao de varias proteinas dedos de zinco permite criar um
reconhecimento dos locais alvo com elevada espeficidade®. Sendo que cada unidade dedo de
zinco reconhece trés nucleétidos, sao reunidas 3 a 6 proteinas dedo de zinco para gerar um
dominio de ligagio ao DNA que reconhega uma sequéncia de DNA de 6 a 8 pares de bases®.

Este mecanismo das NDZs vai permitir realizar, por exemplo, knock-out de genes como o
TCR e, consequentemente, evitar que haja indugao de GVHD por reconhecimento do

produto alogénico.

MegaTAL

Caracterizam-se por serem proteinas hibridas que resultam da fusao de um TALE com
uma endonuclease de sequéncia especifica, ou seja, a regiao de ligagao ao DNA do TALE é
usada para corresponder a um local especifico de uma meganuclease que se encontra
adjacente a um local genémico alvo especifico. Esta arquitetura permite a geragao de nucleases
compactas extremamente ativas e especificas. Este complexo, designado megaTAL, promove

a clivagem do DNA gendmico com elevada especificidade e eficiéncia®®®'.

Inibicdo do TCR

N e e e

artificiais com a capacidade de reter, intracelularmente, um ou mais componentes do TCR.
Neste sentido, recorre-se a bloqueadores da expressio de proteinas (BEP), mais
pormenorizadamente a proteina CD3{, que conseguem o enclausuramento das subunidades
da CD3( ao nivel intracelular através de um ligando de cadeia simples anti-CD3{ que se

encontra ancorado no reticulo endoplasmatico'”. Resumindo, conseguimos anular a expressao
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e sinalizagdo mediada pelo recetor TCR através de BEP anti-CD3{, que consistem na
combinacao de um fragmento variavel de cadeia simples, derivado de anticorpos, especifico
para o CD3Z com 21 sequéncias de aminoacidos diferentes®.

Do mesmo modo, outra alternativa para reduzir a funcionalidade do TCR passa por
reforgar a expressao de uma pequena molécula designadas Molécula Inibitéria do TCR
(MIT). Investigadores tém obtido resultados interessantes com este antagonista competitivo
do local de ligagao do TCR. A interagao com a MIT vai originar um TCR incapaz de induzir o
mecanismo de sinalizagao, mesmo que seja estimulado, ou seja, tal como o exemplo anterior,
vamos ter um bloqueio da fungio efetora das células T aloreativas af".

Apesar de serem duas estratégias que ainda se encontram em desenvolvimento clinico e
pré-clinico, mostram-se, cada vez mais, como alternativas eficazes e desbloqueadoras do

paradigma a que assistimos.

2.5.1.2 Células T universais

Os tipos de células mencionados nesta secgao aparecem como uma alternativa a utilizagao
das células T convencionais (TCR apf) que, como ja foi referido, expressam TCRs restritos
quanto ao seu HLA, pelo que facilmente levam ao desenvolvimento de GVHD. Uma alternativa
a esta limitagao passa por utilizar células T provenientes de dadores com caracter universal -

células T nio-aBTCR - como os subtipos que veremos a seguir’*.

Células NK

As células NK revelam-se uma plataforma de grande interesse na sequéncia da sua
capacidade em contribuir para um efeito graft-versus-tumor, ao invés da GVHD. Fazem parte
da vertente inata do sistema imune e conseguem ter uma ac¢ao dirigida para células
cancerigenas que regulam negativamente moléculas de HLA classe |. Constituindo uma
inovagao na area da imunoterapia, foram inicialmente estudadas pela sua eficacia em matar
células tumorais, sendo parte integrante do sistema de imunovigilancia tumoral do organismo.
Como consequéncia da baixa concentragao destas células NK no sangue periférico, foram
desenvolvidas estratégias para as enriquecer e expandir ex vivo. Por exemplo, a linha celular
NK92 foi aprovada em humanos e pode constituir uma fonte renovavel de células CAR-NK,
apos a sua manipulagio genética para expressar o CAR®®,

Desta forma, reinem caracteristicas, desde as propriedades inatas ao baixo risco de
GVHD, que as tornam uma alternativa vidvel as células T convencionais. A associagao das

células NK com a estrutura do CAR demonstra um elevado potencial e efetividade contra
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cancros hematologicos, além das suas caracteristicas que permitem uma utilizagao alogénica

sem comprometer a satide do doente™.

Células T yo

O TCR apresenta uma organizacao diferente consoante o tipo de células T. No caso das
células T y9, ao invés de possuirem uma cadeia o e uma cadeia B, vao apresentar uma cadeia
y e outra § associadas a proteinas acessérias CD3”. Contrariamente ao que acontece nas
células T convencionais, as células T Y0 reconhecem os seus ligandos independentemente do
processamento do antigénio e da restricio do MHC/HLA, ou seja, permitem expansao in vivo
sem causar GYHD. A sua capacidade de reconhecer alvos de forma MHC-independente
garante um baixo risco de alorreatividade e, consequentemente, aumenta o potencial da
utilizagao células 3 alogénicas enquanto terapia CAR-T*.

Apesar de constituirem apenas | a 5% dos linfocitos em circulagao, encontram-se
predominantemente em locais epiteliais especificos do organismo como o intestino, lingua e
pele. A sua predominancia ao nivel dos tecidos faz desta classe de células uma plataforma
bastante atrativa, uma vez que uma das limitagoes das células T af era o fraco acesso aos
tumores nio inflamados®.

Esta classe de células T, além da expressao do yOTCR, também exibe na sua constituicao
recetores NK como, por exemplo, o recetor NKp30 ou o NKG2D, que vao contribuir para
o aumento da citotoxicidade contra as células tumorais®. A populagio dominante na familia
dos linfocitos T YO presente, a nivel sistémico, em adultos saudaveis expressa um TCR
composto por um gene variavel Vy9 emparelhado com o gene V52. A informagao do gene
variavel  determina a fungao e a localizagao das células T 3, pelo que a subpopulagao Vy9Vo2
predomina no sangue periférico®.

Considerando que as células Y8 podem ser utilizadas com seguranga numa perspetiva
alogénica e demonstram reatividade anti-tumoral natural, se foram dotadas de uma plataforma
CAR, surgem com um enorme potencial para, de forma segura, desenvolver CARs
alogénicasss. Concluindo, as células T Y0 apresentam-se, cada vez mais, como uma alternativa

as células T convencionais e como uma promissora plataforma alogénica no campo oncolégico.

Células T CD I (lipido)-restritas

Além das células T classicas que reconhecem epitopos peptidicos especificos

apresentados pelas moléculas MHC, o sistema imune apresenta células T nao convencionais
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nio MHC-restritas, pelo que tém a capacidade de reconhecer especificamente antigénios
lipidicos apresentados por moléculas CDI. Ao contrario das moléculas MHC convencionais,
as moléculas CDI| apresentadoras de antigénio sio nao polimorficas, pelo que sao
especializadas na apresentagdo de antigénios lipidicos a células T CD|-restritas®**’. A familia
de moléculas CDI, em humanos, é constituida por 5 membros: CDla, CDIb, CDIc
pertencentes ao grupo |, CDId inserido no grupo 2 e o CDle do grupo 3. Apresentam-se
em circulagio nos diferentes compartimentos secretores e endossomais das células, contudo,
até hoje, apenas um numero limitado de antigénios CD | -restritos sao conhecidos*. Além do
reconhecimento de antigénios lipidicos proprios do organismo, reativos contra as proprias
células e que se acumulam durante o stress celular causado pelo cancro, também permitem

reconhecer aqueles que sio derivados de patogéneos infeciosos®**

. A expressao das
moléculas CDla, CDIb e CDIc é induzivel e limitada a um conjunto de células apresentadoras
de antigénios (CAA), enquanto que a CDId é a Unica expressa constitutivamente e em todas
as CAA™,

As células T CDId-restritas, também designadas células NKT, estabelecem a ponte entre
resposta imune inata e adaptativa. Sao classificadas em dois grupos consoante a sua capacidade
em reconhecer a a-galactosilceramida (a-GalCer): células NKT tipo I, ou iNKT (células NKT
invariaveis), que expressam um TCR muito especifico constituido por uma cadeia a invariavel
emparelhada com um ndmero limitado de cadeias B capaz de reconhecer a a-GalCer; células
NKT tipo 2, ou dNKT, que expressam um reportorio do TCR mais diversificado e nao
respondem a a-GalCer. A a-GalCer é um glico-esfingolipido que atua como um potente
estimulador das células iINKT. Os tumores tém a capacidade de provocar uma desregulagao
na produgcao lipidica, fendbmeno que vai constituir uma fonte de antigénios lipidicos capazes de
estimular as células iINKT. Assim que se da a ativagao do TCR, as iNKT rapidamente comegam
a libertar citocinas (IFNy, TNFa, IL4, IL13 e IL17) e granulos liticos (perforina e granzima) e
regulam positivamente os recetores de morte da célula através das proteinas FasL e TRAIL.
Desta forma, podemos aferir a grande habilidade das células iNKT em matar células tumorais
CDI1" e células supressoras do sistema imune através da sua citotoxicidade, a forte capacidade
em modular o microambiente tumoral, bem como a aptidao para organizar, simultaneamente,
a resposta por parte das células NK e das células dendriticas®. Também é possivel verificar
que, além de permitirem a libertagao de citocinas que induzem um polarizagao Thl (IFNY),
também existe libertagao de citocinas que induzem uma polarizagao Th2 (IL4 e IL13), sendo

este equilibrio imunoregulador um dos fatores chave para a regressio da GVHD?.
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A importancia das células iNKT como um elemento importante na imunidade anti-tumoral
é evidente através da relagao factual em que individuos com cancros hematolégicos com
menor frequéncia destas células, revelam um pior prognéstico. Desta forma, quanto maior for
a percentagem de células iNKT no conteudo transplantado, maior sera a protegao contra a
GVHD aguda. Do mesmo modo, uma rapida e precoce reconstituicao dos niveis de iNKT
pos-transplante vio possibilitar uma melhor recuperagio do doente™.

Concluindo, a utilizagao de células iINKT de dadores saudaveis mostra-se como uma
opg¢ao com uma tremenda viabilidade, nao sé pelo facto de serem moléculas nao polimorficas
(sem restrigoes ao nivel do HLA) e de permitirem uma potencial protegao contra a GVHD,
mas também porque um pequeno numero de células INKT permite a obtengao de resultados
robustos in vivo, pelo que apenas requerem pequenas amostras dos dadores intervenientes®*”’.
Todas estas caracteristicas tornam as células T CD/|-restritas numa familia de células T
universal e numa populagao interessante para o desenvolvimento off-the-shelf, ainda que
tenham de ser realizados ensaios clinicos que avaliem a sua seguranga, persisténcia,

disponibilidade e eficacia®.

2.5.1.3 Células CAR-T alogénicas derivadas de dador de transplante de
células estaminais (TCE)

Uma estratégia valida, sem recorrer a edicao de genes, poderia ser esta administragao de
células CAR-T alogénicas com origem no dador inicial do TCE?. Esta pratica de transplantar
células estaminais é comum em doentes com elevado risco de B-LLA*,

Contudo, apenas pode ser aplicada em condi¢oes especificas, como é o caso dos
individuos que receberam um TCE alogénicas e sofreram relapso. Exclusivamente nesta
situagao podemos considerar a administracao de as células CAR-T derivadas do proprio dador

[, Existem varios resultados clinicos

de transplante, sem qualquer outra intervengao adiciona
que indicam que, nestas condigoes, a administragao de células CAR-T com origem no proéprio
doente nao levam ao surgimento de GVHD, o que se deve ao facto de existir um elevado grau
de semelhanca entre o HLA do doente e do dador®. Inclusive, os resultados equacionam a
hipotese de, nestes casos, a infusao de células CAR-T autdlogas permitirem reforgar uma
reacio graft-versus-tumor sem aumentar o risco de GVHD?. Desta forma, nio existiria a

preocupagao de compatibilidade do HLA, uma vez que as células CAR-T infundidas teriam a

mesma origem que as células previamente administradas.
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Por outro lado, embora as células estaminais transplantadas providenciem uma fonte de
células alternativa, estas nao se encontram off-the-shelf. Ou seja, a sua disponibilidade nao é

imediata derivado de ter de haver produgio para cada doente em especifico™.

2.5.1.4 Células T de memoria virus-especificas off-the-shelf

Com base em ilagoes retiradas da estratégia acima mencionada, associada ao TCE, surgiu
a hipotese de utilizar células T virus-especificas (VST) que ja haviam sido utilizadas no
tratamento de infecdes virais®>. As VST provenientes de dadores apenas apresentam uma
compatibilidade parcial ao nivel do HLA®. Tendo em conta que o risco de alorreatividade é
proporcional a quantidade de células T e a diversidade de reportério do TCR*, a possivel
explicacao para a auséncia de GVHD pode ser o reportorio restrito e pouco diversificado
destas células T de memoria®.

A metodologia consiste em purificar as VST de memodria que, por si s, conferem
protecao contra doengas virais sem manifestar sinais clinicos de desenvolver GVHD e, por
conseguinte, utilizar estas células como produto alogénico na nossa terapia”. Atualmente, a
utilizagao de VST com origem em dadores saudaveis tem vindo a demonstrar efeito, a nivel
clinico, contra diferentes tipos de virus como o Virus Epstein-Barr (EBV), o citomegalovirus
(CMV) ou o adenovirus. Nestes ensaios clinicos, poucos foram os doentes que revelaram
reagoes de alorreatividade ou GVHD pelo que a sua seguranga torna interessante a sua
utilizagio™.

Assim sendo, as VST podem ser obtidas de multiplos dadores saudaveis, cada um com
diferentes alelos de HLA, de forma a obtermos um banco de VSTs em larga escala com base
nas restries de HLA?. Ainda assim, este conjunto de dadores deve ser, ainda que limitado,
bem caracterizado e bem escolhido de forma a cobrir, ao nivel da compatibilidade com o HLA,
a generalidade da populagio®. A aplicagio destas VST off-the-shelf é, principalmente, em
doencas derivadas de infegoes virais. O EBV esta, muitas vezes, associado a alteragoes celulares
e progressio de doengas, incluindo desordens linfoproliferativas”’. Com efeito, ja foram
obtidos resultados positivos em malignidades associadas ao EBV, nomeadamente, a doenga
linfoproliferativa pds-transplante em que se assistiu a uma baixa incidéncia de GVHD e
elevadas taxas de resposta, o que ilustra o espaco de progressio que existe?’. O sucesso inicial
verificado com a utilizagao de VST off-the-shelf - recorrendo a células T especificas com uma
compatibilidade HLA minima - foi, precisamente, consequéncia dos resultados obtidos no
tratamento de doentes com um linfoma EBV-positivo decorrente de um transplante de um

oérgio sélido” ou de células hematopoiéticas alogénicas™.
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De salientar que as VST podem funcionar como uma plataforma celular suscetivel de
sofrer edicao de genes. Neste seguimento, estas células podem ser reprogramadas
geneticamente para expressar um CAR a sua superficie, o que confere uma capacidade efetora
em novos alvos tumorais nao virais através da especificidade do CAR e de mecanismos HLA-
independentes. Por outro lado, também assistimos ao desenvolvimento de VSTs modificadas
ao nivel do TCR (via HLA-dependente), sendo que o objetivo é obter um TCR transgénico
direcionado para um determinado tumor, que pode ser nao viral. No que diz respeito a estas
tecnologias, podem continuar a permitir um direcionamento para tumores virais, além de
tumores nao virais. Portanto, as VST podem ser direcionadas eficazmente quer por associagao
a um CAR, quer por alteragio do TCR**,

Atualmente, ja podemos encontrar, a nivel clinico, VSTs geneticamente modificadas, com
origem alogénica em dadores saudaveis provenientes do banco de células previamente
estabelecido, como por exemplo as CAR* EBVSTs cujo alvo é o CD30 em doentes com
linfoma CD30+ derivado do EBV?**. Este é um dos exemplos em que, apesar da reprogramagao
genética ao nivel do CAR, o alvo continuou a ser o tumor viral.

Apesar de serem suscetiveis de sofrer edicao de genes, as VST sao um exemplo de células
T que garantem vantagens e fiabilidade na criagao de terapias off-the-shelf sem manipulagao
genética”. A demonstracio de evidéncia quanto a atividade anti-tumoral destas células, bem
como a auséncia de GVHD, eleva as expectativas quanto ao futuro das terapias com VSTs off-

the-shelf, sejam elas especificas para o EBV ou outros tipos de virus®.

2.5.2 Rejeicao Células CAR-T alogénicas

Além do controlo necessario ao nivel da GVHD, contornar a rejeicao imune das células
T revela-se uma problematica ainda mais complexa que exige a conjugacao de varias armas do
sistema imune do hospedeiro”. A rejei¢ao das células T é o resultado da infusdo de células
alogénicas nao compativeis com o HLA das células T do doente, pelo que este vai encara-las
como estranhas e rejeitar o transplante®. A expansio e a persisténcia das células CAR-T sio
importantes para alcancar uma eficicia a curto e a longo prazo®, sendo significativamente
afetadas pelos dominios co-estimulatorios. Existem diferentes abordagens com a finalidade de
permitir a expansao inicial das células e consequente melhoria da sua persisténcia apds o
controlo da GVHD: HLA-matching, reforco da linfodeplegao, recurso a imunomoduladores e,
por fim, delecao de HLA classe | e 2.

A criacdo de um banco de células T que correspondam a maioria da populagao em

termos dos alelos de HLA - HLA matching - é a principal medida que permite evitar a rejeigao
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das células alogénicas CAR-T”. Neste seguimento, considerando que os alelos mais
importantes sao o HLA-A, -B, -C e -DR, o tamanho do banco de células seria relativamente
limitado, uma vez que apenas haveria correspondéncia para estes alelos o que seria suficiente

para reduzir a rejeicio de células CAR-T>?,

2.5.2.1 Expansao células CAR-T alogénicas

A proliferagao inicial de células CAR-T necessaria para alcangar uma proporgao de células
efetoras vs células alvo suficiente € um fator major para o sucesso desta imunoterapia, sendo
que esta expansao das CAR-Ts pos-infusao esta intimamente ligada com o sucesso da resposta
terapéutica®.

Para que se verifique uma expansao eficiente das células, é fundamental que exista uma
quimioterapia linfopénica prévia - processo incluido na maioria dos protocolos de terapias
CAR-T. A intensidade da linfodeplecao existe um controlo rigido uma vez que, embora
permita alcangar a deplecao das células T reguladoras e uma melhor aceitagao das células
CAR-T infundidas, também pode levar a fenomenos de toxicidade como a Sindrome de
Libertagao de Citocinas (SLC), pelo que sera imprescindivel limitar a intensidade da
quimioterapia. Posteriormente, as células administradas acabam por passar por um processo
designado expansao homeostatica apds a sua transferéncia para o hospedeiro. Esta expansao
€ conduzida e impulsionada por citocinas homeostaticas como a IL-7 e IL-15, cujos niveis sao

superiores apos a deplecio linfocitica®?.

2.5.2.2 Persisténcia células CAR-T alogénicas

Uma frequente limitagao da terapia com células alogénicas é a rapida eliminagao do
produto infundido pelo sistema imune do hospedeiro, pelo que as células do dador vao ter
uma duragido curta no novo meio em que foram inseridas. A rejeicao imune das células
infundidas pelo hospedeiro limitam a persisténcia das células off-the-shelf e, assim,
comprometem a sua atividade anti-tumoral®.

A duraciao otima de persisténcia das células CAR-T difere consoante a doenga em
questao, o design do CAR ou a poténcia das células CAR-T administradas. Caso as células
tumorais alvo estejam facilmente acessiveis as células efetoras, nao sera necessario que exista
uma persisténcia de longo-termo apés a eliminagao das células tumorais. Todavia, a situagao
mais comum ¢ as células tumorais alvo persistirem, o que induz a necessidade de um controlo
de longo termo da doenga. Assim sendo, pode ser necessario recorrer a administragoes

adicionais de células CAR-T para consolidar o tratamento e manter um numero suficiente de
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células efetoras no meio e, desta forma, eliminar células tumorais persistente523. Neste caso,
existe a preocupagao associada a toxicidade, uma vez que para cada administragao de células
CAR-T, vamos ter um deplecao linfocitica associada, sendo que tera que haver um controlo
da sua intensidade.

Outra forma de aumentar a persisténcia das CAR-Ts é, também, através do aumento da
duragao da linfopenia, sem que afete a atividade das células infundidas. Com base no referido,
podemos inferir que esta abordagem acaba por ter imenso impacto tanto ao nivel da expansao,
como da persisténcia das células alogénicas. Todavia, esta € uma metodologia limitada a
doentes criteriosamente selecionados e que abrange, apenas, cancros hematoldgicos e nao
tumores solidos. Por fim, a opgao por esta estratégia vai anular a anterior, uma vez que € de

extrema dificuldade a repeticao de linfodeplegoes intensas para a readministragao de CAR-Ts.

3. Banco de células CAR-T

3.1 A importancia da criacdo de um banco de células CAR-T

Torna-se imprescindivel a criagio de um banco de células CAR-T universais que permita
uma utilizagao alogénica das mesmas, o que desencadearia uma maior flexibilidade e
rapidez na aplicacao do produto final aliada a uma producao menos intensiva e
dispendiosa®. A tecnologia CAR-T constitui um sistema inovador e uma oportunidade para
os doentes que nao podem ver as suas células T extraidas (devido ao seu estado ja instalado
de enfraquecimento do seu sistema imune), além das limitagoes associadas as células autologas.
A existéncia de células imunes saudaveis prontas a utilizar é crucial para aumentar a taxa de
sucesso do tratamento dos doentes oncoldgicos®'. De facto, é através do estabelecimento de
um banco de células que se torna possivel evitarmos a rejeicao das células CAR-T, a
falta de persisténcia das mesmas e o aparecimento da GVHD, fatores que se encontram
na génese da problematica que envolve a tecnologia CAR-T. O objetivo final é, além de garantir
a disponibilidade imediata de células CAR-T alogénicas, fazer com que sejam o mais
compativeis possivel face ao extenso espectro de doentes, ou seja, compativeis com os

alelos HLA da maioria da populagio selecionada®.

3.2 Estratégias para a obtencao de CAR-Ts universais

Tendo em consideragao os expressivos aspetos acima mencionados e pormenorizados
no Anexo |, as medidas de prevencao das diferentes consequéncias associadas a esta
tecnologia devem ser encaradas como verdadeiras ferramentas para a criagao de um banco

de células, uma vez que abrem caminho para o desenvolvimento de diversos mecanismos que,
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também, possibilitam a producao de células alogénicas universais prontas a administrar
independentemente do tipo de HLA*, o que fornece a possibilidade de gerar bancos de células
com diferentes especificidades®”. Desta forma, através da combinagio do conhecimento
desenvolvido referente as vdrias estratégias em estudo, considera-se possivel atingir
bibliotecas de células CAR-T efetivas, seguras e custo-efetivas®’.

Ainda assim, a origem das células T utilizadas no desenvolvimento das CAR-T deve ser
outro aspeto a ter em consideragao, uma vez que se verificam diferentes particularidades que

podem ser diferenciadoras no sucesso do produto final, como veremos de seguida.

3.2.1 Origem das células T

Células CAR-T derivadas de células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

Células de facil e rapido acesso e com atividade clinica demonstrada. Atualmente, as CMSP
de dadores saudaveis sao as células T de referéncia e mais usadas para o desenvolvimento do

produto CAR-T'*¥’,

Células CAR-T derivadas de células estaminais pluribotentes induzidas (EPi)

Como hipotese para o estabelecimento de um banco universal de células CAR-T com
diferentes tipos de HLA, surgem as células CAR-T EPi. As células T originarias de um dador
saudavel podem ser traduzidas com fatores reprogramadores, o que permite restaurar a sua
pluripoténcia. De seguida, através da introdugao da estrutura do CAR por meio de um vetor
lentiviral, seria possivel obter células CAR-T EPi capazes de se auto-renovarem. As células EPi
tém capacidade ilimitada de se auto-renovarem e podem ser armazenadas num banco celular
e ser usadas infinitamente. A possibilidade de aliar este sistema a pequenas edigoes genéticas
como o knock-out do TRAC permitiria obter uma oferta continua de células CAR-T universais.

O objetivo é estabelecer bibliotecas de células CAR-T prontas a utilizar, sempre que estas
sejam necessarias, com o menor risco possivel de GVHD ou alorejeicio™?. Embora nio
existam ensaios clinicos, sabe-se que algumas das implicagoes desta tecnologia sao a menor

persisténcia das células CAR-T, bem como inferiores niveis de expressio do CAR™.

Células CAR-T derivadas de sangue do corddo umbilical (SCU)

Apesar da sua seguranca e eficacia ainda se encontrar em avaliagao pré-clinica, sao
caracterizadas por permitirem uma utilizagao com baixa incidéncia e severidade de GVHD nos

doentes, o que permite restricoes menos rigidas na compatibilidade do HLA. As células T
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derivadas do SCU tém um estado antigénio-naive Unico, o que pode estar relacionado com a

baixa alorreatividade quando este tipo de células é transplantado'®”.

3.3 A proxima geracao de CAR-T

Prevé-se a continua inovagao e desenvolvimento da tecnologia CAR-T com a finalidade
de alcangar aplicagao pratica e eficacia terapéutica. Neste sentido, e face aos desafios
associados aos tumores solidos, tornou-se imperativo desenvolver CARs mais funcionais e

capazes de agir contra os mesmos:

4° geracdo de CAR-Ts (TRUCKSs)

Na sequéncia das 3 geragoes de CAR-Ts conhecidas e intensamente investigadas, surge a
inovadora quarta geragao de células, também denominadas por TRUCKSs, em que estas tém a
capacidade de desenvolver uma resposta assente na libertagao de citocinas transgénicas que
vao interferir com o perfil imunossupressor caracteristico, principalmente, dos tumores
solidos. As citocinas pro-inflamatérias, idealmente, sao depositadas num tecido alvo especifico,
o que permite aliviar efeitos adversos sistémicos que decorrem da administracao do produto
alogénico. Através da ambiciosa modificagao das células CAR-T, para que estas adquiram a
capacidade de secretar citocinas, podera ser possivel ultrapassar o microambiente tumoral
imunosupressivo e, assim, aumentar a fungao anti-cancerigena, tanto das células CAR-T, como
das células imunes residentes®**.

Quanto a estrutura do CAR, é baseado nos CARs de segunda geragao, sendo que inclui
uma proteina adicional, IL-12, expressa induzida ou constitutivamente. A ativagao das células
CAR-T por reconhecimento dos antigénios alvo vai promover a libertagao desta citocina capaz
de promover mecanismos sinérgicos que levam a morte tumoral.®®

A IL-12 libertada pelas TRUCKSs apresenta uma atividade que incide na diferenciagao das
células T naive para o ramo das células TH| envolvidas na imunoestimulagao (enquanto o ramo
das células TH2 sao imunosupressivas), no aumento da citotoxicidade das células T e na
expansao das células NK. As células THI e NK sao responsaveis pela secrecao de IFN-y que,
por sua vez, estimula a libertagao de IL-12 através de macrofagos criando, assim, um feedback

positivo de ativagiao imune em loop**®.

5° geracdo de CAR-Ts

A quinta geragao, também designada por next generation, tem como base a estrutura dos

CARs de segunda geragao, tal como as TRUCKSs. Embora ainda se encontre a ser estudada, é
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conhecida a adigao de um dominio de cadeia (3 intracelular correspondente ao recetor para a
citocina IL-2 (IL-2RB) com um local de ligagao para o fator de transcrigio STAT3.%

Neste caso, as células CAR-T, por reconhecimento do antigénio especifico, induzem a
ativacao da via JAK-STAT que é responsavel pela promogao da proliferacao celular e

prevencao da diferenciagao terminal."”
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Figura 2. Comparacio entre estrutura do CAR de 4° geracio e 5° geracio (Adaptado®®).

4. Panorama atual das células CAR-T

4.1 Evolucao

Tem-se registado um crescente progresso na investigacao de terapéuticas CAR-T, motivo
pelo qual se gera, de forma exponencial, informagao clinica relacionada com esta tecnologia.
Desde o primeiro ensaio clinico com células CAR-T em 1998 até aos dias de hoje, podemos
verificar esta evolugao através das largas centenas de ensaios clinicos que estao a ser
conduzidos por todo o mundo e pelos 5 produtos CAR-T, acima mencionados, ja aprovados
pela FDA®“®, Atualmente, apenas um reduzido nimero de ensaios se encontram a decorrer,
comparativamente a realidade CAR-T, o que demonstra o inicio da progressao neste ambito®’.

No que diz respeito a analise da distribuicao de ensaios a nivel geografico apresentada na
Figura 3, é possivel contemplar que a China se apresenta como a regiao com maior numero
de ensaios com células CAR-T, imediatamente seguida pelos Estados Unidos da América
(EUA). Apesar da China ter ultrapassado os EUA no final de 2017, a grande maioria dos ensaios
clinicos na China sao realizados em pequenos grupos de doentes, pelo que os EUA apresentam
resultados numa escala global bastante superior, tanto ao nivel do niumero de doentes
pertencentes a amostra como ao nhivel do nimero de centros de estudos.”” A Europa e o

Canada surgem apos as duas principais poténcias com um nimero consideravel de ensaios.
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Figura 3. Distribuigio geogrifica do nimero de ensaios em 2020 (Adaptado®’).

Numa outra perspetiva, analisando aquilo que sao os principais intervenientes na
inovagao com células CAR-T alogénicas através da Figura 4, o dominio recai nas mesmas
regioes onde existe um maior nimero de ensaios, sendo que, neste caso, a lideranga tem lugar

nos EUA e s6 depois na China.

Numero de
empresas

Figura 4. Distribuicio global de empresas com produtos CAR alogénicos (Adaptado”").

Com base na informagao fornecida pelo Figura 5, datada de abril de 2020, é possivel
conferir o crescimento exponencial do nimero de ensaios com base na tecnologia CAR-T no
ramo da oncologia.

Adicionalmente, é possivel aferir que a situagao pandémica derivada do virus COVID-19
originou turbuléncia a nivel global, pelo que se verifica uma redugao abrupta no niimero de
ensaios clinicos em 2020%. Ainda assim, pequenos passos continuaram a ser dados no sentido
de existir um continuo desenvolvimento da tecnologia, o que se verifica pelos dois produtos

recentemente aprovados pela FDA em 2021. Embora desafiante, 2020 evidenciou que o campo
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da terapéutica celular continua em expansao e que a China se apresenta como um dos paises

com maior atividade neste ramo®.

Crescimento do nimero de ensaios com células CAR-T
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Figura 5. Nimero de ensaios desenvolvidos com células CAR-T em oncologia desde 201 | (Adaptado’").

CAR-Ts autdlogas vs alogénicas

Considerando o periodo até junho de 2020, é possivel observar pela Tabela | que
existem, atualmente, mais de 900 ensaios em desenvolvimento com o objetivo de desenvolver

terapéuticas CAR-T.

Tabela I. Nimero de tratamentos com células CAR-T.

Ensaios Autologas Alogénicas Desconhecidos Total
Clinicos 388 6l 272 721
Pré-clinicos 32 52 168 252
Total 420 113 440 973

Ensaios Pré-clinicos 67 13 20
Ensaios clinicos 38 54 8

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Numero de terapéuticas (%)

Desconhecidos Autodlogas Alogénicas

Figura 6. NUmero de terapéuticas, em percentagem, por estado de investigacio (Adaptado’").
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E possivel apurar que, gradualmente, a abordagem alogénica tem vindo a ganhar forga e
solidez na pipeline dos grandes intervenientes das terapias celulares. Através da andlises da
Figura 6, conclui-se que as células alogénicas ja apresentam uma maior expressao naquilo que
é a investigagdo pré-clinica atual®’. Todavia, ainda existe uma predominancia das terapéuticas
autologas no espago clinico, o que se deve a maturidade dos estudos e conclusoes existentes
relativas a esta vertente’'. Embora estejamos perante um grande numero de ensaios de
categorizagdo desconhecida, a tendéncia que se verifica é de crescimento da abordagem

alogénica devido as diversas vantagens acima mencionadas.

Figura 7 e 8. Comparagio entre o atual nimero de ensaios alogénicos vs ensaios autélogos entre 2008-2014
(Adaptado)”".

Como é possivel concluir através da comparagao estabelecida nas Figuras 7 e 8, assistimos
a um periodo analogo ao que se verificou com as células autdlogas nos primeiros anos,
aquando do seu surgimento e aprofundamento clinico. Dai que a expectativa para o futuro das
células alogénicas seja bastante promissor e exponencial, tal como aconteceu com as células
autologas. Aliando este panorama a todas as evolugoes adjacentes a que assistimos ao nivel
das diferentes estruturas do CAR, das diferentes modificagoes genéticas e das diferentes
alternativas para ultrapassar as limitagoes que enfrentamos atualmente, espera-se que o futuro

das células CAR-T alogénicas seja extremamente positivo.

Edicdo de genes

Atualmente, existem cerca de 25 terapéuticas alogénicas em desenvolvimento, com base
na estrutura do CAR, que recorrem a edigao de genes. Sendo que alguns destes produtos sao
estratégias especificas de determinadas empresas, cada vez sao mais os players com tecnologias

inovadoras desenvolvidas para ultrapassar as limitagoes existentes das células CAR-T.
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No que concerne as diferentes alternativas de edigao genética, o conjunto CRISPR/Cas9
e o sistema TALEN acabam por ser as abordagens com maior expressao dentro da edigao de
genes, de acordo com o Figura 9, para ultrapassar uma das principais complicagoes associadas
a tecnologia CAR-T: GVHD.
4%
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Figura 9. Expressio, em percentagem, das varias terapéuticas de edi¢do de genes (Adaptado)’'.

4.2 Ensaios clinicos

Desde a aprovagao do primeiro produto CAR-T em 2017, tem-se verificado um aumento
exponencial de ensaios clinicos que contribuem com grande impacto para a rapida evolugao a
que assistimos. Embora em 2012 apenas existissem |2 ensaios clinicos on-going, hoje em dia o
numero ja ultrapassa os 500, sendo que cerca de 75% destes dizem respeito a abordagem
autologa. Atualmente, a terapéutica com células CAR-T regista cinco produtos aprovados,
acima referidos, o que comprova o futuro promissor desta tecnologia’.

Desta forma, os principais ensaios clinicos existentes sao indissociaveis de grandes
empresas farmacéuticas que operam estrategicamente com o intuito de originar produtos cada
vez mais inovadores. De seguida, seguem-se algumas das empresas que se encontram na

vanguarda da tecnologia CAR-T e os ensaios clinicos que se encontram a decorrer atualmente.

Allogene Therapeutics

A Allogene Therapeutics esta comprometida com o desenvolvimento de terapéuticas
AlloCAR T™ isto &, terapéuticas com base em células CAR-T alogénicas que se encontram
armazenadas off-the-shelf, o que permite potenciar o acesso a terapéutica, a redugao do seu

custo, a rapidez de oferta e a otimizacio do produto final”.
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Tabela 2. Pipeline da Allogene Therapeutics™.

Produto Alvo ID Ensaio Estado. Doenca em jl'lp.o Fonte de células
do ensaio estudo malignidade

ALLO-501  CDI9 NCT03939026  Fase |  SMomando  ponsisgica Alogénica
hodgkin r/r

ALLO-501A CDI9 NCT04416984 Fase Iz Linfomanao . ologica Alogénica
hodgkin r/r

Mieloma . 2

ALLO-715 BCMA NCT04093596 Fase | g Hematologica Alogénica
multiplo r/r

ALLO-7I5+ 5 oMA  NCT04093596  Fase | Mieloma ) acolégica Alogénica
nirogacestat multiplo r/r

ALLO-316 CD70 NCT04696731  Fase | L (e e Alogénica
células renais

Celletics

Biofarmacéutica cuja pipeline consiste em células CAR-T universais (UCART), isto &,
produtos alogénicos off-the-shelf que representam uma mudanga de paradigma ao nivel da
acessibilidade e disponibilidade. Cada produto UCART tem como alvo um determinado
antigénio tumoral e encara um desenvolvimento associado a uma plataforma de edicao de
genes TALEN® que vai intervir através da alteragdo ou remogio de genes especificos’. Os
UCART podem, desta forma, ser administrados a qualquer doente, independentemente da

sua compatibilidade com o sistema HLA.

Tabela 3. Pipeline da Celletics™.

Produto Alvo ID Ensaio dfs:::a(:o enl?\oees:EZo mal;;inpi?iade F:zlfjela(:e
UCARTI23 CDl123 NCT03190278 Fase | LMA Hematologica Alogénica
UCART22 CD22 NCT04150497 Fase | B-LLA r/r Hematologica Alogénica
UCARTCSI CSI/SLAMF7 NCTO04142619 Fase | MM r/r Hematologica Alogénica
UCARTI9 CDI9 NCT02808442 Fase | LLA r/r Hematologica Alogénica

Celyad Oncology

Tem como objetivo a construgao de um portfolio diversificado de candidatos CAR-T
autologos e alogénicos para o tratamento de cancros hematoldgicos, bem como tumores
solidos. Através da metodologia all-in-one vector, a Celyad consegue simplificar o design e o
processo de desenvolvimento dos seus produtos. Esta abordagem que envolve um unica
transdugao permite otimizar os passos de fabrico e desenvolvimento enquanto amplia o

potencial de aplicabilidade da sua pipeline” .
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Tabela 4. Pipeline da Celyad Oncology’.

Produto Alvo ID Ensaio Estado. do  Doenca em jl'lp.o Fopte de
ensaio estudo malignidade células
CT(?ID- NKG2DL  NCT03692429 Fase | CCRm r/r Tumor sélido Alogénica
CYAD- NKG2DL NA Pré-clinica Tu,n70res Tumor sélido Alogénica
103 solidos
CIIAID- BCMA NCTO04613557 Fase | MM r/r Hematologica Alogénica
CYOPZ‘D- NKG2DL NCT04167696 Fase | LMAf/(rSMD Hematologica Autodloga

Fate Therapeutics, Inc.

Os candidatos pertencentes a pipeline da Fate Therapeutics, Inc. incluem imunoterapias
celulares de primeira linha para doengas oncoldgicas e imunologicas. Através da utilizagao de
células estaminais pluripotentes induzidas, o objetivo é alcangar linhagens celulares
geneticamente modificadas com propriedades bioldgicas especificas. Desta forma, através de
uma fonte renovavel de células, pretende-se obter células off-the-shelf através de uma produgao
custo-efetiva, rapida e bem definida. Além das células CAR-T, também as células CAR-NK
fazem parte dos produtos candidatos, o que permite ter agao terapéutica numa ampla gama

de tumores sélidos e cancros hematoldgicos”.

Tabela 5. Pipeline da Fate Therapeutics, Inc.%.

Produto Alvo ID Ensaio Estadc: do Doenca em :I'lp.o Fopte de
ensaio estudo malignidade células

CDI9 Linfoma avangado

FT 596 ’ NCT04245722 Fase | de células B & Hematologica Alogénica
CD20

LLC

FT 576 BCMA, NA Pré-clinica MM Hematologica Alogénica
CD38

FT 536 MICA/B NA Pré-clinica  Tumores solidos Tumor sélido Alogénica

A par da Celyad Oncology, a Fate Therapeutics, Inc. focou o seu interesse no
desenvolvimento de terapéuticas celulares baseadas em células NK com o objetivo final de
ultrapassar os desafios de persisténcia e consequente falta de eficacia existentes nas
alternativas de tratamento disponiveis. Nomeadamente, os principais produtos em estudo por
estas industrias sao o FT596 pela Fate Therapeutics, Inc. - células CAR-NK alogénicas - e os
produtos autdlogos CYAD-0l e CYAD-02 e alogénicos CYAD-10I| da Celyad Oncology. De
facto, estes produtos garantem a possibilidade de redosagem, o que podera permitir o

aumento da expansio e persisténcia dos produtos alogénicos®'.
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5. O grande desafio do futuro

O campo da terapéutica celular CAR-T mostra significativos avancos comprovados pelo
crescimento inegavel da evidéncia gerada pelos diversos estudos em desenvolvimento. Embora
cada vez mais se comprove a eficacia desta estratégia, urge melhorar a sua efetividade e
acelerar o seu processo logistico para o mais curto intervalo de tempo®. As células CAR-T
alteraram a perspetiva atual no que diz respeito ao tratamento de cancros hematoldgicos,
estabelecendo-se como uma das abordagens mais promissoras na terapéutica cancerigena®.
O desenvolvimento de células universais off-the-shelf revela-se como a chave do sucesso
desta tecnologia, uma vez que é a partir delas que sera possivel ter um produto final
rapidamente disponivel ou ter acesso a um tratamento com um custo significativamente
reduzido, obstaculos que permitirao desbloquear o acesso a esta classe terapéutica a um maior
numero de doentes. Através das diferentes estratégias de edigao genética ou da utilizagao de
especificas populagoes celulares, tornou-se possivel ultrapassar limitagoes anteriores como,
por exemplo, a GYHD ou mesmo a persisténcia e expansao das células alogénicas'®>.

Apesar de todos os avangos ja alcangados, varios desafios continuam por responder até
ser possivel maximizar o potencial desta estratégia terapéutica. Alguns dos obstaculos por
ultrapassar dizem respeito aos tumores solidos. De facto, os resultados de células CAR-T
em tumores solidos mostram-se pouco satisfatorios face a realidade hematologica, pelo que
serao necessarias células cada vez mais robustas, otimizadas e resistentes para ultrapassar o
microambiente tumoral deste tipo de malignidades. Além dos tumores sélidos, eleva-se a
necessidade de criar tratamentos para os diferentes tipos de cancros humanos, o que exige
a otimizagao de CARs para diversos antigénios especificos. Por fim, manter a preocupagao de
tornar as terapéuticas o menos custo-proibitivas possivel, de forma a garantir o acesso a
toda a populagio®.

Concluindo, as células CAR-T off-the-shelf estao a revolucionar o tratamento
oncolégico, o que justifica o continuo esforgo feito por inUmeras empresas farmacéuticas,
biotecnologicas e grupos académicos. Considerando o progresso exponencial a que se assistiu
nos ultimos anos, € imperativo ser otimista quanto ao futuro desta tecnologia, uma vez que as

principais provas que as células CAR-T podem ser uma mais valia, ja foram dadas.
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Anexo

Anexo |. Abordagens para a obtencao de produtos CAR-T universais.

Abordagens Tecnologia Caracteristicas Ref.
Com modificacdo genoma
Remogao TCR Knock-out (TRAC, TRBC, CD37) 19
Knock-in (CAR) 19
Sistema CRISPR/Cas9 Knock-out (MHC, TCR) 23,40, 41
TALEN 23,29, 42,
Knock-out (TCR, CD52) s
ARCUS Knock-out 44,45
Edicao de genes Knock-in
Cas-CLOVER Knock-out 46,47, 48
;li:zl;aases de Dedo de Knock-out 23,49
MegaTAL Knock-out 50, 51
Inibicdo do TCR BEPs 19, 52
MITs
Sem modificacdo genoma
Células NK Efeito graft-versus-tumor 23,53
Células T 5 Reconhecimento de alvos de 233436
Células T universais forma MHC-independente 53, 54,55
Células T CDI (lipido)- Moléculas CDI apresentadoras 233437,
restritas de antigénio nao polimoérficas 56, 57
Células T de memoéria virus- Reportério restrito e pouco 232934
especificas ’ diversificado 39,58,59
Células CAR-T alogénicas
derivadas de dador de ) Elevado grau de semelhanga entre 23,28
transplante de células o HLA do doente e do dador
estaminais
CMSP Facil e rapido acesso 19, 39
EPi Capacidade ilimitada de 23,28
Origem das células T autorrenovagao
SCuU Baixa incidéncia e severidade de 19,23

GVHD
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