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Farmacia Comunitaria

FARMACIA MONTE FORMOSO — COIMBRA



Lista de Siglas e Acronimos

COVID-19 do inglés, Coronavirus Disease 2019

DCI

FFUC

FMF

LAF

MICF

PIM

SNS

SWOT

Denominagao Comum Internacional

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
Farmacia Monte Formoso

Linha de Apoio ao Farmacéutico

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
Preparagao Individualizada da Medicagao

Servico Nacional de Saude

do inglés, Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats



Introducao

No comecgo, o farmacéutico surgiu como o especialista do medicamento. Isto significaria
que o seu foco primordial seria o medicamento e tornar-se-ia o principal responsavel pela
correta preparagao e distribui¢io de medicamentos a comunidade. Contudo, devera ser
observada a excelente preparagao a que este profissional é submetido. Na verdade, ao longo
da sua formagao, o farmacéutico é dotado de um conjunto de conhecimentos técnicos e
cientificos que o tornam num profissional extremamente capaz a um nivel multidisciplinar.
Portanto, o farmacéutico ganha também o titulo de agente de salde publica, pois para além
de promover a prevengao e a cura de patologias, incentiva a promogao da saude e fomenta o
bem-estar da populagao. Assim, realinha o seu foco no “cidadao em geral e no doente em

particular”, tornando-se o medicamento um dos meios deste novo objetivo (I).

De um modo geral, o exercicio da pratica farmacéutica podera fazer-se notar em diversas
areas: desde a Farmacia de Oficina, a Farmacia Hospitalar, a Industria Farmacéutica e a
Distribuicao Grossista de Medicamentos até as vertentes de Analises Clinicas, Ensino e
Investigacao. Este largo espetro de atividade veio afirmar a posi¢ao do farmacéutico entre as

restantes profissoes de salide e enfatizar o impactante papel que tem na sociedade.

A Farmacia Comunitaria € o ramo mais representativo da profissao, pelo que se torna
necessaria a execugao de um Estagio Curricular. Este traduz uma importante oportunidade
para a aplicagio das bases adquiridas ao longo do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas (MICF). Ainda, promove o desenvolvimento de capacidades, conhecimentos e
técnicas carateristicas da experiéncia profissional, que, ultimamente, auxiliara a transicao para

o mercado de trabalho.

O presente relatério tem como base o estagio, por mim efetuado, na Farmacia Monte
Formoso (FMF) e pretende destacar os pontos fundamentais dessa experiéncia sob a forma

de uma anadlise SWOT (do inglés, Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats).



|I. Farmacia Monte Formoso (FMF)

A FMF encontra-se na Rua Cidade de Halle, Lote 7/9, cave esquerda, em Coimbra. Iniciou
a sua atividade em 1982 com Propriedade e Diregao Técnica de Dr. Antonio Afonso Oliveira
Ramos e designagao social de Farmacia Oliveira Ramos. Posteriormente, em agosto de 2012,
sofreu alteragao de Propriedade para Elizabete Alves Lopes Baptista e Dire¢ao Técnicade Dr.
Gilberto Gongalo Luis Gaio. A 29 de novembro de 2012 passou a designar-se, oficialmente,

Farmacia Monte Formoso.

Relativamente ao espago, a FMF dispoe apenas de um piso, bastante amplo. Possui uma area
de atendimento ao publico, constituida por trés balcoes e trés gabinetes, onde se prestam
variados servicos farmaceuticos. Ainda, detém um armazém, um laboratério e uma area de
gestao equipada com a biblioteca (que contém toda a documentagao obrigatoria e de recurso
auxiliar a pratica da fungao). Todos estes espagos sao fulcrais para o funcionamento diario da

FMF, que se encontra aberta de segunda a sexta-feira, das 9h as 20h, e sabado das 9h as 14h.

Com uma pequena equipa detentora de um vasto conhecimento técnico e cientifico, uniao
e intercomunicagao adequada, a FMF tem como foco principal o utente, promovendo a correta
dispensa de medicamentos e produtos de saude, complementado com o devido
aconselhamento farmacéutico. Para além disso, presta diversos servigos: preparagao de
medicamentos manipulados, preparagao individualizada da medicagao, administragao de
vacinas e medicamentos injetaveis, determinagao de parametros bioquimicos e fisiologicos,
preparagao de servigos online, organizagao de rastreios e participagao em estudos e projetos

de intervengao comunitaria.

De 28 de maio de 2020 a |8 de setembro de 2020 realizei o meu estagio curricular na FMF,
perfazendo um total de 670 horas, sob a orientagao da Dra. Ivone Rebelo e acompanhada da

restante equipa: Dr. Gilberto Gaio, Dra. Sara Pedro e Dr. Flavio Correia.



2. Analise SWOT

A analise SWOT é uma ferramenta frequentemente utilizada no mundo empresarial para
efetuar uma avaliagao e reflexao criticas. Segundo esta ordem de ideias, esta analise pode ser
aplicada em contexto laboral, explorando os Pontos Fortes (Strengths) e os Pontos Fracos
(Weaknesses) do desempenho de um determinado colaborador, dando-lhe a oportunidade de
manter ou melhorar, respetivamente, as suas agoes e atitudes para o alcance do sucesso.
Ainda, esta ferramenta analisa as Oportunidades (Opportunities) e as Ameagas (Threats) de
situagoes externas que, fora do controlo da pessoa, impulsionarao ou dificultarao o sucesso

da sua atividade (2).

De seguida, inicio a analise SWOT propriamente dita, relativamente ao periodo em que
realizei o meu estagio curricular na FMF. Os tépicos enumerados no Esquema | serao,

posteriormente, explorados com mais detalhe.

PONTOS FORTES PONTOS FRACOS
* Preparagao no MICF. * Limitado Conhecimento das Marcas
« Metodologia de Trabalho. Comerciais e do Aspeto Fisico dos

Medicamentos.

* Desconhecimento de alguns Produtos
Comercializados na Farmacia.

* Dominio de Linguas Estrangeiras.

——— * Falta de Confianca.
A/‘fA
—_— P
OPORTUNIDADES AMEACAS
» Atividades Executadas. * Auséncia do Novo Médulo do Sifarma.
* Formacgoes. * Incorreta Gestao de Stocks.

* Equipa Reduzida.
Filosofia KAIZEN™.

COVID-19 (do inglés, Coronavirus
Disease 2019). I

Esquema | — Andlise SWOT relativa ao estagio na FMF. O presente diagrama reiine, de um modo

bastante organizado e sucinto, os resultados da analise SWOT do estagio na FMF.



2.1. Pontos Fortes

e PREPARACAO NO MICF

Nestes cinco anos em que estudei na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
(FFUC), absorvi uma grande variedade de conhecimentos, nao so cientificos e técnicos, mas
também sobre determinadas capacidades de interagao com os diversos doentes e profissionais

com os quais me irei cruzar no futuro.

No que diz respeito a vertente técnica e cientifica, varios conceitos estiveram presentes
durante todos os momentos do meu estigio, tais como classes farmacoterapéuticas,
mecanismos de agao, possiveis interagoes, contraindicagbes e precaugoes especiais de
utilizagdo, valores de pardmetros bioquimicos, nogio breve do Sifarma 2000°, boas praticas

laboratoriais, condigoes de armazenamento de medicamentos, entre outros.

Relativamente as soft skills desenvolvidas, apliquei o algoritmo de atendimento (identificar o
doente e respetiva patologia, efetuar perguntas exploratorias, inquirir sobre o que ja tomou e
quais os seus problemas de salde) e procurei dirigir-me adequadamente ao utente, em relagao
ao meu tom de voz e postura, de modo a transmitir as informagoes essenciais sobre o
tratamento e medicamentos tomados ao doente, garantindo sempre que se sente confortavel
para esclarecer quaisquer duvidas e para confiar nos seus profissionais de saude. Pus em pratica
o pensamento logico e raciocinio critico perante as diversas situagoes que chegavam a farmacia
e validei as prescricoes com que me deparava, pondo a prova os meus conhecimentos e

detetando algum tipo de erro.

Todas estas bases foram extremamente Uteis para uma adaptagao rapida a realidade do
trabalho, para a preparagao de respostas as diversas situagoes com que me deparei e, de um

modo geral, estar mais confiante e ter sucesso na minha prestagao.

e METODOLOGIA DE TRABALHO

Varios fatores inerentes a minha ética de trabalho contribuiram para o meu sucesso e
destaque neste estagio. Desde ja, a capacidade de rapida integracao na dinamica da equipa, que
me permitiu estar mais a vontade, mais confiante e suportada pelos meus colegas, ao longos
das tarefas que realizei. Ainda, a minha responsabilidade, capacidade de organizagao e atengao
detalhada permitiram-me aprender rapidamente; pro-atividade e agilidade tornaram-me mais
autonoma nas tarefas que realizei; curiosidade e empenho incitaram-me a estudar e melhorar

continuamente as minhas capacidades.



Assim, dei a minha equipa a confianga de que poderiam contar comigo para participar nos
seus esforcos. Por isso, desde o inicio me integraram nas reunioes de equipa, onde diferentes
formas de pensar ajudam a alcangar uma melhor solugao para a situagao dos pacientes.
Comunicavamos entre todos informag¢oes importantes de novas circulares ou atualizagoes de
situagoes especificas de utentes. Discutiamos intervengoes de aconselhamento farmacéutico
menos intuitivas e estratégias de marketing melhoradas. Deste modo, a equipa cresce em
uniao, suportada por uma excelente capacidade de comunicagao e apoio mutuos, promovendo

o melhor servigo aos utentes da FMF.

e DOMINIO DE LINGUAS ESTRANGEIRAS

Saber comunicar com os utentes € um passo fulcral na nossa profissao. Devido ao facto da
FMF se situar nos arredores da rodoviaria e da estacio de comboios Coimbra-B, a afluéncia

de estrangeiros na FMF é consideravel.

O facto de dominar outras linguas, como o inglés e o espanhol, permitiu-me atender
utentes estrangeiros, que nao sabiam a lingua portuguesa, deixando-os a vontade para
explicarem a sua situagao mais confortavelmente. Assim, alcangava uma melhor adesao a
terapéutica pois conseguia transmitir adequadamente as informagdes necessarias, explicando
pormenorizadamente o que tinham a fazer, como tomar a medicagao prescrita e quais os
cuidados a ter. Para além disso, reforgava a boa imagem da FMF, onde esta classe de utentes
poderia estabelecer um porto seguro para esclarecer as suas duvidas e sentirem-se menos

deslocados.

Este contacto com diferentes realidades requer uma constante adaptagao e penso que

demonstrei estar a altura destes requisitos.

2.2. Pontos Fracos

Em diversas situagoes senti que nao estava totalmente preparada para dar resposta ao

utente de forma confiante e segura.

e LIMITADO CONHECIMENTO DAS MARCAS COMERCIAIS E DO ASPETO FISICO
DOS MEDICAMENTOS

Durante o MICF, os professores procuram abordar os firmacos pela Denominagao
Comum Internacional (DClI), evitando referir as marcas comerciais. Esta metodologia nao é

descabida, mas langa-nos no campo de batalha desamparados.



Ainda, Portugal é um dos paises com maior taxa de iliteracia em saude (3).
Consequentemente, muitas vezes o utente nao sabe para que serve o medicamento em causa,
confunde a sua fungao farmacologica, desconhece a diferenga entre marca e genérico e nao
tem nocao da variedade de medicamentos existentes ou mesmo da panoplia de empresas
produtoras de medicamentos. Entao, normalmente pede o que necessita por um nome mal

pronunciado/escrito ou pede por cor e aspeto fisico.

Ora, a deficiente comunicagao entre mim e o utente, que por muitas vezes nao conseguir
fazer entender que medicamento necessitava, gerava constrangimento e dificultava o
atendimento, principalmente no estado inicial do meu estagio curricular. Apesar disso, aprendi
a contornar a situagao, nao so pela gradual aprendizagem das marcas comerciais e respetivos
principios ativos (pela visualizagao e contacto diario com os medicamentos) mas também pela

familiarizacao com o utente e a sua historica clinica.

e DESCONHECIMENTO DE ALGUNS PRODUTOS COMERCIALIZADOS NA
FARMACIA

A farmacia dispoe de um vasto e diversificado catalogo de produtos passiveis de serem
comercializados, muito para além de medicamentos. Sio exemplos os produtos das areas da
dermocosmética, beleza e higiene, material de penso e primeiros socorros, higiene oral,
veterinaria, puericultura, suplementagao e dietética, entre outros. Nestas trés Ultimas, o meu
conhecimento era limitado, nao s6 pelo desconhecimento da existéncia de certos produtos,
mas também pela falta de familiarizagao com os produtos existentes em stock na FMF. Isto
levou a alguns constrangimentos durante os atendimentos onde estes produtos me eram

solicitados, pela dificuldade no aconselhamento e resposta as questoes efetuadas pelos utentes.

A equipa da FMF foi indispensavel para me guiar durante estes atendimentos, dotando-me
com novos conhecimentos e diversas técnicas para ir ao encontro da solicitagao do utente.
Com esta lacuna encontrei um ponto em que poderia melhorar, e com a pratica, consegui
aprender a dar resposta neste tipo de situagoes, apesar de ainda haver muitos produtos que

desconhecgo e que necessitam do meu empenho no seu estudo.

e FALTA DE CONFIANCA

A nogao de que ainda tenho umlongo percurso a percorrer, onde necessito de aprofundar
os meus conhecimentos em varios topicos para exercer um aconselhamento farmacéutico
adequado e, com isso, tornar-me numa boa profissional, e a incapacidade de lidar com utentes

mais dificeis, trazem a superficie a minha inseguranga na minha posigcao como agente promotor
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da saude. Ainda, os pontos fracos anteriormente enumerados culminaram, em certos
momentos, na falta de confianga nas minhas capacidades e conhecimentos. Consequentemente
revelava falta de autonomia em atendimentos mais complicados, necessitando da
intervengao/confirmagao por parte dos farmacéuticos da equipa, tanto para alivio da minha
consciéncia (de que fiz um bom trabalho), como para o alivio do utente, que vai para casa

seguro das informagoes que |lhe transmitiram.

Contudo, nao querendo deixar os utentes inseguros com um atendimento constrangido, e
apoiando-me na relagao forte que estabeleci com os farmacéuticos da FMF, tentei colocar-me
fora da minha zona de conforto, aventurando-me em atendimentos tanto quanto possivel, de

forma a reunir as ferramentas necessarias para transformar este ponto fraco num ponto forte.

2.3. Oportunidades

e ATIVIDADES EXECUTADAS

Iniciei a minha atividade na conferéncia e rececao de encomendas, e consequente
arrumacao dos respetivos produtos, o que permitiu fortalecer a minha familiarizacao com os
medicamentos e produtos de salde, o Sifarma 2000°, o espaco da farmécia e o modo de
operagao da FMF. Também participei em tarefas fundamentais ao bom funcionamento do

servigo farmacéutico, como a gestao de stocks e validades e a realizagao de inventarios.

Com o ganho de autonomia, experiéncia e integragdo na equipa, pude executar o
aconselhamento farmacéutico e a dispensa de medicamentos e produtos de salde, a
preparagao de encomendas online, a gestao de reservas, a gestao de devolugoes, a realizagao
de encomendas instantineas e o contacto telefonico com armazenistas, fornecedores e
utentes. Ainda, pude participar em atividades de maior responsabilidade como a verificagao

do receituario, a faturacao no fim de cada més e o fecho de caixa no fim de cada dia.

No que diz respeito a prestagao de servigos, colaborei no Acompanhamento do Pé
Diabético e Nutricao e na medicao de parametros diversos, tais como pressao arterial,
frequéncia cardiaca, glicémia, colesterol total e triglicéridos. Este tipo de intervengoes permite,
ao farmacéutico, um cuidado mais atento aos seus utentes, avaliando a eficacia e adesao
terapéuticas. Ainda, possibilitam a detecao de qualquer sinal e/ou sintoma alarmante e a
prestagao de um aconselhamento adequado em cada situagao, quer através de cuidados nao
farmacologicos, quer no encaminhamento para o médico sempre que necessario. O objetivo
final sera assegurar o bem-estar do utente e garantir que este conhece e sabe gerir a sua

patologia.



Também tive a oportunidade de acompanhar a Preparagao Individualizada da Medicagao
(PIM), servico que consiste na organizagao, num dispositivo com distintos compartimentos,
das formas farmacéuticas solidas orais apenas, de acordo coma posologia prescrita. Destinado
a utentes em que se verifica uma nao adesio nao intencional, com origem em diversas
situagoes (utentes que possuem esquemas terapéuticos complexos; utentes polimedicados de
forma cronica; utentes com dificuldades cognitivas ou baixa autonomia, entre outros), procura,
juntamente com a transmissao da informacgao adequada — escrita/pictogramas e oralmente —,
a melhoria da adesao terapéutica e a utilizagao correta e racional do medicamento por parte
desses utentes (4). Durante esta atividade pude familiarizar-me com o protocolo da PIM,
constatando a importancia da revisao da medicagao aquando cada preparagao, com o objetivo
de detetar e prevenir interagdes medicamento-medicamento/alimento/suplemento,
duplicagoes terapéuticas, incorreta dose ou posologia, inadequagao terapéutica e necessidade
terapéutica. Ainda, reconheci o valor de uma boa articulagio entre o farmacéutico e os
profissionais de satide. Por exemplo, se o médico prescritor realizar alteragoes na medicagao
de um determinado utente, esta deve ser imediatamente comunicada ao farmacéutico, para

que a implementacao deste servigo continue a ser efetiva.

Igualmente, pude auxiliar na Preparagao de Medicamentos Manipulados?, uma vez que, em
determinadas situagoes, o médico prescritor prefere formulagdes que niao existem no
mercado para uma melhor adequagao ao perfil fisiopatolégico do utente. Colaborei na
preparagao, embalagem e rotulagem de alguns preparados oficinais (Anexo 1), praticando as
minhas habilidades laboratoriais e relembrando as Boas Praticas de Laboratério. Além disso,
aprendi a preencher as fichas de preparagio dos medicamentos manipulados preparados,
incluindo o calculo do respetivo prego e observei o modo de gestao das matérias-primas e

materiais de acondicionamento.

Relativamente a um universo bastante restrito de utentes que habitualmente se dirigem as
farmacias, pude contactar com alguns utentes ostomizados e, portanto, colocar em pratica os
conhecimentos transmitidos pela Dra. Isabel Luz na unidade curricular de Indicagao
Farmacéutica. Na FMF, para além de prestarmos o servico de cortar as placas de ostomia
desses utentes, demonstramo-nos aptos para aconselhar sobre cada produto, sobre o estoma
e a pele peri-estoma e sobre os cuidados a ter na alimentagao e medicamentos. Além disso,
mostramo-nos disponiveis a responder a qualquer ddvida do utente ou cuidador, num espago

mais reservado e onde se sentem mais seguros e menos vulneraveis, com referenciagao a um

! “qualquer formula magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um
farmacéutico” (11).

16



profissional de salde sempre que necessario. Atualmente estima-se que o nimero de pessoas
ostomizadas ronda os 20 mil doentes a nivel nacional (5), e a maioria sente-se estigmatizada,
marginalizando-se da sociedade pela sua condicio de satde. E nossa funcio apoia-los e fazé-
los sentir parte de uma comunidade, referenciando-os para apoio psicolégico ou associagoes

de doentes ostomizados quando necessario.

No inicio do meu estagio curricular na FMF, pude ainda presenciar o funcionamento da
Operacao Luz Verde, que surgiu aquando a primeira vaga de COVID-19 em Portugal, e que
permitiu a dispensa gratuita, através das farmacias comunitarias, de medicamentos de dispensa
exclusiva em farmacia hospitalar. O objetivo deste servigo seria garantir a continuidade
terapéutica destes utentes sem comprometimento da sua saude, pois ao serem utentes mais
fragilizados estaria a colocar-se em risco todas as vezes que se dirigissem as unidades de salide
durante esta pandemia. Ainda, foi uma forma de diminuir potenciais situagoes de contagio e
auxiliar as forcas hospitalares a focarem-se na fase dificil que o nosso pais atravessava nos
meses de abril e maio. Assim, pude observar o protocolo onde o farmacéutico responsavel
contactava o utente, que no nosso caso se dirigia a FMF, e lhe dispensava a respetiva
medicagao, de um modo adequado e confidencial. Ainda, acompanhei o registo informatico e

a comunicagao a Linha de Apoio ao Farmacéutico (LAF) para notificagao aos hospitais (6,7).

Ja na fase final do estagio tive a oportunidade de presenciar a administragao de
medicamentos injetaveis, uma vez que a pandemia se encontrava num estado mais controlado.
Assim, observei como se procedia ao registo da administragao de medicamentos injetaveis no
Sifarma 2000° e testemunhei como se procedia, desde que o utente entrava no gabinete até a
sua saida: iniciar com um conjunto de questoes antes da administragao para averiguar algum
tipo de reacao alérgica e o estado geral do utente no momento, técnicas e cuidados na
preparagao, regras gerais na administragao de vacinas, cuidados pos administragao,
nomeadamente a preparagao para agir em caso de reagao anafilatica. Por ultimo, fui
sensibilizada para a importincia de fomentar a autoavaliagdo do utente, a autogestao de

reagoes adversas menores e a relevancia de relatar problemas mais graves.

Por ultimo, e a titulo de curiosidade, auxiliei na recolha de dados para um estudo interno
com termohigrometros, com o objetivo de monitorizar a temperatura e humidade dos
espacos da farmacia, de modo a garantir um ambiente 6timo ao armazenamento dos

medicamentos e produtos de saude.

Foram varias as tarefas e servigos executados ao longo do meu periodo de estagio na FMF
que, por um lado, me providenciaram uma visao real, nao s6 do funcionamento de uma

farmacia, mas também do trabalho multidisciplinar de um farmacéutico. Por outro,
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prepararam-me com variados conhecimentos e competéncias a nivel profissional, para além
de reforcarem a minha autonomia, espirito de equipa, pro-atividade e responsabilidade. No
fundo, todas estas atividades foram realmente oportunidades para me deixarem melhor

preparada para a minha futura vida profissional.

e FORMACOES

A FMF é bastante proactiva na continua preparagao dos seus colaboradores, pelo que tive
a oportunidade de assistir a algumas formagoes. Tendo em mente o atual estado pandémico
(COVID-19), apenas uma dessa palestras foi presencial, lecionada por uma delegada de
informagcao médica sobre oxigenoterapia. Nao obstante, participei virtualmente, em duas
formagoes, uma sobre a importancia do sono e outra relativa a um produto destinado as
onicomicoses. Complementarmente, tive acesso a diversas formagoes em formato fisico,
circulares e protocolos sobre inaladores em doengas pulmonares, produtos auditivos,
produtos de higiene intima, protocolos de preparagao para o procedimento de colonoscopia,
informagoes sobre a urticaria crénica espontanea. Estas informagoes adicionais foram muito
importantes para o enriquecimento dos meus conhecimentos e melhorar a minha prestagao

no aconselhamento farmacéutico.

A nossa profissao exige uma atualizagao continua dos nossos conhecimentos e capacidades,
pois a area da saude esta em constante evolugao. Para tal, € importante a manutengao deste
habito, investindo na inscricao nos mais variados cursos e formacoes destinadas a melhorar o

nosso servigco farmacéutico.

e EQUIPA REDUZIDA

O facto de a FMF ser composta por uma equipa pequena — e de apenas aceitar um a dois
estagiarios simultaneamente — torna-se numa oportunidade. A FMF depositou em mim uma

forte confianga, integrando-me nas suas atividades como colaboradora da equipa.

A elevada uniao e espirito de equipa da FMF, juntamente com raciocinio e foco mutuos,
permitem o estabelecimento de uma forte comunicagao entre os seus membros. Esta
comunicagao € fulcral para o correto funcionamento das atividades farmacéuticas e um bom

ambiente de trabalho. Isto transparece para os utentes uma forte imagem de confiancga.

A mesma forma de trabalhar entre os diferentes farmacéuticos e o facto de ser a Unica
estagiaria na grande maioria do meu periodo de estagio, permitiu-me ter um ensino continuo

coerente, evoluindo mais rapidamente as minhas competéncias. Além disso, motivou-me a



aprender mais e a desenvolver autonomia, pois tinha mais oportunidade de exercer variadas

fungoes por nao ter outro colega com quem as partilhar.

e FILOSOFIA KAIZEN™

“KAIZEN™ ¢ reconhecido mundialmente como um pilar importante da estratégia
competitiva de longo prazo de uma organizacao” (8). No caso particular da FMF, a
implementagao desta filosofia pretende, com o contributo de todos os membros da equipa,
criar um conjunto de habitos e sistemas que permitam a otimiza¢ao do funcionamento da
farmacia e, consequentemente, do servigo farmacéutico. O objetivo é alcangar um estado de

melhoria continua para dedicar o maximo do tempo e recursos aos utentes.

Exemplificando, a FMF possui um armario com o top 10 de medicamentos mais vendidos
junto da zona do balcao, de modo a minimizar o tempo de recolha da medicagao necessaria
ao utente. Esta pratica nao so6 torna o atendimento mais rapido como também o torna mais
eficaz, pois dedicamos mais tempo ao utente para o aconselhamento e o esclarecimento de

qualquer duvida.

Um outro exemplo da implementagao da filosofia KAIZEN™ ¢é a delegagao das tarefas
semanais e mensais pelos distintos colaboradores, resumidas num quadro presente na zona
de gestao (Anexo Il). Este quadro é organizado por cores para melhorar a percegao do
estado de conclusio dessas mesmas tarefas. Ainda, cada colaborador tem um segundo
responsavel, caso o primeiro esteja ausente e, assim, nao haja falha no sistema. Estas posigoes

sofrem rotagao pois é fulcral que todos os colaboradores saibam realizar todas as tarefas.

Além disso, a equipa da FMF procura realizar, sempre que possivel, reunioes diarias. Nelas,
pretendem transmitir todas as informagoes importantes e necessarias a um trabalho coerente,
desde a transmissao de recados, trespasse de tarefas entre diferentes turnos, comunicagao de
alertas relativamente a atualizagoes ou a situagoes de utentes, conhecimento das campanhas

em vigor e discussao dos objetivos mensais e respetivas estratégias para alcanga-los.

O testemunho da efetivacao da filosofia KAIZEN™ despoletou em mim o exercicio do
espirito de equipa, comunicagao, discussao de ideias e esforgo conjunto em prol do mesmo

objetivo, sendo uma mais-valia no meu estagio.

e COVID-19

Apesar de a pandemia ter provocado imensos efeitos negativos em distintas areas, nao

podemos deixar de retirar, desta experiéncia, aspetos positivos.



Por um lado, colocou a prova a nossa capacidade de adaptagao e reinvengao. Os
farmacéuticos nao baixaram os bragos nem se renderam perante a adversidade, arranjando
solugoes para continuar a fazer mais pelos seus utentes e nao os deixar prejudicados numa
altura de maior necessidade. Exemplos disso sao os atendimentos pelo postigo ou limitagao
do numero de utentes na farmacia com as precaugoes necessarias, entregas ao domicilio aos
utentes de maior risco e/ou infetados, investimento na prestagao dos servigos farmacéuticos

através de plataformas online, por email ou telefone, entre muitas outras intervengoes.

Por outro lado, reforgou a ideia de que o farmacéutico tem um papel fundamental na
prestagao de cuidados de saude e que podera ser um grande aliado do Servico Nacional de
Saude (SNS). Pelo contacto proximo que tem junto da populagao, o farmacéutico demonstrou
ser relevante na disseminagao de informacao fidedigna sobre a pandemia, no ensino da correta
utilizagao da mascara e na sensibilizagao para os habitos de etiqueta respiratoria. Ainda, é de
destacar a distinta colaboragao entre médicos e farmacéuticos no sucesso da Operagao Luz
Verde, mencionada anteriormente, que “Com apenas um més de atividade, prestou assisténcia
a um total de 8.306 utentes, envolvendo 1.980 farmacias comunitarias, 33 servigos
farmacéuticos hospitalares e |5 associagoes de doentes” (9), sendo distinguida com o Prémio
Saude Sustentavel 2020 (10). Mais ainda, os farmacéuticos portugueses proclamam, desde o

inicio, a disponibilidade imediata para o auxilio a administra¢ao da vacina contra a COVID-19.

2.4. Ameacas

e AUSENCIA DO NOVO MODULO DO SIFARMA

O Sifarma é um dos programas informaticos utilizado nas farmacias para exercerem as suas
funcdes. De momento estio a funcionar duas versdes: o Sifarma 2000° e o Novo Médulo de
Atendimento que ainda se encontra em desenvolvimento mas ja em experimentagao nas

farmacias aderentes.

Durante este estigio familiarizei-me apenas com o Sifarma 2000° nas diversas tarefas que
realizei. Por isso, acredito que, por nao ter tido contacto com o novo modulo, que consta ser
mais intuitivo mas suficientemente diferente para necessitar de algum treino, me coloca em
desvantagem perante os colegas que ja o utilizaram, uma vez que quando iniciar a minha

carreira farmacéutica levarei o meu tempo a adaptar-me ao novo layout.

De forma a colmatar esta desvantagem, inscrevi-me no curso de iniciagio ao Novo Médulo
de Atendimento promovido pela Escola de Pos-Graduagao em Saude e Gestao, concluido em

abril de 2020.
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e INCORRETA GESTAO DE STOCKS

A gestao de stocks é um passo fundamental para o bom funcionamento da farmacia. Deve
ser muito criteriosa pois existem muitos medicamentos com o mesmo principio ativo no
mercado. O stock deve conter o minimo de medicamentos possivel, para garantir a
rotatividade do produto, mas em quantidade suficiente para satisfazer as necessidades dos

utentes.

Na FMF deparei-me com duas situagoes que traduziam uma ma gestao dos stocks. Por um
lado, um numero insuficiente de determinados medicamentos e produtos de saude.
Diariamente havia utentes que nao conseguiam levar para casa a medicagao necessaria para a
manutencao da sua saude. Por outro lado, a existéncia de stocks errados, estando indicado no
Sifarma 2000° um ndmero distinto da contagem fisica. Estas situagdes tornam o atendimento

desconfortavel e cadtico, havendo utentes extremamente insatisfeitos.

Pessoalmente, tive utentes inseguros e duvidosos das minhas capacidades pois acreditavam
que seria falha da minha parte, quando os informava, erradamente, que tinha o produto
solicitado disponivel, nao o tendo, afinal. Tal resultava, uma vez mais, no constrangimento do
atendimento e inseguranca por parte do utente. Contudo foi uma boa oportunidade para

desenvolver uma melhor capacidade de comunicagao.

21



Conclusio

O Estagio Curricular € uma vertente necessaria do MICF. Ao longo da nossa formagao
vamos arrecadando um conjunto abrangente de varios conhecimentos, mas estes s6 poderao

ser de valor se os soubermos aplicar num contexto pratico.

Durante o meu tempo na FMF vivi momentos de orgulho por saber aplicar os meus
conhecimentos, momentos de decegao por me sentir impotente, umas vezes em simultaneo,
outras em alternancia. A transigao para o mercado de trabalho é assustadora, uma vez que

rapidamente nos sentimos desamparados. E por isso que esta oportunidade existe, para ser a

nossa “bicicleta com rodinhas”.

Com a realizagao do estagio na FMF pude construir uma visao real da dinamica de uma
farmacia e, com isso, refletir se sera nesta area que quero tornar visivel a minha presenca.
Ora, o segundo ensinamento é que o estagio serve para “testar as aguas”, providenciando-nos
com uma ideia geral de uma (ou algumas) das diversas componentes que constituem o universo

de atuacao do farmacéutico.

Por dltimo, todas as atividades e situagoes em que me envolvi na FMF ofereceram-me
competéncias e conhecimentos especificos da experiéncia profissional, que serao a base para
o crescimento e desenvolvimento da minha carreira farmacéutica. Contudo, nao menos
importante, o Estagio Curricular é, acima de tudo, um momento de reflexao. O farmacéutico
tem um papel excecional e insubstituivel na sociedade, mas para dar o seu melhor, tem de ser
o seu melhor. Ao ser estagiaria na FMF e, com os seus farmacéuticos, formar uma equipa,
pude reconhecer nao s6 os meus pontos fortes, mas principalmente os meus pontos fracos,
as minhas falhas e insegurancas. Fez-me reconhecer que tenho umlongo caminho a percorrer,
tanto como cidada, como profissional. No futuro, espero poder abordar estes aspetos com
uma mentalidade de crescimento, onde os insucessos tém potencial de se tornarem sucessos,
para que possa transformar-me, gradualmente, na melhor versio de mim mesma e,

consequentemente, tornar-me numa farmacéutica consciente e ativa.

Na FMF pude experimentar, errar, aprender, aplicar, conseguir. Tive uma experiéncia

bastante proveitosa, rodeada por uma equipa exemplar a qual estou verdadeiramente grata.
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Anexo lll = Caso Clinico |

Utente idosa, fidelizada na FMF ha muitos anos. Entra na farmacia para efetuar o
levantamento de uma unidade de Clonazepam, farmaco que toma habitualmente para a auxiliar

a dormir.

Aquando o acesso a receita eletrdnica no Sifarma 2000°, reparo que o que se encontra
prescrito é Clonazepam de 2 mg. Comparando com o historico de vendas em nome da utente,
deteto que costuma ser-lhe prescrito Clonazepam 0,5 mg. Perante este dilema, questiono a
utente, com termos leigos, se sabe qual a dosagem que costuma fazer e qual a dose. Em
resposta, refere que habitualmente leva o Clonazepam 0,5 mg e que toma dois comprimidos
ao deitar. Ao aceder a receita da ultima venda, verifico que o que a utente diz é verdade.
Questiono, entao, se o médico prescritor sugeriu alguma alteragao durante a consulta. A
utente declara que nao, que era apenas uma consulta para adquirir uma nova receita.
Acrescenta que a consulta foi por telefone (recordar que esta situagao ocorreu durante a
pandemia), que “o médico perguntou quanto tomava e eu disse-lhe dois”. Portanto, ha
evidéncias de que o médico se podera ter equivocado, pois ao questionar de forma aberta

sobre a dosagem a utente interpretou como o nimero de comprimidos.

A fim de esclarecer a situagao, contactimos o médico prescritor. O mesmo confirma a
existéncia de um lapso no sistema, reenviando outra receita a utente, agora correta. Assim,

pudemos prosseguir com a cedéncia da dosagem correta a utente.

Este caso salienta a o papel fulcral do farmacéutico no acompanhamento atento aos utentes

e destaca a importancia de uma boa interligagao entre os diferentes profissionais de satde.
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Anexo IV = Caso Clinico Il

Em meados de agosto, um rapaz adolescente, acompanhado pelo fisioterapeuta do clube

ao qual pertence, entra na farmacia para obter “algo” para o seu olho.

A primeira vista é notério o evidente edema do olho direito, ja com uma certa dificuldade
em abri-lo. Ao pedir para observar o olho mais de perto, denota-se o inicio da formagao de
pequenas vesiculas tanto na palpebra superior como na palpebra inferior, sem sinal de

vermelhidao da cérnea. Olho esquerdo sem sinais de infegao.

Questionado se experiencia dor, fotossensibilidade, lacrimejo, excregao de fluidos,
alteragoes na visao, apenas responde afirmativamente a primeira opgao. Ainda, pergunto se
tem alguma outra sintomatologia, se tomou ou utilizou algo que nao é habitual, se ja teve algo
semelhante e se mais algum colega de equipa foi afetado. O rapaz responde que nao, que “nao
sabe como aconteceu”. O fisioterapeuta acrescenta que evoluiu de forma rapida, dai a sua

preocupagao em pedir uma opiniao.

O simples facto de existir dor numa afegao ocular implica o encaminhamento para o
médico. Portanto, e com o conhecimento da farmacéutica, redirecionamos o utente para as
urgéncias, para o correto diagndstico e tratamento imediato. Nao lhe dispensamos nenhum
produto para alivio do edema ou da dor, com o intuito de evitar mascarar os sinais e sintomas,

e consequente influéncia do diagnostico.
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Anexo V = Caso Clinico Ill

Utente entra na farmacia, queixando-se de sentir o ouvido entupido e, por isso, nao ouve
muito bem. Ao ser questionada se é s6 num ouvido, responde que sim. Ainda, nega qualquer
dor ou libertagao de fluidos. Observando a orelha, nao aparenta sinais de vermelhidao, edema

ou afecao cutinea.

Aconselho um produto que auxilia a remogao do cerumen, com a indicagao de colocar 3 a
5 gotas por dia, durante 2 a 5 dias. Relativamente a administragao, recomendo amornar o
produto com as maos antes da aplicagao e manter a cabega inclinada apds a instilagao das
gotas. Ainda, no fim devera tapar o canal auditivo com um pouco de algodao embebido em
vaselina (12). Antes de finalizar o atendimento, sugiro que marque uma consulta com o seu
médico, caso nao observe melhoras apos a aplicagao do produto que leva consigo durante o

tempo recomendado.

Utente regressa uns dias depois, agradecendo a amabilidade e atengao prestadas,
informando que a sintomatologia experienciada tinha passado e, portanto, ja se encontrava

bem.
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Abstract

Exosomes are structures with a diameter between 30 and 100 nm, naturally released from
cells and abundant in all tissues and fluids. They are composed of proteins, lipids and nucleic
acids. Initially, it was thought that they had no important function. However, currently they
are of great interest to most researchers due to their predominant role in intercellular

communication.

Therefore, clinical applications have been studied extensively, and this monograph focuses
essentially on exosomes as drug delivery systems in oncology. For this, it is important to
understand its advantages in relation to other nanoparticles and to understand the complex

engineering process for functionalization and targeting to cells.

Finally, it was intended to observe the applicability of these concepts coming to life. Codiak
BioSciences, a pioneer in the development of therapies involving exosomes, have developed a
patented production process — the engEx™ Platform — to optimize the transformation of
exosomes into therapies for diseases that currently have no treatment/have a low success

rate.

Keywords: Exosomes; Extracellular Vesicles; Cancer; Drug Delivery Systems; Loading;

Targeting.
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Resumo

Os exossomas sao estruturas com um diametro compreendido entre 30 a 100 nm,
naturalmente libertados das células e presentes em todos os tecidos e fluidos. Sao compostos
por proteinas, lipidos e acidos nucleicos. Inicialmente, pensava-se que nao tinham nenhuma
funcao importante. No entanto, atualmente sao alvo de grande interesse por parte da maioria

dos investigadores devido ao seu papel preponderante na comunicagao intercelular.

Assim sendo, as aplicagoes clinicas tém vindo a ser estudadas afincadamente sendo que esta
monografia foca-se essencialmente nos exossomas como sistemas de entrega de farmacos na
oncologia. Para isso, é importante entender as suas vantagens em relacio a outras
nanoparticulas e perceber o complexo processo de engenharia para funcionalizagao e targeting

para as células-alvo, com diminuigao dos efeitos off-target.

Por fim, pretendeu-se observar a aplicabilidade destes conceitos ganhar vida. A Codiak
BioSciences, empresa pioneira no desenvolvimento de terapias envolvendo exossomas,
desenvolveu um processo de producao patenteado — a engEx™ Plataform — para otimizar a
transformagao dos exossomas em terapias destinadas a doengas que atualmente nao tém

tratamento/taxa de sucesso reduzida.

Palavras-chave: Exossomas; Vesiculas Extracelulares; Cancro; Sistemas de Entrega de

Farmacos; Loading; Targeting.
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Nota Introdutéria

O cancro é uma patologia de incidéncia global. De um modo geral, nos ultimos anos tem-
se vindo a registar uma elevagao da taxa de incidéncia de tumores, nomeadamente pelo

aumento da esperan¢a média de vida (Servigo Nacional de Saude, n.d.).

Sendo uma patologia extremamente complexa e heterogénea entre os seus diversos
subtipos, o desenvolvimento de terapias com suficiente eficacia e reduzida toxicidade em
tecidos saudaveis é extremamente dificil. Atualmente, as opgoes terapéuticas em vigor sao
limitadas e nem sempre sao totalmente eficazes. Surge entao a necessidade de estabelecimento

de novas abordagens de modo a tentar ultrapassar este obsticulo.

Os Exossomas (EXOs), pequenas vesiculas libertadas pela maioria das células, tém
demonstrado, num vaste leque de artigos, serem suficientemente inovadores para poderem
ser a nova arma terapéutica no combate ao cancro. Por um lado, pela sua competéncia em
veicular moléculas terapéuticas com comprovada eficiéncia, eficacia e seguranga. Por outro,
pela possibilidade de manipulagao laboratorial, dotando-as com capacidades de targeting para

determinada célula-alvo com redugao de efeitos adversos off-target.

A presente monografia tem como objetivo estudar aprofundadamente as diversas técnicas
de manipulagao e produgao dos EXOs como Sistemas de Entregas de Farmacos (DDS, do
inglés Drug Delivery Sistems). Para além disso, tem como finalidade perceber em que situagao
se encontra a investigagao e desenvolvimento de medicamentos contendo Exossomas como

Sistemas de Entrega de farmacos (EXO-DDS), particularmente pela Codiak BioSciences.

I. Contextualizacao Historica

Os EXOs pertencem a uma familia de estruturas denominadas Vesiculas Extracelulares
(EVs), cujas evidéncias primordiais remontam a Teoria da Pangénese, da autoria de Charles
Darwin, na qual alude a existéncia de gémulas, estruturas que partilham carateristicas com as
EVs hoje conhecidas (Liu & Chen, 2018). Particularizando, e no que diz respeito aos EXOs,
uma primeira abordagem a este tipo de EVs podera ser encontrada num artigo de Peter Wolf
(1967), onde destaca um material derivado das plaquetas, mas delas distinto, ao qual deu o
nome de platelet dust (Wolf, 1967). Mais tarde, em 1981, Trams et al. procederam a primeira
descricao dos EXOs (Trams et al., 1981), enquanto Dvorak et al. documentaram a presenga
de EXOs nao s6 em cultura de células (in vitro) mas também em ascites tumorais (in vivo)
(Dvorak et al., 1981). Ora, podemos entao compreender que as EVs nao sao um tépico novo.
Inicialmente considerados lixo celular — pela sua simplicidade, pequenez e fungao desconhecida

— os EVs permaneceram inexplorados (Margolis & Sadovsky, 2019). Recentemente, com o
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reconhecimento da sua potencialidade na comunicagao intercelular, os EVs tém suscitado
distinta curiosidade por parte dos investigadores e cientistas de todo o mundo (Cocucci &

Meldolesi, 2015).

2. Familia De EVs

Segundo a Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV), entendem-se por EVs
quaisquer “particulas naturalmente libertadas de células, delimitadas por uma bicamada lipidica
e sem capacidade de replicagao, isto é, que nao possuem um nucleo funcional” (Théry et al.,
2018). Notoriamente, este termo € extraordinariamente amplo, escondendo em si uma vasta
familia de estruturas membranares que diferem num diverso conjunto de carateristicas, entre
elas o tamanho, a composicgao, a origem celular, a biogénese e a fungao bioldgica (Margolis &
Sadovsky, 2019). De um modo geral, poder-se-a classificar as EVs em trés grupos maioritarios,

baseados na biogénese e no tamanho (Szabo & Momen-Heravi, 2020):

& Microvesiculas — estruturas formadas pelo fendmeno de brotamento (em inglés,

budding) a partir da membrana plasmatica e cujo diametro se encontra entre 100 e 1000 nm;

& Vesiculas Apoptoticas ou Corpos Apoptoticos — estruturas que derivam da

desintegracao da membrana plasmatica aquando um processo de apoptose celular (em inglés,
blebbing, termo intimamente associado a apoptose celular). O seu diametro varia entre 100 e
2000 nm ou 1000 e 5000 nm, consoante se fale de vesiculas apoptoticas ou corpos
apoptoticos, respetivamente. Os ultimos, para além da evidente superioridade ao nivel do

tamanho, apresentam fragmentos de organelos celulares no seu interior;

& Exossomas — estruturas obtidas pela via endossomal. Sao as EVs mais pequenas, com
um didametro compreendido entre 30 e 100 nm e o seu processo de formagao encontrar-se-

a intimamente explanado no subtopico “EXOs: Biogénese e Secrecao”.

Curiosamente, existem outras classificagoes para a familia de EVs. No entanto, é importante
referir que nao existindo transparéncia na definicio de marcadores especificos estabelecidos
entre cada tipo de EVs?, a ISEV recomenda o emprego de “termos operacionais” relativos a
carateristicas fisicas (tamanho, didmetro ou densidade), composi¢ao bioquimica e origem

celular (Théry et al., 2018). Exemplificando, tendo por base a carateristica “tamanho”, utilizar

2 Kowal et al. concluiram que determinados marcadores exossomais, tais como moléculas do Complexo Principal
de Histocompatibilidade ou Proteinas do Choque Térmico 70 estido presentes em todos os tipos de EVs (Kowal
et al, 2016).
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o termo “sEVs” para EVs de menor dimensao e o termo “IEVs” para EVs de maior dimensao,

por forma a distingui-las.

2.1. EXOs: Carateristicas Gerais e Composicao

Tal como as restantes EVs, os EXOs tém origem na maior parte das células® e sio ubiquos,

isto €, encontram-se tanto em circulagao como nos diversos microambientes celulares (Lim &

Kim, 2019).

No que diz respeito a sua composi¢ao, os EXOs apresentam, de um modo geral, proteinas,
lipidos e acidos nucleicos, quer na membrana citoplasmatica, quer no seu interior. A Figura
| apresenta com maior detalhe os diversos tipos de moléculas que estao presentes nos EXOs

e a sua localizagao na estrutura vesicular (Van Niel et al., 2018).

Membrane Lipids Cell adhesion Intracellular | | Cell-type-specific
TR Phasphatidylserine, E.g. integrin, trafficking procemns

Tetraspanins: CD9, CD81 | | cholesterol, lactadherin, ICAM | | E.g. RAB E.g. MHC-I, MHC-IL, APP,
CD63, TSPANG, TSPANS, ceramide and other C?Paaes. PMEL, TCR, FasL, CXCR4,
CD151,CD37,CD53, sphingolipids, LBPA annexing HSPG, CD86, Pre, TER, WNT

Flotilin 1 and 2

Exosome limiting
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.......
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Chaperones
ALIX, TSG101, syntenin,| | HSP70, HSPS0

Nucleic acids
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pyruvate kinase, 14-3-3, G proteins L ) | ubiquitin, clathrin, non-coding RNA:
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YD {and histones|

Figura | — Composicdo detalhada de um EXO. Os EXOs sao constituidos, geralmente, por proteinas,
lipidos e acidos nucleicos. E importante destacar que a sua composigio é variavel, pois dependera da célula de
origem (Wen et al, 2019), das condigdes fisiologicas (Diaz et al., 2016) e da influéncia do ambiente circundante.
Invariavelmente, estas diferengas na composicao influenciarao a fungao dos EXOs e ajudarao no processo de
distingao entre as diversas EVs (Kibria et al, 2018). Adaptado de Niel et al. (2018).

Legenda: ALIX (do inglés, Programmed Cell Death-6 Interacting Protein (PDCD6IP)/ALG-2 Interacting Protein), APP
(do inglés, Amyloid Precursor Protein), CXCR4 (do inglés, C-X-C Motif Chemokine Receptor 4), DNA (do inglés,
Deoxyribonucleic Acid), FasL (do inglés, Fas Ligand), GAPDH (do inglés, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase),
HSP (do inglés, Heat Shock Protein), HSPG (do inglés, Heparan Sulfate Proteoglycan), ICAM (do inglés, Intercellular
Adhesion Molecule), LBPA (do inglés, lysobisphosphatidic acid), MHC (do inglés, Major Histocompatibility Complex),
PMEL (do inglés, Premelanosome Protein), PrP (do inglés, Prion Protein), RNA (do inglés, Ribonucleic Acid), TCR (do
inglés, T-Cell Receptor) TFR (do inglés, Transferrin Receptor), TSG10I (do inglés, Tumor Susceptibility 101), VPS (do
inglés, Vacuolar Protein Sorting).

Nota I: alguns estudos demonstram que alguns miRNA se encontram em maior quantidade nos EXOs em
comparagao com a célula de origem. No entanto, menos do que uma cépia por EXO (Chevillet et al., 2014).

Nota 2: as tetraspaninas CD63, CD81 e CD9 siao vastamente utilizadas como marcadores exossomais (Johnsen
et al, 2014).

3 A titulo de curiosidade, a mesma célula podera produzir varias EVs (Dreyer & Baur, 2016).

39



Para conhecimento complementar, a Vesiclepedia (Pathan et al., 2019) e a ExoCarta
(Keerthikumar et al., 2016) sao bases de dados que reinem informagoes que concernem a

composicao de EVs e EXOs, respetivamente.

2.2. EXOs: Heterogeneidade Dentro Da Subfamilia

Os EXOs poderao demonstrar diferengas ao nivel de varios parametros, tais como

tamanho, conteudo, fungao e origem celular — Figura 2 (Kalluri & LeBleu, 2020).

Size heterogeneity  Content heterogeneity  Functional heterogeneity  Source heterogenaity

[ =] Biomarker: CDG3 Imparts pro-survival Brain-derived
b ﬂﬂ' m F— m signals an ENOSOMIES
D PICIERE il recipiant calls
A0=75nm Protein content "X
EmE O Biomarker: CD9 Imparts pre-apoptotic ERgl Fancreas-
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Figura 2 — Heterogeneidade entre EXOs. A variedade de combinagdes entre os diferentes parametros
referidos anteriormente tornam relevante o estudo e conhecimento dos diversos subtipos de EXOs. Adaptado
de Kalluri e LeBleu (2020).

Em dois estudos distintos (Zhang et al., 2018; Jeppesen et al., 2019), os respetivos
investigadores provaram a existéncia de heterogeneidade exossomal ao identificarem
subclasses de EXOs distintas. Reportaram as proteinas que eram carateristicas de cada grupo,
evidenciando nao sé as diferengas entre eles mas também a falta de transparéncia dos
marcadores exossomais geralmente predefinidos. Ainda, num estudo de Chen et al. foi
evidenciada a secrecao de EXOs distintos, consoante a zona de secrecao na célula em estudo

(Chen et al., 2016).
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2.3. EXOs: Biogénese e Secrecao

De um modo geral, a formagao de um EXO inicia-se com uma primeira invaginagao da
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denominarem-se Corpos Figura 3 - Proc‘ess‘o c.|e biogénese de EX’Os, [’)ormenor da sua
composicao e principais marcadores. Aqui é possivel visualizar a dupla
Multivesiculares (do inglés, invaginagao da membrana citoplasmatica, com criagao de MVBs contendo
. . os futuros EXOs, cujo destino sera destruicdo ou libertagio dos EXOs
Multivesicle Bodies — MVBs), , J . . -
recém-formados no espago extracelular. Relativamente a composi¢ao dos
quando contém um numero EXOs, é possivel observar um desenho do seu aspeto caracteristico. Ainda,
definid q ‘ul € dada énfase a localizagdo celular das moléculas que o constituem (lipidos,
efinido € vesiculas proteinas e acidos nucleicos) e destaque dos principais marcadores

intraluminais (do inglés, exossomais. Adaptado de Kalluri e LeBleu (2020).

Legenda: ALIX (do inglés, Programmed Cell Death-6 Interacting Protein

(PDCD6IP)/ALG-2 Interacting Protein), ARF6 (do inglés, ADP-ribosylation factor

(Kalluri & LeBleu, 2020). 6), DNA (do inglés, Deoxyribonucleic Acid), RNA (do inglés, Ribonucleic Acid),
TSGI10I (do inglés, Tumor Susceptibility 101).

Intraluminal Vesicles — ILVs)
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Na etapa de loading* das moléculas para os ILVs (e respetiva formagio) intervém varios
mecanismos. Por um lado, temos processos dependentes do ESCRT (do inglés, Endosomal
Sorting Complex Required for Transport), uma familia de proteinas organizada em quatro
complexos (ESCRT-0 a ESCRT-Ill) e componentes acessorios, como a ALIX (do inglés,
Programmed Cell Death-6 Interacting Protein) e a VPS4 (do inglés, Vacuolar Protein Sorting).
Inicialmente, ESCRT-0 é responsavel por sequestrar moléculas ubiquitinadas paraa membrana
endossomal, seguido da agao dos ESCRT-I/Il, que provocam a invaginagio da membrana
endossomal, carregando para o interior as moléculas sequestradas. O ESCRT-lll forma uma
estrutura em espiral e a ATPase VPS4 é responsavel pela cisao, formando-se o ILV (Bebelman
et al., 2018). Adicionalmente, ha evidéncias de que uma proteina membranar que possui cadeias
de sulfato de heparano — sindecano — interage com a maquinaria ESCRT, fundando outro
método. Heparanases clivam as cadeias de sulfato de heparano do sindecano, facilitando a
organizagao desta proteina em aglomerados. Nesta nova organizagao, a ligagao a sintetina
(proteina soluvel multivalente) é estimulada. Ora, como a sintetina detém a capacidade de se
ligar a ALIX, estabelece-se, assim, um elo entre o sindecano e a maquinaria ESCRT (Hessvik

& Llorente, 2018).

Por outro lado, temos processos independentes do ESCRT, onde ceramidas’,
tetraspaninas® e a SIMPLE (do inglés, Small Integral Membrane Protein of Lysosomes and Late
Endosomes) estao envolvidos. A ceramida parece contribuir por meio de dois processos: 1) a
esfingomielina é hidrolisada pela esfingomielinase (nSMAse-2) em ceramida, a qual promove a
formagao de microdominios no exterior da membrana endossomal, que provocam uma
curvatura espontanea da mesma, facilitando a invaginagao destas moléculas; 2) a ceramida, ao
ser metabolizada, forma esfingosina-|-fosfato que ativa o respetivo recetor, incitando as
moléculas para o interior das ILVs. As tetraspaninas atuam num mecanismo semelhante,
interagindo entre si e com outras proteinas transmembranares e/ou citosélicas, formando
microdominios que serao posteriormente invaginados para o interior dos MVBs, formando
ILVs (Van Niel et al., 2018). Relativamente a SIMPLE, o seu mecanismo de agao ainda nao esta

completamente esclarecido. Contudo, parece envolver a ligagao da SIMPLE com TSGI101 (do

* Loading engloba a encapsulagio e acoplamento de moléculas de interesse (no interior e/ou na superficie do
EXO, respetivamente).

5 Lipido que consiste na combinagio de esfingosina com um acido gordo (Kumari, 2018).

¢ Familia de proteinas transmembranares que possuem quatro dominios: dois pequenos dominios N- e C- no
citoplasma e dois dominios no espago extracelular. Existem trinta e trés tetraspaninas humanas, das quais a CD9,
a CD63 e a CD8I| constituem importantes biomarcadores exossomais (Gorain et al, 2019; Kalluri & LeBleu,
2020).
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inglés, Tumor Susceptibility 101), ou NEDD4 (do inglés, Neuronal Precursor Cell-expressed
Developmentally Downregulated 4) (Colombo et al., 2014).

De notar que aqui surge uma grande duvida: atuarao os distintos mecanismos
separadamente, formando cada um deles um tipo de MVB com ILVs iguais, isto é, diferentes
subpopulagoes de ILVs com cargas distintas? Ou atuarao concomitantemente, cada maquinaria
destinada para moléculas especificas, formando MVBs com ILVs mistos? Provavelmente sera
uma fusao destas duas possibilidades, estando dependente da célula envolvida (Colombo et al.,

2014; Van Niel et al., 2018).
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Figura 4 — Loading do conteido das ILVs. Varios mecanismos ESCRT-dependente e ESCRT-independente
sao responsaveis pelo loading das moléculas que farao parte dos futuros EXOs. Mais estudos sao requeridos no
sentido de compreender a sua dinamica de intervengao. Adaptado de Colombo et al. (2014).

Legenda: ESCRT (do inglés, Endosomal Sorting Complex Required for Transport), MVB (do inglés, Muttivesical Body),
PM (do inglés, Plasmatic Membrane).

No que diz respeito ao destino dos MVBs, as evidéncias atuais sobre as condi¢oes que
determinam o seu destino sao escassas (Bebelman et al., 2018). Os MVBs podem fundir-se
com autofagossomas ou diretamente com lisossomas, o que resulta na sua destruigao.
Alternativamente, poderao fundir-se com a membrana citoplasmatica da célula, libertando os
ILVs para o exterior como EXOs (Kalluri & LeBleu, 2020). Para que isto acontega, tem de
ocorrer primeiramente um trdfficking anterégrado dos MVBs, isto é, a sua deslocagao em
direcao a membrana citoplasmatica, seguido de um processo de docking. Nesta etapa os
componentes do citoesqueleto (homeadamente as cinesinas) e as Rab GTPases tém um papel
fundamental. Posteriormente, pela agao fulcral das SNAREs (do inglés, Soluble N-ethylmaleimide-

sensitive factor attachment protein receptor), ocorrera a fusio da membrana dos MVBs com a
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membrana citoplasmatica. Finalmente, as ILVs sao libertadas no espago extracelular, sendo

agora denominadas EXOs (Bebelman et al., 2018; Mathieu et al., 2019).

Em suma, a biogénese de EXOs é um processo extremamente complexo. Fatores internos
(tipo de célula e moléculas a serem incorporadas nos ILVs) e fatores externos (hipoxia e
malnutricao celular)(Hessvik & Llorente, 2018; McAndrews & Kalluri, 2019) obrigarao a célula
a regular o processo de biogénese, que afetara consequentemente, a quantidade e o subtipo
de EXOs secretados. Ainda, foram estudas intervengdes que afetam o funcionamento e
dinamica das maquinarias de loading do conteudo dos EXOs, pontos fulcrais na regulagao da
biogénese, para perceber o seu impacto na geragao, composicao e secrecio dos EXOs

(Colombo et al., 2013; Villarroya-Beltri et al., 2016; Van Niel et al., 2018; Mathieu et al., 2019).

2.4. EXOs: Funcoes

Apos secrecao, os EXOs vao atuar na célula-alvo. Os mecanismos envolvidos neste
processo ainda nao estao completamente caracterizados, mas implicam, num passo inicial, o
targeting da célula-alvo. De seguida, ocorre a interagao entre os EXOs e a célula-alvo, que
podera ser especifica (mediada por recetores) ou inespecifica. Por fim, sucede-se a entrega da
carga (a superficie ou por internalizagao), instigando na célula uma alteracao, que podera ser
fisiologica ou fenotipica. Assim, os EXOs passam a ser os grandes protagonistas da ciéncia e
inovagao da atualidade pois exercem um papel extraordinariamente relevante na comunicagao

intercelular (Bebelman et al., 2018; Lim & Kim, 2019; Mathieu et al., 2019).

Na doenga oncolégica, os EXOs provocam, de um modo geral, efeitos negativos.
Exemplificando, varios estudos demonstram que determinados EXOs despoletam neoplasias
e metastases (Elmageed et al., 2014; Melo et al., 2014; Fong et al., 2015) ou promovem a
sobrevivéncia tumoral e a resisténcia aos tratamentos quimioterapicos (Sansone et al., 2017;
Binenbaum et al., 2018). Felizmente também ha evidéncias de atividade antitumoral, tal como

explorado no estudo de Plebanek et al. (Plebanek et al., 2017).

Além disso, os EXOS também exercem o seu papel noutras areas como, por exemplo, no
parto (Menon, Debnath, et al., 2019; Menon, Dixon, et al., 2019; Sheller-Miller et al., 2019), na
resposta imunitaria (Cheng & Schorey, 2019), em patologias pulmonares (Genschmer et al.,
2019), em doengas neurodegenerativas (Soria et al., 2017; Yuan & Li, 2019), em enfermidades
cardiacas (Mayourian et al., 2018), no metabolismo (Castano et al., 2018), na homeostase

celular (A. Takahashi et al., 2017), entre outras.

No tépico “EXO-DDS Na Area Da Oncologia”, sera explorado mais aprofundadamente as

fungoes dos EXO-DDS no cancro.
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2.5. EXOs: Potenciais Aplicagdes Clinicas

Com todos estes novos conhecimentos sobre os EXOs, o seu valor clinico comecou a ser
explorado. Percebeu-se que estas vesiculas tém utilidade nos campos de diagnostico (pela
exploracao do contelldo exossomal e estabelecimento de biomarcadores), terapia (pelas suas
fungoes intrinsecas ou pela possibilidade de manipulagao, tornando-se veiculos de entrega de

moléculas ativas), prognostico e monitorizagao clinica (Lim & Kim, 2019).

De um modo geral, os EXOs sao explorados para uma vasta area de patologias, entre elas
o cancro, as doengas neurologicas e afegoes imunologicas. Particularizando, os EXOs vieram
revolucionar o diagnéstico do cancro. O estudo do conteudo gendémico e protedomico de
células, DNA e EXOs tumorais circulantes (técnica denominada biopsia liquida) permite gerar
informagao mais detalhadas sobre um determinado cancro, comparativamente a biopsia
usualmente utilizada, que muitas vezes nao faz jus a complexidade desta patologia (Palmirotta

et al., 2018).

Ainda, relativamente a aplicagao terapéutica, e a titulo de exemplo, num estudo feito por
Saari et al., EXOs derivados de células tumorais prostaticas foram modificados de forma a levar
no seu interior Paclitaxel, observando-se um aumento da citotoxicidade deste farmaco (Saari
et al., 2015). Em seguida iremos analisar detalhadamente de que forma surgem os EXOs como

veiculos de material terapéutico e as etapas mais importantes na sua engenharia.

3. Exossomas Como Sistemas De Entrega De Farmacos (EXO-DDS)

Inicialmente utilizaram-se lipossomas, nanoparticulas e polimeros como DDS’. Pretendia-
se obter melhores resultados em determinados parametros (como a solubilidade, estabilidade
ou eficacia) de moléculas que outrora foram consideradas em modelos terapéuticos mas que
nao obtiveram sucesso (Das et al., 2019). Apesar de bem-sucedidas, a formacao de protein
corona® e opsonizagiao’ conduziam a uma rapida clearance e consequente redugao do tempo
de circulagao na corrente sanguinea. Ainda, aquando a adsor¢ao das proteinas a superficie das
vesiculas artificiais, verificavam-se alteragoes conformacionais e funcionais nelas, responsaveis

por episddios de toxicidade (Peng et al., 2013).

’Sio quaisquer tipo de tecnologias que permitem a entrega de determinadas moléculas terapéuticas, segundo
libertagao controlada e/ou vectorizagiao para alvos (sub)celulares especificos (National Institute of Biomedical
Imaging and Bioengineering, n.d.).

8Fendmeno caraterizado pela revestimento da vesicula artificial pelas proteinas plasmaticas, perdendo a sua
identidade e provocando uma modificagao da resposta bioldgica (Peng et al., 201 3).

? Adsorgao de proteinas denominadas opsoninas na superficie da vesicula artificial, marcando-a para colheita pelo
sistema fagocitario (Peng et al, 2013).
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Os EXOs, pelas carateristicas e fungoes anteriormente enumeradas, tornam-se a nova
aposta como DDS. Ohno et al. analisam a utilizagao de EXOs como veiculos de terapias de
substituicao baseadas em miRNA em varios cancros (Ohno et al., 2013). Ainda, Malhotra et al.
corroboram a superioridade da tecnologia DDS com exossomas versus a simples entrega de
moléculas na célula através de recetores membranares (Malhotra et al., 2016). Apesar dos
EXOs possuirem uma estrutura semelhante as vesiculas artificiais, apresentam variadas
vantagens sobre as ultimas. Os EXOs mostram-se mais biocompativeis pela sua origem
endogena e nao provocam citotoxicidade nem ativagao da resposta imunoldgica, ao contrario
das vesiculas artificiais (Rosas et al., 2016; Zhu et al., 2017; Mendt et al., 2018). Ainda, os EXOs
apresentam a capacidade de atravessar capilares fenestrados pelo seu reduzido tamanho.
Particularmente, Yang et al. descrevem a capacidade de exossomas com origem em células
endoteliais cerebrais e células de glioblastomas entregarem terapia antitumoral em células
cerebrais, atravessando a Barreira Hematoencefalica (BHE), conhecida por ser um grande
obstaculo no desenvolvimento de terapias (Yang et al., 2015). Num estudo efetuado por
Kamerkar et al., os EXOs demonstraram ser mais eficientes e mais eficazes que os lipossomas,
nas mesmas condigoes de loading (Kamerkar et al., 2017). Além disso, os EXOs apresentam
longos periodos de circulagao: por um lado por possuirem um potencial zeta praticamente
nulo, nao agregando com as proteinas circulantes; por outro, pela capacidade de evasao das
células do sistema imune (por exemplo, pela presenga da proteina CD47 na sua estrutura
(Kamerkar et al., 2017)). Os EXOs possuem um citoesqueleto deformavel, intensificando a sua
integridade, resisténcia e uptake pelas células recetoras. Também tém a capacidade de aceder
a rede de nanotubulos da célula, entregando a sua carga no sitio-alvo a um nivel mais profundo
(Hood, 2016). Finalmente, os EXOs tém a capacidade de se dirigirem a um determinado tipo
de células-alvo, baseado no tipo de tetraspaninas que estao presentes na sua estrutura (Rana

et al., 2012).

De seguida, sao apresentados e explorados os passos a ter em conta na obtengao de EXO-

DDS.

3.1. Selecdo Da Célula De Origem

Como referido anteriormente, os EXOs siao produzidos pela grande maioria das células e
encontram-se biodistribuidos praticamente em todos os fluidos corporais. A sua composigao
reflete a célula-mae que |lhe deu origem, pelo que EXOs de diferentes origens detém
carateristicas distintas e, portanto, fungoes e resultados diferenciados (Liao et al., 2019). Para
além de EXO-DDS com garantida eficacia e seguranga, é decisiva, nesta etapa, a produgao

numerosa, reproducao a escala industrial, custo-efetividade e eficiéncia de loading. Sao
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vulgarmente utilizadas como células produtoras de EXOs as HEK'® (Rosas et al., 2016), as
células estaminais mesenquimais (R. C. Lai et al., 2012; Mendtet al., 2018), as células dendriticas
(Romagnoli et al., 2015), as células imortalizadas — todavia, poderao ter tendéncia
carcinogénica — (R. C. Lai et al., 2012; Zhu et al., 2017), plantas (ClinicalTrials.gov, n.d.), frutas
(Q. Wang et al., 2015) e alimentos — surpreendentemente, EXOs derivados do leite
aparentemente apresentam sozinhos alguma atividade anti-inflamatoéria, antitumoral e

antiproliferativa (Munagala et al., 2016, 2017).

Igualmente, as células tumorais sao extensamente utilizadas para produgao de EXOs
terapéuticos. Num estudo efetuado por Morishita et al, a co-entrega, em células
apresentadoras de antigénios (APC), de EXO derivados de células tumorais (que apresentam
antigénios tumorais da célula de origem) com um imunoestimulador, aumenta
significativamente a capacidade das APC em apresentar antigénios tumorais, induzindo uma
resposta imunologica especifica e potente para aquele tumor (Morishita et al.,, 2016). Um
estudo muito semelhante por Mahaweni et al. corrobora a afirmagao anterior (Mahaweni et
al., 2013). Contudo, a utilizagao destes EXOs devera ser sujeita a um intenso escrutinio, pois
ha possibilidade de originar fendbmenos de tumorigénese, como reprogramacgao de células
normais adjacentes a células tumorais, angiogénese, metastase e imunossupressao (Harris et

al., 2015; Morishita et al., 2016; Whiteside, 2016).

Assim, é importante conhecer que carateristicas sao pretendidas para o DDS em

desenvolvimento para assegurar a selegao ideal da célula de origem produtora desses EXOs.

3.2. Isolamento e Purificacao Dos EXOs

O primeiro passo exige a colheita da matriz onde se encontram os EXOs. Os objetivos
incluem separar os EXOs de outros componentes da matriz, aos quais chamaremos
contaminantes (isolamento) e separar os EXOs de outras EVs ou nos seus subtipos, consoante
a rigorosidade do estudo (purificagao) (Théry et al., 2018). Para efetuar o isolamento e
purificacdo dos EXOs existem diversos métodos, cada um com as suas vantagens e

desvantagens (Li et al., 2017).

A ultracentrifugagao diferencial € o método tradicionalmente utilizado. Porém, possui como
desvantagens a co-precipitagao dos EXOs a isolar e purificar com contaminantes e a disrupgao

nao transitoria da integridade da membrana exossomal. Esta dificuldade podera ser

' Linha celular constituida por células renais pertencentes a um embriio humano.
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ultrapassada com a utilizagdo de um gradiente de sucrose, juntamente com uma etapa de

ultracentrifugacao (Gupta et al., 2018).

Outro método conhecido é a cromatografia de exclusao de tamanhos, com a separagao
precisa dos conteudos consoante o tamanho. A sua grande vantagem é a menor probabilidade
de deformagao definitiva dos EXOs, recorrentemente observada na centrifugagao. Beads
heteroporosas encontram-se no interior da coluna e retém os contaminantes de menor
tamanho. Os EXOs, como possuem um tamanho superior aos poros das beads, eluem
primeiramente. Em contrapartida, esta técnica requer muito tempo para decorrer (Das et al.,

2019).

A separagao imunoldgica é também utilizada, tirando partido dos biomarcadores
conhecidos dos EXOs, como as tetraspaninas CD9, CDé63 e CD8I|. Utilizando beads que
apresentam na sua superficie anticorpos dirigidos as proteinas mais conhecidas dos EXOs, é
possivel um isolamento direto, a partir do sobrenadante da cultura de células produtoras de
EXOs. E um método mais simples, pois requer menor manuseamento da amostra e passivel

de ser automatizado com técnicas de imunoensaio (KW & Kierulf, 2015).

A filtragao permite a separa¢ao dos EXOs dos restos celulares e contaminantes, baseada
no tamanho. E um método bastante rapido, mas que implica perdas por retencio nos poros

dos filtros (Grant et al., 201 I).

Curiosamente, surgem Kits pré-fabricados, muito utilizados em produgoes em larga escala.
Utilizam um polimero com o qual a matriz contendo os EXOs é incubada, resultando na
precipitagao dos EXOs. Normalmente recorre-se a centrifugagao para separar os EXOs
precipitados. Os Kits pré-fabricados sao extremamente vantajosos pois possuem uma boa taxa
de recuperacao de EXOs purificados, sao simples e custo-efetivos (exosome isolation | Thermo

Fisher Scientific, n.d.; Exosome Isolation Kits & Products | System Biosciences, n.d.).

De notar que um isolamento e uma purificagao absolutos sao inalcangaveis. A selecao das
técnicas a aplicar devera permitir uma otimizagao do processo de isolamento e purificagao
com uma qualidade suficientemente rigorosa para encontrar os objetivos do estudo para o
qual se destinam. Microscopia Eletrénica, Citometria de Fluxo, Western Blot, entre outras, sao
técnicas que permitem observar a integridade e qualidade dos EXOs e a eficiéncia de separagao

(Witwer et al., 2013).
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3.3. Eleicao Da Carga a Inserir Nos EXOs

A estrutura esférica dos EXOs permite a incorporagao tanto de moléculas hidrofilicas
como de moléculas hidrofobicas. Esta evidente capacidade de loading incitou ao estudo de

EXO-DDS, por forma a incorporar neles a mensagem que se quer transmitir as células-alvo.

Varias moléculas associadas aos EXOs demonstraram os beneficios desta inovacao. As mais
estudadas sao iRNAs (do inglés, interfering Ribonucleic Acids), com agao fulcral na terapia génica,
um campo amplamente estudado nos dias de hoje. Os seus problemas de instabilidade na
corrente sanguinea, por rapida degradagao, sao ultrapassados quando estas moléculas sao
incorporadas em EXO-DDS (Ozpolat et al., 2014). Exemplos de iRNAs sao siRNAs (do inglés,
small interfering Ribonucleic Acids), shRNAs (do inglés, short hairpin Ribonucleic Acids) e miRNAs
(do inglés, micro Ribonucleic Acids). EXOs modificados para entregar as células-alvo RAD5 |-
siRNAs e RAD52-siRNAs demonstraram ser eficazes in vitro na sua entrega, com silenciamento
génico e resultados benéficos no controlo de células tumorais (Shtam et al., 2013). Além disso,
em doencas crénicas como a Hepatite C, uma agao terapéutica duradoura é o ideal, e este
efeito é conseguido com a administragao de vetores contendo shRNAs em oposicao aos
siRNAs que tém acao mais curta (Pan et al., 2012). Um outro estudo na area da dermatite de
contacto expoe a modificagao de EXOs para entregarem mi-RNA 150 em células T, inibindo-

as (Bryniarski et al., 2013).

Também se utilizam EXO-DDS na entrega de proteinas. Por exemplo, no estudo de Haney
et al., os investigadores optaram por efetuar o loading de catalase em EXOs por métodos
exogenos, resultando numa redugao nos niveis de stress oxidativo e prevalentes efeitos
neuroprotetores in vivo e in vitro em modelos de Doenga de Parkinson. A encapsulagao da
catalase nos EXOs impediu a degradagao desta enzima, preservando a sua atividade catalitica

(Haney et al., 2015).

Ainda, outras moléculas sao estudadas para incorporagao em EXO-DDS. Exemplificando,
a curcumina € um composto amarelado presente em rizomas da espécie Curcuma longa. Possui
efeitos anti-inflamatorios e anti-oxidativos comprovados. Contudo, fatores como fraca
absor¢ao e rapida clearance colocam um obstaculo na sua aplicagao clinica. A sua incorporagao
em EXOs soluciona estas dificuldades e promove efeitos anti-inflamatorios e anti-oxidativos.
Ainda, é possivel o targeting das células-alvo por funcionalizagao da superficie dos EXO-DDs,

reduzindo os efeitos adversos e entregando eficazmente a curcumina nas células-alvo (Kalani

& Chaturvedi, 2017; Sun et al., 2010).
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Beneficios semelhantes sao observados com o loading de citostaticos em EXO-DDs (Jang
etal., 2013; Kimetal.,, 2018; Tian et al., 2014). O cancro é uma patologia que exige formulagoes
que evitem a ativagao da resposta imunologica e que sejam dirigidas ao tumor, com elevada
taxa de entrega de farmaco no alvo terapéutico para uma melhor eficacia e reduzida toxicidade

por agoes off-target.

Igualmente, utilizam-se EXO-DDS com o propésito de efetuar o tracking de EXOs in vivo

ou in vitro, possivel pela incorporagao, na sua estrutura, de componentes tipicos de imagiologia

(C. P. Lai et al., 2014; ). Wang et al., 2016; Oosthuyzen et al., 2013).

3.4. Loading De Moléculas Terapéuticas Em EXO-DDS

A manipulagao de EXOs devera ser cuidadosa, pois determinara o sucesso da sua
performance como DDS. O loading de moléculas terapéuticas em EXO-DDS inclui
manipulagao in vivo e in vitro, correspondendo respetivamente, durante e apos a biogénese de

EXOs.

3.4.1. Loading De Moléculas Terapéuticas In Vitro (Loading Ex6geno)

Estas metodologias sao indicadas em situagoes onde ha uma pré-produgao de EXOs e
respetiva purificagio. Em seguida encontram-se explanados detalhadamente os varios

procedimentos de loading exogeno.

A eletroporagao é uma técnica que utiliza uma corrente elétrica para estimular a formagao
de pequenos poros transitorios (I nm de diametro) nos EXOs, permitindo a entrada das
moléculas terapéuticas. E extensamente utilizada no loading de moléculas grandes, pois a sua
difusao através da bicamada lipidica dos EXOs nao é espontanea. Infelizmente, a eletroporagao
tem repercussoes ao nivel da integridade estrutural dos EXOs, que culmina recorrentemente
em agregados. A boa noticia é que esta desvantagem pode ser contornada pela utilizagao de

um tampao enriquecido com trealose'' (Hood et al., 2014; Johnsen et al., 2016).

Na sonicagao, os EXOs sao incubados com as moléculas terapéuticas de interesse e uma
sonda aplica ondas sonoras na mistura. Consequentemente é gerada uma forga de
cisalhamento, que provoca a disrupgao da integridade da membrana e permite a entrada das
moléculas nos EXOs. Possui, como grande vantagem, a elevada capacidade de loading.
Contudo, ha comprometimento da integridade da membrana dos EXOs, tal como observado

na eletroporagao, e ha uma libertagao inespecifica do fairmaco em dois tempos, pois as

' Dissacarideo (duas unidades de glucose ligadas por uma ligagdo alfa). Estabiliza os lipidos da membrana e p revine
a fusdo de bicamadas lipidicas entre exossomas (Johnsen et al., 2016).
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moléculas nao so sao incorporadas no interior dos EXOs mas também aderem a sua superficie

(Kim et al., 2016).

A extrusao é um processo muito semelhante ao anterior, mas recorre a uma seringa de
extrusao com uma membrana porosa de 400 nm para promover o loading dos EXOs. Tal
como a sonicagao, possui elevada capacidade de loading. Em contrapartida, também
compromete a integridade da membrana dos EXOs, com alteragio do seu potencial zeta

(Fuhrmann et al., 2015).

Na incubagao, exossomas produzidos por um determinado tipo de células sao colhidos e
colocados num meio enriquecido com as moléculas terapéuticas e incubados por um
determinado tempo e temperatura. A sua eficiéncia depende do carater hidrofobico da
molécula terapéutica. Quanto mais hidrofébico, maior capacidade de difusao (a favor do
gradiente de concentragio) para o interior dos EXOs. E um método bastante simples e custo-
efetivo. No que diz respeito a desvantagens sao de referir a incapacidade de loading de

moléculas hidrofilas e a reduzida capacidade de loading (Das et al., 2019).

Ciclo de congelagao/descongelagao € uma metodologia que consiste na incubagao, por um
determinado periodo a temperatura ambiente, dos EXOs com as moléculas terapéuticas.
Posteriormente, sucede-se uma etapa de congelagao (a uma temperatura de 80°C negativos
ou recorrendo a azoto liquido), seguida de descongelagao. O ciclo é repetido o numero de
vezes necessarias a otimizacao do método, com um minimo de trés ciclos. A eficiéncia de
loading é maior quando comparada com a incubagao, mas menor comparativamente a
sonificacio e a extrusio. A semelhanca das Ultimas técnicas, o ciclo de
congelagao/descongelagao promove agregacao dos EXOs, o que constitui uma desvantagem

(Sato et al., 2016; Das et al., 2019).

A incubagao com permeabilizantes € um método que utiliza um surfactante como, por
exemplo, a saponina. Esta cria poros ao interatuar com o colesterol da membrana exosomal,
aumentando a permeabilidade e, consequente, a eficiéncia de loading, comparativamente a
técnica de incubagao. A saponina também auxilia a incorporagao de moléculas hidrofilas e, ao
contrario de técnicas anteriores, nao provoca alteragao da membrana dos EXOs. De notar
que a utilizagao da saponina requer especial aten¢ao, uma vez que podera causar eventos de
toxicidade e hemolise, pelo que o seu uso devera ser limitado e sempre seguido de processos

de purificagao (Podolak et al., 2010; Das et al., 2019).
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A transfe¢ao baseada em reagentes quimicos nao € muito fidedigna no sentido em que o
processo de loading nao é controlado. S6 existem dois estudos com a aplicagao desta técnica

(Wahlgren et al., 2012; Shtam et al., 201 3).

Para modificagoes a superficie dos EXOs, é comummente utilizada uma técnica de nome
Cicloadigao Azida-Alcino (click chemistry, em inglés). Consiste numa reagao entre um alcino,
previamente acoplado a superficie do EXO, e uma azida — presente na molécula a adicionar
ao EXO, podendo ser, entre outras, anticorpo ou peptideo —, culminando na formagao de
uma ligacao triazol. Ainda, esta reagao normalmente ocorre na presenca de um catalisador
(cobre) (Smyth et al., 2014), mas também podera suceder na sua auséncia (C.-F. Wang et al.,
2014). Esta reacao é altamente eficiente, sem impacto negativo a nivel estrutural ou funcional
do EXO, nem alteragoes na extensao de ligagao entre exossomas e célula recetora (Smyth et

al., 2014).

Também se pode recorrer ao conceito de interagoes eletrostaticas multivalentes. Num
estudo de Nakase e Futaki, estes obtiveram um complexo entre EXO, lipidos cationicos e um
peptideo fusogénico sensivel a variagdes no pH levam a um melhoramento do uptake desses

EXO pela célula-alvo e libertagao da sua carga (Nakase & Futaki, 2015).

Adicionalmente, Qi et al. basearam a sua estratégia na Ligagdo recetor-ligando.
Nanoparticulas com propriedades magnéticas sao conjugadas com moléculas de transferrina,
que por sua vez, sao conjugadas com EXOs pela sua ligagdo aos recetores de transferrina
presentes na sua superficie. Ainda, promoveram a entrada de Doxorrubicina nos EXOs
recentemente desenhados. Pela aplicagao de um campo magnético exterior, estes EXOs vao
acumular-se no cancro pois a neovascularizagao e angiogénese, carateristicas da tumorigénese,
apresentam menores fluxos sanguineos quando comparados com outras areas vascularizadas.
Assim aumenta-se a concentragao de farmaco no tumor e pela sua agao controla-se o seu

crescimento (Qi et al., 2016).

De um modo geral, estas técnicas de modificagao a superficie dos EXOs sao efetuadas com
dois objetivos. Por um lado, para a funcionalizagao dos EXOs, pela integragao de determinadas
moléculas que possuem recetores nas células-alvo. Isto permite uma interagao especifica entre
os EXOs e as células-alvo, afetando, portanto, a biodistribuicao destes EXOs (Ohno et al.,
2013). Essa funcionalizagao também podera ser otimizada, como por exemplo, com a
glicosilagao dos peptideos para prevenir a sua degradacao (Hung & Leonard, 2015). Por outro

lado, para o rastreamento dos EXOs com agentes fluorescentes, radioativos ou de imagiologia
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de ressonancia magnética (Smyth et al., 2014). Lai et al. desenvolveram um método nao invasivo
e altamente sensivel e versatil de imagiologia in vivo — EVs possuindo uma Luciferase e um
dominio aceitador de Biotina conjugados, que permitem, respetivamente, o rastreamento por
bioluminescéncia (quando combinados com a Luciferina Coelenterazina, substrato da
Luciferase) e por tomografia molecular de fluorescéncia (quando conjugada com Streptavidina
previamente marcada). Esses EVs também permitem o rastreamento da sua biodistribuigao e

clearance (C. P. Lai et al., 2014).

3.4.2. Loading De Moléculas Terapéuticas In Vivo (Loading Endégeno)

Esta é uma vertente bastante apelativa, nao so pela sua relevancia clinica (por ser in vivo)
mas também pela auséncia de necessidade de produgao prévia de EXOs em larga escala, como
acontece no loading exdgeno. A incorporagao das moléculas terapéuticas de interesse ocorre
durante a biogénese de EXOs, sendo o produto final o EXO-DDS idealizado. Normalmente
aplicado para proteinas citosolicas ou transmembranares, pois ja serao integradas nos EXOs
no processo natural de biogénese, e ainda para moléculas de elevado peso molecular — estando
dificultada a passagem através da bicamada lipidica dos EXOs, é preferivel fazé-las “nascer”

dentro deles (Johnsen et al., 2014; Lim & Kim, 2019).

A transfecio das células de origem é uma técnica na qual vetores ou pré-miRNAs'? sio
introduzidos nas células de origem, incitando a expressao exacerbada de um produto de um
gene (molécula de interesse), o qual que sera incorporado durante a biogénese dos EXOs. E
um método bastante efetivo, mas que implica muito tempo e trabalho despendidos. A titulo
de exemplo, num estudo efetuaram a transfegao de células mesenquimais com um plasmideo
contendo o gene responsavel pela expressao de miR-146. Observaram uma redugao da
proliferagao tumoral, pelo que se perceberam que as células produziram EXOs contendo miR -

|46 e que estes exerceram a sua fungao nas células-alvo (Katakowski et al., 2013).

A incubacao das células de origem com moléculas terapéuticas constitui outro método de
loading endégeno. Num estudo de Pascucci et al, células mesenquimais foram pré-tratadas
com uma elevada concentragao de Paclitaxel. Observou-se que a concentragao do farmaco
aumentou no citoplasma dessas células e que o Paclitaxel é incorporado nos EXOs secretados,

sendo estes Ultimos detentores de uma forte atividade anticancerigena (Pascucci et al., 2014).

Concluindo, existem varios métodos de loading dos EXO-DDS. Ponderando as suas

vantagens e desvantagens, o grande objetivo (e desafio) sera atingir uma elevada eficiéncia de

12 Pré-miRNAs sio os precursores dos miRNAs (Zang, 2013).
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loading sem causar modificagoes estruturais e composicionais significativas nos EXOs. Ainda,
deverao ser estudados mecanismos de otimizagao dos efeitos indesejados provocados pela
aplicagao destas técnicas, ao nivel das carateristicas dependentes do método de preparagao,

tais como tamanho, morfologia e estabilidade.

3.5. Administracao Dos EXO-DDS

Existem variados métodos de administracao de EXO-DDS sendo a via sistémica a mais
frequentemente utilizada (Alvarez-Erviti et al., 201 1; Y. Takahashi et al., 2013). No entanto,
procuram-se alternativas de modo a tornar a administragado dos DDS mais seletiva. No
contexto da oncologia, quando a zona do tumor ¢é acessivel, é preferivel a via intratumoral
uma vez que a terapéutica € dirigida, € mais seletiva, evitando efeitos adversos (Kosaka et al.,
2012). Num estudo efetuado por Mizrak et al.,, microvesiculas modificadas foram injetadas no
tumor, ao mesmo tempo que era administrado via intraperitoneal um profarmaco, resultando

positivamente na regressao e inibicao de crescimento do tumor (Mizrak et al., 2013).

Ainda, outras vias foram exploradas para a entrega de EXO-DDS: oral (Ju et al., 2013),
subcutanea (Lee et al., 201 1), intraperitoneal (Kosaka et al., 2012), intraventricular (Grapp et
al., 2013) e intranasal (Zhuang et al., 201 |; Perets et al.,, 2018). Esta Gltima é curiosamente
interessante, pois a via intranasal é pratica, nao invasiva e promissora para a entrega de
farmacos destinados ao Sistema Nervoso Central (SNC) — ou pela transposi¢cao da camada
epitelial para a corrente sanguinea, evitando metabolismo intestinal e hepatico; ou pelo
transporte pelas células nervosas olfativas, quando o farmaco ultrapassa a BHE e entra
diretamente no cérebro. Contudo, é importante notar que apenas uma pequena parte do
farmaco administrado por via intranasal alcanga o cérebro. A administragao intranasal de EXO-
cur ou EXO-JSII24 (anti-inflamatérios), no estudo de Zhuang et al. foi bem-sucedida, com um

rapido movimento dos EXO-DDS para o cérebro, | h apds administragao intranasal.

4. EXO-DDS Na Area Da Oncologia

O cancro é uma patologia com carateristicas muito complexas. A sua incidéncia tem vindo
a aumentar todos os anos, tendo sido registados, em 2018, cerca de 60 000 novos casos em
Portugal (Servico Nacional de Saude, n.d.). Segundo o Portal do Instituto Nacional de
Estatistica, o cancro é a segunda maior causa de morte, ultrapassada apenas pelas doengas do
aparelho circulatorio. Relativamente ao ano de 2018, os trés mais mortais, no sexo masculino,
foram o cancro da traqueia, bronquios e pulmao, o cancro do célon, reto e anus e o cancro
do estomago, por ordem decrescente. Ja no sexo feminino, os trés mais mortais foram o

cancro da mama, o cancro do célon, reto e anus e o cancro da traqueia, bronquios e pulmao,
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por ordem decrescente. De um modo geral, o género masculino regista mais mortes por
tumores do que o género feminino (Portal do Instituto Nacional de Estatistica, n.d.).
Infelizmente, a taxa de mortalidade tem tendéncia a aumentar, prevendo-se uma subida em
31% em 2040. Acredita-se que muitas destas mortes seriam evitaveis com redugao dos riscos
comportamentais € promo¢ao da prevengao, detecao e tratamento precoces (Servigo

Nacional de Sadde, n.d.).

Os tratamentos mais utilizados no cancro sao a quimioterapia, a radiagao e a remogao
cirdrgica, quando possivel. Contudo, a complexa patofisiologia do cancro, aliada a diagnosticos
tardios e opgoes de tratamento limitadas suscitam a necessidade de estabelecer terapias
inovadoras. Os EXO-DDS tém aqui um papel importante, pois sio capazes de proteger e
entregar diretamente nas células-alvo determinadas moléculas com atividade bioldgica, sem

provocar grandes efeitos a nivel de toxicidade e ativagao imunologica (Pullan et al., 2019).

Seguidamente sera exposta a vantagem da aplicagao de EXO-DDS em dois dos cancros

mais prevalentes: o cancro do pulmao e o cancro da mama.

4.1. EXO-DDS No Cancro Do Pulmiao

Em contexto oncoloégico, o cancro do pulmao € o mais agressivo, contando com um elevado
numero de mortes. Em Portugal, é a principal causa de morte por cancro, no sexo masculino,
apesar de haver evidéncias do seu decrescimento nos Ultimos anos. Apenas 20% das mulheres

sofrem de cancro do pulmao em Portugal, mas ha aumento desta tendéncia (Hespanhol et al.,

2013).

O primeiro exemplo de EXO-DDS com potencial terapéutico no cancro do pulmao
consiste num estudo efetuado por Aquil et al. Devido a limitada utilizagao terapéutica do
Celastrol, um triterpenoide vegetal com propriedades antitumorais e antiproliferativas, por
constatagao de baixa biodisponibilidade e toxicidade, estes investigadores decidiram
experimentar a entrega deste composto natural através de EXOs. EXOs derivados do leite
foram misturados com uma solugao rica em Celastrol, promovendo o loading desta molécula
bioativa nos EXOs. A posterior aplicagao em modelos de cancro do pulmao in vitro e in vivo
permitiu observar, respetivamente, uma agao antiproliferativa e antitumoral melhoradas (Aqil

et al., 2016).

O segundo exemplo envolve a associagao de EXOs derivados do leite com Paclitaxel para
o tratamento de cancro do pulmio por administragao por via oral, em alternativa a via
intravenosa convencional. Os resultados foram promissores, pois os EXOs contendo

Paclitaxel administrados por via oral evidenciaram inibicaio do crescimento tumoral e
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diminuida toxicidade quando comparados com o Paclitaxel administrado por via intravenosa

(Agrawal et al., 2017).

O terceiro e ultimo exemplo evidencia a potencialidade de targeting promovida pelos EXOs.
Kim et al. efetuaram a otimizagao de EXOs contendo o citostatico Paclitaxel ao adicionarem-
Ilhes um vetor que permitira o targeting de um recetor presente na superficie de células de
cancro do pulmao. Estes novos EXOs detém uma elevada capacidade de loading, uma
habilidade melhorada para acumular o citostatico nas células tumorais por administragao
sistémica e evidente aumento da taxa de sobrevivéncia com reduzidos efeitos off-target (Kim

etal., 2018).

4.2. EXO-DDS No Cancro Da Mama

O cancro da mama é o cancro mais prevalente e mortal, no sexo feminino, em Portugal.
Apesar de existirem evidéncias recentes da diminui¢ao da incidéncia desta patologia, por maior
adesao a programas de rastreio, a verdade é que estiao reportados aumentos nas taxas de
incidéncia de cancro da mama. Isto dever-se-a, provavelmente, a situagcoes de reincidéncia
observados até 20 anos apos intervengoes cirurgicas, com maior probabilidade de metastases

e resisténcia a firmacos (Forjaz de Lacerda et al., 2018; Pullan et al., 2019).

No sexo masculino, o cancro da mama é bastante raro, pelo que a literatura existente neste
topico se baseia essencialmente na incidéncia no sexo feminino. Apesar da panoplia de
conhecimentos relativamente ao cancro da mama na mulher ser importante para inferir sobre
o diagnostico e tratamento no homem, existem determinados fatores que diferem entre os
dois sexos e que devem ser levados em conta na definicao das carateristicas do cancro da
mama no homem e na procura de opgoes terapéuticas. Entre esses fatores destaca-se, por
exemplo, a regulagao hormonal. Atualmente ha necessidade de uma investigagao mais dedicada
para esta patologia (Gucalp et al., 2019). Um exemplo desse esforgo consiste num dos maiores
ensaios clinicos até a data tendo como foco o desenvolvimento de terapias para o cancro da
mama no homem. Atualmente em fase Il, o farmaco Seviteronel — inibidor da CYPI7AIl nao
esteroide e dos recetores de androgénios — tem demonstrado potencial na terapéutica do

cancro da mama e do cancro da prostata avangado (Gucalp et al., 2019).

O primeiro exemplo de EXO-DDS com potencial terapéutico no cancro da mama envolve
a utilizagao de uma vacina baseada em EXOs para ativagao da resposta imune, estratégia
promissora para terapia de cancros resistentes a farmacos. EXOs derivados de células
dendriticas, previamente transfectadas com um vetor adenoviral (que expressa o oncogene

HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) foram incubados com células T CD4"
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ativadas com Concanavalina A e posteriormente aplicados em murganhos possuindo cancros
resistentes ao Trastuzumab, um anticorpo monoclonal utilizado contra o cancro da mama.
Observou-se o desencadeamento da resposta imune especifica para o HER2, mediada por

células T citotoxicas, eliminando o tumor (L. Wang et al., 2013).

O segundo exemplo baseia-se na entrega de miRNAs no tratamento do cancro da mama.
Um estudo conduzido por O’Brien et al. utilizou EXOs para entregar miRNA-134, um
supressor tumoral subexpresso no cancro da mama. Observaram-se resultados benéficos na

redugao da migragao e invasao tumorais (O’Brien et al., 2015).

5. Codiak BioSciences

A Codiak BioSciences é uma empresa de biotecnologia fundada em 2015 e situada em
Cambridge, Massachusetts. E pioneira no desenvolvimento de terapias baseadas em EXO-
DDS, desenhados para entregar moléculas bioativas dirigidas a um alvo especifico, com

potencial para revolucionar a limitagao de opgdes terapéuticas num largo espetro de doengas

(Our Mission « Codiak BioSciences, n.d.; Square, 2019).

5.1. engEx™ Platform

A Codiak BioSciences descobriu duas proteinas inatas e extremamente abundantes nos
EXOs que desempenham um papel fulcral na engenharia precisa dos EXOs. Sao elasa PTGFRN
(do inglés, Prostaglandin F2 Receptor Inhibitor) e a BASP-1 (do inglés, Brain Acid Soluble Protein 1),
as quais se encontram localizadas na membrana dos EXOs, no exterior e no interior

respetivamente. Estas duas proteinas auxiliam no loading das mais diversificadas moléculas.

Baseando-se no vasto conhecimento da literatura relativa aos EXOs e com esta nova
descoberta, a equipa da Codiak BioSciences desenvolveu a engEx™ Platform. Este processo
de manufaturagao tem como objetivo expandir as propriedades inatas dos EXOs e divide-se

em trés pontos (engEx™ Platform * Codiak BioSciences, n.d.):

& Design: loading das moléculas terapéuticas utilizando os métodos anteriormente

descritos, assegurando a protecao e transporte adequados;

& Tropismo: pela manipulagio do proteoma da superficie dos EXOs, promovem a
funcionalizagao da superficie dos EXOs com capacidades de targeting para

determinadas células-alvo, levando a entrega seletiva e ao efeito terapéutico desejado;

& Entrega: aliado ao tropismo, a administragao dos novos EXOs é feita por compartmental

dosing, isto €, administrar os novos EXOs num compartimento bioldgico especifico,
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através de dosagens regionais'’. Tem o potencial de aumentar o compromisso com o
alvo, promovendo uma maior eficacia enquanto reduz os efeitos off-target (Targeted

Administration * Codiak BioSciences, n.d.).

UPSTREAM PROCESS DOWNSTREAM PROCESS FILL FINISH

@ MOLECULAR ENGINEERING @ EXOGENQUS DRUG LOADING
MASTER CELL BANKS (MCBs) PRODUCTION BICREACTOR PURIFICATION DRUGC PRODUCT

Figura 5 - Esquema do processo de manufaturacdo de EXOs utilizando a engEx™ Platform. Na
fase upstream, num primeiro passo, temos a producao de EXOs pelas MCBs (do inglés, Master Cell Banks). Os
EXOs produzidos sao submetidos ao design, tirando partido das proteinas PTGFRN e BASP-1. Posteriormente,
num biorreator ha geragao de um grande volume de EXOs necessarios para dar resposta a uma larga populagao
de doentes. Na fase downstream, na qual ja temos o produto de interesse, vamos sujeita-lo a metodologias de
purificagao como tecnologias de filtragao e cromatografia avangados. Ainda, se necessario, os EXOs sofrem o
loading exogeno de moléculas terapéuticas especificas. Finalmente, procedemos estabilizacao e conservagao dos
EXOs produzidos. Retirado do website da Codiak BioSciences (Manufacturing « Codiak BioSciences, n.d.).

De notar que é prioridade da Codiak BioSciences a refinagao continua do processo de
producao e inovagao dos métodos empregues para obtengao de EXOs reprodutiveis a larga

escala e altamente puros (Manufacturing  Codiak BioSciences, n.d.).

5.2. Pipeline

Com a ajuda da engEx™ Plataform, a Codiak BioSciences conseguiu construir,
gradualmente, um conjunto de potenciais EXOs dirigidos ao tratamento doengas com opgoes
terapéuticas limitadas, nomeadamente nas areas da oncologia e da neurologia (Pipeline * Codiak

BioSciences, n.d.).

'3 Demonstram o potencial dos engEx EXOs em modelos pré-clinicos pela administragio por vias variadas, tais
como intraocular, intratumoral, inalatoria, intravenosa, intramuscular, subcutinea, intraperitoneal, intratecal
intracraniana, oral. Diferentes distribuicoes e retengoes tecidulares sio observadas em diferentes vias de
administracao.
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Tabela | - Pipeline da Codiak BioSciences. Aqui encontram-se listados os EXOs candidatos e respetivas
payload, via de administragao e fase de desenvolvimento do medicamento (Pipeline ¢ Codiak BioSciences, n.d.).

Candidatos Payload Via de administragdo Fase de
desenvolvimento
ONCOLOGIA
exolL-12™ Biologico Intratumoral Fase |
exoSTING™ Molécula pequena Intratumoral Fase I/ll
exoSTING™ Molécula pequena  Intratumoral/Intratecal Pré-clinica
exoASO™-STAT6 ASO Intravenosa Pré-clinica
exoASO™-STAT3 ASO AD Pré-clinica
exoASO ™-NRAS ASO AD Descoberta
Oncogene Targets AD AD Descoberta
NEUROLOGIA
exoASO-NLRP3 ASO Intratecal Descoberta
ex0ASO™-NLRP3 ASO Intratecal Descoberta
Gene Targets MOdu,I?(;io AD Descoberta
genética
VACINAS
exoVACC™ Vacina AD Descoberta

Legenda: AD — A Definir; ASO — Oligonucleétido Antisense (do inglés, Antisense Oligonucleotide).

E missao da Codiak BioSciences continuar o estudo e o desenvolvimento destes candidatos

para criar historia e revolucionar os métodos terapéuticos nas areas acima mencionadas.
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Consideracoes Finais

A exploragao dos EXO-DDS na preparagao de terapias inovadoras tem vindo a ser cada
vez mais preponderante ao longo dos ultimos anos. Contudo, ainda ha muitas situagoes a

melhorar e questoes a serem respondidas.

Com o crescente interesse nas EVs, surgiram, conjuntamente, nao s6 imensas hipdteses
ilegitimas (elaboradas por investigadores de areas distintas demasiado entusiasmados), mas
também diversas conclusoes insuficientemente fundamentadas. Ora, isto culminou numa
utilizagao erronea dos mesmos termos para particulas estrutural e funcionalmente distintas.
Ainda, resultou na atribuicio de determinadas carateristicas e funcdes a misturas de
populagoes de EVs. Posto isto, € de enorme relevancia a promogao de uma ciéncia em EVs
rigorosa e reprodutivel, com o desenvolvimento e emprego de tecnologias efetivas que
permitam um correto isolamento, andlise e caracterizagao das EVs e, consequentemente,
correta atribuicao de marcadores estruturais, fungoes e aplicagoes terapéuticas. Para tal, as
mais recentes publicagoes cientificas respeitantes as EVs devem seguir as recomendagoes
emitidas pela ISEV no documento MISEV2018. Igualmente, é necessaria a padronizagao dos
diversos métodos utilizados na produgao de EXO-DDS, de forma a conseguir produtos finais
reprodutiveis e custo-efetivos, e a reuniao de todas as informagoes complementares que

auxiliem na escolha correta das técnicas a utilizar.

Ha urgéncia em efetuar estudos utilizando modelos animais e condigoes experimentais
mimeéticas das condigoes fisiologicas. Logicamente, numa cultura celular, os EXOs vao ser mais
facilmente colhidos pelas células-alvo pois este € um sistema relativamente simples. Porém,
num modelo in vivo esta situagao ja nao é tao linear, pelo que ha necessidade de investir mais
neste tipo de estudos para se poder inferir, com rigor, sobre a biogénese, trafficking e uptake

dos EXO:s.

A criacao de bases de dados com informagoes detalhadas das diversas carateristicas das
patologias, principalmente em doengas como o cancro que sao tao complexas, parece ser ideal
para a melhor adequagao dos métodos de produgao de EXO-DDS, para sejam mais especificas

e para que haja maior taxa de sucesso na criagao destas terapias inovadoras.

A alargada preparagao multidisciplinar durante o seu percurso académico torna o
farmacéutico apto e fundamental na criagao, desenvolvimento e inovagao de novas terapias;
no estabelecimento de ensaios in vitro e in vivo, no desenvolvimento e melhoria de métodos e

técnicas analiticas; na criagao de protocolos e guidelines rigorosas e estandardizadas.
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