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Lista de Siglas e Abreviaturas

ANF
DGS

FE
FFUC
MICF
MNSRM
MSRM
PIM
PNV

PTS

SIGREM

SPMS, EFE
SWOT

TRAg

Associacao Nacional de Farmacias

Direcao-Geral da Saude

Farmacia Estadio

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
Medicamentos Sujeitos a Receita Médica
Preparagao Individualizada da Medicagao

Plano Nacional de Vacinacao

Programa de Troca de Seringas

Sistema Integrado de Gestao de Residuos de Embalagens e

Medicamentos

Servicos Partilhados do Ministério da Saide
do inglés, Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats

Testes Rapidos de Antigénio

VALORMED Sociedade Gestora de Residuos de Embalagens e Medicamentos



I. Nota Introdutéria

No contexto do plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) e de acordo com a
Diretiva 2013/55/EU do Parlamento Europeu e Conselho de 20 de novembro de 2013', no
que diz respeito a formagao e aquisigao do titulo do Farmacéutico, a realizagao de um estagio
em Farmacia Comunitaria é obrigatoria. Esta obrigatoriedade prende-se com a necessidade
que os futuros Farmacéuticos tém de aplicarem, em contexto pratico, os seus conceitos
teodricos apreendidos, assim como adquirir novas valéncias essenciais para a formagao de um

profissional de saude qualificado e um especialista do medicamento.

A Farmacia Comunitaria é reconhecida pelo utente como um espago de saude,
representando o primeiro e o Ultimo contacto que o mesmo tem com os servigos de saude.
Por esse motivo, a proximidade do Farmacéutico Comunitario com as populagoes assume
uma especial relevancia no que concerne ao uso racional e responsavel dos medicamentos e
a promogao de habitos saudaveis na sociedade. Assim, o Farmacéutico tem a responsabilidade
premente de exercer a sua profissao de forma ética e rigorosa, procurando sempre atualizar

os seus conhecimentos cientificos e adaptar-se as oportunidades e ameagas do setor.

Assim, tive a oportunidade de realizar o meu Estagio Curricular na Farmacia Estadio, no
periodo compreendido entre janeiro e abril de 2022, sob orientagao do Dr. André Filipe Paiva
Loureiro, que representou um momento impar na minha formagao académica pelas
competéncias desenvolvidas, mas também pelo profissionalismo que testemunhei e pelos
desafios que tive de superar. Por conseguinte, na andlise SWOT (do inglés, Strengths,
Weaknesses, Opportunities and Threats) seguinte, sera dado destaque aos aspetos que considero
mais importantes na passagem pela Farmacia Comunitaria e, especialmente, no meu

desenvolvimento enquanto futuro farmacéutico.



2. Contextualizacao da Farmacia Estadio

A Farmadcia Estadio, doravante designada FE, assume uma localizagao central e privilegiada
na cidade de Coimbra, encontrando-se inserida no edificio do Estadio Cidade de Coimbra, no
n.° Il da Rua D. Joao lll e, como tal, usufrui de uma enorme proximidade a varias zonas
residenciais e comerciais, assim como diversos estabelecimentos de saide. No que diz
respeito ao seu hordrio de funcionamento, a FE tem um horario bastante alargado, estando
aberta ao publico entre as 8h30min e as 21h nos dias Uteis e entre as 9h e as | 9h aos sabados,

estando encerrada aos domingos e feriados.

Relativamente a equipa da FE, a mesma ¢ constituida pela Dra. Ana Isabel Costa Neves
Rebelo, que assume a Direcao Técnica e a Propriedade da farmacia, um Farmacéutico
Substituto, trés Farmacéuticos, duas Técnicas de Farmacia, duas Técnica Auxiliares de

Farmacia e um Caixeiro.

As instalagdes da FE cumprem o disposto na Deliberagao n.° 1502/2014% de 3 de julho,
que regulamenta as areas minimas das farmacias e respetivas divisoes, de acordo com o Artigo
29° do Decreto-Lei n° 307/2007 de 31 de agosto que corresponde ao Regime Juridico das
Farmacias de Oficina. Assim, as instalagdes da FE distribuem-se apenas num piso, com areas
bem demarcadas, contendo a sala de atendimento ao publico com 6 balcoes individualizados,
local de recegao e gestao de encomendas, armazém, laboratorio, gabinetes de atendimento ao
utente, gabinete de Diregao Técnica, sala de Preparagao Individualizada da Medicagao (PIM),

instalacoes sanitarias e copa.

A FE pertence ao grupo maisfarmacia, uma empresa de consultoria e presta¢ao de servigos,
cuja principal premissa é potenciar as vendas das farmacias associadas, através da centralizagao
de compras, negociagoes e servicos. Adicionalmente, insere-se na rede de Farmacias
Portuguesas da Associagao Nacional de Farmacias (ANF), permitindo aos seus utentes usufruir

das vantagens do Cartao Salda.

Os principais fornecedores da FE sao a plural+udifar — Cooperativa Farmacéutica e a
Alliance Healthcare, S.A. Para além destes, a FE recebe produtos vindos diretamente de
laboratorios e outros fornecedores, como é o caso dos medicamentos de uso veterinario,
produtos de dermofarmacia e cosmética, suplementos alimentares, produtos homeopaticos e

material de penso e ortopedia mais especificos.



3. Analise SWOT

3.1 Pontos Fortes
3.1.1. Equipa Técnica

A equipa técnica da FE é uma equipa jovem, proativa e dinamica, constituida por
profissionais qualificados e experientes. Esta é liderada pela Dr. Ana Isabel Rebelo que,
juntamente com o Farmacéutico Substituto Dr. André Paiva, exerce uma direcao técnica
exigente e vigilante. O profissionalismo e os conhecimentos técnico-cientificos sao
transversais a todos os elementos desta equipa e, por esse motivo, a FE diferencia-se e

conquista a preferéncia dos seus utentes, tendo um vasto numero de clientes fidelizados.

Esta equipa destaca-se pela organizacao interna, uma vez que existem responsabilidades e
tarefas bem definidas atribuidas a cada um dos seus elementos, o que contribui
indubitavelmente para a produtividade e a coordenagao do trabalho desenvolvido na Farmacia.
Enquanto estagiario, esta organizagao facilitou profundamente a minha integragao na equipa,
porque me permitiu orientar as minhas ddvidas mais especificas e, deste modo, obter o

esclarecimento mais adequado.

Desde o primeiro dia que me esforcei para corresponder aos valores de responsabilidade,
organizagao e entreajuda que regem a equipa da FE e, como tal, ao longo do meu Estagio
Curricular, todos participaram ativamente na minha aprendizagem gradual e no esclarecimento
de duvidas, contribuindo, desta forma, para uma experiéncia muito enriquecedora e
diversificada que me permitiu desenvolver novas competéncias e consolidar os meus

conhecimentos prévios.

3.1.2. Plano de Estagio

O Plano de Estagio apresentado pela E € um plano estruturado e dinamico, seguindo uma
sequéncia logica de adaptagao e aprendizagem gradual que permite aos estagiarios adquirir as

competéncias necessarias a cada fase para avangar para a seguinte.

O estagio iniciou-se com a realizagao das tarefas no backoffice, sendo que as primeiras
tarefas incidiram essencialmente na rececao de encomendas provenientes dos mais diversos
armazenistas, controlo dos prazos de validade, armazenamento dos produtos, assim como
devolugoes a laboratorios e distribuidores. Esta fase permitiu-me conhecer a organizagao
interna da farmacia, nomeadamente os locais de armazenamentos dos produtos e disposigao
da proépria farmacia, o que viria a ser util durante o atendimento, mas também percecionar

quais os medicamentos e produtos de saude e bem-estar disponiveis e compreender quais
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tém maior ou menor rotacao. Desta forma, fui também introduzido brevemente as
funcionalidades do sistema informatico Sifarma 2000° e do Novo Médulo de Atendimento.
Adicionalmente, pude observar e participar em tarefas tais como a gestao do receituario de
acordo com os diversos planos de comparticipagao, gestao de entrada e saida de
psicotropicos, regularizagao de notas de devolugao e crédito, bem como registo semanal das
condigoes de humidade e temperatura recolhidos em pontos estratégicos das instalagoes.
Ainda ao longo o estagio, teve inicio uma reorganizagao substancial do front office da Farmacia,

na qual tive a oportunidade de contribuir.

A fase inicial do estagio foi também marcada pela enorme afluéncia dos utentes a FE para
a realizagao de Testes Rapidos de Antigénio (TRAg) a COVID-19. Assim, enquanto estagiario,
participei ativamente na marcagao de testes, na admissao dos utentes na Farmacia e na emissao
de resultados através da plataforma online das Farmacias Portuguesas, que comunica

simultaneamente com o Ministério da Saude e o préprio utente.

Ainda durante esta fase, sob supervisao de um profissional responsavel, tive a oportunidade
de auxiliar no processo de PIM podendo, deste modo, ter um primeiro contacto com este
servico. No que diz respeito as tarefas desenvolvidas, destacar a preparagao de dispositivos
dispensadores de medicagao e a intervengao no aprovisionamento, gestao de stocks e
supervisao do equipamento de preparacao individualizada da medicagao no processo de
selagem automatica das saquetas. Este envolvimento permitiu nio sé reconhecer o beneficio
que este servico pode ter na gestio de planos terapéuticos complexos, como também
familiarizar-me com principios ativos e respetivas marcas comerciais, assim como a
apresentagao, posologia e aparéncia das diferentes formas farmacéuticas, o que se revelou

particularmente util na fase de atendimento ao publico.

Findo este periodo, iniciou-se a transi¢ao gradual para a fase de atendimento ao balcao.
Numa primeira fase de caracter observacional, tive a oportunidade de acompanhar os
atendimentos efetuados pelos colaboradores da FE. Nestes momentos pude percecionar
como deve ser a abordagem do utente durante o atendimento, assim como é feita a
regularizagao de receitas eletrénicas e manuais. Assim, os primeiros atendimentos ao balcao
iniciaram-se sobre estreita supervisao de um colaborador da farmacia, sendo fundamental o
seu auxilio na questao do aconselhamento ao utente e no esclarecimento de duvidas que
surgiam no contexto pratico. Progressivamente, este acompanhamento proximo permitiu
adquirir niveis crescentes de autonomia e confianga e, consequentemente, desenvolver o meu
proprio método de trabalho, procurando sempre corresponder aos padroes de

profissionalismo e rigor impostos pela FE.
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3.1.3. Servicos prestados pela Farmacia

Com o designio de satisfazer as necessidades dos seus utentes e promover habitos

saudaveis na populagao, a FE disponibiliza aos seus utentes um conjunto variado de servigos.

Relativamente aos Servigos Farmacéuticos propriamente ditos, destacam-se a avaliagao da
pressao arterial, a determinagao de parametros bioquimicos como glicémia, colesterol total e
triglicerideos, preparagao de medicamentos manipulados, administragao de injetaveis e vacinas
nao incluidas no Plano Nacional de Vacinagao (PNV) e Preparacao Individualizada de
Medicagao (PIM) — para particulares e instituigoes de cariz social do distrito de Coimbra. Do
mesmo modo, numa evidente adaptagao a situagao pandémica, a FE realiza ainda Testes
Rapidos de Antigénio (TRAg) para detegcao do virus SARS-CoV-2, responsavel pela doenga
COVID-19.

Complementarmente, a FE participa no Programa de Troca de Seringas (PTS),
reimplementado nas Farmacias Comunitarias em 2016, pela Diregao-Geral de Satde (DGS) e
pelos Servigos Partilhados do Ministério da Saude (SPMS, EPE), tendo como objetivo evitar a
partilha de seringas e outros materiais de consumo, promover comportamentos sexuais

seguros e prevenir a transmissao de doengas.

A FE integra ainda o Sistema Integrado de Gestao de Residuos de Embalagens de
Medicamentos (SIGREM), coordenado pela Sociedade Gestora de Residuos de Embalagens e
Medicamentos (VALORMED). Este sistema permite uma recolha e tratamento dos residuos

de medicamento, contribuindo para a preservagao do ambiente e prote¢ao da saude publica.

Num ambito mais abrangente, a FE providencia aos seus utentes consultas de Podologia e
consultas de Nutrigao integradas na dieta EasySlim®, o que me permitiu interagir com outros

profissionais de saude, cujos servigos sao passiveis de ser prestados na Farmacia.

Enquanto estagiario tive a oportunidade de observar e participar ativamente nos servigos
prestados pela FE, o que me permitiu interagir com o utente em contextos distintos e
percecionar a abrangéncia e o impacto que os servigos prestados na Farmacia podem ter na

comunidade.
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3.2 Pontos Fracos
3.2.1 Medicamentos manipulados

A preparagao de medicamentos manipulados é um dos servigos diferenciadores que sao
prestados pela FE. Por constituirem um meio de satisfazer as necessidades terapéuticas e
caracteristicas individuais de utentes com condigoes especificas, a preparagio de
medicamentos manipulados estd exclusivamente sob a responsabilidade do farmacéutico e,
deste modo, enquanto futuro farmacéutico considero uma area fundamental a qual deve ser

dado destaque no estagio.

Durante o meu estagio curricular, tive a oportunidade de observar pontualmente a
preparagao de medicamentos manipulados, contudo considero que a componente mais pratica
foi descurada, nao tendo tido oportunidade de adquirir e consolidar conhecimentos técnico-

cientificos nesse ambito.
3.3 Oportunidades
3.3.1 Aplicacdao de conhecimentos teoricos

O estagio curricular corresponde ao culminar de cinco anos de formagao
predominantemente tedrica, que possibilita a consolidagao e a aplicagio conhecimentos
adquiridos num contexto pratico. Deste modo, o estagio surge como um novo e desafiante
contexto de aprendizagem, que permite estabelecer o paralelismo entre o plano de estudos
do MICF e a realidade laboral, nomeadamente na Farmacia Comunitaria. Neste ambito, dou
especial relevo as Unidades Curriculares de Organizagcao e Gestao Farmacéutica e
Comunicagao e Marketing Farmacéutico; Farmacoterapia e Indicagio Terapéutica, no
aconselhamento aquando da dispensa de MSRM e MNSRM; Farmacia Clinica, a nivel dos
servigos farmacéuticos prestados na farmacia, nomeadamente a PIM; Dermofarmacia e
Cosmética, Gestao de Informagao em Saude e Fitoterapia, no aconselhamento na dispensa de

MNSRM e produtos de saide e bem-estar.

3.3.2 Formacgdes complementares

As Ciéncias Farmacéuticas sio uma area em constante desenvolvimento, com o
surgimento de novos conhecimentos, novos principios ativos, novos produtos e novos
dispositivos. Por esse motivo, e como postulado no Codigo Deontologico da Ordem dos
Farmacéuticos, “o Farmacéutico deve promover a atualizagdo permanente dos seus
conhecimentos técnicos e cientificos”, de forma a munir-se das competéncias necessarias ao

desempenho da sua fungio a luz da evidéncia atual.?
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No decorrer do meu estagio curricular, tive a oportunidade de presenciar alguns
momentos de formagao, nomeadamente no ambito da dermocosmética e da puericultura.
Paralelamente, foram prestados também alguns esclarecimentos adicionais por parte dos
proprios farmacéuticos relativamente a alguns produtos especificos disponiveis na farmacia e,
deste modo, colmatar algumas lacunas, incutir mais seguranga e confianga nos atendimentos

e, consequentemente, aumentar a satisfagao dos utentes.

3.3.3 Heterogeneidade de utentes

Como referido anteriormente, a FE usufrui de uma localizagao privilegiada na cidade de
Coimbra, estando proxima de zonas residenciais e comerciais com elevada densidade
populacional, assim como diversas clinicas médicas. Deste modo, nao obstante o vasto nimero
de utentes fidelizados, a FE dispoe ainda de uma consideravel heterogeneidade de utentes,
com necessidades e caracteristicas especificas, que precisam de ser supridas e, como tal, ha

uma constante necessidade de adaptagao por parte dos seus colaboradores.

Assim, considero que esta heterogeneidade de utentes constituiu uma oportunidade no
meu estagio, na medida em que me permitiu confrontar com situagoes diversas que
implicaram, necessariamente, diferentes abordagens, permitindo-me, enquanto estagiario,

desenvolver as minhas capacidades ao nivel da comunicagao em saude.
3.3.4 Situacdo pandémica

A situagao pandémica causou for¢osamente constrangimentos na rotina das Farmacias
Comunitarias, o que despoletou uma necessidade de adaptagao a esta nova realidade.
Naturalmente, a FE nao foi excegao, levando a cabo varias iniciativas para continuar a
corresponder as necessidades dos seus utentes e, deste modo, garantir o acesso a medicagao

e assegurar o cumprimento dos planos terapéuticos.

A dispensa gratuita de medicamentos ao domicilio, para além de uma medida implementada
no ambito da pandemia de COVID-19, foi também uma estratégia da FE para cativar novos
utentes e assegurar a resposta as necessidades dos utentes ja fidelizados e que nao tinham a
possibilidade de se deslocar a Farmacia. Assim, enquanto estagiario, o atendimento telefénico
que precedia as entregas ao domicilio assumiu um dos primeiros contactos que estabeleci com

os utentes e que contribuiu para o meu desempenho no atendimento ao balcao.

No caso de farmacos de dispensa exclusiva pelos servigcos farmacéuticos hospitalares, foi
também protocolada a sua dispensa em regime de ambulatério para garantir a continuidade

terapéutica dos doentes na impossibilidade destes se deslocarem aos hospitais. Estando este
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servigo sob a responsabilidade estrita de um farmacéutico, tive a oportunidade de participar
de forma observacional na rececao e dispensa da medicagao, bem como conhecer as

funcionalidades do Sifarma® Clinico.

Adicionalmente, a FE aderiu também a realizagao de Testes Rapidos de Antigénio (TRAg)
para o SARS-CoV-2, sendo que a minha participacao esteve essencialmente ligada a marcacao
dos testes, admissao dos utentes na Farmacia, bem como emissaio e comunicacio dos
resultados aos utentes e Autoridades de Saude. Nao obstante, independentemente do
resultado do teste, também prestava aconselhamento sobre as duvidas dos utentes, bem como

as medidas de prevengao de propagacao da doenca a adotar.
3.4 Ameacas
3.4.1 Medicamento esgotados/ Esgotados

Os medicamentos rateados e/ou esgotados, muitas vezes por tempo indeterminado, € uma
problematica com a qual as farmacias se tém debatido recorrentemente nos dltimos anos, com

a agravante que afeta, na sua maioria, medicamentos sem alternativa terapéutica.

Assim, durante o meu estagio, deparei-me inUmeras vezes com prescrigoes que incluiam
medicamentos esgotados e, sem que fosse possivel encomendar junto dos armazenistas, via-
me impedido de satisfazer as necessidades do utente. Esta realidade, para além da problematica
iminente da suspensao da terapéutica sem indicagio médica, levantava também alguma
desconfianga por parte dos utentes relativamente a inimputabilidade da farmacia e, mais

especificamente, dos estagidrios.

A fim de colmatar este descontentamento, existiu um conjunto de iniciativas que foram
tomadas inumeras vezes, dependendo a situagao, nomeadamente contactar o médico
prescritor ou aconselhar o utente a fazé-lo a fim de encontrar uma alternativa terapéutica;
sugerir um medicamento similar, quando possivel; ou contactar farmacias e/ou delegados dos

laboratérios do medicamento em questao.
3.4.2 Situacdao Pandémica
A fase inicial do estagio coincidiu com o periodo em que vigorava o regime excecional de
comparticipagao dos testes rapidos de antigénio (TRAg) a COVID-19 nas Farmacias. Neste

ambito, verificou-se uma elevada afluéncia de utentes a FE que procuravam este servigo, o

que, inevitavelmente, desencadeou uma sobrecarga de trabalho de toda a equipa.

Assim, nesta fase os estagiarios ficaram essencialmente responsaveis pela marcagao dos

testes, admissao dos utentes na farmacia e, por fim, pela emissao e comunicagao do resultado,
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sem grande oportunidade para nos dedicarmos a outras tarefas do quotidiano profissional da

Farmacia Comunitaria.

Nestas circunstancias, a disponibilidade dos colaboradores da FE para ensinar os
estagiarios acabava por estar limitada e, por isso, o processo de aprendizagem e a introdugao
a realizacao novas tarefas decorreram de uma forma mais lenta. Esta situagao tornou-se mais
evidente com o adiamento de algumas formagoes, nomeadamente, a formagao do gabinete do
utente que, por sua vez, prejudicou a colaboragao dos estagiarios na prestagao deste servigco

aos utentes.
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4. Casos Praticos
Caso Pratico |

Utente do sexo masculino com idade compreendida entre os 40 e 50 anos dirige-se a FE
apresentando-se com ardor e desconforto na regiao retal, especialmente associados a
defecagao, uma vez que tinha alguma dificuldade em evacuar. Tendo em vista a sintomatologia
descrita, questionei o utente quanto a existéncia de sangramento apos o esforco defecatorio,
o qual respondeu afirmativamente. Trata-se, portanto, de uma situagao sugestiva de doenga

hemorroidaria interna.

Em termos farmacolégicos, aconselhei a pomada rectal Faktu® (MNSRM passivel de
indicacao farmacéutica), que tem indicagao no tratamento de hemorroidas nao complicadas.
Em termos de substancias ativas, esta pomada é constituida por policresuleno, que atua como
hemostitico local e antisséptico, e por cinchocaina, que é um anestésico local’. A agdo
combinada destas substancias elimina a dor, prurido e exsudagao, impedindo a inflamagao e
promovendo a regeneragao dos tecidos. Adicionalmente, recomendei também a toma de
Flabien® 1000mg que, sendo constituido por bioflavondides, tem agdo venotrépica e estd
indicado para o tratamento de sintomas relacionadas com a crise hemorroidéria aguda® e, por

isso, se destina a tratamentos de curta duragao.

No que diz respeito a medidas nao farmacologicas, recomendei essencialmente medidas
dietéticas para amolecer as fezes e evitar o esforgo defecatorio, nomeadamente o aumento
da ingestao de liquidos e fibras. Adicionalmente, visto o utente apresentar algum ardor na

o~ . . . ® . .
regiao perianal, aconselhei a lavagem com a espuma de limpeza Procto-Eze”. Por fim, alertei o

utente para a necessidade de consultar um médico no caso de persisténcia dos sintomas.

Caso Pratico 1l

Utente do sexo feminino com idade compreendida entre os 20 e os 30 anos dirige-se a FE

com queixas de comichao nos pés e com descamagao e fissuras nos espagos entre os dedos.

Perante esta sintomatologia constatei que se tratava de uma infegao fungica interdigital.
Assim, aconselhei o Canesten® 10mg/g creme que estd indicado para o tratamento de infecoes
fungicas da pele causadas por dermatofitos, cuja substancia ativa é o clotrimazol, com indicagao
para aplicar 2 (duas) a 3 (vezes) por dia durante 3 (trés) a 4 (quatro) semanas.® Para além deste
produto, recomendei também a utilizagio concomitante do Canesten® |0mg/g pé cutineo
para aplicar nas meias e sapatos que utilizar para absorver a humidade’ e, desta forma, atuar

de forma sinérgica no tratamento da infegao.
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Para além das medidas farmacoldgicas, recomendei também a higiene e a secagem
adequadas dos pés de modo a evitar a acumulagao de humidade, especialmente na zona entre
os dedos. Adicionalmente, aconselhei também para que, sempre que possivel, deixar os pés
3 . " . . ~ ’ .

respirar”. Por fim, alertei para o facto de os tratamentos de infegoes fungicas serem
prolongados e que, mesmo apds o desaparecimento dos sintomas, € fundamental que sejam

cumpridos para evitar recidivas.

Caso Pratico Ill

Utente com cerca de 60 anos dirige-se a farmacia com queixas de diarreia aguda,
procurando algo para “aliviar os sintomas”. Quando questionado quanto a duragio dos
sintomas, o utente referiu que tinham comegado no dia anterior e que esperava sentir alguma
melhoras no dia seguinte, mas tal nao se verificou. Relativamente a medicagao habitual, indicou
que apenas tomava “o medicamento da tensao e o do colesterol”. Referiu, no entanto, que na
sequéncia de uma cirurgia dentaria tinha tomado o Clavamox®. Trata-se, portanto, de um
medicamento da classe dos antibiéticos que contém amoxicilina e acido clavulanico, estando
frequentemente associado ao comprometimento da flora intestinal e, consequentemente,

podera conduzir a episodios de diarreia.®

Em termos de dispensa, aconselhei o probiético UL-50° — | cipsula, 3 vezes ao dia— que
contém a levedura Saccharomyces boulardii, contribuindo para a restituicao do equilibrio da
microbiota e reducio dos sintomas da diarreia’, assim como a solucio de re-hidratacio
Dioralyte® para restabelecer o equilibrio eletrolitico.'® Para coadjuvar este tratamento, foram
também apresentadas medidas nao farmacoldgicas ao utente, nomeadamente a ingestao de
liquidos para evitar a desidratacao, evitando os alimentos ricos em gordura, agucar e fibras.

No caso de os sintomas nao resolverem em 3 dias, o utente dever-se-ia dirigir ao médico.

Caso Pratico IV

Utente com cerca de 45 anos dirige-se a FE com queixas de obstipagao, referindo que ja
se prolongava por alguns dias, tendo constantemente uma sensagao de defecagao incompleta.
Adicionalmente, a utente acrescentou que nao conseguia identificar nenhuma razao para esta
situagdo. Numa primeira abordagem, para um alivio imediato, aconselhei o recurso ao
Microlax®. Trata-se de um laxante de contacto que estimula o peristaltismo intestinal, sendo
constituido por citrato de sédio (450mg/5mL) e laurilsulfoacetato de soédio (45mg/5mL) em
microclisteres, com indicagdo para aplicar | (uma) a 2 (duas) vezes por dia''. Perante esta
sugestao, a utente referiu nao se sentir muito a vontade para o método de aplicagao destes
dispositivos e, por isso, optei por recomendar um medicamento com o mesmo mecanismo
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de agao, mas em comprimidos e contendo bisacodilo, o Mordelax semelhante ao

conhecido Dulcolax®"

, mas economicamente mais rentavel para a farmacia e para o utente.
Assim, alertei para o facto sua toma estar recomendada para curtos periodos e o seu efeito
ocorrer cerca de 6 (seis) a 12 (doze) horas apos a toma, sendo preferivel tomar ao deitar.
Adicionalmente, a longo prazo, recomendei a ingestao de uma dieta rica em fibras e liquidos
e a adocao habitos regulares de atividade fisica e de defecagao, de forma a evitar a recorréncia

da sintomatologia e limitar o uso de laxantes. No caso de subsisténcia dos sintomas,

recomendei a utente que se dirigisse ao médico.

Caso Pratico V

Utente com idade compreendida entre os 20 e os 30 anos dirige-se a FE com a intengao
de adquirir produtos para a sua rotina diaria de cuidado da pele, nomeadamente, ao nivel da
limpeza e da hidratagao. A utente referiu apresentar uma “pele oleosa com tendéncia para a
formagao de borbulhas e poros visiveis” e, portanto, tratava-se de um cuidado de pele mais
especifico e nao comedogénico. Perante esta solicitagao apresentei uma associagao de
produtos da gama EFFACLAR da marca La Roche Posay® um gel purificante com efeito
micropeeling, uma esponja de limpeza de konjac e um creme hidratante com efeito mate, com
indicagao para aplicar 2 vezes por dia, de manha e a noite. Assim, o gel purificante com efeito
micropeeling, cujos principais constituintes sao acido salicilico e LHA, e a esponja de konjac
asseguram, respetivamente, a esfoliagao quimica e fisica da pele, desobstruindo os poros e
controlando o excesso de sebo'*". De forma sinérgica, o creme hidratante matifica a pele e

reduz o tamanho dos poros, tornando-os menos visiveis.
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5. Considerag¢oes Finais

Finda esta etapa final do meu percurso académico, considero que o Estagio Curricular na
Farmacia Estadio foi uma experiéncia pautada por novas aprendizagens e consolidagao de
conhecimentos técnico-cientificos adquiridos no ambito do MICF. Sempre sobre a tutela dos
profissionais de exceléncia que constituem a equipa desta farmacia, foram-me transmitidos os
principios basilares que devem orientar o Ato Farmacéutico: responsabilidade, ética e
competéncia. Assim, para além do crescimento profissional, tive ainda a oportunidade de
desenvolver valéncias de caracter comunicativo e humano que futuramente constituirao uma

importante ferramenta enquanto profissional do setor farmacéutico.

Gragas ao estagio na FE adquiri uma visao mais abrangente daquele que pode ser o papel
do farmacéutico na Farmacia Comunitaria e do valor que lhe é reconhecido pela sociedade
em geral enquanto agente de saude. Como tal, o estdgio permitiu-me tomar consciéncia da
complexidade inerente a profissao e dos desafios que se impoe no quotidiano do Farmacéutico
Comunitario na promogao do uso racional do medicamento e na prestagao de servigos ao
utente. Assim, durante este periodo, foi ainda percetivel a importancia destes profissionais
nortearem a sua atividade com um sentido de constante superagao e atualizagao, centrando-

se na saude e bem-estar do utente.
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PARTE Il

Relatério de Estagio Curricular em Induastria Farmacéutica

Laboratorios Basi — Industria Farmacéutica, S.A.



Lista de Siglas e Abreviaturas

BASI
BPD
BPF
CAPA
GMP
1&D
INFARMED
QP
QTA
SGQ
SOP

SWOT

Laboratorios Basi — Industria Farmacéutica, S.A.
Boas Praticas de Distribuicao

Boas Praticas de Fabrico

do inglés, Corrective and Preventive Action

do inglés, Good Manufacturing Practices
Investigacao e Desenvolvimento

Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saide, I.P.
do inglés, Qualified Person

do inglés, Quality/ Technical Agreement
Sistema de Gestao da Qualidade

do inglés, Standard Operating Procedure

do inglés, Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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I. Nota Introdutéria

O Farmacéutico, enquanto autoridade do medicamento, intervém durante todo o ciclo de

vida do medicamento, garantindo elevados padroes de qualidade, seguranga e eficacia.

Para além do estagio obrigatorio em Farmacia Comunitaria, a Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra proporciona aos seus estudantes a possibilidade de realizar um
estagio de caracter facultativo e diferenciador em Industria Farmacéutica, estabelecendo para
o efeito protocolos com Entidades Externas do setor, nomeadamente os Laboratorios Basi.
Tratando-se de uma das saidas profissionais que desde cedo me despertou mais interesse, no
estagio em IndUstria Farmacéutica tive a oportunidade experienciar o contexto profissional
numa empresa do setor, que me permitiu cimentar os conhecimentos adquiridos e

desenvolver novas competéncias indispensaveis enquanto futuro profissional.

O Estagio Curricular nos Laboratérios Basi teve a duragao de trés meses, decorrendo
entre maio e julho de 2022. Durante este periodo integrei a equipa da Diregao Técnica dos
Laboratorios Basi, sob a orientagao do Dr. Pedro Marques, que desempenha o cargo de

Qualified Person (QP) na organizagao.

Com o presente relatorio, redigido sob a forma de analise SWOT (do inglés, Strengths,
Weaknesses, Opportunities and Threats), pretende-se uma contextualizagao e apreciagao critica

desta experiéncia profissional na Direcao Técnica dos Laboratorios Basi.
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2. Grupo FHC - Laboratérios Basi

O grupo FHC é um dos mais relevantes grupos empresariais do setor farmacéutico em
Portugal, cobrindo todo o ciclo de vida do medicamento desde area industrial, distribuigao no
mercado ambulatorio e hospitalar, exportagio e internacionalizagao, 1&D até a area da
consultoria farmacéutica. Este grupo inicia a sua fundagao com a criagao da empresa FHC |
Farmacéutica em 1998, dedicada ao mercado internacional do medicamento consolidando a
sua posigao no setor da industria farmacéutica com a aquisi¢ao e dinamizagao dos Laboratoérios

Basi em 2003.'¢

Os Laboratérios Basi — IndUstria Farmacéutica, S.A é uma empresa do setor farmacéutico
sediada em Mortagua, de capitais privados exclusivamente nacionais, com uma historia de mais
de 60 anos. Os BASI integram duas unidades industriais, dedicando a sua atividade ao
desenvolvimento, fabrico e comercializagdo de formas farmacéuticas injetaveis, liquidas e
semissolidas, quer de marca propria, quer para terceiros. Atualmente, dispoem de um
portefélio com mais de 240 medicamentos, que cobrem 17 dreas terapéuticas, consolidando

a sua presenca em mais de 60 paises.'’
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3. Analise SWOT
3.1 Pontos Fortes

3.1.1 Formacgoes Iniciais

O estagio em Industria Farmacéutica nos BASI iniciou-se com dois dias consecutivos de
formagoes de ambito geral que sao ministradas a todos os novos colaboradores da empresa
e que incluem uma visita as instalagoes. Estas formagoes de integragao, numa primeira
instancia, tém como objetivo a apresentagao do Grupo FHC e dos BASI. As tematicas sao,
geralmente, transversais aos varios departamentos da organizagao e abordam, entre outros,
principios gerais das Boas Praticas de Fabrico (BPF), Boas Praticas de Distribuicao (BPD) e
Boas Praticas de Documentacao e Registos, assim como nogoes de Farmacovigilancia e de
Gestao Ambiental e Seguranga no Trabalho. Adicionalmente, foi ainda dada uma formagao
sobre o médulo documental do Q-Pulse®, que constitui um dos principais softwares do Sistema

de Gestao da Qualidade.

Para integrar a Diregao Técnica enquanto estagiario e desempenhar as tarefas propostas,
€ necessario conhecer a dinamica interna do departamento e adquirir conhecimentos
especificos. Assim, numa primeira fase, a leitura e andlise da documentagao de suporte dos
BASI permitiu compreender os procedimentos internos afetos a Dire¢ao Técnica que serviram
como base para o trabalho elaborado. Complementarmente, tive ainda a oportunidade de
aprofundar os conhecimentos sobre as BPF, que se encontram descritas no EudralLex Volume

4 — Good Manufacturing Practices (GMP) guidelines.

Estas formagoes revelaram-se imprescindiveis durante o periodo de estagio para conhecer
a industria farmacéutica onde viria a ser inserido e, mais importante, para realizar as tarefas
de rotina propostas em conformidade com os procedimentos internos e com as guidelines pré-

estabelecidas.
3.1.2 Integracao na Equipa

Os colaboradores dos BASI, em geral, e da Diregao Técnica, em particular, constituem
uma equipa jovem, dinamica e qualificada, em quem esta incutida a importancia do espirito de
equipa e da coordenagiao entre departamentos como forgas motrizes para o sucesso da
empresa. Assim, reconhego na equipa que integrei uma disponibilidade e acessibilidade
impares, que permitiram a minha imediata inclusao na Diregcao Técnica e, consequentemente,
a aquisicao e consolidagao dos conhecimentos técnicos e cientificos, deixando sempre

abertura para o esclarecimento de duvidas que surgissem.
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Assim, considero que a minha integragcao numa equipa inclusiva, profissional e dedicada foi
indiscutivelmente um dos pontos fortes do estagio nos BASI, proporcionando a confianga
mutua e autonomia necessarias ao desempenho das minhas fungdes e permitindo o meu

crescimento enquanto profissional.
3.1.3 Diversidade de Tarefas Realizadas

A Diregao Técnica tem uma agao muito abrangente nos BASI e, como tal, enquanto
estagiario, tive a oportunidade de desempenhar e presenciar varias tarefas inerentes a este
departamento. Esta diversidade revelou-se uma mais-valia no meu percurso, uma vez que me
permitiu ter uma experiéncia multidisciplinar e estruturada das fungées da Direcao Técnica
nos BASI, assim como compreender o fluxo de processos e a importancia da coordenagao

entre os diferentes departamentos de uma Industria Farmacéutica.

Assim, de acordo com o plano de estdgio proposto, a principais atividades desenvolvidas
e que tive a oportunidade de acompanhar incluiram a elaboragao e revisao de Quality/ Technical
Agreements (QTAs) para envio a fornecedores e clientes, gestao de farmacoteca e substancias
controladas, qualificagao de colaboradores para acesso as areas classificadas e monitorizagao
de pratica assética, revisao de documentagao de lote, acompanhamento do processo de
auditoria e gestao de desvios, reclamagoes e implementagao de Acgdes Corretivas e

Preventivas (CAPAs).

3.2 Pontos Fracos

3.2.1 Duracio do estagio

Atendendo a natureza e complexidade do trabalho realizado na Diregao Técnica,
considero que trés meses de estagio, para além de condicionarem a introdugao a outras
tematicas que constituem o objeto deste departamento, acabaram por se revelar insuficientes
para adquirir a autonomia e a destreza necessarias ao pleno desempenho das tarefas
propostas. Esta questao também foi evidente no caso da discussao dos QTAs, uma vez que
exigia um fluxo comunicacional entre ambas as partes envolvidas e, geralmente, implicava
elevados tempos de espera, quer para revisao interna dos documentos quer para a rece¢ao
de respostas; tratam-se, portanto, de tarefas que exigem espagos temporais longos e as quais

€ necessario dar continuidade por longos periodos.

3.2.2 Sistemas Informaticos

De forma geral, as tarefas realizadas nos BASI exigiram o recurso a varios sistemas

informéticos de gestio integrada, nomeadamente, o Q-Pulse®, o ERP Primavera® e o ORIMED®.
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Tratando-se de softwares muito intuitivos e completos, estao na base do trabalho desenvolvido
na organizagao e, por isso, foi necessario um periodo de adaptagao inicial a estes sistemas que,

de alguma forma, podera ter condicionado o meu desempenho numa fase inicial do estagio.

Para além dos softwares mencionados anteriormente, houve ainda a necessidade de
trabalhar com o Microsoft® Excel e Microsoft® Teams, que sio ferramentas amplamente utilizadas
na Indastria Farmacéutica e, dado o meu conhecimento insuficiente relativo as suas muitas
funcionalidades e a sua aplicagao em contexto laboral, acabou por se tornar um desafio

compreender o seu funcionamento.

Nao obstante, reitero a disponibilidade dos colaboradores que me acompanharam para o
esclarecimento de dlvidas e considero que a utilizagdo destes sistemas durante o estagio
permitiu aprimorar as minhas competéncias que, a longo prazo, poderao constituir um fator

diferenciador enquanto futuro profissional.

3.3 Oportunidades

3.3.1 Aplicacdao dos conhecimentos teéricos

Apesar de nao constituir uma obrigatoriedade no plano curricular do MICF, considero que
estagio em Industria Farmacéutica constitui uma oportunidade Unica de aprendizagem que
permite consolidar os conteudos adquiridas num contexto maioritariamente teodrico. Assim,
tendo em consideragao as tarefas desempenhadas nos BASI, destaco as unidades curriculares
de Gestio e Garantia da Qualidade e Assuntos Regulamentares do Medicamento que
indubitavelmente constituiram o suporte do trabalho desenvolvido e permitiram um

enquadramento desses conhecimentos numa realidade profissional.

3.3.2 Inspecao do INFARMED

Durante o periodo de estagio, os BASI receberam uma inspecao do INFARMED -
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saide, I.P. com vista a renovagao do
Certificado de Boas Praticas de Fabrico. A inspegao teve como objetivo a verificagao in loco
da conformidade com as BPF e da garantia dos padroes de qualidade, seguranga e eficacia
exigidos. Por procedimento interno, estas inspegoes sao acompanhadas por representantes
da Direcao Técnica e do Sistema de Gestao da Qualidade (SGQ). Como tal, enquanto
estagiario, esta constituiu uma oportunidade para compreender o ambito e o planeamento

destas fiscalizagoes.
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3.3.3 Contacto com entidades do setor

O estagio em Industria Farmacéutica e, mais concretamente, em Direcao Técnica
proporcionou um contacto recorrente com varias entidades do setor farmacéutico, quer
nacionais, quer estrangeiras, com os quais os BASI| estabelecem parcerias comerciais e

institucionais, o que permitiu uma maior aproximacao a realidade profissional.

Este contacto decorreu essencialmente no ambito da discussao de QTAs e pedidos de
esclarecimento, via e-mail, fomentando o desenvolvimento de apeténcias de comunicagao
adicionais em termos técnicos e profissionais que considero importantes enquanto futuro

farmacéutico.

3.4 Ameacas

3.4.1 Estagio em Industria Farmacéutica nao creditado

O Artigo 44°, Seccao 7, Capitulo |l da Diretiva 2005/36/OE do Parlamento Europeu e do
Conselho preconiza que o titulo de formagao de farmacéutico pressupoe uma formagao de,
pelo menos, cinco anos, do quais, no minimo quatro anos de ensino tedrico e pratico,
ministrado numa universidade, e seis meses de estagio em farmacia comunitdria ou num

hospital.

Como tal, por nao constituir uma obrigatoriedade e exigir um niimero total de horas de
estagio muito superior, o estagio em Industria Farmacéutica acaba por nao ser equacionado
por alguns estudantes que ficam desta forma impedidos de contactar com esta realidade
profissional durante o seu percurso académico. Assim, considero que poderia ser
reconsiderada a creditagao deste estagio, com vista a uma formagao mais completa e
abrangente, fomentando o interesse dos futuros farmacéuticos por esta area onde

desempenhamos um papel fundamental.
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4. Consideracoes Finais

Concluidos os trés meses de estagio na Diregao Técnica dos Laboratérios Basi, reconhego
a pertinéncia que o estagio em Indlstria Farmacéutica teve no meu percurso curricular para
conhecer uma realidade profissional que até entao desconhecia e que se revelou um contexto
de aprendizagem muito desafiante, permitindo a consolidagao dos conhecimentos prévios e a
aquisi¢ao de novas competéncias, que certamente se revelarao diferenciadores no meu futuro

profissional.

O Farmacéutico, enquanto especialista no dominio dos medicamentos, tem um papel
fundamental na Inddstria Farmacéutica, podendo intervir em varias etapas do processo de
desenvolvimento de medicamentos. Assim, dada a abrangéncia do departamento que tive a
oportunidade de integrar, considero que esta foi uma experiéncia muito enriquecedora e
multidisciplinar que me permitiu familiarizar com a realidade de uma empresa farmacéutica e
reconhecer a multiplicidade de saidas profissionais neste setor para um Mestre em Ciéncias

Farmacéuticas.
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Lista de Abreviaturas

AB Proteina B-amiléide

AGO Proteina argonauta

AME Atrofia Muscular Espinhal
APOE Apolipoproteina E

APP Proteina percursora amildide
ASO Oligonucleotideo antisense

BEST Resource Biomarkers, EndpointS and other Tools Resource

DA Doenga de Alzheimer

DH Doenga de Huntington

DP Doenca de Parkinson

EMA European Medicines Agency
FDA Food and Drug Administration
HTT Huntingtina

LCR Liquido cefalorraquidiano
mHHT Huntingtina mutante

miRNA microRNA

NfL Neurofilament light protein
NIH National Institutes of Health
polyQ Elongamento de poliglutaminas
RISC Complexo de silenciamento induzido por RNA
SMN Survival Motor Neuron
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Resumo

A prevaléncia das doengas neurodegenerativas acompanha a tendéncia de aumento da
esperan¢a média de vida e, como tal, estas patologias representam uma das principais causas
de morbilidade e mortalidade a nivel mundial. Por constituirem uma classe de doencas tao
heterogénea e para as quais ainda nao existem estratégias terapéuticas capazes de modificar o
curso clinico, existe uma necessidade premente de desenvolver ferramentas fiaveis e
especificas de diagnostico, progndstico e monitorizagao clinica. Nesta perspetiva, a
identificagcdo de biomarcadores que abranjam as principais caracteristicas das doengas
neurodegenerativas (neurodegeneragao, agregagao proteica e neuroinflamagao) constitui uma
oportunidade para colmatar estas lacunas e alicer¢ar um ponto de viragem no diagndstico
precoce e tratamento destas doengas. Assim, a presente monografia procura sumariar o
conhecimento fundamental relativo aos biomarcadores clinicamente relevantes no contexto
de algumas das doengas neurodegenerativas mais comuns, com especial enfoque na doenga de

Alzheimer, atrofia muscular espinhal e doenga de Huntington.

Palavras-chave: Doengas neurodegenerativas, Biomarcadores, Doenca de Alzheimer,

Atrofia Muscular Espinhal, Doenga de Huntington.
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Abstract

The prevalence of neurodegenerative diseases follows the trend of increasing life
expectancy and, as such, these diseases represent one of the main causes of morbidity and
mortality worldwide. Because they are such a heterogeneous class of diseases and for which
there are still no therapeutic strategies capable of modifying the clinical course, there is a
pressing need to develop reliable and specific tools for diagnosis, prognosis and clinical
monitoring. In this perspective, the identification of biomarkers that cover the main
characteristics of neurodegenerative diseases (neurodegeneration, protein aggregation and
neuroinflammation) is an opportunity to close these gaps and to build a turning point in the
early diagnosis and treatment of these diseases. Thus, this monograph seeks to summarize the
fundamental knowledge regarding clinically relevant biomarkers in the context of some of the
most common neurodegenerative diseases, with special focus on Alzheimer’s disease, spinal

muscular atrophy and Huntington’s disease.

Keywords: Neurodegenerative diseases, Biomarkers, Alzheimer’s disease, Spinal Muscular

Atrophy, Huntington’s disease
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I. Introducdo

Com o continuo aumento da esperan¢a média de vida, nos Ultimos anos temos assistido a
um crescimento preocupante da proporgao de pessoas idosas e um declinio progressivo da
populagao jovem, ditando o envelhecimento global da populagao. De acordo as estatisticas
divulgadas pelo Eurostat, em 2020, 20,6% da populagao europeia tinha 65 anos ou mais, tendo
subido 3 pontos percentuais sé6 na Gltima década.' A nivel mundial, a tendéncia é semelhante
e, segundo as Nagoes Unidas, estima-se que o nimero de idosos, com 60 anos ou mais,
duplique até 2050 e mais do que triplique até 2100, alcangando os 3,1 mil milhces de

individuos.?

Dado que a idade avangada constitui um dos principais fatores de risco do
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, é expectdvel que a sua incidéncia e
prevaléncia aumentem com o envelhecimento da populagao. Face ao exposto, estas patologias
figuram como uma das principais causas de morbilidade e mortalidade a nivel mundial e,
consequentemente, acarretam numerosas implicagdes em varios setores estruturais da
sociedade, nomeadamente a salde. Estima-se que as doengas neurodegenerativas afetaram
cerca de 4.7 a 6.0 milhoes de individuos nos EUA entre 2016 e 2017 e foram responsaveis por

mais de 272 mil de mortes.’

A etiologia e os mecanismos fisiopatoldgicos das doengas neurodegenerativas ainda nao se
encontram devidamente esclarecidos, mas apesar de representarem uma classe de doengas
clinicamente distintas, é possivel identificar alguns hallmarks comuns, nomeadamente a
neurodegeneragao, a agregacao proteica e a neuroinflamagao, bem como sintomas transversais

a todas elas como, por exemplo, declinio cognitivo, deméncia e distirbios do movimento.*

De forma geral, as doengas neurodegenerativas sao doengas progressivas e letais, uma vez
que nao existem estratégias terapéuticas capazes de modificar o seu curso clinico, e o seu
diagnostico, sendo baseado na avaliagio dos sintomas sugestivos, apenas € feito numa fase
tardia da doenca quando a degeneragao se encontra numa fase avancada e irreversivel. Neste
ambito, a identificagao de biomarcadores podera constituir uma importante ferramenta para
alterar o paradigma das doengas neurodegenerativas, permitindo determinar o diagnéstico
precoce e o prognostico dos individuos portadores destas patologias. Adicionalmente,
também no campo dos ensaios clinicos e desenvolvimento de novos farmacos os
biomarcadores poderao assumir um papel crucial, quer ao nivel da estratificagdo dos
participantes, quer ao nivel da determinagdio de parametros farmacocinéticos e

farmacodinamicos.
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2. Biomarcadores e doencas neurodegenerativas

2.1 Definicao

Atualmente nao existe uma definicao de biomarcador que seja aceite como absoluta pela
comunidade cientifica e, por isso, paralelamente a intensa investigagao nesta area, tem-se

assistido também a um esforgo comum para harmonizar a terminologia.

De acordo com o Food and Drug Administration (FDA)/National Institutes of Health (NIH)
Biomarkers Definitions Working Group, biomarcador é definido no glossario do Biomarkers,
EndpointS and other Tools (BEST) Resource como uma entidade que é objetivamente quantificada
e avaliada como um indicador de processos biolégicos normais ou patologicos, mas também
de respostas farmacologicas a determinada terapéutica. Assim, estes podem ser entidades
moleculares, histoldgicas ou imagiolégicas.” Ja segundo a European Medicines Agency (EMA),
um biomarcador é uma molécula bioldgica encontrada no sangue, outro fluido ou tecido que
pode ser utilizada para monitorizar processos biologicos ou patologicos em humanos e

animais.®

Os biomarcadores moleculares acabam por ser os mais comuns no ambito das doengas
neurodegenerativas, podendo ser detetados e quantificados nos fluidos bioldgicos, como o
liquido cefalorraquidiano (LCR), o sangue, a urina e, mais recentemente, a saliva. Geralmente
tratam-se de biomarcadores genéticos ou proteicos (proteinas estruturais, envolvidas em
processos metabolicos ou enzimas), cuja concentragao e atividade estao associados a

caracteristicas da patologia subjacente.

Assim, os biomarcadores tém um vasto leque de aplicagbes, nomeadamente no
diagnodstico, prognostico e avaliagao da severidade de determinadas doengas, assim como na
monotorizagao da resposta clinica a uma intervengao, permitindo orientar decisoes clinicas e
a individualizagdo da terapéutica. Adicionalmente, os biomarcadores também representam
uma importante ferramenta no campo da investigagao e desenvolvimento de novos farmacos,
permitindo definir os critérios de inclusao de participantes em ensaios clinicos e fornecendo
dados relativos a exposicao ao medicamento e variabilidade da resposta clinica, relagao
dose/resposta ou concentragao/resposta, risco de reagdes adversas, mecanismo de agao e

polimorfismos genéticos que tem impacto na farmacodinidmica e farmacocinética do farmaco.>*
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2.2 Classificacao de biomarcadores

Apesar da classificagao de biomarcadores permanecer sobre alguma controvérsia e nao
existir nenhuma que seja reconhecida como oficial pela comunidade cientifica, o FDA/NIH
Biomarkers Definitions Working Group propde sete categorias distintas de biomarcadores®, cujas
definigoes se encontram elencadas na Tabela I.

Tabela l. Classificagao de biomarcadores de acordo com o FDA/NIH Biomarkers Definitions Working
Group

Tipo de biomarcador Aplicacao

Confirmar a presenca de determinada doenga ou
condi¢ao médica e identificar subtipos da doenga.
Avaliar o estadio de uma doenga ou condicao
Biomarcadores de monitorizacdo médica e monitorizar a resposta a uma intervengao
terapéutica.

Indicar a atividade biolégica de um determinado
medicamento ou agente ambiental.

Identificar os individuos que sao mais provaveis de
experimentar um efeito benéfico ou prejudicial na
sequéncia da exposicao a uma terapia ou agente
ambiental.

Biomarcadores de diagnoéstico

Biomarcadores farmacodinamicos

Biomarcadores preditivos

Identificar a probabilidade de recorréncia ou
progressao da doenga em individuos diagnosticados.
Identificar o potencial para desenvolver uma doenga
ou condicio médica em um individuo nao
diagnosticado.

Indicar a probabilidade, presenga ou extensao de
Biomarcadores de seguranca efeitos adversos apos a exposi¢ao a uma terapia ou
agente ambiental.

Biomarcadores de prognostico

Biomarcadores de suscetibilidade/
risco

2.3 Caracteristicas de um biomarcador ideal
As caracteristicas listadas na Tabela 2. correspondem ao que seria um biomarcador ideal,

segundo varios autores>®:

Tabela 2. Caracteristicas de um Biomarcador Ideal

Elevada sensibilidade e especificidade (diagnodstico diferencial)

Resultados reprodutiveis, fiaveis e rapidos

Nao invasivo

Quantificavel por métodos simples, rapidos, custo-efetivos e padronizados
Representativo da progressao da doenca

Validado em casos confirmados da doenca

Detetavel em fases mais precoces da doenga (diagnéstico na fase pré-clinica)

Indicativo da resposta a uma intervengao terapéutica modificadora da doenga
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Atualmente sio varios os potenciais biomarcadores das doengas neurodegenerativas com
utilidade na pratica clinica e na investigagao, no entanto € improvavel que cumpram
individualmente todas as caracteristicas de um biomarcador ideal. Por esse motivo, na pratica
clinica, recorre-se a uma combinagao entre a avaliagao neuropsicoldgica e a interpretagao de

biomarcadores para o diagnostico.

Concluindo, um dos principais desafios que se impoe aos clinicos e investigadores é a
possibilidade de desenvolver biomarcadores confidveis que permitam o diagndstico precoce
das doengas neurodegenerativas e a detegao de disfungao neuronal numa fase pré-sintomatica,
e que facilitem também o desenvolvimento e monitorizagao de terapéuticas modificadoras do

curso da doenga.

2.4 A importancia dos biomarcadores nas doencgas neurodegenerativas

Geralmente, a primeira etapa na identificagao e desenvolvimento de um biomarcador é
compreender a fisiopatologia da doenga. Contudo, as doengas neurodegenerativas
correspondem a um espetro alargado de patologias com diversas apresentagoes clinicas e
progressao heterogénea, que resultam da confluéncia de varios mecanismos fisiopatologicos
complexos que incluem neurodegeneragao, agregacao proteica e inflamagao. Recentemente,
o desenvolvimento das tecnologias “Omicas” — gendmica, transcriptondmica, protedmica,
metaboldmica — tem contribuido largamente para a descoberta de potenciais biomarcadores,
na medida em que, contrariamente a metodologia classica, permitem a pesquisa de varias

moléculas simultaneamente e a sua comparagio com as amostras de controlo."

Como tal, apesar de se ter assistido a uma grande evolugao nesta area, verifica-se uma
caréncia de métodos sensiveis e eficientes para o diagnostico precoce, prognoéstico e

monitorizagao da resposta terapéutica destas patologias.

2.4.1 Pratica clinica

A maioria das doengas neurodegenerativas € assintomatica durante longos periodos e, por
isso, o diagnostico acaba por ser tardio, quando os doentes ja apresentam sintomas sugestivos
e o processo de degeneracao das células nervosas ja se encontra avan¢ado, determinando a
falta de eficacia da maioria das terapéuticas. Por exemplo, no caso da Doenca de Alzheimer
(DA), a agregagao e acumulagao da proteina B-amildide (AP) nos tecidos neuronais ocorre
cerca de 10-30 anos antes do surgimento da deméncia'’ e, no caso da doenca de Parkinson

(DP), o aparecimento dos sintomas ocorre quando cerca de 60-80% das células
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dopaminérgicas nigro-estriatais j4 morreram."

Assim, o diagnostico das doengas
neurodegenerativas por meio de biomarcadores de diagnostico capazes de detetar o inicio ou
fases iniciais da doenga, para além de permitir a monitorizagao da patologia a longo-prazo,
representa uma oportunidade para iniciar e otimizar o tratamento numa fase pré-sintomatica,

por forma a retardar a progressio da doenga.®’

No caso das doengas neurodegenerativas, o diagnostico diferencial é também dificultado,
o que podera ser especialmente critico no caso de ensaios clinicos que podem levar a
resultados inconclusivos ou errados. Estudos que compararam o diagnostico clinico com o
diagnostico na autopsia determinaram que cerca de 25-30% dos doentes com o diagnostico
clinico da DA foram erroneamente diagnosticados, verificando-se a mesma estatistica para
outras deméncias como, por exemplo, a deméncia frontotemporal, deméncia dos corpos de

Lewis e deméncia vascular.

Em termos praticos, o correto diagnostico das doengas neurodegenerativas permite
reduzir os recursos e aumentar a probabilidade de sucesso do tratamento, para além de

permitir a estratificagio dos doentes de acordo com a resposta as diferentes terapias.

2.4.2 Ensaios clinicos e desenvolvimento de novos farmacos

A baixa precisao do diagnostico clinico das doengas neurodegenerativas podera ser
colmatada com a inclusao de biomarcadores especificos no processo de triagem dos
participantes, prevenindo a inclusao de individuos nao elegiveis em ensaios clinicos de farmacos
direcionados para uma determinada patologia. Por exemplo, estudos em doentes com
deméncia leve na DA mostram que 25% dos pacientes que preenchem os critérios clinicos
nio apresentam patologia AB'® e, por isso, os estudos devem requerer a evidéncia da
quantificagao de biomarcadores como critério de inclusao. Esta questao acaba também por
ter algum fundamento ético e econémico, pois evita que individuos nao elegiveis sejam sujeitos

a ensaios clinicos que estao destinados a falhar.

A heterogeneidade apresentada pelas doengas neurodegenerativas € evidente e, como tal,
certos subgrupos, potencialmente definidos por biomarcadores, podem responder melhor a
certas terapias. Para além disso, ao direcionar as patologias a montante, como Af na DA e a-
sinucleina na DP, as terapias sao provavelmente mais eficazes durantes estagios precoces da

doenga, antes que a neurodegeneragio irreversivel ocorra.'®
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Tal como referido anteriormente, ambiciona-se o desenvolvimento de biomarcadores de
diagnostico que permitam a identificagao da patologia antes dos sintomas incapacitantes e,
consequentemente, facilitem o recrutamento de individuos adequados que sao assintomaticos
ou apresentam sintomatologia leves. Assim, através da monitorizagao clinica destes doentes,
sera possivel determinar a relagao entre os eventos a montante, e os eventos da jusante
(neurodegeneragio).'® Para tal, é importante definir biomarcadores de risco, que incluam,

entre outros, estudos de genéticos, epigenéticos, de desenvolvimento e estilo de vida.

Adicionalmente, os biomarcadores poderao também ser (teis na compreensao dos
mecanismos fisiopatologicos e etioldgicos das doengas neurodegenerativas que estao na base
do desenvolvimento de novas terapias, mas também na investigagaio de aspetos

farmacodinamicos.

2.4.3. Area regulamentar

As potenciais aplicagoes dos biomarcadores mencionadas anteriormente estendem-se
também a area regulamentar, nomeadamente na aprovagao de novos medicamentos pelas
Autoridades Competentes, nomeadamente, a EMA e a FDA. Estes podem ser Uteis para avaliar
o mecanismo de agao do medicamento, determinar dados de eficacia e seguranca e identificar
grupos de doentes que podem beneficiar do tratamento através da estratificagio dos

participantes nos ensaios clinicos."

Para que as Autoridades Competentes possam basear as suas decisdes em dados
recolhidos no ambito da utilizagao de biomarcadores durante o processo de desenvolvimento
de um medicamento, os mesmos tém de ser sujeitos a um processo de qualificagao e validagao.
Assim, a validagao corresponde ao processo de avaliagao da precisao, exatidao, limite de
detecao e robustez, e a qualificagao fornece evidéncia de que o biomarcador esta relacionado

com determinado processo biolégico ou endpoint clinico.'’

Concluindo, o recurso a biomarcadores apresenta varias potencialidades no ambito da
aprovagao de novos medicamentos eficazes e seguros, nomeadamente ao nivel da

sustentabilidade, contencao de custos e celeridade do processo.
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2.4 Desafios no desenvolvimento de biomarcadores nas doencas

neurodegenerativas

Sao varios os desafios que se impoe no desenvolvimento de biomarcadores para doengas

neurodegenerativas, especialmente na fase de validagao e qualificagao dessas entidades.

Para além de ainda existirem algumas lacunas do que diz respeito ao conhecimento da sua
fisiopatologia, as doencas neurodegenerativas sao tipicamente heterogéneas em termos de
apresentagao clinica e progressao, partilhando fatores etiologicos, pelo que é improvavel que
apenas um biomarcador apresente sensibilidade e especificidade suficiente para cobrir todos
os aspetos da doenga. Adicionalmente, esta caracteristica das doengas neurodegenerativas
condiciona o sucesso dos ensaios clinicos ao nivel da selegao da “populagao-alvo” e pode
conduzir a interpretagao inadequada e a determinagao de relagoes improprias entre a doenga
e o biomarcador, uma vez que os critérios para o diagnodstico clinico sao subjetivos,

especialmente nas fases iniciais da doenga.'®

Numa perspetiva analitica, a identificagio de biomarcadores para doencgas
neurodegenerativas podera também estar condicionada pela recolha, processamento e
armazenamento das amostras bioldgicas. Embora existam protocolos padronizados para estes
procedimentos para algumas destas doengas, ainda existe uma variabilidade consideravel entre
estudos, limitando a reprodutibilidade e a comparagao direta com os resultados obtidos.
Naturalmente, o LCR é o golden standard no que diz respeito a amostra para analise de
biomarcadores nas doengas neurodegenerativas, apresentando resultados promissores e
reprodutiveis, contudo a sua colheita requer a utilizagio de metodologias dispendiosas e

invasivas que podem condicionar o desenvolvimento dos estudos nesta 4rea."”

Por fim, o panorama regulamentar complexo e a sua constante evolugao poderao ser

também considerados um desafio ao desenvolvimento de novos biomarcadores.

42



3. Doencas Neurodegenerativas
3.1 Doenca de Alzheimer

3.1.1 Epidemiologia

A DA é a doenga neurodegenerativa mais prevalente, e representa a principal causa de
demeéncia, estando na génese de aproximadamente 60-70% dos casos diagnosticados.'® Entre
1990 e 2016, a prevaléncia global desta patologia cresceu cerca de | 17%, de 20.2 milhoes em
1990 para 43.8 milhdes de em 2016™ e a tendéncia é para aumentar, tendo em conta o
envelhecimento populacional. Geralmente, a doenca afeta individuos com idades superiores a
60 anos, sendo que a taxa de incidéncia cresce abruptamente de 0,5%/ano entre os 65 e os 75

anos, para 6-8%/ano para idades superiores a 85 anos.”'

Segundo a projecao da Alzheimer’s Association, em 2022 prevé-se que o custo da
prestacao de cuidados a pessoas com DA nos Estados Unidos da América atingira os US$ 321
milhio de milhdes. * Considerando que se trata de uma tendéncia global, devem ser definidas
estratégias para contrariar esta conjuntura. Assim, no relatorio apresentado pela Alzheimer’s
Association este ano, as principais estratégias para a contengao de custos de saude associados
a doenca seriam o diagndstico precoce e o desenvolvimento de terapias capazes de prevenir

e/ou curar a doenga®, nas quais os biomarcadores podem assumir um papel preponderante.
3.1.2 Caracterizacao clinica e fisiopatologia

A DA é uma doenga neurodegenerativa que se caracteriza pela acumulagao de placas de
AB no espagco extracelular e agregacio da proteina tau hiperfosforilada em trangas

neurofibrilares intracelulares.'®

Os peptideos AP sio monomeros, com cerca de 37 a 43 aminoacidos, que resultam da
clivagem amiloidogénica da proteina percursora amildide (APP) por B-secretases e y-
secretases, sendo secretados no espago extracelular apds a sua formagio.” Apesar de distintas
entre elas, as isoformas APy e AP4, sao as isoformas mais comuns deste peptideo. A AP, em
comparagao com a APy, apresenta uma maior tendéncia para formar agregados insoluveis,
dando origem as placas de AP caracteristicas da doenca. Segundo a hipotese da cascata
amildide, esta acumulagao tem um papel iniciador na doenca e precede a agregagao da proteina

tau e, consequentemente, a neurodegeneragao."®
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A DA apresenta uma forte componente genética. Mutagoes no gene da APP, localizado no
cromossoma 21q21, estao relacionadas com o early-onset da Doenga de Alzheimer (EOAD),
uma vez que podem interferir na clivagem da APP e, assim, conduzir a agregacao de AP. Para
além disso, a doencga esta também associada a mutagoes que envolvem os genes da PSEN| e
PSNE2, localizados no cromossoma 14q24.3 e 1q31-q42, respetivamente, que codificam as y-
secretases responsaveis pela clivagem da APP pela via amiloidogénica, levando ao aumento dos

niveis de AB.

No caso do late-onset da DA (LOAD), este esta relacionado com a presenca de alelos do
gene da apolipoproteina E (APOE), localizado no cromossoma 19q13.2.'"* As trés isoformas
mais comum da APOE sao APOE €2, APOE €3 e APOE €4, contudo ¢ a isoforma APOE €4
que esta associada ao risco de desenvolvimento de LOAD. Esta proteina tem a capacidade de
modular a clearance e deposicao da AP, podendo ser considerada um biomarcador de

risco/susceptibilidade.”

A proteina tau € uma proteina responsavel pela estabilizagao dos microtubulos, estando
localizada essencialmente nos axénios das células nervosas do SNC.'® Devido a fenémenos de
splicing alternativo, existem 6 isoformas desta proteina. Na DA, as principais isoformas
envolvidas sao a 3R e a 4R. Estas sofrem modificagdes pos-tradugao, incluindo
hiperfosforilagao, que promovem a agregacao e a deposicao sobre a forma de trangas

neurofibrilares no interior das células.?

Apesar do mecanismo subjacente a doenga nao estar claramente identificado, modelos
atuais da doenga indicam que a fisiopatologia € iniciada pela acumulagao de A, progredindo
para a agregacao da proteina tau no cortex cerebral, neurodegeneragao e, consequentemente,

declinio cognitivo, sugerindo o efeito sinérgico destas duas moléculas.”*

A primeira manifestagao clinica da DA é a deméncia, que esta associada a um declinio da
fungdo cognitiva, alteragdes no comportamento, perda de meméria, desorientacio e afasia.”
Assim, inicialmente, a DA apenas era diagnosticada no estadio de deméncia. Contudo, com o
advento dos biomarcadores, o diagndstico e classificagao dos doentes no espetro do
Alzheimer podem vir a basear-se numa abordagem tripartida (ATN approach) que avalia

também a presenca de AB, tau hiperfosforilada e sinais clinicos de neurodegeneragio.®’
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3.1.3 Biomarcadores na Doenca de Alzheimer

Pelo exposto anteriormente, os estudos tém oseng
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Nos doentes com Alzheimer, devido a sua agregagao no parénquima cerebral, a
concentragao de APy, no LCR esta reduzida em cerca de 50%. Contudo, o racio AR/ AP
aumentado tem demonstrado maior precisao e fiabilidade no ambito do diagndstico da DA,
uma vez que nao ¢ afetado pelas variagoes interindividuais ao nivel processamento da APP de
onde resultam estas duas moléculas, da produgao e clearence do LCR e do processamento da

amostra que afetas ambas as isoformas.'®'"'?

Atualmente, o LCR ainda é a matriz standard para determinar a concentragao dos
peptideos AP, contudo o processo de colheira (pungao lombar) é invasivo e nao esta
amplamente disponivel em todos os paises.'® Como tal, tem-se verificado um especial interesse
no desenvolvimento de métodos para a determinagao destes biomarcadores no plasma,
especialmente através de técnicas de espetrometria de massa e ensaios imunologicos. Nao
obstante, ainda nao foi possivel estabelecer uma associagao entre os niveis plasmaticos e os
niveis do LCR, uma vez que os niveis de ABy,/ ABy plasmatico estao reduzidos em apenas
cerca de 10-20%, para além da sensibilidade e especificidade muito inferior que os métodos

apresentam."'""
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Deste modo, a AB4, e, mais recentemente, o ratio AB4/ AB4 sao reconhecidos como
biomarcadores centrais para o diagnostico precoce e prognoéstico na DA, para além de estar
aprovado pela FDA para integrar ensaios clinicos de novos farmacos, quer na selegao de

individuos elegiveis para participar no estudo, quer para monitorizar a resposta a terapéutica.*

Enquanto a deposicao de placas senis de AP tem inicio varios anos antes do inicio dos
sintomas, existe uma concomitancia entre o aumento dos niveis de tau e a progressao da
doenga, estando profundamente correlacionados com o processo de degeneragao e declinio

cognitivo.""*

A T-tau é considerada um biomarcador geral da neurodegeneragao, mas em contrapartida
a P-taul8] é um importante biomarcador no diagndstico diferencial, apresentando
especificidade para DA, que se reflete nos seus niveis marcadamente aumentados nesta
patologia em comparagio com outras doengas neurodegenerativas. *° A explicacio mais
plausivel para este fenomeno remete para uma resposta das células nervosas a exposicao a
AB, aumentando o nivel de fosforilagio da tau e a sua secrecio. *® Como tal, em conjunto com
a AB, constituem um valioso biomarcador para o diagnostico diferencial da AD e para prever
o declinio cognitivo dos doentes.”> Recentemente foi proposto que a tau fosforilada na
treonina 271 (P-tau217) apresenta uma sensibilidade superior quando comparada com a P-
taul 81, estando correlacionada com a carga de trangas neurofibrilares e a gravidade da doencga,
permitindo uma distingao entre a deméncia associada a AD e outras deméncias; no entanto,

esta ainda nio est4 difundida na pritica clinica."”

De forma semelhante a AB, a amostra de elei¢ao para a determinagao da proteina tau é o
LCR que, apresentando as desvantagens mencionadas anteriormente, tem motivado o
desenvolvimento de métodos baseados na sua determinagao no plasma. Neste sentido, é
necessario ter em conta a degradagao proteolitica sofrida por esta proteina, determinando o
curto tempo de semi-vida no sangue (10h) quando comparado com o LCR (cerca de 20 dias).*’
Contudo, neste caso, os resultados tém sido mais promissores do que no caso da AB. Varios
estudos coorte tém revelado coeréncia entre os niveis plasmaticos e os niveis no LCR deste
biomarcador. Para além disso, ainda tém demonstrado ser possivel obter um diagnostico
diferencial com grande precisio entre a deméncia e outras alteragoes neuropatoldgicas
associadas a DA e outras doengas neurodegenerativas através da determinagao da P-tau

plasmatica.""
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Além das placas de AB e os emaranhados neurofibrilares constituidos pela proteina tau
que representam os principais hallmarks DA, existem outras caracteristicas patologicas que
podem ser identificadas no cérebro dos doentes, nomeadamente neurodegeneragao,
disfuncio sinaptica e neuroinflamagio®, constituindo uma oportunidade para o
desenvolvimento de novos biomarcadores para auxiliar no diagnostico, prognostico e
monitorizagao clinica da DA. De acordo com o site clinicaltrials.gov, neste momento
encontram-se ativos cerca de 280 ensaios clinicos que envolvem biomarcadores candidatos
para esta patologia. Na Tabela 3. encontram-se sumariados alguns dos candidatos mais

promissores e a sua relagao com os respetivos hallmarks da doenga.

Tabela 3. Biomarcadores candidatos para a Doenga de Alzheimer

Biomarcador | Amostra Alteracdo Funcdo/Aplicacdo Ref.
na DA
Neurodegeneracao
— Proteina que constitui o citoesqueleto
- LCR do axénio.
NfL 34; 35
— Plasma f — Biomarcador de diagnostico (baixa
especificidade).
Disfuncao sinaptica
— Proteina pés-sinaptica envolvida na
Neurogranina _ LCR | plasticidade sinaptica. 36

— Biomarcador de diagnostico (elevada
especificidade).
Neuroinflamacao/ Ativacdo da microglia
— Glicoproteina envolvida na ativagao das
YKL-40 - LCR 1 células da microglia e astrocitos. 30
— Biomarcador de monitorizagio clinica.
— Recetor transmembranar envolvido na
regulacio da resposta da microglia,
formacao de placas de A e plasticidade

sTREM-2 - LCR 1 o 30
sinaptica.
— Biomarcador de diagnostico.
— Biomarcador de monitorizagio clinica.
— Proteina envolvida na ativagio de
GFAP — LCR | as.trocmos. o B 28; 37;
— Plasma — Biomarcador de monitorizacio clinica 38

(baixa especificidade).
Abreviaturas: 1 (niveis aumentados); NfL(Neurofilament light protein); YKL-40 (Chitinase-3-like protein I); STREM-2
(Triggering receptor expressed on myeloid cells 2); GFAP (Glial fribillary acidic protein).

3.2 Atrofia Muscular Espinhal

3.2.1 Epidemiologia

Considerada uma doenga rara, a atrofia muscular espinhal (AME) é uma das doengas
autossomicas recessivas hereditarias mais comuns e a principal causa de mortalidade infantil

por doenca monogénica, afetando | em cada 11000 nados-vivos.”’ Enquanto doenca
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neuromuscular, os sintomas sugestivos da doenga sao a fraqueza muscular e a atrofia que
resultam da perda progressiva e irreversivel de neurdnios da medula espinhal e do tronco
cerebral, afetando geralmente os sistemas respiratdrio, osteoarticular e gastrointestinal.’ De
acordo com a idade do inicio dos sintomas e grau de disfungao motora, o espetro clinico da
AME divide-se em 5 fenotipos, com grau crescente de gravidade, desde o subtipo 0 até ao
subtipo IV*, sendo que o subtipo mais comum é o subtipo |, afetando cerca de 60% dos
individuos. Dada a sua gravidade, os doentes acabam por ter uma esperangca média de vida

reduzida, contribuindo para a baixa prevaléncia quando comparada com outros subtipos.*

Durante os ultimos anos foram feitos avangos significativos no que diz respeito ao
tratamento da AME, resultando na aprovagao de 3 farmacos pela Autoridade do medicamento
dos EUA”. Assim, o continuo desenvolvimento de biomarcadores validados para monitorizar
a progressao da doenga e a resposta a terapéutica podera contribuir para uma utilizagao
informada e custo-efetiva destes tratamentos inovadores e tendenciosamente muito
dispendiosos® como, por exemplo, o Zolgensma® (onasemnogene abeparvovec) que é

considerado o medicamento mais caro do mundo, custando cerca de $2.1 milhdes nos EUA.
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3.2.2 Caracterizacao clinica e fisiopatologia

Na maioria dos casos, a AME é causada pela delecao homozigética ou mutagao dos exdes
7 e 8 no gene do SMNI (survival motor neuron 1), localizado no cromossoma 5q13.2*, levando
a formagao de uma proteina truncada e nao funcional. No mesmo cromossoma, existe o gene
SMN2 (survival motor neuron 2), que é muitas vezes referido como backup do gene SMNI*,
diferindo apenas por | tnico nucleétido que, apesar de nao alterar a sequéncia de aminoacidos,
resulta no splicing alternativo do exao 7 na maioria dos casos (85%), levando a sintese de
quantidades consideraveis de proteina truncada; contudo, em [5% dos caos, o splicing
alternativo permite a inclusio do exdo 7, levando & formagio da proteina funcional.* Deste
modo, o numero de copias do gene SMN2 varia inversamente com a gravidade da doenga e é
considerado um biomarcador de prognostico, uma vez que quanto maior o numero de copias

do gene, maior sera a quantidade de proteina funcional sintetizada.'"*

Em termos de diagnostico, este baseia-se essencialmente em técnicas de genética
molecular que procuram identificar a dele¢ao homozigotica ou mutagao do gene SMNI| em
doentes com sintomas tipicos da doenga. Em simultaneo é também determinado o niumero de

copias do gene SMN2 para fazer a avaliagio da severidade da doenga.” A sintomatologia
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sugestiva da AME inclui contraturas articulares, fraqueza distal, paralisia diafragmatica como

insuficiéncia respiratoéria e disfungio cerebelar.*

Como sumariado na Tabela 4., o espetro clinico da AME encontra-se dividido em 5
fenotipos, que se distinguem pela idade de inicio dos sintomas e pelo nivel de fungao motora

atingido.'®%>%

Tabela 4. Classificagao clinica da AME

Inicio dos Esperanca média

Fenétipo . Funcdo motora atingida .
P sintomas ¢ 8 de vida
, Necessidade de suporte respiratorio | Fatal a nascenga sem
0 Pré-natal . s
a nascencga suporte respiratorio
. <2 anos (faléncia
1 <6 meses Capacidade de sentar com suporte i ( ,
respiratoria)
| 6-18 meses Capacidade de sentar sem suporte Idade adulta
Capacidade de andar
] >|8 meses . P Normal
independentemente
Capacidade de andar
v >10 anos P Normal

independentemente

3.2.3 Biomarcadores da Atrofia Muscular Espinhal

No caso da AME ainda nao existem biomarcadores validados, apesar de existirem varios
sob investigacao. Paralelamente a proteina SMN, que é considerada o biomarcador de eleigao
para AME, os biomarcadores que apresentam resultados mais promissores atualmente sao os
neurofilamentos (NFs), os microRNAs especificos do musculo (myomiRs), a creatinina e o

perfil protedmico do LCR.

O mecanismo de agao subjacentes as terapias aprovadas para a AME tém como efeito
terapéutico a restituicao da expressao da SMN, pelo que esta constitui o principal biomarcador
da doenca.*' Apesar de poder elucidar sobre o estadio da doenga, os niveis desta proteina nio
variam ao longo do tempo e, por isso, nao permitem a monitorizagao da doenga e a resposta

ao tratamento.”’

Os NFs sao constituintes dos axénios das células nervosas e, na presenga de dano neuronal
associado a doengas neurodegenerativas, sao libertados nos fluidos extracelulares,
nomeadamente o LCR e sangue periférico. Dada a elevagao destas proteinas em outras
doengas neurodegenerativas, recentemente tém-se considerado os NFs como potenciais
biomarcadores na AME, especialmente entre os doentes tratados com nusinersen (Spinraza®),

que é um olinucleotideo antisense (ASO) que promove o splicing alternativo do gene SMN2
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para incluir o exdo 7 e aumentar os niveis da proteina SMN*, permitindo avaliar a severidade
da doenca e a resposta a intervengao terapéutica. Contudo, tém-se verificado resultados
contraditérios nos niveis da proteina quantificados em individuos de faixas etarias diferentes

e entre subtipos diferentes.'”"”

Ao nivel dos neurdnios motores, os microRNAs (miRNAs) desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento e diferenciacao celular, no crescimento axonal, na estrutura
do citoesqueleto e na formacgio de sinapses.*® Por esse motivo, a correlagio entre o padrao
de expressio de miRNAs e a patogénese da AME tem sido extensivamente estudada,
sugerindo que estas pequenas moléculas atuam como modeladores da doenga, podendo ser
consideradas potenciais alvos terapéuticos, mas também biomarcadores para monitorizagao

da doenca e da resposta ao tratamento.”' .

Os miRNAs sao moléculas de RNA nao codificante de cadeia simples constituidos por
cerca de 22-25 nucledtidos que regulam a expressao génica a um nivel pos-transcricional. Apos
a sua expressao e biogénese, o miRNA associa-se as proteinas Argonautas (AGO) e
posteriormente é transferido para o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC).
Este complexo reconhece a regiao 3’ nao traduzida (3’-UTR) do RNA mensageiro (mRNA)
alvo e liga-se por complementaridade de bases, levando a regulagao negativa da sua expressao,

quer por degradagio quer por inibicio da tradugio.>

A luz da evidéncia atual, existe um conjunto de miRNAs que constituem potenciais
candidatos a biomarcadores da AME, dos quais se destacam os seguintes: miR-9, miR-132,
miR-206, miR-183 e miR-375.2*%*" Estas moléculas, para além de facilmente detetiveis em
amostras bioldgicas, como o sangue e o LCR, apresentam a vantagem de serem altamente

estaveis e passiveis de serem preservadas.'*

Tratando-se de uma doenga que afeta o sistema neuromuscular, verifica-se uma
denervagao progressiva na AME que, em simultaneo com a redugao das copias de SMN, leva
a alteragoes no metabolismo do musculo esquelético que acompanham a progressao da
doenca.*' Neste ambito, a creatina cinase é uma enzima fundamental para a homeostase
energética do musculo esquelético, sendo responsavel pela fosforilagao da creatina a creatina
fosfato, que constitui a principal reserva mobilizavel de energética do musculo esquelético. A
creatinina, por sua vez, constitui um produto da degradagao desta ultima e, por isso, € um
biomarcador da massa muscular."'” Um estudo longitudinal, realizado por Alves et al. que

envolveu 238 doentes com AME, permitiu concluir que a creatinina sérica se encontra
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consideravelmente diminuida nestes individuos, indicando a progressao e severidade da
doenca. De forma semelhante, através de um ensaio clinico retrospetivo multicéntrico que
incluiu 206 doentes com AME, Freigang et al. concluiu que a atividade da creatina cinase se
encontra aumentada e a concentragao de creatinina sérica se encontra diminuida, refletindo a
gravidade da doenca e constituindo potenciais biomarcadores de prognostico e monitorizagao
,. . 56 op ~
clinica de doentes tratados com nusinersen.”” Como tal, recomenda-se a quantificagao desta
molécula nas andlises de rotina destes doentes que, para além de um potencial biomarcador

da AME, recorre a técnicas nao invasivas e pouco dispendiosas.

Com o advento de novas terapias para esta patologia, a variabilidade na resposta ao
tratamento entre portadores da doenga continua a constituir um desafio para os
investigadores. Desta forma, o desenvolvimento de biomarcadores neste ambito deve
constituir uma prioridade para facilitar a estratificagao dos doentes com AME com fenotipos
heterogéneos, aprimorar a estatistica de avaliagao de ensaios clinicos e evitar que os doentes
sejam sujeitos a tratamentos potencialmente caros, cujos efeitos da exposi¢ao a longo prazo

ainda nio foram totalmente esclarecidos.?®*

3.3 Doenca de Huntington

3.3.1 Epidemiologia

A doenga de Huntington (DH) é uma doenca rara, contudo é a mais comum das doengas
monogénicas autossomicas dominantes. Na populagao europeia, esta patologia afeta
aproximadamente |2 pessoas por cada 100 000 habitantes, sendo menos prevalente nos
continentes Africano e Asiatico. Em termos de incidéncia, estima-se que surjam anualmente

entre 4.7 e 6.9 novos casos da doenca por milhio de habitantes na populagio ocidental.*®

Apesar de existirem casos reportados em criangas e idosos, geralmente os sintomas
sugestivos da doenca surgem durante a meia-idade (~45 anos), tendendo inevitavelmente para
a sua progressio e agravamento e culminando com a morte.”” Embora exista uma correlacio
entre o numero de repeticoes CAG e a idade do inicio dos sintomas, este nao pode ser
considerado para a previsio da gravidade da doenga, constituindo um desafio para o

tratamento da doenca.’’
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3.3.2 Caracterizacdo clinica e fisiopatologia

A DH é causada pela repeticao anormal do trinucledtido CAG (2 36 repeti¢oes), perto
do inicio do exdao | do gene da huntingtina (HTT), que se encontra no brago curto do
cromossoma 4, levando a tradugao de uma proteina mutante com a presenga de um
elongamento de poliglutaminas (polyQ) localizado no terminal-N.* InclusGes desta proteina
mutante sao frequentemente encontrados no citoplasma das células nervosas, sendo
responsaveis pela agregagio proteica, desregulagcao transcricional, excitotoxicidade e
comprometimento do transporte axonal e transmissao sinaptica, especialmente ao nivel dos
neurdnios espinhais médios do estriado; este sera o mecanismo mais plausivel para

neurodegeneragio que caracteriza a doenga.’' %

O diagndstico da DH baseia-se na avaliagao clinica, no historico familiar e, mais
frequentemente, em testes genéticos que detetam a presenga da expansao CAG no gene da
HTT. A sintomatologia sugestiva da doenga caracteriza-se por uma disfungao motora (mais
tipicamente coreia, que se caracteriza por movimentos involuntarios, breves e abruptos
resultantes de contragoes musculares aleatorias continuas), declinio cognitivo e transtorno

neuropsiquiatrico.’®*'

3.3.3 Biomarcadores na Doenca de Huntington

De uma forma transversal, os biomarcadores nas doencas neurodegenerativas permitem
obter informagao fundamental relativa ao diagnostico, prognostico e farmacodinamica. Na DH,
em especifico, ainda nao existe nenhum biomarcador com aprovagao regulamentar, por isso,
atualmente os esforgos centram-se no desenvolvimento e investigagao de biomarcadores com
potencial para serem utilizados na pratica clinica e no desenvolvimento de novos
tratamentos.’"*® Biomarcadores como a mHTT e o NfL tém constituido uma valiosa
ferramenta no que diz respeito a avaliagao da progressao da doenca e a interpretagao do efeito

de terapias que pretendem diminuir os niveis de mHTT.***

Na DH, a neurodegeneragao leva a libertagao da mHTT pelas células nervosas afetadas,
podendo ser quantificada em amostras do LCR dos portadores desta doenga, estando
inclusivamente validada a sua utilizacao em ensaios clinicos. Neste caso, a sua concentragao
relaciona-se diretamente com o estadio da doenca e a sua severidade.” Para além disso, o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para a DH centra-se essencialmente na redugao

dos niveis de mHTT, o que evidencia a importancia deste biomarcador na avaliagao da eficacia
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> Esta proteina foi inclusivamente utilizada como biomarcador

de novos farmacos.®
farmacodinamico num ensaio clinico que pretendia demonstrar a diminui¢ao dose-dependente

da mHTT em individuos com DH tratados com ASO.*

No entanto, este biomarcador apresenta uma desvantagem, na medida em que a fragao
solivel de mHTT esta presente em muito baixa concentragao no LCR e no plasma e como é
produzida ubiquamente, torna-se dificil perceber a sua proveniéncia e a sua ligagdo ao
fendmeno fisiopatoldgico.®” Por esse motivo, impde-se a necessidade de desenvolver ensaios

ainda mais sensiveis para a sua detegio, como o proposto no estudo.”

O Neurofilament light protein (NfL) e a proteina tau sao componentes especificos do
citoesqueleto das células nervosas. Como tal, assim como acontece com a mHTT, os seus
niveis encontram-se aumentados na DH, estando diretamente relacionados com a

neurodegeneragio no SNC.****

Os estudos indicam que é possivel estabelecer uma associagao entre as concentra¢oes do
NfL no LCR e no plasma de individuos portadores da doenga, estando ambas aumentadas em
comparagao com os controlos saudaveis. Os niveis elevados deste biomarcador sao, por isso,
indicativos da severidade da doenca e da progressiva atrofia cerebral. Para além disso, o NfL
podera ter também aplicagdo enquanto biomarcador preditivo, uma vez que permite prever
o inicio das manifestagoes clinicas até 3 anos e a taxa de progressao da doenca ao nivel das
fungdes cognitiva e atrofia cerebral em individuos portadores da mutagio.’** Contudo,
tratando-se de um biomarcador que ¢ transversal a muitas outras doencgas

neurodegenerativas, apresenta baixa especificidade para o diagnéstico da DH.*

A concentragao da proteina tau surge consideravelmente aumentada no LCR dos
portadores da doenca, quando comparado com individuos saudaveis, para além de que foi
observada a presenca de agregados desta proteina em amostras pos-mortem de tecido cerebral
de individuos com DH. Estas evidéncia indicam a existéncia de fenomenos de fosforilagao e

splicing alternativo da proteina tau no estriado destes individuos.

A ativagao da microglia e a neuroinflamagao acabam por constituir um mecanismo
importante da fisiopatologia da DH e, como tal, os niveis de diversos mediadores pro-
inflamatoérios encontram-se aumentados no LCR de individuos portadores da doenga quando
comparados com controlos saudaveis. Atualmente, os resultados mais promissores neste

ambito estao relacionados com citosina IL-6 e a YKL40 (que, para além de constituirem
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potenciais biomarcadores de diagnostico e progressao da doenga, também permitem o estudo

de vias fisiopatoldgicas relevantes da doenca.***'

Os resultados obtidos em estudos levados a cabo em linhas celulares, modelos animais e,
mais importante ainda, amostras bioldgicas humanas corroboram a alteragao do padrao de
expressao de miRNAs na DH. Como mencionado anteriormente, trata-se de moléculas de
RNA nio codificante que sao responsaveis pela regulagao pos-transcricional da expressao de
genes.”™ No caso concreto da DH, é possivel estabelecer uma relagio entre o padrio de
desregulacao de determinados miRNA e os mecanismos moleculares caracteristicos da
doenga, uma vez que estas moléculas estao envolvidas em diversos mecanismos moleculares:
desenvolvimento, diferenciagao e sobrevivéncia neuronal, agregacio da proteina mHTT,
fungio siniptica e apoptose celular.®® Atualmente, os miRNAs com resultados mais
promissores enquanto potenciais biomarcadores de diagnostico para a DH sao os seguintes:
miR-9*, miR-34b , miR-10b-5p, miR-486-5p, miR-128a, miR-122-5p, miR-520f-3p, miR-135b-
3p, miR-4317, miR-3928-5p, miR-8082, miR-140-5p. >4

Tratando-se de uma area ainda em desenvolvimento, ainda nao existem métodos padrao
e amplamente difundidos para as técnicas de amostragem e para as técnicas analiticas que, em
concomitancia com o reduzido niumero de participantes nos ensaios clinicos, da origem a uma
variabilidade substancial entre estudos, o que torna a comparagao dos resultados

extremamente complexa e inadequada.**
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4. Conclusio

De uma forma geral, o panorama epidemiologico das doengas neurodegenerativas, aliado
a dificuldade do diagnostico e a inexisténcia de estratégias terapéuticas capazes de alterar o
curso clinico da doenga determinam a necessidade urgente de identificar biomarcadores para
estas patologias. Apesar da investigagdio neste campo ter assistido a um franco
desenvolvimento nos Ultimos anos e terem sido identificados indmeros potencias
biomarcadores, para a maioria das doengas neurodegenerativas continuam a nao existir
biomarcadores validados, passiveis de serem difundidos na pratica clinica. Para além de outros
fatores envolvidos, esta realidade deve-se em parte a variabilidade entre estudos, uma vez que
nao existem técnicas e procedimentos devidamente padronizados que permitam a
comparagao de resultados entre estudos, assim como a dificuldade na estratificagao dos

doentes a integrar os ensaios clinicos.

Contudo, verifica-se uma tendencial atual para o recurso cada vez mais frequente aos
biomarcadores, quer no diagnostico, prognostico e monitorizagao clinica das doengas
neurodegenerativas, quer na triagem dos participantes dos ensaios clinicos. O exemplo mais
evidente desse cenario € a DA, que ja possui dois biomarcadores devidamente aprovados,
nomeadamente, a proteina A4, e a proteina tau. Os casos da AME e da DH sao semelhantes
entre si, uma vez que apesar de nao existirem biomarcadores deviamente validados, a
investigacao tem evoluido positivamente nesse sentido, permitindo inclusive a sua utilizagao

em ensaios clinicos para o desenvolvimento de novos farmacos.
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