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|I. Introducao

Segundo a Ordem dos Farmacéuticos, “A Farmacia Comunitaria é a face mais visivel

' E o primeiro local a que a populagio recorre em questdes de salide, sendo-

da profissao”.
Ihe reconhecida disponibilidade, proximidade, confianga e, acima de tudo, competéncia

profissional, valorizando o papel do farmacéutico comunitério, perante a sociedade.'

A etapa final do plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) compreende a
realizagio de um estagio em Farmacia Comunitaria que funciona como uma forma de

consolidagao dos conhecimentos aprendidos ao longo dos anos e sua correta aplicagao pratica.

O meu estagio em farmacia comunitaria, foi realizado na Farmacia Adriana, situada no
centro de Coimbra, sob orientagao do Diretor Técnico, Dr. Joao Pimentel. Ao longo dos 4
meses de estagio, tive a oportunidade de integrar a equipa, tendo participado ativamente em
todas as tarefas do dia-a-dia da farmacia, desde a recegao e arrumagao de medicamentos e
produtos de salde e bem-estar, ao atendimento e aconselhamento dos utentes, adquirindo

novos conhecimentos que serao uma mais valia para o meu futuro profissional.



2. Anilise SWOT

Tal como apontado nas “Normas Orientadoras”, no presente relatério irei fazer uma
analise critica do meu estagio em farmacia comunitaria. Para tal, irei utilizar a andlise SWOT
que compreende os Pontos Fortes (Strengths), os Pontos Fracos (Weaknesses), as

Oportunidades (Opportunities) e as Ameagas (Threats).

2.1. Pontos Fortes (Strengths)

2.1.1. Equipa

A Farmacia Adriana tem uma equipa pequena e dindmica. A capacidade da equipa de
acolher e integrar os estagiarios é extraordinaria, estando sempre disponivel para nos ensinar
e esclarecer qualquer duvida que surja no nosso dia-a-dia. A confianga que depositam nos
estagiarios também é marcante, pois colocam-nos em contacto com o publico desde o inicio
do estagio, sob a supervisao de um dos elementos da equipa. Isto permite ao estagiario ser
desde muito cedo confrontado com a realidade da farmacia comunitaria e ganhar experiéncia

nao so no contacto com o publico como com as diferentes realidades e atendimentos.

2.1.2. Planeamento de Estagio Bem Definido

O planeamento de estagio, onde as fungoes e o percurso do estagiario estao bem
estabelecidos, é essencial para o bom funcionamento do mesmo. Como os conhecimentos
adquiridos ao longo do MICF sao tedricos, para a sua aplicagao pratica é necessario que haja
um bom planeamento de estagio de forma que esta fase de aprendizagem seja gradual, faseada

e consistente.

Comecei pela rececao de encomendas e o armazenamento de produtos. Esta fase,
permitiu-me conhecer e aprender a utilizar a aplicagao informatica que apoia toda a atividade
desta farmacia, o Sifarma 2000®; contactar com os nomes dos medicamentos e fazer a sua
ligagao com os principios ativos; perceber a organizacao da farmacia; efetuar a arrumagao dos
medicamentos de acordo com a forma farmacéutica, a sua estabilidade e sempre por ordem
alfabética. Nesta etapa aprendi a fazer as encomendas didrias, a transferir as faltas para outros
fornecedores, a efetuar ou regularizar devolugdes e a fazer reservas de produtos que nao
faziam parte do stock da farmacia ou que nao tinhamos disponiveis as unidades pedidas pelo

utente.



Contactei com os diferentes documentos contabilisticos, faturas, recibos, notas de
devolugao, notas de débito e crédito, guias de transporte e como tratar cada um destes
documentos.

Iniciei logo a observagao dos atendimentos, mas rapidamente passei para o
atendimento ao publico sempre com supervisao de um elemento da equipa da farmacia. Aqui
contactei com as receitas manuais, com as receitas eletronicas com e sem papel e aprendi os
diferentes procedimentos a efetuar consoante a forma de prescrigao.

A dispensa de medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM) e de produtos
de saude e bem-estar foi um ponto forte de aprendizagem no meu estagio. Nao posso deixar
de referir a importancia que o aconselhamento farmacéutico tem neste tipo de dispensas, quer
no caso em que o utente vem a farmacia com um problema de saude especifico, para o qual
precisa do aconselhamento farmacéutico, ou no caso do utente vir solicitar um MNSRM e a
oportunidade que o farmacéutico tem em transformar esse atendimento num aconselhamento
farmacéutico.

O atendimento ao publico é a parte mais nobre do estagio e permitiu-me ganhar
competéncias e confianga para colocar em pratica os conhecimentos adquiridos ao longo do
MICF e fazer bons aconselhamentos aos utentes.

No tempo em que nao estava em atendimento, fiz a gestao dos prazos de validade e a
contagem fisica dos stocks que sao processos cruciais para uma boa gestao da farmacia. Tive a
percecao dos produtos mais e menos vendidos, dos produtos que tém o prazo a acabar e
precisam de ser primeiramente vendidos. Esta gestao permite ainda uma gestao de compras
com os vendedores mais minuciosa, pois temos uma melhor nogao dos produtos que fazem
ou nao sentido comprar e das suas quantidades.

Participei na verificagdo e corregio do receituario, no fecho da faturagao e na
preparagao para o seu envio no final do més.

Fiz a divulgagao de campanhas nas redes sociais e dei-lhes visibilidade na farmacia quer
em expositores quer em montras utilizando os materiais de marketing enviados pelos

laboratorios.

2.1.3. Localizacao da Farmacia e horario de funcionamento

A Farmacia Adriana encontra-se localizada na Praga da Republica. Sendo uma farmacia
com mais de 100 anos, tem varios clientes habituais, que acompanharam a farmacia ao longo
de geragoes. Uma vez que se situa numa zona central de Coimbra, muito movimentada por
estudantes, por turistas e por trabalhadores das areas envolventes, tem um publico muito

diversificado com diferentes necessidades a que a farmacia da resposta. Este ambiente muito
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especifico tornou o meu estagio muito dinamico e enriquecedor, ao dar-me a oportunidade
de contactar com atendimentos muito diversificados e com utentes e realidades muito
dispares.

Em relagao ao horario a farmacia esta permanentemente aberta das 8:30h as 20:30h
durante a semana e aos sabados encerra as 20h. Este horario alargado é uma vantagem para
o utente, pois sabe que pode contar com a sua farmacia durante um longo periodo de tempo.

Para mim enquanto estagiaria também foi uma vantagem poder acompanhar os
atendimentos ao longo de todo o horario de abertura da farmacia e todos os dias da semana

incluindo dias de servigo.

2.1.4. Pequena dimensdo da farmacia

As dimensoes da Farmacia Adriana foram uma mais valia para o meu estagio. Tem uma
equipa pequena, com um ambiente muito agradavel, que sabe acolher bem os estagiarios. O
esclarecimento de duvidas foi sempre facil devido a disponibilidade da equipa e ao facto de ser

a Unica estagiaria.

2.1.5. Programas em que a farmacia esta inserida

A Farmacia Adriana é uma farmacia que esta muito interligada com a populagao,

fazendo parte de alguns programas que sao uma mais valia para os cidadaos.

- O Programa das Farmacias Portuguesas, € um programa de fidelizagao de clientes que
tem por base um cartao que acumula pontos nas compras que o utente vai efetuando e estes
podem ser rebatidos por produtos de um catdlogo, ou convertidos em vales de desconto nas
compras efetuadas. Para os utentes integrados neste programa, ha mensalmente algumas
promocoes com parceiros da industria farmacéutica em que se efetuam descontos em

produtos logo no ato de compra e que sio muito apreciados pelos utentes.”

- O programa “Diz Nio a Uma Seringa em Segunda Mo’ é um programa de troca de
seringas que “tem como objetivo evitar a partilha de agulhas, seringas e outros materiais de
consumo, promover comportamentos sexuais seguros, através da utilizagao consistente do
preservativo masculino, diminuir o tempo de retengao de seringas usadas pelos utilizadores e
evitar o abandono de seringas e agulhas utilizadas na via pablica”.’ Este programa esti muito
bem implementado na Farmacia Adriana sendo muito procurado por um determinado tipo de

utentes.



- O Programa Valormed, consiste na recolha e tratamento adequado dos residuos de
embalagens e medicamentos fora de prazo ou que ji nio sio utilizados. O papel do
farmacéutico consiste na sensibilizagao dos cidadaos e incutir-lhes a responsabilidade de
recolha destes residuos contribuindo assim para um planeta mais limpo e reduzindo o impacto
ambiental do medicamento, fechando o ciclo do medicamento de forma adequada. * No
estagio percebi que esta iniciativa € bem acolhida e valorizada por parte dos utentes e que

com alguma facilidade entra na sua pratica diaria.

2.1.6. Preparacao Individualizada da Medicacao

A Preparacao Individual da Medicagao (PIM) é um servigo farmacéutico aprovado pela
Ordem dos Farmacéuticos e que consiste na organizagao dos medicamentos dos utentes, de
acordo com os horérios das tomas e os dias da semana. *

O uso correto e responsavel dos medicamentos é fundamental para garantir a
seguranca e a eficacia do tratamento e por isso é importante que estes sejam tomados na dose
certa e no horario recomendado. °

Apesar deste servico nao ser muito solicitado nesta farmacia, a PIM é muito atil para
doentes idosos e polimedicados que devido a complexidade da sua terapéutica, podem

cometer erros na toma dos medicamentos.



2.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

2.2.1. Manipulados

Os medicamentos manipulados eram um servigo prestado pela maioria das farmacias
no passado. Hoje em dia, devido a grande oferta por parte das industrias farmacéuticas de
medicamentos embalados com diversas dosagens e apresentagoes farmacéuticas, estas
prescrigoes tornaram-se escassas. Associando ainda o prego elevado das matérias-primas, de
haver uma lista restrita de manipulados que sao comparticipados, o elevado prego a que fica
o produto final e os seus curtos prazos de validade, tornou-se um servigo pouco solicitado e
por tudo isto, muitas farmacias, como a Farmacia Adriana, ja quase nao o praticam.

Tomei contacto com todo o material do laboratério, mas nele apenas fiz a

reconstituigao das suspensoes dos xaropes.

2.2.2. Software e hardware

O avango tecnolégico nos Ultimos anos nas farmacias foi muito grande e por varios
motivos, nem todas se adaptaram totalmente a esta nova realidade.

O sistema da receita médica eletronica e a comunicagao de dados entre os Servicos
Partilhados do Ministério da Saiude e as Farmacias, obrigam a determinados requisitos dos
equipamentos informaticos que nao estando a ser cumpridos por vezes dificultam a consulta
das receitas durante o atendimento.

O novo programa informético que estd a substituir o Sifarma 2000® exige dispositivos
informaticos mais avangados do que aqueles que estao em funcionamento na Farmacia Adriana

por isso apenas contactei com o Sifarma 2000®.

2.3. Oportunidades (Opportunities)
2.3.1. Desenvolvimento de diversas capacidades

Ao longo do meu estagio tive a oportunidade de comunicar com diferentes utentes,
de diversas nacionalidades e faixas etarias, com situagoes clinicas muito distintas. Isto obrigou-
me a gerir diversas situagoes que nao faziam parte do meu dia-a-dia e que se tornaram muito
enriquecedoras a nivel pessoal.

Foi-me dada a possibilidade de coordenar as redes sociais da farmacia, nas quais me

comprometi a criar 3 publicagdes semanais, e foi notério o aumento de interagoes obtidas.



Participei em campanhas de marketing onde fiz montras e organizei expositores e
prateleiras. Foi interessante perceber o que capta a aten¢ao das pessoas e como o fazer
através de estratégias de marketing.

Tive presente em reunides com vendedores de laboratérios, nas quais foi pedida a
minha opiniao acerca de compras e vendas na farmacia, o que tornou o meu envolvimento
ainda maior.

Na parte de gestao da farmacia, tive a oportunidade de ajudar a fazer a caixa no fim do

dia.

2.3.2. Servicos Prestados a Instituicoes

A Farmacia Adriana tem protocolos com instituicdes para o fornecimento de
medicamentos e de produtos de salde e bem-estar sendo também responsavel pela entrega
e transporte dos mesmos garantindo sempre o cumprimento das Boas Praticas de Distribuicao

Farmacéutica.

2.3.3. Acompanhamento Farmacoterapéutico

Como referido anteriormente, a Farmacia Adriana, sendo uma farmacia centenaria,
tem muitos utentes habituais. Assim, ao longo do estagio fui contactando regularmente com
estes utentes, o que nos da a possibilidade de fazermos um acompanhamento
farmacoterapéutico mais personalizado. Temos ainda o Sifarma 2000° como ferramenta Util,
que nos permite ter acesso a medicagao que o utente vai levando da farmacia, dando-nos

informagao para fazermos um melhor acompanhamento destes utentes.

2.3.4. COVID-19

A pandemia do COVID-19 obrigou todos os negbcios a adaptarem-se a esta nova
realidade e as farmacias nao foram excegao. A Farmacia Adriana passou a fazer entregas ao
domicilio. As encomendas sao feitas por contacto telefonico, por e-mail ou pelo site das
Farmacias Portuguesas. A sua entrega é acordada pela mesma via sendo um colaborador da

farmacia a ir entrega-la ao utente.

2.3.5. Participagao em Formacgoes

Como vivemos numa era de constante evolugao, temos a necessidade de estar
atualizados e de aprender diariamente. Assim, no meu estagio tive a possibilidade de fazer
diversas formagoes com diversos laboratérios, principalmente na area da dermocosmética que

se revelaram muito importantes para os meus atendimentos e aconselhamentos posteriores.
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2.4. Ameacas (Threats)

2.4.1. Pandemia COVID-19

A pandemia do COVID-19 apesar de ja referida como uma oportunidade para as
farmacias, no caso desta farmacia foi principalmente uma ameaga. Esta farmacia situa-se numa
zona central de Coimbra que vive maioritariamente do turismo, do comércio e dos servigos
e, praticamente nao tem zona de residéncia. Aquando do estado de emergéncia, tudo ao seu
redor fechou, os estudantes e os turistas, dois grandes grupos de utentes desta farmacia,
deixaram de frequentar esta zona o que trouxe bastantes dificuldades ao negdcio e um
acentuado decréscimo das vendas.

A pandemia veio também impedir a prestagao de alguns servigos como a medigao de
parametros bioquimicos e da pressao arterial, servicos estes que nao voltaram a ser

implementados até a data de término do meu estagio.

2.4.2. Medicamentos esgotados

Durante todo o periodo de estagio percebi que ha sempre medicamentos esgotados.

Quando se trata de algum genérico, por vezes conseguimos substituir um medicamento
de um laboratorio por outro dentro do mesmo grupo homogéneo. O maior problema surge
quando nao ha forma de se fazer essa substituicao. Esta € uma realidade bastante preocupante
e de dificil resolugao com a qual me deparei durante o estagio.

Por vezes, por meio de chamadas telefonicas com laboratorios, armazenistas e mesmo

delegados de saude foi-nos possivel adquirir alguma desta medicagao.

2.4.3. Locais de Venda de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica

Em 2005 foi aprovado que os medicamentos nao sujeitos a receita médica podem ser
vendidos fora de farmacias, em locais que cumpram os requisitos legais e regulamentares.®
Este locais tornaram-se assim uma ameaga para as farmacias. Habitualmente estes locais estao
associados a grandes cadeias de venda de produtos alimentares o que lhes permite fazer um
grande volume de compras, com melhores descontos do que as farmacias e assim vender a
precos pelos quais nao é possivel competir. Por outro lado, o aconselhamento prestado por
um farmacéutico quando faz um atendimento, nao é comparavel ao dado por parte das pessoas
que estao nestes locais, o que leva a facilidade de compra de MNSRM e consequentemente a

automedicagao com todas as consequéncias que daqui possam advir.



2.4.4. Farmacia nas redondezas

A menos de |10 metros do local onde se localiza a Farmacia Adriana, existe outra
farmacia, que lhe faz concorréncia direta. Apesar de cada uma ter os seus clientes ja fidelizados,
os nao fidelizados tém tendéncia de andar entre uma e outra para fazer comparagao de pregos,
sempre a procura do prego mais economico. Por vezes uma venda que parecia garantida,

acaba por ser perdida pela proximidade entre as farmacias.
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3. Casos Praticos

Caso |

Senhora, 25 anos, dirigiu-se a farmacia com pontos num dedo, pedindo produtos para
fazer um penso pois o penso que |he tinham feito no dia anterior no hospital tinha caido.

Disse-lhe que dada a extensao e aspeto da lesao, o tratamento deveria ser feito por
um enfermeiro.

Explicou-me que estava sem tempo, e pediu-me para lhe dar os produtos que achasse
necessarios para este tratamento e para lhe explicar o modo de os utilizar.

Comecei por observar a lesao e percebi que, apesar da sua grande extensao, nao
apresentava sinais de infecao, apenas uma ligeira inflamagao.

Como abordado ao longo do MICF, aconselhei Betadine solugao dérmica que tem
como principio ativo lodopovidona, que é uma solugdo anti-séptica.” Deveria colocar umas
gotas numa compressa esterilizada e ir limpando a zona ferida sempre da parte central para o
exterior. Deixar secar. Apos uns minutos, aconselhei aplicar com uma compressa uma camada
de Bepanthene Plus Creme que tem uma combinagao de Cloro-hexidina e Dexpantenol,
indicado no tratamento, desinfecio e cicatrizacao de feridas.®

Para a protegao da ferida indiquei um penso resistente a d4gua que tem uma compressa
que nao adere a ferida.

Aconselhei nao molhar o dedo, protegé-lo e repetir o tratamento diariamente até a
data marcada para retirar os pontos. Alertei que deveria consultar um profissional de satde

caso o dedo ficasse vermelho ou com muita dor.

Caso Il

Homem, 24 anos, dirigiu-se a farmacia dizendo que fumava um mago de tabaco por dia
e que gostaria de comegar a reduzir o nimero de cigarros fumados.

Questionado, informou-me que fumava ha cerca de 5 anos, que nunca tinha tentado
reduzir, que ja tinha lido alguma coisa sobre umas pastilhas de mentol e que nao tinha nenhum
problema de saude.

Pelos conhecimentos que adquiri ao longo do MICF, aconselhei substituir alguns
cigarros do dia por Nicorette 4mg Gomas Menta Fresca. Estas gomas para mascar libertam

nicotina para o organismo, proporcionando alivio dos sintomas de privagio da nicotina.’
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Sugeri comegar a substituicdo pelos cigarros menos importantes do dia e que as
pastilhas deveriam ser mascadas ao mesmo ritmo com que se fuma, ou seja, mascar durante
uns segundos e reservar a pastilha ao canto da boca e assim sucessivamente.’

Alertei para o facto de poder surgir alguma irritagao na garganta caso a pastilha fosse

mascada de forma continua.

Caso Il

Mulher, 35 anos, dirigiu-se a farmacia com uma lesao no labio que apresentava umas
pequenas vesiculas dizendo ter alguma comichao, ardor e uma ligeira dor.

Questionei-a se era a primeira vez que lhe surgia este problema e disse-me que lhe
acontecia quando tinha febre ou apanhava sol e que aplicava uma pomada e que passava.'

Dada a descricao da sintomatologia, a observagao da lesao e os conhecimentos
adquiridos no MICF, suspeitei de herpes labial. Aconselhei-lhe uma pomada com aciclovir, para
aplicar 5 vezes ao dia, ap6s as refeigoes e durante 4-6 dias até cicatrizagao da lesao. Alertei-a
para a necessidade de tomar um suplemento para reforgar o sistema imunitario, mas nao
aceitou.'

Como medidas nao farmacologicas aconselhei nao tocar nas vesiculas por possibilidade
de infetar outra zona do corpo ou outra pessoa e utilizar toalhetes de uso Unico para a higiene

da zona.
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4. Consideracoes Finais

Apos a conclusao do meu estagio, percebo que a farmacia comunitaria € um sitio onde
os utentes nao procuram apenas os medicamentos, procuram também uma palavra amiga,
alguém com quem desabafar e alguém em quem confiam. E inegével que a proximidade que
existe entre o utente e o farmacéutico é o que faz de nos a primeira linha de saldde a que a
populagao recorre quer em situagoes de urgéncia quer no esclarecimento de duvidas.

Reconhego que o estagio em farmacia comunitario é essencial para colocar em pratica
os conhecimentos adquiridos ao longo do MICF e que o tempo de estagio é o adequado.

Em suma, os conhecimentos que adquiri tornam-me nao s6 uma melhor profissional,
mas também uma melhor pessoa. Sao certamente ensinamentos que levarei comigo para a
vida e tenho a agradecer a toda a equipa da Farmacia Adriana, o seu contributo no meu

percurso profissional.
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|I. Introducio

No quinto ano do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), para além
do estagio curricular obrigatorio em farmacia comunitaria, é-nos dada a possibilidade de fazer
um estagio noutras areas de formagdo. A minha escolha foi indlstria farmacéutica nos
Laboratorios Basi, na area de Regulatory Affairs, mais propriamente em Registos.

Os Registos sao uma area de assuntos regulamentares, responsavel pelo registo no
mercado de medicamentos, suplementos alimentares, cosméticos e dispositivos médicos.' Os
requisitos para a colocagao destes produtos no mercado sao diferentes de acordo com o tipo
de produtos, pelo que obrigam a um conhecimento técnico muito especifico.

Para além dos diferentes requisitos para o registo de produtos pertencentes a
categorias diferentes, existem também diferengas de requisitos consoante os paises onde se
vao registar.

Quando se pretende fazer o registo de um produto num determinado pais, existe
muita documentagao de qualidade clinica e nao clinica que acompanham o pedido de registo.

Estagiar nos Laboratorios Basi permitiu-me por em pratica conhecimentos adquiridos
ao longo do MICF, e adquirir novas competéncias que me serao muito Uteis tanto a nivel

profissional como a nivel pessoal.
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2. Anilise SWOT

Tal como apontado nas “Normas Orientadoras”, no presente relatério irei fazer uma
analise critica do meu estagio em Industria Farmacéutica. Para tal, irei utilizar a analise SWOT
que compreende os Pontos Fortes (Strengths), os Pontos Fracos (Weaknesses), as

Oportunidades (Opportunities) e as Ameagas (Threats).

2.1. Pontos Fortes (Strengths)
2.1.1. Acolhimento e Integracao na Equipa de Trabalho

No primeiro dia de estagio, fui muito bem recebida, com muita simpatia e cuidado por
parte de toda a equipa dos Laboratérios Basi. Fui conhecer o openspace, espago aberto de
trabalho, onde posteriormente conheci nao s6 os meus colegas de departamento, mas
também colegas dos diversos departamentos. O facto de ser um openspace foi para mim,
enquanto estagiaria, um ponto muito positivo, pois permite-me estar em contacto constante
com os colegas e facilmente tirar duvidas, sempre que elas surgiam.

No segundo dia, o meu departamento fez uma reuniao de equipa na qual foram
abordados os planos de trabalho dos elementos do departamento para essa semana e foi
definido o plano do meu estagio. Rapidamente fui integrada nas tarefas da equipa, onde me

propuseram fazer trabalhos que complementariam o trabalho desta.

2.1.2. Planeamento do estagio

No dia em que cheguei aos Laboratorios Basi, foi-me dado um computador ja com as
minhas credenciais, com um email da empresa e com a maioria das pastas de rede que eu iria
utilizar.

Dentro do meu departamento, foi-me sempre dado trabalho que envolvia os dossiers
dos paises nos quais a equipa estava a trabalhar ou que iria trabalhar num futuro préximo.

O meu estagio foi planeado como um processo de aprendizagem crescente, tornando-
me cada vez mais independente na execugao de tarefas.

Explicaram-me o que desenvolviam dentro do departamento, e como organizavam o
trabalho entre eles. Posteriormente deram-me a conhecer diversos documentos essenciais
para o desenvolvimento do meu trabalho, como por exemplo Certificate of Suitability (CEP),
Autorizagao de Introdugao no Mercado (AIM), Common Technical Document (CTD), Certificate
of Pharmaceutical Product (CPP) e Certificates of Analysis (CoA).
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Complementando as formagoes que me foram dadas nos primeiros dias, deram-me a conhecer
diversas plataformas de trabalho tais como:

- Orimed, que nos permite ver quais os CPPs que temos, para que paises e se estao atualizados.
Permite também ver os mock-ups que sao designs graficos das embalagens de
acondicionamento primario e secundario e o folheto informativo.

- eCTD (Electronic Common Technical Document), que é uma plataforma informatica que permite
fazer as compilagoes do CTD, dando origem a um CTD eletrénico. Quando se fazem
alteragoes no CTD, este sistema permite que se coloque sé a alteragao feita, e origina um
novo CTD.

- QPulse é uma plataforma interna dos Laboratérios Basi que permite aceder a todos os
documentos que tenham a ver com os ingredientes dos produtos, a sua forma de fabrico e
controlos de qualidade.

Complementando os conhecimentos que tinha, foi-me relembrada toda a estrutura de
um CTD e a organizagao da sua informagao, para posterior pesquisa.

Comecei por fazer os Médulos | do CTD de alguns medicamentos, que consiste em
informagoes acerca do produto que estamos a registar naquele mercado, e varia consoante as
exigéncias de cada pais. Muitos paises apenas pedem o Moédulo | e algumas secgoes do Médulo
de qualidade para registo de produtos farmacéuticos, em vez de pedirem os 5 médulos, pelo
que este se torna um resumo de todo o CTD.

Para fazer os Médulos |, tive também a oportunidade de ir buscar documentos, tanto
a rede dos Laboratoérios Basi como a diversos sites, tais como o site da European Directorate
for the Quality of Medicines and HeathCare® para ter acesso aos CEPs mais atualizados e o site
EudraGMDP? para ter acesso ao certificado de boas praticas de fabrico.

Fiz dossiers completos de Suplementos Alimentares e de Cosméticos, que consistem
na documentagao exigida por cada pais acerca do produto que iremos introduzir no mercado,
mas nao tao especifico como um CTD.

Quando os Modulos | e CTDs se encontram prontos para envio para os respetivos
paises, para muitos deles € exigido o envio em papel, pelo que tem de haver um grande cuidado
para todos os documentos irem pela ordem certa, sendo também esta uma das tarefas que
me foi entregue.

Mesmo o estagio sendo curto, nao me permitindo fazer um pouco de todas as tarefas
efetuadas dentro do departamento, os meus colegas tiveram sempre o cuidado de me mostrar

como se faziam.
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2.1.3. Valorizacao do estagiario

Sendo a Unica estagiaria deste departamento, tive toda a atengao e disponibilidade da
equipa. Sempre que havia tarefas novas ou diferentes que os meus colegas estivessem a fazer,
eu era posta ao corrente das mesmas, ficando com uma nogao dos procedimentos, pois hao
houve tempo para eu experienciar todas as tarefas efetuadas pelo departamento.

Em todas as tarefas que me foram dadas, foi-me demonstrado que eram importantes
e que havia prazos de entrega apertados para cumprir, pelo que senti que foi depositada

confianga em mim e responsabilidade perante o meu trabalho.

2.1.4. Equipa multidisciplinar e recetiva

Como referi anteriormente, sendo o espago de trabalho um openspace, existe uma
interacao muito proxima entre os diferentes departamentos. Todos os departamentos de
assuntos regulamentares encontram-se proximos uns dos outros de forma que conseguem
facilmente articular entre si, dado que ha complementaridade entre os seus trabalhos.

Esta proximidade espacial, e as relagoes interpessoais que tém entre si, faz com que

haja uma entreajuda notavel, e um ambiente de trabalho muito agradavel.

2.1.5. Formacoes

Desde o dia em que entrei nas Laboratorios Basi, foi-me dada formagao constante,
desde as regras a cumprir dentro da industria, aos diversos programas que eram usados por
diversos departamentos, qual a sua funcionalidade e como podiamos trabalhar com eles.

Foram dadas varias formagoes exclusivas para os estagiarios, para nos integrarem

nestes programas.

2.1.6. Utilizacao da Lingua Inglesa e Francesa

No departamento dos Registos trabalha-se quase exclusivamente em inglés porque se
preparam documentos para varios paises do mundo e o inglés é lingua universal.

Foi para mim um ponto muito positivo relembrar e aprofundar as minhas capacidades
nesta lingua.

Outra lingua com a qual trabalhei foi o francés, porque o departamento estava a
trabalhar com paises de Africa Francéfona, em que a documentacio tinha de ser enviada em

frances.
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2.1.7. Aplicacdao dos conhecimentos aprendidos

No meu percurso em MICF, uma cadeira que me despertou muita atengao foi a de
Assuntos Regulamentares do Medicamento. Esta cadeira deu-me bases solidas para o trabalho
que desenvolvi ao longo do meu estagio nos Laboratorios Basi.

Neste estagio, tive a oportunidade de colocar em pratica algumas das matérias
lecionadas nesta cadeira, principalmente CTD.

O CTD é um documento técnico que permite organizar, em 5 médulos, um pedido de
autorizagdo de introdugio no mercado, de medicamentos para uso humano. Tem por
objetivo, tornar o procedimento entre a Industria Farmacéutica e as Autoridades

Regulamentares, mais rapido e dinamico, dado ser um documento standard.

2.2. Pontos Fracos (Weaknesses)
2.2.1. Curto Periodo de Estagio

Como ja referido anteriormente, o meu estagio de 3 meses em Registos, demonstrou
ser curto, dado o potencial que a area tem para oferecer. Sendo uma area tao vasta, e pouco
explorada ao longo do MICF, a adaptagao a linguagem de siglas utilizadas, os novos programas
informaticos e as tarefas que nunca tinha visto fazer, exigem um tempo de adaptagao
relativamente grande, sendo, na minha perspetiva, um estagio que fica limitado no tempo,

relativamente ao que poderia ser.

2.2.2. Problemas Informaticos

Como todo o trabalho efetuado no openspace é trabalho informatico, enquanto
estagiaria foi-me cedido um computador da empresa. No entanto este computador, ja antigo,
era demasiado lento e por vezes, quando estava a guardar os documentos, era perdida

informacao.

2.2.3. Desperdicio de Papel

Existem paises que exigem que a documentagao lhes seja enviada em papel. Como
todos os documentos sao feitos em computador e todas as pessoas na area de Regulatory
Affairs trabalham com base num computador, para mim foi um ponto fraco as autoridades dos
diversos paises ainda nao terem chegado a um acordo de modo que a transmissao da

informacao seja feita por meios digitais, para nao haver tanto desperdicio de papel.
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2.2.4. Procura de Informacio

Ao longo do meu estagio, tive de procurar documentos na rede dos Laboratorios Basi
e, por vezes, encontrei para o mesmo produto, dois ou trés documentos que eram versoes
mais ou menos atualizadas do mesmo documento. Nao havendo um programa que tenha a

capacidade de detetar o documento mais atualizado, dificulta bastante o trabalho de pesquisa.

2.3. Oportunidades (Opportunities)
2.3.1. Independéncia e Responsabilidade

Ao longo do tempo, e principalmente na realizagio de Moédulos | de CTDs, comecei
por me tornar mais independente, nao necessitando de tanta ajuda e conseguindo sozinha

fazer todo o processo.

2.3.2. Desenvolvimento de Novas Competéncias

Uma das oportunidades que tive foi o facto de o trabalho ser feito em idiomas que nao
o portugués. Tive a oportunidade de trabalhar essencialmente em inglés, e um pouco em
francés. Isto levou a um desenvolvimento pessoal pois o inglés é uma lingua utilizada a nivel
internacional e € muito importante a nivel da Industria Farmacéutica.

Aprender a gerir o tempo foi outra grande oportunidade. Contactar pela primeira vez
com prazos de entregas de trabalhos a nivel profissional, e saber dar prioridade a umas tarefas

em relagao a outras, foi importante para mim nao sé a nivel profissional, mas também pessoal.

2.3.3. Assuntos Regulamentares, uma saida profissional

Apesar de haver cadeiras ao longo do MICF que nos dao uma base sobre Assuntos
Regulamentares, s& me apercebi da sua real importancia com este estigio. Foi muito
importante perceber que é uma area que tem imenso potencial e que, no fundo, o MICF é um

curso muito completo, tornando um farmacéutico um profissional multifacetado.

2.3.4. Contacto com diversos departamentos

Como ja referi anteriormente, o espago em que fui inserida nos Laboratorios Basi, era
um openspace. Assim, todos os departamentos de Medical Affairs se encontram perto uns dos
outros. Isto permite que haja uma interagao muito dinamica entre todos eles e uma elevada
entreajuda. Para mim, foi uma mais valia ter a perce¢ao do que cada um faz, e observar de
perto os seus trabalhos, permitindo-me ter uma ideia mais alargada daquilo que se faz para

além do meu departamento.
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2.3.5. Teletrabalho

Ao longo do meu estagio tive situagoes que me impediram de fazer trabalho presencial
nos Laboratorios Basi. Por isso, foi-me dada a possibilidade de fazer teletrabalho, dando-me

outra realidade em relagao a forma de se trabalhar.

2.4. Ameacas (Threats)
2.4.1. Profissionais de Outras Areas

Durante o meu estagio, fui confrontada com a realidade de que nem todos os
profissionais que trabalham na drea de Medical Affairs sao farmacéuticos.
Existe uma grande variedade de profissionais com habilitagdes para exercer o que o

farmacéutico exerce em Medical Affairs, pelo que se torna uma ameaga a profissao.

2.4.2. Openspace

Apesar de considerar que o openspace, no inicio, foi muito interessante para mim,
apercebi-me que ao longo tempo, causa desgaste a quem Ia trabalha. O facto dos diversos
departamentos poderem facilmente contactar uns com os outros € uma grande vantagem. No
entanto, muitas pessoas a trabalharem e a falarem neste espago, cria distragoes quando
precisamos de estar focados no trabalho e o barulho torna-se um elemento perturbador e

cansativo.
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3. Consideracoes Finais

O facto de a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra permitir que os alunos
estagiem em Industria Farmacéutica € uma experiéncia importante e enriquecedora para um
aluno de MICF.

O estagio de Regulatory Affairs, mais propriamente em Registos, permitiu-me
desenvolver inUmeras capacidades, e contactar com a realidade de Industria Farmacéutica.

Estes trés meses de estagio foram muito enriquecedores para mim, tanto a nivel
pessoal, como profissional. A dinamica e o trabalho em equipa realizado pelos departamentos,
sao sem duvida uma mais-valia para eu considerar este espago um bom local de estagio.

A nivel do departamento de Registos, foi interessante perceber toda a dinadmica
associada ao registo de produtos no mercado, perceber que nao é igual em todos os paises e
que ha critérios que tem mais importancia nuns paises do que noutros.

Deixo um agradecimento a toda a equipa dos Laboratorios Basi e em especial ao meu
departamento, por me terem integrado tao bem na equipa, por me terem fornecido todas as
ferramentas para o meu crescimento profissional e por terem confiado em mim e no meu

trabalho, fazendo-me sempre sentir responsavel e util. Obrigada.
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Parte llI

Monografia

“A Utilizagao Terapéutica de Vesiculas Extracelulares”



Lista de Abreviaturas

ABCA |
DA
EVs
GVs
HER 2
HSPG
MC
MHC
MVs
PAMPs
pVEs
SNC
sVEs

VEs

Transportador de Cassetes de Ligagao ao ATP
Doenca de Alzheimer

Extracelular Vesicles

Globulos Vermelhos

Recetor de Crescimento Epidérmico 2
Proteoglicanos de Sulfato de Heparina

Malaria Cerebral

Complexo Major de Histocompatibilidade
Microvesiculas

Padroes Moleculares Associados a Agentes Patogénicos
Vesiculas Extracelulares Derivadas de Plaquetas
Sistema Nervoso Central

Vesiculas Extracelulares Pequenas

Vesiculas Extracelulares
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Resumo

Vesiculas extracelulares (VEs) sio pequenas particulas revestidas por uma camada
lipidica com a capacidade de transportar acidos nucleicos, proteinas e lipidos. Existem trés
tipos principais de VEs: exossomas originarios do compartimento endossémico,
microvesiculas originarias da membrana celular e corpos apoptoéticos que sao libertados

durante a apoptose.

VEs siao conhecidas por serem libertadas por todos os tipos de células e mediarem a
comunicagao intercelular enquanto organelos de sinalizagao extracelular, transmitindo
informagoes especificas das células de origem para as células-alvo. Devido a estas
propriedades, VEs podem ser aplicadas em novas abordagens terapéuticas incluindo terapia
anti tumoral, antiparasitaria, para doengas neurodegenerativas, doengas cardiacas, vacinagao e

imunoterapia.

Existem ainda inimeras barreiras associadas ao uso de VEs como veiculos terapéuticos.
No entanto, devido a crescente pesquisa e consequentemente melhor conhecimento das

fungoes das VEs, o seu enorme potencial tem vindo a revelar-se.

Palavras-Chave: Imunoterapia, interagao parasita-hospedeiro, malaria, vacinas, vesiculas

extracelulares.
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Abstract

Extracellular vesicles (EVs) are small, lipid-enclosed particles with the ability to
transport nucleic acids, proteins, and lipids. There are three major types of EVs: exosomes
originating from the endosomal compartment, microvesicles from the cell membrane, and

apoptotic bodies released during apoptosis.

EVs are known to be released by all cell types and mediate intercellular communication
as cell-derived extracellular signaling organelles that transmit specific information from their
cell of origin to their target cells. As a result of these properties, EVs may serve as novel tools
for various therapeutic approaches, including anti-tumor and anti-parasitic therapies, therapies

for neurodegenerative and cardiac diseases, vaccination, and immunotherapy.

There are still numerous barriers preventing the use of EVs as therapeutic vehicles.
However, as the body of research grows - and with it, the understanding of EVs and their

various functions - the therapeutic potential of these organelles starts unraveling.

Keywords: Extracellular vesicles, immunotherapy, malaria, parasite-host interaction,

vaccines.
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|I. Introducio

O estudo das vesiculas extracelulares (VEs) € um campo de estudo emergente que tem
tido um grande impacto na investigagao e desenvolvimento nas Ultimas décadas ao nivel da sua
biogénese, o seu papel na comunicagao intercelular, o transporte de biomoléculas e as suas
fungdes em estados normais e de fisiopatologia.'

A medicina de precisao € uma abordagem relativamente antiga a nivel teérico, mas que,
recentemente, tem atingido uma realidade pratica. A especificidade do diagndstico e
terapéutica sao determinantes para o sucesso da identificagao da patologia e a adequagao do
tratamento, de forma a reduzir a severidade dos outcomes da doenga, tempo de incapacidade
e em Ultima instancia a redugao/eliminagao da mortalidade. Este tipo de sucesso clinico apenas
€ possivel e absoluto num contexto de abordagem clinica individual e especifica,
nomeadamente em patologias com um contexto clinico complexo como o cancro, as doengas
neurodegenerativas e doengas infeciosas com origem em agentes etiologicos complexos ou
adaptados a determinadas resisténcias.’

As VEs caracterizam-se como estruturas que derivam de vias celulares, classificadas
por subtipos consoante a sua biogénese. Estas particulas de pequena dimensao (entre 30 e
000 nm), envolvidas numa camada lipidica, estao aptas a transportar varios tipos de conteudo
tais como proteinas, acidos nucleicos e varios tipos de metabolitos. Este conteido pode ser
transportado entre varias células, tornando-se uma forma significativa de sinalizagdo e
comunicagio celular capaz de induzir sinais especificos celulares.’

Existem trés tipos principais de VEs que se designam por exossomas, microvesiculas e
corpos apoptoticos. Estas vesiculas tém origens e fungdes distintas consoante as condigoes
fisiologicas do organismo, normais ou patoldgicas.”

A abordagem as VEs enquanto alvo terapéutico tem demonstrado ser uma
oportunidade eficaz na modulagao da sinalizagao e comunicagao celular, pela inibigao, ativagao
ou alteragao desses mesmos sinais. Como sao veiculos de transporte de substancias de varias
vias metabdlicas e de sinalizagao, é possivel utilizar estas estruturas para a vectorizagao de
farmacos para locais ou células especificas, com o objetivo de aumentar a eficacia terapéutica

e evitar os efeitos secundarios dos farmacos noutros tecidos e células saudaveis.?
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2. Vesiculas Extracelulares

As Vesiculas Extracelulares (VEs) sao um grupo heterogéneo de estruturas de
pequenas dimensoes constituidas por uma membrana lipidica, libertadas por todas as células
e sao amplamente reconhecidas por estarem envolvidas em muitos processos celulares, tanto
em condigdes fisiologicas como patoldgicas.’

As células sao capazes de secretar varios tipos de vesiculas, quer em ambiente in vivo,
quer em ambiente in vitro, que estao envolvidas em processos de sinalizagao e de comunicagao
intercelular bem como na eliminacao de material celular.*

No ambiente in vivo, as VEs sao encontradas em diversos fluidos corporais como o

sangue, urina, liquido amnidtico, leite materno, liquido seminal, saliva e derrames malignos.*

2.1. Biogénese

As VEs sao atualmente classificadas com base na sua dimensao e forma de libertagao.
De acordo com estes parametros pode-se, entdo, designar trés principais subtipos:
exossomas, microvesiculas e corpos apoptéticos. Os varios tipos de VEs apresentam vias de
biogénese distintas o que resulta, essencialmente, em diferentes atividades e alvos, tipos de
marcadores e conteudos, quer a superficie quer no seu interior.” Na Tabela | estdo resumidas
algumas das suas caracteristicas, bem como as proteinas e/ou outros tipos de moléculas

associadas.

Tabela | - Caracteristicas das VEs. (Adaptada de Andaloussi et al, 2013)'

Caracteristicas
Tipos de

Vesiculas

Origem Tamanho Conteudo

mRNA, microRNA e outros RNAs
nao codificantes; proteinas
citoplasmaticas e de membrana,
incluindo recetores; moléculas do
complexo major de
histocompatibilidade

Via Endolisossomal;
ligacao intraluminal de
Exossomas microvesiculas; fusao 40-120 nm
de microvesiculas com

a membrana celular

mRNA, microRNA e outros RNAs
nao codificantes; proteinas
citoplasmaticas e de membrana,
incluindo recetores

Microvesiculas Superficie celular 50-1000 nm

Superficie celular;
Formagao de corpos | 500-2000 nm
apoptoticos

Fracoes nucleares; organelos
celulares

Corpos
Apoptoticos
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2.1.1. Exossomas

Os exossomas sao pequenas vesiculas de origem endossomal, de membrana Unica com
a mesma tipologia da célula e sao enriquecidos em proteinas citoplasmaticas e de membrana,
lipidos, acidos nucleicos (MRNA, microRNA e outros RNAs nao codificantes) e
glicoconjugados. Contém uma série de complexos de proteinas oligoméricas, com estruturas
e fungdes complexas, associadas a membrana e apresentam heterogeneidade molecular
pronunciada, incluindo recetores e moléculas do complexo major de histocompatibilidade
(MHC)."¢
A formagao dos exossomas ocorre no interior de endossomas, podendo identificar-se
trés tipos: endossomas iniciais, endossomas tardios e endossomas de reciclagem (Figura I).
Os endossomas iniciais fundem-se com as vesiculas endociticas e incorporam compostos
destinados a reciclagem, degradagao ou exocitose. Os conteldos destinados a reciclagem sao
separados em endossomas de reciclagem (Figural a). Os restantes endossomas iniciais passam
por uma série de transformagoes até se tornarem endossomas tardios. Os endossomas
tardios, também designados de corpos multi-vesiculares, contém no seu interior diversas
vesiculas, denominadas de vesiculas intraluminais. Os endossomas tardios fundem-se com os
lisossomas ou com a membrana plasmatica. A fusao com lisossomas resultara na destruigao
do contelldo do endossoma tardio (Figura | b). Por outro lado, a fusao com a membrana
plasmatica resultara na secregao das vesiculas para o espago extracelular, formando os

exossomas (Figura | c).°

Exosome ¢ o

release »

Endocytosis 7 C v

( la

1\

Fusion with plasma

Recycling membrane

l endosome

! t

Early endosome

Late endosome/ *
MVB

Lysosome

Figura | - Formagdo de exossomas pela via endossomal. (Adaptada de AKERS, Johnny C. et al. 2013)°
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2.1.2. Microvesiculas

Microvesiculas sao vesiculas esféricas heterogéneas, libertadas da superficie da
membrana, de diversos tipos de células, num mecanismo dependente de calcio.” Analogamente
aos exossomas, sao constituidas por mRNA, microRNA e outros RNAs nao codificantes,
proteinas citoplasméticas e de membrana e recetores.'

A formagao das microvesiculas (MVs) esta associada ao desenvolvimento de uma
protuberancia na membrana celular (“budding”) e a sua separagao ou clivagem (Figura 2). Este
fenomeno esta relacionado com a redistribuicao da camada fosfolipidica e a sua capacidade
moével em interagir com proteinas membranares e transmembranares.® Esta dindmica da
membrana é modulada por flipases e flopases o que induz a formagao da referida protuberancia
culminando numa contragio da membrana por agio de actina-miosina (Figura 2).%” Apés este
processo é entao formada uma vesicula que contém diversos tipos de moléculas e estruturas

no seu interior a qual sera libertada pela célula.®

’ Phosphatidylserine 'Olher phopholipid
1 Flippase &

Ouer e [l STPRERITTERETRERERORRRNY
ﬁ
Inner leaflet SSLUSUUBISLELLBIRLUBLISY

Floppase Flippase

m— Actin
Myosin

Figura 2 - Formagao de microvesiculas pela contragao da membrana celular. (Adaptada de AKERS, Johnny C. et

al. 2013)°

2.1.3. Corpos apoptoticos

Os corpos apoptoticos formam-se durante o processo de apoptose e sio pequenos
fragmentos rodeados por membrana que sio eliminados por fagocitose.’

A formagao de corpos apoptoticos esta associada a um processo de morte celular
(apoptose) que culmina na perda de integridade e consequente desintegragao da membrana
celular. Sdo constituidas por fragdes nucleares e organelos celulares.®

Uma célula em apoptose passa por varios estadios, iniciando pela condensagio da

cromatina nuclear, seguida pela formagao de uma protuberancia de membrana, progredindo
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para a desintegracao do conteldo celular em vesiculas fechadas por membrana propria
denominados de corpos apoptéticos.®

Os corpos apoptoticos sao fagocitados localmente por macréfagos ou outros tipos de
fagocitos. A fagocitose resultante destes corpos apoptoticos € um tipo de apresentagao de

antigénio em casos de infegdo intracelular por agentes etioldgicos como bactérias ou virus.®
Apoptotic bodies

Nucleus 1o
Apoptosis \ v \ \vi ’

/ C3b Phagocyte

Figura 3 - Formagio de corpos apoptéticos. (Adaptada de AKERS, Johnny C. et al. 2013)*

2.2. Caracteristicas

Todas as VEs partilham de uma composigao caracteristica de biomoléculas: proteinas,
lipidos (p.ex.: colesterol, ceramida), material genético (p.ex..: mMRNA, miRNA, tRNA e DNA)
e metabolitos de baixo peso molecular, ou seja, aminoacidos, ATP, glutationa, etc.?

Os exossomas apresentam um tamanho bastante reduzido (40-120 nm de didmetro) e
tém uma morfologia “cup-shaped.'” Sio revestidos por uma bicamada fosfolipidica, contendo
elevados niveis de colesterol, esfingomielina e ceramida e contém recetores de proteinas
organizados em microdominios lipidicos das glicoproteinas. As proteinas transmembranares
dos exossomas tém a mesma orientagao externa da célula e tém muitas proteinas
caracteristicas, incluindo proteinas envolvidas no transporte e fusio da membrana.""

As MVs apresentam um tamanho ligeiramente superior (50-1000 nm) e tém também
uma morfologia “cup-shaped”."""

Os corpos apoptoticos possuem um diametro maior (50-2000 nm) e tém uma
morfologia mais heterogénea que as MVs e os exossomas, o que os torna mais faceis de

distinguir."""

2.3. Funcoes

As VEs apresentam diversas fungoes de extrema relevancia para o organismo como o
papel regulador na sinalizagao intercelular, na adesao celular, coagulagao, e na homeostase.

(Figura 4)."
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immune suppression

FasL, NKG2D
antigen presentation
/ MHC
communication
O o — signalling components
cell ON®) mRNA, miRNA
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C5b-9, caspase 3
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coagulation
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Figura 4 - Fungoes das VEs em células saudaveis. C5b-9 - complexo C5b-9 do sistema de complemento; IL-13
- interleucina-18; MHC - Complexo de histocompatibilidade major; NKG2D - Recetor G2D das células NK; PAF
- Fator de ativagio plaquetar; TF - fator tecidular. (Adaptada de HARRISON et al,, 2014)"!

2.3.1. Sinalizacao intercelular

Diversos estudos realizados recorrendo, principalmente, a melanodcitos e
queratindcitos na epiderme, macrofagos e células-tronco mesenquimais permitiram conhecer
o papel das VEs na sinalizagio intercelular.'? Salienta-se, entre outras, a capacidade das VEs
suprimirem a atividade imunoldgica, apresentarem antigénios, participarem na comunicagao
intercelular, modularem a resposta inflamatéria e fazer a regeneragio e reparagao tecidular.'"
12

Em relagao a supressao imunitaria, as VEs regulam a resposta imune, ativando ou
inativando a resposta ao agente estranho ao corpo. Tém capacidade de induzir ou contribuir
para a resisténcia celular a apoptose, controlar a ativagao e/ou proliferagao de células da imune
adaptativa. Em consequéncia, também células tumorais, virus e parasitas recorrem a estes
processos para escapar ao sistema imune e, deste modo, crescer e proliferar."

Quanto a apresentagao de antigénios, as VEs utilizam os MHC como mediadores desta
apresentacio, através dos quais conseguem regular as respostas imunes adaptativas."

A comunicagao intercelular pode ser mediada por meio do contacto direto célula-
célula ou por transferéncia de moléculas secretadas, por interagao no local ou a distancia.
Assim, as VEs funcionam como veiculos para a transferéncia de proteinas citosolicas, lipidos e
RNA entre as células.'"

A reparagao e regeneraciao tecidular desenvolve-se em trés fases: inflamagao,

reparagao e remodelagao. Uma vez que as VEs tém a capacidade de regular a resposta imune,
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atuam nos diferentes processos que ocorrem em cada uma das fases de reparagao /

regeneragao tecidular."”

2.3.2. Adesao celular e coagulagao

As MVs facilitam a adesao de plaquetas a matriz celular endotelial nos locais onde possa
ocorrer a lesao vascular, o que faz com que as MVs derivadas de plaquetas ajudem na adesao
e na formacgio de trombos nestes locais."

As VEs derivadas de plaquetas (pVEs) podem ser divididas em dois tipos de acordo
com o seu didmetro em vesiculas pequenas (80-200nm) e vesiculas grandes (400-600nm). As

pVEs apresentam potencial atividade quer anticoagulante quer pro-coagulante.'®
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3. Terapéuticas com Vesiculas Extracelulares

A crescente pesquisa e compreensao da fungao das VEs como mediadores importantes
de diversas fungoes celulares tém naturalmente levado a um progressivo interesse no seu uso

terapéutico.

3.1. Beneficios Terapéuticos Inatos das Vesiculas Extracelulares

As VEs recolhidas de varios tipos de células mostraram uma capacidade notavel em
induzir a regeneragao e a reparagao de tecidos.'’

No campo da medicina regenerativa tem havido um interesse particular nas VEs
produzidas por células estaminais. As VEs derivadas de células estaminais foram utilizadas na
regeneragao de, entre outros, ossos e cartilagens, tecido cardiaco apos enfarte de miocardio,
tecido renal em modelos de lesao renal aguda e cronica, e tecido hepatico apos fibrose
induzida por farmacos. Na maioria desses estudos, a funcionalidade das VEs foi atribuida a
transferéncia funcional da carga de protec¢ao para a célula lesada."”

As VEs derivadas de células estaminais podem transferir fatores de transcrigao
pluripotentes iniciais para progenitores hematopoiéticos para promover a proliferagao e
sobrevivéncia.'’

Outras VEs, nao derivadas de células estaminais, demonstraram potencial regenerativo
como por exemplo, as VEs derivadas de osteoblastos que promoveram a diferenciagao
osteogénica e biomineralizagio em células estaminais da medula 6ssea. Células dendriticas
apresentadoras de antigenos estimuladas promoveram mielinizagao de oligodendrocitos
mediada por VEs."

Além disso, alguns estudos mostraram que as VEs podem induzir indiretamente a

reparagao por meio da regulagio imunoldgica mediada por VEs."”

3.2. Vesiculas Extracelulares como Alvos Terapéuticos

Existe extensa literatura cientifica sobre o papel das VEs em patologias. De um modo
geral, as VEs funcionam como mediadores de vias de sinalizagao, como vetores de transporte
e/lou como vetores de transdugao de sinais em processos biologicos e bioquimicos
especificos.'® O seu uso terapéutico pode ser resumido no bloqueio exdgeno das vias de
sinalizagao (caso seja prejudicial), ou na indugao das vias de sinalizagdo (caso tenha agao

protetora).'”
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Em muitos estudos relacionados com doengas oncoldgicas, as VEs produziram efeitos
pré-tumorais através da transferéncia de acidos nucleicos oncogénicos e de proteinas. As VEs
participam em muitos processos patogénicos no cancro, incluindo a resisténcia a terapia,
crosstalk do tumor do estroma e angiogénese, estabelecendo nichos pré-metastaticos, e na
modulagiao imunologica. Nestes casos, a inibicao da produgao, libertagao ou absorg¢ao de VEs
pré-tumorais especificas no microambiente tumoral pode ser benéfica para interromper a
metastase e prevenir fenotipos invasivos.'’

O silenciamento de Rab27a, uma Rab-GTPase chave envolvida na biogénese de VEs,
reduziu o crescimento tumoral e metastase em ratos, sugerindo que a modulagao da biogénese
de VEs podera ser uma estratégia terapéutica eficazz. O GW4869, um inibidor da
esfingomielinase, € normalmente usado para bloquear a biogénese de VEs em varios estudos.
No entanto, tanto o silenciamento de GW4869 como o de Rab27a sio acompanhados por
efeitos secundarios, como alteragao da homeostase e prevengao da secregao relacionada com
lisossomas e, portanto, podem interferir na fisiologia celular normal.'’

Alternativamente, o uso de inibidores farmacologicos de endocitose para inibir o
uptake de VEs também pode ser uma via terapéutica a ser explorada. Porém, qualquer um
destes inibidores farmacologicos de endocitose seria inespecifico, uma vez que sao incapazes

I”

de distinguir entre atividade “normal” e “patogénica” de VEs, bem como existirem efeitos fora
do alvo pretendido. E necessario conhecer os mecanismos de uptake especificos de VEs para

desenvolver novas formas de direcionar a comunicagio de VEs patogénicas.'’

3.3. Vetorizacao

A vetorizagao corresponde ao processo de introdugao na célula de diferentes
particulas, como elementos funcionais (proteinas, lipidos e acidos nucleicos), farmacos,
parasitas, virus, entre outros. Para tal, é necessirio um vetor (essencialmente um
transportador dessas particulas) que seja capaz de ultrapassar barreiras fisiologicas para
entrega do seu conteldo e que o faga no local certo. A escolha do vetor depende do objetivo
da vetorizagao e tem de ser realizada de forma minuciosa para nao haver destruicao das
diferentes particulas que queremos introduzir e para garantir que o vetor consegue fazer a
entrega no local pretendido sem se degradar."”

As VEs atuam como vetores de transporte ou transdutores de sinal, e sao candidatas
ideais para serem utilizadas como transportadores terapéuticos. Possuem o potencial de
penetrar tecidos e aumentar a capacidade de direcionamento de biomoléculas e, de modo
semelhante a outros nanotransportadores com polimeros sintéticos (como lipossomas,

polimerossomas ou nanoparticulas lipidicas), sao capazes de encapsular farmacos hidrofobicos
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e proteger a carga de RNA/proteina da degradagao enzimatica. Desta forma, aumentam a
semi-vida do farmaco em circulagio através do aumento da sua solubilidade e estabilidade.'®
20; 21

A constituicao das VEs pode ser uma “réplica” das suas células-mae (i.e. a0 conterem
os mesmos lipidos, proteinas e hidratos de carbono) e consequentemente apresentam baixa
toxicidade e imunorreatividade enquanto veiculos. Apresentam varias vantagens sobre outras
nanoparticulas com polimeros sintéticos, pois oferecem a capacidade intrinseca Unica de
cruzar barreiras biologicas, como a barreira hematoencefélica, tém marcadores que reduzem

a sua eliminagao imunoldgica e, em alguns casos, tém a capacidade de serem direcionadas para

células da imunidade inata."”

Tem havido algum sucesso em estudos pré-clinicos usando VEs para fornecer novas
terapias direcionadas para o cancro:

e VEs contendo paclitaxel quimioterapéutico (medicamento citotoxico com indicagoes
terapéuticas em diversas neoplasias) pode ser absorvido pelo adenocarcinoma
pancreatico humano inibindo a proliferagao e linhas celulares de cancro da proéstata de
modo a induzir a morte celular.?*?

e VEs carregadas com doxorrubicina (outro citotoxico com indicagoes terapéuticas em
diversas neoplasias) sao capazes de passar a barreira hematoencefilica, num modelo
de cancro de peixe-zebra, reduzindo o nimero de células carcinogénicas.”*

e VEs de células dendriticas carregadas com antigénios associados a tumor possuem

potencial para o tratamento do melanoma metastitico e cancro de pulmio.” %

Desenvolvimentos recentes incluem, também, o uso de VEs para administragao de
antibioticos, para o tratamento de infegoes localizadas; siRNA com o objetivo de direcionar
genes relacionados com a doenga de Huntington, e antigénios, para o desenvolvimento de
vacinas.'”" ¥
As VEs também entregaram com sucesso o sistema CRISPR/Cas9 as células recetoras,

de modo a editar genes especificos, abrindo caminho para VEs serem usadas no futuro para

edi¢ao direcionada de genes.’

3.4. Imunoterapia

A aplicagao extensiva de VEs na modulagao do sistema imune, para aumentar ou
suprimir a atividade imunoldgica, torna as VEs candidatas atraentes a imunoterapia para
doengas como o cancro. Embora esta dicotomia funcional aumente a versatilidade das VEs

como agentes terapéuticos, também aumenta o risco de resultados adversos imprevisiveis.
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Para minimizar esse risco, é fundamental que as VEs, com as propriedades funcionais
adequadas, sejam isoladas para terapéutica. A capacidade das VEs aumentarem ou suprimirem
a atividade imunologica depende da fonte celular, do estado da origem celular, como por
exemplo a maturidade, e do tipo de VEs. Assim, um requisito para o desenvolvimento de VEs
como agentes imunoterapéuticos € a caracterizagao fisica e biologica de cada um dos tipos de
VEs produzidas por uma célula num estado fisiologico especifico.?®

Uma das aplicagoes € a utilizagao de VEs derivadas de tumor. Estas VEs conseguem
transportar moléculas imunossupressoras, que as tornam importantes mediadores da evasao

do tumor e possiveis alvos na imunoterapia.”’
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4. Vesiculas Extracelulares nas Doencas

4.1. Cancro

As VEs sao importantes na modulagao do crescimento do cancro, mediante diversos
mecanismos. De um modo geral, células no microambiente do tumor comunicam entre si
principalmente por quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento. Contudo, a comunicagao
€ também mediada por VEs derivadas de células do microambiente do tumor. Quando o
microambiente do tumor se torna mais maduro a produgao de VEs aumenta
exponencialmente, promovendo a progressiao do tumor.*

Assim, a redugao da quantidade de VEs derivadas do tumor pode representar uma
oportunidade terapéutica na inibicdo da progressao do cancro. Existem neste momento
descritas trés tipos de estratégias terapéuticas cujo alvo sao as VEs: eliminagao de VEs da
circulagio sanguinea, inibicdo da secrecio de VEs e o bloqueio da absorgio de VEs.*

Um exemplo é o uso de hemofiltragao para remogao de VEs em cancros de recetor
de crescimento epidérmico humano 2 (HER-2). A amplificagdo ou expressao excessiva do
recetor HER-2, pertencente a familia dos recetores de crescimento epidérmico, esta associada
ao desenvolvimento e progressao de diversos tipos de cancros da mama agressivos.’' Além da
sua presenca nos tecidos, o HER-2 esta também presente na superficie das VEs derivadas das
células cancerigenas, interferindo na eficacia da terapéutica com anticorpos monoclonais.
Consequentemente, terapias com o trastuzumab (anticorpo monoclonal humanizado, utilizado
em tratamentos de cancro da mama), cuja agao depende da ligagao HER-2, sao menos efetivas
porque os anticorpos ligam-se também as VEs. A remogao seletiva das VEs que exprimem
HER-2, mediante o uso de um sistema de hemofiltragio, demonstrou ser uma via altamente
benéfica no tratamento deste tipo de cancros.>*3* Outra abordagem para eliminar as VEs é a
utilizagdo de anticorpos.*> Os anticorpos anti-CD9 e anti-CDé3, marcadores presentes na
superficie de VEs derivadas de cancro, foram administrados em ratos, em modelo de
xenoenxerto de cancro da mama humano, e embora nao tenha demonstrado efeito no
crescimento do cancro primario, preveniram significativamente o aparecimento de metastases
pulmonares.”

Existe uma grande variedade de estudos focados em abordagens terapéuticas
envolvendo a inibicao da secrecao de VEs. Estudos de triagem e consequente
“reaproveitamento” de moléculas previamente conhecidas é uma das estratégias mais
promissoras desta via terapéutica. Salienta-se a triagem com 4 580 compostos que permitiu

identificar inibidores seletivos da biogénese de VEs no cancro da préstata. A identificagao da
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manicina A, um antibiotico ja conhecido, pode ser agora “reaproveitado” pela sua capacidade
de inibir a secregao de VEs derivadas de células de cancro da prostata, sem interferéncia nas
VEs de células epiteliais saudaveis da prostata.**

A identificagao de mecanismos especificos de absorcao de VEs permite desenvolver
novas estratégias de inibicdo da progressio de cancro.’ O uptake de VEs é reduzido
significativamente apds o tratamento com proteinase K, indicando que as proteinas a superficie
das VEs participam no processo.” Foi demonstrado que os proteoglicanos de sulfato de
heparina (HSPG) funcionam na membrana da célula como recetores de VEs e,
consequentemente, os inibidores de HSPG inibem o uptake de VEs. Estes dois mecanismos
distintos (proteinas das VEs e recetores celulares de VEs) podem representar novas

estratégias no tratamento de cancro.’”

4.2. Doencas neurodegenerativas

Doengas neurodegenerativas sao caracterizadas pela degeneragao progressiva dos
neurdnios no Sistema Nervoso Central (SNC) ou no Sistema Nervoso Periférico. Estas
incluem a Esclerose Amiotrofica Unilateral, o Alzheimer, o Parkinson e as doencas de priﬁo.36

Vesiculas extracelulares pequenas (sVEs) foram envolvidas na propagagao das doengas
neurodegenerativas. A capacidade que as sVEs tém em passar a barreira hemato-encefilica,
por transcitose, permite uma comunicagio entre o SNC e os 6rgios distais.”®

As VEs possuem potencial para entrega de agentes terapéuticos e siRNA no cérebro.
A maioria das proteinas “misfolded” associadas a doengas neurodegenerativas sao
transportadas via VEs (VEs neuronais), podendo ser consideradas como novos marcadores de
diagnostico e com potencial aplicagdo no desenvolvimento de medicamentos.”

O fornecimento da enzima catalase ao cérebro através de exossomas pode ser usado
para o tratamento da Doenga de Parkinson.”

Os exossomas podem conter biomarcadores como proteinas e microRNAs, que
apresentam variagoes nos seus niveis em doengas neurodegenerativas como a doenga de
Alzheimer (DA). Foi descoberto que o nivel de miRNAs era significativamente diferente e que
a regulacao negativa de miR-342-3p foi o melhor biomarcador de diagnéstico de DA. Assim,
os microRNAs podem ser usados como biomarcadores no diagnéstico de DA, mesmo em

estégios pré-clinicos.”
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4.3. Doencas Cardiacas

Doengas cardiacas sao a causa mais prevalente de mortalidade e morbilidade, no
mundo, apesar dos avancos e das descobertas de novas terapias.*®* O interesse no
desenvolvimento de terapéuticas livres de células, particularmente aquelas que envolvem VEs,
tem aumentado, uma vez que evita o transplante de grande nimero de células, € um produto
melhor definido e mais barato.”

Evidéncias sugerem que as VEs estao envolvidas em muitos processos cardiovasculares,
fisioldgicos e patoldgicos, incluindo a regulagao da angiogénese, controlo da pressao arterial,
hipertrofia dos cardiomiocitos, apoptose e/ou sobrevivéncia e fibrose cardiaca. Dada a sua
presenga em muitos fluidos corporais, as VEs tém sido usadas como potenciais biomarcadores
de doengas cardiacas. Além disso, como as VEs sio uma componente importante do efeito
paracrino (atinge um conjunto de células vizinhas com uma elevada concentragao de
hormonas, sem comprometer outras células do corpo) nas terapias baseadas em células
estaminais, as VEs sao candidatas para a terapéutica de doengas cardiovasculares. Estudos pré-
clinicos demonstraram o potencial terapéutico das VEs como protetoras do coragao contra a
lesao isquémica. Subsequentemente, muitos outros estudos preé-clinicos reportaram as

vantagens de VEs na regeneragio e protegao cardiovascular.”

4.4. Doencas Infeciosas

A comunicagao intercelular é critica para a manutengao da homeostase corporal e para
a resposta rapida e apropriada a lesao celular e a invasao patologica. Esta comunicagao pode
ser mediada por contacto direto célula-célula, mas geralmente é realizada por fatores solUveis
como hormonas, citocinas e mediadores inflamatérios que conseguem comunicar com um
numero elevado de células efetoras, quer localmente quer dispersas. Uma vez que as VEs sao
libertadas pela maioria das células nucleadas e que a composicao muda sob diferentes
condigoes fisioldgicas e patoldgicas, sao cada vez mais reconhecidas como importantes
reguladoras das fungoes celulares e dos mecanismos de doenga.®

As VEs libertadas por células durante uma infecao podem ser derivadas quer do
hospedeiro quer do agente patogénico, apresentando atividade e composigao diferentes. Estas
diferentes populagoes de VEs podem ter efeitos sinérgicos ou mesmo antagonicos nas células
recetoras.®

Os agentes patogénicos podem ser intracelulares ou extracelulares, e esta

caracteristica € determinante nos mecanismos de invasao usados pelo agente patogénico e nas
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respostas imunes do hospedeiro. Também é uma caracteristica importante para o papel das
VEs no mecanismo da doenca.®

Para agentes patogénicos extracelulares, os padroes moleculares associados a agentes
patogénicos (PAMPs), que sao eliminados ou secretados por meio de vesiculas membranares
ou fatores sollveis, podem interagir diretamente com recetores de reconhecimento padrao
na membrana plasmatica da célula hospedeira. Alternativamente, PAMPs ou antigénios podem
ser endocitados por células apresentadoras de antigénio, permitindo a interagao com
recetores intracelulares ou processamento de antigénios para apresentagao por moléculas
MHC classe 11.%

Existem mecanismos analogos para agentes patogénicos intracelulares, que comunicam
por endocitose e exocitose com o espago extracelular. Por exemplo, macroéfagos infetados
com Mycobacterium tuberculosis podem libertar moléculas bacterianas por via de vesiculas
membranares ou por incorporagao quer na membrana do hospedeiro quer nas vesiculas
intraluminais, para serem libertadas através das VEs. A capacidade que os agentes patogénicos
intracelulares tém em libertar moléculas para o espago extracelular é pouco claro mas pode
ocorrer pela lise de células infetadas ou libertagao de VEs que incluem materiais derivados do
citosol.”

Existem muitas vantagens associadas ao uso de VEs como base para um sistema
terapéutico especifico para agentes patogénicos.*'

As VEs podem ser modificadas, de modo a incorporar varios fatores derivados de
agentes patogénicos, incluindo fatores que as direcionem para as células de interesse. VEs sao
eficazmente internalizadas por células apresentadoras de antigénio, que podem ser Uteis na
entrega direta de antigénios ou de complexos antigénio-MHC ou por moléculas co-

estimulatorias para promover diretamente respostas imunes contra um agente patogénico.*'

4.4.1. Malaria

A maldria é uma doenga complexa causada por protozoarios do género Plasmodium e
€ a maior causa de morte e morbilidade no mundo por parasitas. A infecao € transmitida
principalmente pela picada de um mosquito fémea do género Anopheles.*

O ciclo de vida de Plasmodium spp. é heteroxeno e apresenta trés fases distintas: fase
exo-eritrocitica, fase eritrocitica e fase esporogonica, sendo que as duas primeiras

correspondem a reprodugio assexuada e a Ultima a reprodugao sexuada (Figura 5).®
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Figura 5 - Ciclo de vida de Plasmodium spp. (Imagem adaptada de ™)

Mais de 100 espécies de Plasmodium podem infetar varias espécies de animais, mas
apenas 5 espécies infetam o ser humano em condig¢oes naturais: Plamodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi.**

P. falciparum é o agente etiologico da maldria mais severa e é a principal causa de morte
por malaria em criancas de Africa. Neste caso, os eritrocitos podem obstruir pequenos vasos
sanguineos e quando ocorre no cérebro, resulta em malaria cerebral (MC).* As complicagdes
de malaria cerebral incluem inconsciéncia, convulsdes e coma, podendo levar a morte. Cerca
de um quarto dos pacientes que sobrevivem a MC sofrem de défices neuroldgicos e cognitivos,
tais como comportamento anormal, epilepsia e fungdes motoras diminuidas.*

Ao longo dos anos compostos de quinina e de artemisinina tém sido usados para o
tratamento de malaria severa. Contudo, existe um crescente desenvolvimento de resisténcias
e precisam de ser desenvolvidas novas terapéuticas, de preferéncia terapéuticas que sejam
direcionadas ao hospedeiro ou a interagao hospedeiro-parasita. Compreender os mecanismos
subjacentes a fisiopatologia da MC ajudara a identificar potenciais novos alvos terapéuticos.
Uma das principais limitagoes dos estudos de MC em humanos é que o estudo detalhado da
patologia e patogénese cerebral s6 pode ser realizada pos-morte. Apesar dos modelos animais
de MC conseguirem reproduzirem algumas das caracteristicas, a patologia da doenga difere
consideravelmente da que ocorre no homem. A MC humana é caracterizada pela captura de
glébulos vermelhos infetados para a microvasculatura cerebral com poucas alteragoes

inflamatorias no cérebro. A MC no modelo animal do rato mostra pouca ou nenhuma captura
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dos globulos vermelhos infetados, mas com uma proeminente resposta pro-inflamatoria de
citoquinas no cérebro.”’

Uma das principais dificuldades no controlo da malaria reside na ocorréncia de
resisténcia aos medicamentos, em parte devido a exposi¢do do parasita a baixas doses

terapéuticas. Existem varios fatores que potenciam este problema, como:

a) a localizagao intracelular do parasita em hepatocitos e globulos vermelhos
(GVs);®
b) O ambiente fisico do sistema circulatério com forte fluxo sanguineo e em varias

direcdes, afetando a interacio dos medicamentos com GVs alvo;*

c) As caracteristicas fisico-quimicas dos medicamentos antimalaricos. A maioria
sao hidrofilicos e amplamente distribuidos pelos tecidos do corpo apods a
administragao. Assim, ocorre um metabolismo rapido do farmaco no figado,

resultando em semi-vidas curtas, de menos de | hora a algumas horas.”

Assim, o desenvolvimento de tratamentos mais eficientes para a malaria é urgente.
Frequentemente, a administragio de medicamentos antimaldricos ocorre numa janela
terapéutica estreita entre quantidades muito altas que induzem efeitos secundarios toxicos e
concentragoes locais muito baixas que podem contribuir para o desenvolvimento de
resisténcia.*®

Atualmente é recomendada a administragao de combina¢des de dois ou mais farmacos,
com diferentes mecanismos de agao e/ou diferentes alvos bioquimicos no parasita, para
minimizar o desenvolvimento de resisténcia. Outra estratégia crucial é o desenvolvimento de
sistemas de entrega direcionada de medicamentos, capazes de entregar especificamente o
composto antimalarico aos GVs infetados. Desta forma aumenta-se a exposi¢ao do parasita a
doses suficientemente altas para serem letais ao parasita e minimiza-se o risco de

desenvolvimento da resisténcia aos medicamentos.*®

4.4.2. Vesiculas Extracelulares na Malaria Cerebral

Durante a infe¢ao por maldria, as quantidades de VEs no plasma aumentam em
pacientes infetados em comparagao com individuos saudaveis, com as maiores concentragoes
de VEs a serem observadas em doentes com malaria grave.®

Foi demonstrado que as VEs derivadas dos GVs infetados podem ser internalizadas por
outros GVs, mondcitos e células endoteliais e transmitir material genético.®

Os primeiros estudos focaram-se nas MVs de células do hospedeiro. Estas MVs foram

associadas a maldria devido ao seu papel na patogénese cerebral, visto que elevados niveis de
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MVs derivadas do endotélio estavam presentes em pacientes com malaria cerebral. Os niveis
de MVs no plasma de pacientes com maldria cerebral encontram-se associados aos niveis
elevados de TNF no plasma.”’

O papel das MVs na malaria foi, posteriormente, testado usando modelos de ratos com
doenca severa. Ratos knock-out para o transportador de cassetes de ligagao ao ATP (ABCAI),
que tém menor capacidade de produgao de MVs, foram protegidos da MC. Em ratos do grupo
controlo, as MVs das plaquetas, monodcitos e células endoteliais do hospedeiro, foram
libertadas durante a infecdo, mas no grupo knock-out para ABCAI a libertagao foi
significativamente reduzida. Em particular, houve redugao de marcadores inflamatérios como
TNF sérico e ocorreu sequestro de plaquetas e leucécitos no cérebro. Estes resultados
corroboraram a associagao das MVs com a citoaderéncia parasitaria e o seu papel provavel na
doenga severa, particularmente na MC.* Além disso, MVs endoteliais induzidas por TNF,
produzidas in vitro, quando injetadas por via intravenosa em ratos nao infetados, foram capazes
de desencadear hemorragias cerebrais semelhantes as existentes na MC.¥

A importancia da ABCAI na patogenicidade da maldria relacionado com as MVs foi
posteriormente apoiada por um estudo de campo de pacientes humanos infetados com
Plasmodium falciparum, onde os niveis de MVs nos casos de malaria severa e malaria nao
complicada foram associados aos haplotipos do promotor ABCAI. Foi reportado que a
libertagao de MVs era superior durante a infecao, que os niveis de MVs se relacionavam
positivamente com a gravidade da doenga, e que haplotipos do promotor ABCAI foram
associados a suscetibilidade para a doenga severa.*

Durante a malaria, sao produzidas MVs de diversas origens, tanto em pacientes como
em modelos de ratos. As MVs de plaquetas podem aumentar a adesividade das células
endoteliais para eritrocitos parasitarios, principalmente pela transferéncia de antigénios
plaquetarios, CD36, para a superficie do endotélio cerebral.”’

Na verdade, um papel efetor das MVs na imunogenicidade é apoiada por (i) MVs
conseguem alterar o fenétipo e as fungdes das células endoteliais; (ii) as MVs sao fortes
elementos pro-inflamatorios e (iii) as MVs interferem com a ligagao das células alvo, reduzindo
a sua ativagao. Adicionalmente, MVs tém o potencial de participar na apresentagao do
antigénio, de expressar moléculas MHC, e de amplificar a proliferagao das células T. Assim, as
MVs podem ser imunomoduladores além dos seus papeis como efetores na
imunopatogenicidade.”

Estudos recentes demonstraram que as VEs tém a capacidade de incorporar fatores

parasitarios, colocando-os na circulagao sanguinea, ajudando na amplificagio da infecao e
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consequente resposta imunitéria.”' Em estudos com animais verificou-se que a inibigdo de VEs,

induzida geneticamente ou farmacologicamente, evita o desenvolvimento de MC.*
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5. Vesiculas Extracelulares e Vacinas

O uso de VEs como vacinas contra agentes patogénicos apresenta grandes vantagens,
incluindo a melhoria da distribuicao de antigénios, dada a capacidade das VEs circularem nos
fluidos corporais e atingirem orgaos, terem condi¢oes estaveis para manter a estrutura das
proteinas do RNA e do DNA e a ligagao e absorgao eficientes pelas células apresentadoras
de antigénio devido & expressido de moléculas de adesio nas VEs.*

Vacinas baseadas em VEs podem ser derivadas de células humanas expostas a agentes
patogénicos ou diretamente de agentes patogénicos. VEs derivadas de células apresentadoras
de antigénios, em particular células dendriticas pulsadas com agentes patogénicos, parecem
ser uma fonte promissora de vacinas de VEs. Antigénios de Leishmania transferidos para as
VEs derivadas de células dendriticas conferiram protegao contra a infegao, induzindo a
proliferagio das células T. Além disso, exossomas derivados de células dendriticas
previamente pulsados com agentes patogénicos induziram a produgao de imunoglobulina
protetora em ratos que foram injetados com doses letais de Streptococcus pneumoniae ou
Corynebacterium diphtheriae.>

Vacinas derivadas de VEs de bactérias sio outra fonte promissora de vacinas pois
permitem estabilidade farmacologica e podem ser obtidas em grande escala e com alto
rendimento, adaptando a produgao da fermentagao bacteriana. Podem ser projetadas para
terem o numero e tipo de antigénio desejado. Dada a sua natureza particular, sao
eficientemente internalizadas pelas células T e reconhecidas pelo sistema imune inato. As VEs
de bactérias funcionam como adjuvante e nao necessitam de aditivos, o que reduz a
complexidade da formulagao e aumenta a facilidade de produgao. As VEs como o exemplo de
Haemophilus influenza, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholera, Bordetella pertussis e outros,
mediaram a proteg¢ao contra agentes infeciosos em varios modelos de rato, o que indica o seu
grande potencial terapéutico.”® De facto, as VEs de bactérias estio a ser estudadas como
vacinas, em ensaios clinicos. Acredita-se que oferecem vantagens em relagao as vacinas
convencionais e que sejam eficazes contra doengas infeciosas como a tuberculose e doengas
entéricas, que atualmente carecem de tratamentos eficazes.>*

Em comparagao com outras terapéuticas bioldgicas, como terapias de células e virus,
as VEs nao se conseguem dividir e multiplicar, sugerindo que as VEs sao mais seguras. Todavia,
existe o risco de isolar concomitantemente agentes patogénicos com VEs, tais como virus que
tenham propriedades fisicas semelhantes as VEs. Os virus podem também ser internalizados

em VEs como um meio de disseminagao e evasio imunoldgica.™
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O desenvolvimento de vacinas contra a malaria é de interesse global, mas devido a
complexidade do ciclo de vida do Plasmodium e a abundancia de proteinas de superficie,
continua a ser um grande desafio. Apesar de muitos antigénios terem sido avaliados como
candidatos para potenciais vacinas antimaldricas, o sucesso foi limitado. A vacina RTS,S, uma
vacina aprovada contra a maldria, mostrou eficacia limitada. Existe um interesse crescente na
utilizagdo de VEs para melhorar a entrega de antigénios, bem como no desenvolvimento de
novas tecnologias para a produgio de VEs em larga escala.*

Estudos relatam a transferéncia de moléculas oncogénicas de células tumorais para
células normais. Indicam também que a carga oncogénica em VEs tumorais regula as células
normais.*

Estudos clinicos e pré-clinicos indicam que vacinas baseadas em VEs, como tratamentos
antitumorais ou antipatogénicos, sao viaveis e bem tolerados, mas ainda nao mostram efeitos

terapéuticos imunoestimuladores consistentes em humanos.>
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6. Conclusao

As VEs sao estruturas membranares derivadas de quase todos os tipos de células.
Existem vérios tipos de VEs, salientam-se as MVs, os exossomas e os corpos apoptoticos.'?

Evidéncias crescentes indicam que as VEs desempenham fungoes importantes em varias
doengas humanas, e uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos pode fornecer
novas perspetivas para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas.”'

Moléculas imunomoduladoras presentes nas VEs interagem na resposta aos agentes
patogénicos, ativando ou suprimindo as respostas imunoldgicas e, portanto, o conhecimento
desses mecanismos é crucial para o desenvolvimento de vacinas e imunoterapias baseadas na
utilizacao de VEs.*!

O futuro da utilizagdo de VEs depende essencialmente da capacidade de detecao,
identificacao e isolamento destas estruturas de forma a obter especificidade na sua aplicagao,
seja no diagndstico, monitorizagio da progressio da patologia ou no tratamento.”

A possibilidade da utilizagao das VEs como sistema de distribuigao de farmacos ou de
outras substancias como farmacos anti-tumorais, microRNA e agentes anti-inflamatérios é

considerada muito promissora na pratica clinica.”®
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