UNIVERSIDADE
BEIRA INTERIOR

i

Revisao sistematica sobre a influéncia dos
niveis de pregnenolona e sulfato de
pregnenolona na doenca de Alzheimer

Experiéncia Profissionalizante na vertente de Farmacia
Comunitaria e Investigacao

Vitor Rafael Miranda Silva

Estagio para obtencao do Grau de Mestre em

Ciéncias Farmaceéuticas
(Mestrado Integrado)

Orientador: Prof. Doutor Samuel Martins Silvestre

abril de 2021






“E eu s6 digo obrigado por viver com agrado,
Por ter uma vida assim e nao assim ao quadrado.”

Samuel Mira

iii






Agradecimentos

A toda a minha familia mas, em especial, a minha mae que sempre deu do seu sangue

para que eu tivesse um curso superior.

Ao Professor Doutor Samuel Silvestre por ter orientado o meu trabalho e pela sua

disponibilidade para me auxiliar durante todo o processo.

Ao Dr. Julio Canedo por me ter recebido na sua farmaécia, ao Dr. Vitor Almeida por ter
supervisionado o meu estagio curricular e a toda a equipa da Farmacia Gandara, onde

pude aprender o que é ser farmacéutico.

A todos os amigos que fiz na Covilha e que tornaram o meu percurso académico em

histoérias que recordarei para sempre.



Resumo

O presente trabalho esta dividido em dois capitulos que descrevem a minha experiéncia
profissionalizante para a obtencao de grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas,
apresentando uma componente de investigacdo, bem como uma componente de estagio
realizado em Farmacia Comunitaria. O primeiro capitulo é composto por uma revisao
sistematica de artigos em que foram comparados os niveis de pregnenolona e sulfato de
pregnenolona, em amostras biologicas de doentes com doenca de Alzheimer e grupos
controlo sem apresentacao de deméncia. A doenca de Alzheimer é a causa mais comum
de deméncia globalmente e os Unicos tratamentos aprovados, atualmente, visam
apenas a melhoria de sintomas, nao possuindo a capacidade de alterar a deterioracao
progressiva da doenca nem o respetivo declinio cognitivo. A pregnenolona é um
esterdide derivado do colesterol com varias fungdes neuronais e, tal como o seu
conjugado sulfatado, exibe propriedades de neuroprotecao e potenciacado de memoria.
Evidéncia crescente sobre a influéncia de uma desregulacdo de niveis endogenos de
esterdides neuroativos na patofisiologia da doenca de Alzheimer podera constituir uma
nova abordagem no tratamento e diagnostico da doenca. Desta forma, foi elaborada
uma pesquisa sobre o topico em trés bases de dados eletrénicas e incluidos cinco
artigos no estudo. Ainda que haja uma tendéncia para os niveis de pregnenolona e
sulfato de pregnenolona estarem aumentados em amostras de sangue, liquido
cefalorraquidiano, cortex pré-frontal e cortex temporal de doentes com Alzheimer, nao
¢ possivel fazer uma associacdo clara entre a alteracdo dos niveis destes
neuroesterdides e a presenca da doenca. Adicionalmente, foi demonstrada uma
correlacdo positiva entre os niveis de pregnenolona no cértex temporal e a severidade
do estagio neuropatologico da doenca. A realizacdo de ensaios clinicos controlados e
randomizados a larga escala poder ser valiosa para avaliar a eficicia de um tratamento
com pregnenolona ou sulfato de pregnenolona face ao declinio cognitivo, assim como a
realizacdo de estudos prospetivos para avaliar as alteracoes de concentracao a longo
prazo destes neuroesterdéides e a sua potencialidade como biomarcadores para
diagnostico em estagios precoces da doenca de Alzheimer. O segundo capitulo é
referente as competéncias adquiridas no decorrer do estagio em Farmacia Comunitaria,
na Farmacia Gandara, em Vila Nova de Gaia. Durante o periodo de estigio curricular,
tive oportunidade de contactar com a realidade da profissio de farmacéutico
comunitario e desempenhar o papel de agente de satide publica durante a pandemia

provocada pela doenca Covid-19.
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Abstract

The present dissertation is divided into two chapters that describe my professional
experience for obtaining a Master's degree in Pharmaceutical Sciences, presenting a
research component, as well as an internship component carried out in Community
Pharmacy. The first chapter consists of a systematic review of articles comparing the
levels of pregnenolone and pregnenolone sulfate in biological samples from patients
with Alzheimer's disease and cognitively intact control groups. Alzheimer's disease is
the most common cause of dementia globally and the only treatments currently
approved are aimed at improving symptoms, without the ability to alter the progressive
deterioration of the disease or the corresponding cognitive decline. Pregnenolone is a
cholesterol-derived steroid with several neuronal functions and, like its sulfated
conjugate, exhibits neuroprotective and memory enhancing properties. Increasing
evidence on the influence of endogenous levels of neuroactive steroids on the
pathophysiology of Alzheimer's disease may constitute a new approach in the treatment
and diagnosis of the disease. In this way, research on the topic was carried out in three
electronic databases and five articles were included in the study. Although there is a
tendency for pregnenolone and pregnenolone sulfate levels to be increased in blood,
cerebrospinal fluid, prefrontal cortex and temporal cortex samples from Alzheimer's
patients, it is not possible to make a clear association between the changes in the levels
of these neurosteroids and the presence of Alzheimer’s. Additionally, a positive
correlation has been demonstrated between pregnenolone levels in the temporal cortex
and the severity of the neuropathological stage of the disease. Conducting large-scale
controlled and randomized clinical trials may be valuable in assessing the effectiveness
of a treatment with pregnenolone or pregnenolone sulfate against the cognitive decline,
as well as conducting prospective studies to assess changes in the long-term
concentration of these neurosteroids and their potential as biomarkers for diagnosis in
early stages of Alzheimer's disease. The second chapter refers to the skills acquired
during the internship in Community Pharmacy, at Farméacia Gandara, in Vila Nova de
Gaia. During the internship period, I had the opportunity to get in touch with the
reality of the community pharmacist profession and play the role of public health agent

during the pandemic caused by the Covid-19 disease.
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Capitulo 1 — Investigacao

1. Introducao

1.1. Doenca de Alzheimer — Generalidades

A DA (doenca de Alzheimer) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela perda de
memoria, declinio cognitivo, mudancgas comportamentais e perda de habilidades funcionais. A
DA ¢ a causa mais comum de deméncia e estima-se que mais de 50 milhoes de pessoas padecam
de deméncia, atualmente [1]. Ainda que a patogénese e os mecanismos de progressao da DA
permanecam por esclarecer, os principais sinais cardinais neuropatologicos da DA sao
deposigoes extracelulares de péptido AP (beta amiléide) na forma de placas e NTFs
(emaranhados neurofibrilares) intracelulares [2—4].

Existem tratamentos aprovados para a melhoria de sintomas da DA, no entanto estes nao tém a
capacidade de alterar a deterioracao progressiva da doenca. Surge, entdo, a necessidade de
estudar melhor a patogénese da DA, para que sejam desenvolvidas novas moléculas capazes de
modificar o curso da doenca. Uma vez que as placas de péptido AP e NFTs estdo presentes,
muitas vezes, em cérebros de uma populacao mais envelhecida, mas saudével a nivel cognitivo, a
evidéncia sugere que os processos biolégicos subjacentes a DA estejam presentes décadas antes
da expressdo de sintomas [5]. Neste contexto, a descoberta de biomarcadores de alta
sensibilidade e especificidade podera exercer uma componente importante na investigacio da
patofisiologia da DA e na sua detecdo em estagios iniciais, bem como no acompanhamento da
sua progressao [6].

2, Bases fisiopatolégicas na etiologia da DA

Vérios mecanismos tém sido propostos para tentar explicar a patologia subjacente a DA e, de
uma forma geral, estdo destacadas quatro hipoteses que se relacionam entre si: a hipotese da
cascata amil6ide, hipdtese da proteina tau, hipoétese colinérgica, bem como a hipétese da
excitotoxicidade.

Segundo a hipdétese da cascata amiléide, um processamento anormal de APP (proteina
precursora amiléide) pode conduzir a uma producao anormal de AP, desencadeando uma
cascata amiloidogénica que leva a perdas neuronais e a danos sinaticos e, em dltima instancia,
aos sinais cardinais da doenca: placas senis de péptido AP e emaranhados neurofibrilares de
proteina tau hiperfosforilada [7]. Uma hiperfosforilagio aberrante da proteina tau ocorre a
jusante na cascata amiloidogénica e leva a acumulacdo de emaranhados neurofibrilares em
corpos celulares de neurdnios, impedindo a sua normal funcionalidade e preconizando a
hipétese da proteina tau [8].

Um défice colinérgico, mediado pela deplegdo de enzima colina-acetiltransferase em cérebros de
doentes com DA foi demonstrado, levando a proposta da hipo6tese colinérgica na DA e a
tratamentos que visam o aumento da atividade colinérgica nestes doentes. A perda de neurdnios
colinérgicos ocorre numa etapa mais tardia da cascata neurodegenerativa e parece ser agravada
por processos de excitotoxicidade, como uma sobreexposic¢ao ao glutamato ou sobreestimulacio
de NMDARs (recetores de NMDA). A excitotoxicidade desempenha um papel importante na

perda neuronal progressiva da DA, resultado de um influxo excessivo de Ca2+ nas células [9].



2.1. Beta amilodide
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A patofisiologia da DA ainda é alvo de alguma controvérsia. Em 1992, Hardy e Higgins
propuseram a hipotese da cascata amildide, com a acumulagdo de péptido AP no parénquima
cerebral como causa central da patogénese da DA [10]. A evidéncia que mais apoia esta hipotese
compreende a manifestacdo da patologia em individuos com mutacbes autossomicas
dominantes em genes que codificam a APP ou em proteinas y-secretase PSEN1/2 (presenilina 1
e 2), bem como a manifestacio precoce da DA em individuos com a Sindrome de Down, algo que
estd associado a triplicagdo ou sobreexpressdo do gene codificante da APP, localizado no
cromossoma 21 [11].

Neste contexto, é de referir que a APP é uma proteina transmembranar de tipo I que, no SNC
(sistema nervoso central), pode sofrer clivagens sequenciais seguindo dois percursos diferentes.

No “caminho amiloidogénico”, a APP é clivada sequencialmente por duas enzimas: a BACE-1
(beta-secretase 1) e y-secretase. Inicialmente, a BACE-1 cliva a APP no dominio N-terminal da
sequéncia do péptido AP, dando origem a um produto extracelular (SAPP[) e a um péptido C-
terminal com 99 aminoacidos. Subsequentemente, a y-secretase, um complexo multiprotease
que inclui PSEN1/2, atua no dominio transmembranar da APP através de clivagens por
endopeptidases/carboxipeptidases, resultando numa secrecdo extracelular de Ap. A clivagem
pela y-secretase pode ocorrer em sitios distintos, o que da origem a péptidos AP de diferentes
comprimentos, sendo as formas AP, € AP, as mais comuns no cérebro humano [11, 12]. Ainda
que o processamento de APP produza mais AP, que AP,, a ultima forma é mais
amiloidogénica, devido a presenca de residuos de alanina e isoleucina no C-terminal,
conferindo-lhe caracteristicas hidrofébicas e, por isso, torna-se mais passivel de agregar e de se
depositar em placas [13].

No “caminho nao amiloidogénico”, a APP é clivada, em primeiro lugar, pela a-secretase,
originando um produto extracelular (sAPPa) e um péptido C-terminal de 83 aminoacidos. A

clivagem deste péptido pela y-secretase produz um outro fragmento que é secretado (p3),
abandonando a regido transmembranar.

Ainda que a regulacao destes dois percursos nao esteja completamente compreendida, pensa-se
que uma sobreproduc¢ao ou clearance reduzida de AP, que é normalmente solavel, leve a sua
auto-agregacdo em oligbmeros e, posteriormente, a formacao de fibrilas amil6éides altamente
regulares que formam placas visiveis em amostras patologicas.

O comprimento do péptido AP varia de 37 a 42 aminoacidos, sendo as variantes mais longas,
AB,o €, especialmente, a AP,, mais provaveis de se auto-agregar e formar fibrilas, em
comparacdo as mais curtas. A evidéncia sugere que tanto as formas soliveis de AB como as
placas sejam toxicas e que os seus efeitos nas fungoes celulares levem a eventos secundérios ou
de downstream, como a hiperfosforilagdo da proteina tau (e formacao de NFTs), inflamacao,
stress oxidativo e excitotoxicidade. Esta cadeia de eventos conduz a morte celular e a défices na
neurotransmissao, especialmente na colinérgica [12].

2.2, Proteina tau

A proteina tau faz parte da familia das proteinas associadas aos microtibulos. Uma das suas
fungdes é polimerizar a tubulina em microtibulos, mantendo a complexa microarquitetura
neuronal e promovendo a estabiliza¢do dos microttibulos, particularmente nos axénios [14]. No
SNC, sdo expressas seis isoformas de proteina tau, através de um splicing alternativo de mRNA
(RNA mensageiro), durante a transcricdo do gene MAPT, nos exoes 2, 3 e 10 [15]. As isoformas



contém dois dominios principais: um péptido acidico de 29 aminoacidos é codificado pelos
exoes 2 e 3, inserindo-se no dominio da projecdo N-terminal e um péptido de 31 aminoacidos
que constitui o dominio de ligacdo aos microtibulos é codificado pelo exdo 10, no dominio C-
terminal [16]. As isoformas de proteina tau contém, ainda, trés (3R) ou quatro (4R) repeticoes
do péptido de 31 aminoacidos que constitui o dominio de ligacio aos microtibulos. A proteina
tau trata-se de uma fosfoproteina cuja atividade biologica é regulada pelo seu grau de
fosforilacao. Uma caracteristica comum a taupatias como a DA é a acumulacao de proteina tau
anormalmente fosforilada em neurénios e que € polimerizada maioritariamente em
emaranhados neurofibrilares de PHFs e/ou SFs de proteina tau (filamentos helicoidais
emparelhados e/ou filamentos tnicos) [17, 18]. A fosforilacdo anormal de proteina tau ocorre
através da acao de cinases, sendo a GSK-3f (glicogénio sintase cinase-33) e a CDK5 (cinase 5
dependente da ciclina) as mais importantes nesse processo. A GSK-3f estd bem documentada
como uma cinase com a¢do na proteina tau, uma vez que a sua up-regulation modula
anormalmente a hiperfosforilacdo da proteina tau na DA, através da via PI3K/AKT/GSK-303
(fosfatidilinositol 3-cinase/proteina cinase B/GSK-3B) [19]. A ativacdo de PI3K, por niveis
elevados de PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato), leva a uma sobreexcitacdo de AKT que
fosforila a GSK-3p e, subsequentemente, resulta na hiperfosforilacao da proteina tau [20]. Uma
sobreexpressao de CDK5 leva, igualmente, a hiperfosforilacio de proteina tau e formagio de
PHFs. Os PHFs de proteina tau sdo formados, maioritariamente, através de duas proteinas
reguladoras, p35 e p39, que ativam a CDKj5 [21].

Cerca de 40% da proteina tau hiperfosforilada esta presente no citosol e ndo é polimerizada em
NFTs, em cérebros com DA. A proteina tau citoso6lica hiperfosforilada nao se liga a tubulina nem
promove a organizacao dos microtibulos, destruindo, pelo contrario, a sua dindmica a nivel
neuronal. Esta propriedade toxica envolve a sequestracao de proteina tau normal pela proteina
tau patolégica. A proteina tau normal encontra-se na forma solavel, pelo que a sua ligacao a
proteina tau hiperfosforilada promove a formacdo de oligbmeros compostos por proteina tau
normal e proteina tau hiperfosforilada. Por conseguinte, estes oligbmeros irdo sedimentar,
levando a sua auto-agregacdo em PHFs/SFs que formarao NFTs. Desta forma, as funcées de
polimerizagdo da tubulina e organiza¢do de microtiibulos desempenhadas pela proteina tau
normal sdo alteradas devido a interacdo com a proteina tau patoldgica e o citoesqueleto
neuronal é progressivamente destruido, sendo demonstradas inclusdées de NFTs [17, 22]. O
nimero de NFTs esti diretamente correlacionado com o grau de deméncia em doentes com DA
[18].

3. Diagndstico da DA

De acordo com o descrito nos dltimos critérios de diagnéstico da DA, o aparecimento clinico da
doenca pode ser dividido em trés periodos gerais: fase pré-clinica, MCI (Défice Cognitivo
Ligeiro) e deméncia devida a DA [23].

Os resultados de estudos observacionais em individuos com fatores de risco genético para a DA
demonstram evidéncia convergente de que os processos patofisiologicos da DA se iniciem
décadas anteriormente ao diagnostico clinico de deméncia devida a DA. Avancos recentes em
técnicas de neuroimagiologia, analises de LCR (liquido cefalorraquidiano) e de outros
biomarcadores permitem o estudo dos processos patofisiologicos da DA in vivo [24].

Tendo isto em conta, no primeiro estagio da fase pré-clinica, o péptido Ap com estrutura
monomeérica comeca a agregar-se e acumula-se em neurénios e sinapses, porém estas alteracoes
nao sao detetadas usando os métodos atuais de diagnoéstico. Durante o segundo estagio da fase
pré-clinica, a presenca de biomarcadores no LCR como o aumento da proteina tau, o
hipometabolismo no giro cingulado posterior e uma diminuicdo cortical passa a ser detetavel



[25]. No terceiro estigio, o individuo podera detetar sinais da doenca e a presenca de
biomarcadores continua a aumentar. O doente ainda conseguira obter resultados dentro da
normalidade em testes de avaliacio da funcdo cognitiva, como MoCA (Montreal Cognitive
Assessment) e MMSE (Mini-Mental State Examination), mas podera ser detetado um declinio
na performance habitual do individuo [26].

No periodo seguinte da evolucao do aparecimento clinico da DA, é observada uma redugio da
funcdo cognitiva do doente, demonstrando um declinio cognitivo ligeiro na realizagao de testes
de avaliacdo da funcdo cognitiva, porém o individuo continua a ser autébnomo e funcional [27].
Um declinio em dominios como a memoria, atengio, linguagem e execuc¢ao de tarefas podera ser
observado com o decorrer do tempo. Os resultados de testes cognitivos realizados pelo doente
estardo abaixo da média e biomarcadores positivos para o péptido AP indicam uma alta
probabilidade de que o MCI seja devido a DA [28].

Em 1984, foram estabelecidos critérios para descrever um diagndstico clinico da DA, conhecidos
por critérios NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association). Estes
contemplavam o histérico clinico do doente, testes neuropsicologicos e avaliacoes laboratorais,
tendo sido demonstrada uma sensibilidade de 81% e uma especificidade de 70% aquando a sua
aplicacdo [23, 29]. A evidéncia sobre as manifestacGes clinicas e patofisiologia da DA aumentou
consideravelmente nos altimos anos, tendo os critérios NINCDS-ADRDA sido revistos.

Atualmente, os critérios clinicos para diagndstico de deméncia contemplam o aparecimento
progressivo de sintomas cognitivos e/ou comportamentais que interferem na realizacdo de
tarefas do individuo e que nao sdo atribuidos a um transtorno delirante ou doenca
neuropsiquiatrica. O diagnostico de deméncia é realizado seguindo a histéria clinica do doente e
através da realizacao de testes que avaliam a fun¢ao cognitiva, devendo os sintomas cognitivos
e/ou comportamentais afetar, pelo menos, dois dos seguintes dominios gerais: inabilidade para
relembrar nova informacao, discernimento alterado, inabilidade visuoespacial, inabilidade para
desempenhar funcoes de linguagem ou alteracoes de personalidade ou comportamento [23].

3.1. Critérios NINCDS-ADRDA de classificacao para deméncia devida
a DA

3.1.1. Deméncia provavel devida a DA: critérios clinicos

O doente é diagnosticado com deméncia provéavel devida a DA quando corresponde aos critérios
definidos anteriormente para deméncia e, simultaneamente:

1. Os sintomas surgem de forma progressiva e gradual,;

2. Existe um agravamento 6bvio dos sintomas no decurso do tempo;

3. Apresenta sintomas amnésicos, como dificuldade na aprendizagem e assimilacdo de
nova informacdo ou, tipicamente numa fase mais avancada, sintomas nao-amnésicos,
como dificuldade em escolher palavras, défices na cognicdo espacial (agnosia e
simultanagnosia) e disfuncdo executiva (discernimento alterado e dificuldade em
resolver problemas) [23].

3.1.2. Deméncia possivel devida a DA: critérios clinicos

Um diagnoéstico de deméncia possivel devida a DA deve ser realizado nas seguintes
circunstancias:



1. Correspondéncia com a natureza dos défices cognitivos caracteristicos para deméncia
provavel devida a DA, mas com aparecimento repentino dos sintomas ou histoéria
clinica/documentacao insuficiente de um declinio progressivo;

2. Correspondéncia com os critérios clinicos para deméncia provavel devida a DA, mas
com presenca de doenga cerebrovascular concomitante, caracteristicas de deméncia
com corpos de Lewy ou presenca de fatores que possam afetar substancialmente a
cognicdo do individuo [23].

3.2. Avaliacao neuropatologica da DA

Atualmente, a alteracao neuropatologica devida a DA é avaliada através de um sistema “ABC”,
com trés escalas diferentes de atribuicao de pontos: deposi¢ao de péptido AP na forma de placas
pelo método de Thal, distribuicio de NFTs pelo método de Braak e avaliacdo de placas
neuriticas pelo método de CERAD (Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's
Disease). A combinacio entre os resultados dos trés métodos de avaliacdo neuropatoldgica
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recebe um descritor que pode ser “negativo”, “baixo”, “intermédio” ou “alto”, relativamente a

alteracdo neuropatoldgica devida a DA. Uma alteracao neuropatologica “intermédia” ou “alta” é
considerada suficiente para explicar um estado demencial devido a DA [30].

3.2.1. Método de Thal

A deposicao extracelular de péptido AP, no cérebro, segue uma sequéncia na qual as regioes
cerebrais sdo hierarquicamente envolvidas. Assim, a deposi¢do de péptido AP expande-se para
regiOes cerebrais que recebem proje¢des neuronais de outras regioes com a presencga de Af. Na
primeira de cinco fases de evolucdo da amiloidose, as deposicoes de péptido AP sdo encontradas
exclusivamente no neocoértex. A segunda fase é caracterizada pelo envolvimento adicional do
alocortex. Na terceira fase de evolucao, o diencéfalo e corpo estriado também sao afetados. Na
quarta fase, adicionalmente, estao envolvidas as regides do tronco encefalico e, por fim, a quinta
fase é caracterizada por uma deposicgio cerebelar [31].

3.2.2. Método de Braak

Os NFTs sao les6es neuropatoldgicas caracteristicas da DA e considerados essenciais no seu
diagnodstico. Os NFTs podem ser visualizados através de técnicas de imunohistoquimica
direcionada a proteina tau ou a epitopos de proteina tau fosforilada [30]. Num estagio inicial, é
comum observar a presenca de NFTs em regi6es do sistema limbico, porém, dependendo da fase
da doenca, outras regioes cerebrais podem ser envolvidas [32]. Estes achados parecem
demonstrar um padrio de distribuicdo caracteristico, permitindo a diferenciacdo de seis
estagios que se correlacionam com o estado clinico do doente [33].

Os primeiros NFTs desenvolvem-se na camada superficial da regido transentorrinal (estagio I) e
regiao entorrinal (estagio II). Subsequentemente, difundem-se no hipocampo (estagio I11), giro
temporal médio e giro temporal superior (estagio IV) e restantes areas do neocdrtex (estagio V e
VI). O declinio cognitivo, geralmente, tem inicio a partir do estagio III e agrava
progressivamente. A degeneragdo neurofibrilar no prosencéfalo basal leva, em parte, a perda de
neurbnios colinérgicos nesta regido e a uma perda generalizada da inervacdo colinérgica pré-
sinatica da zona limbica e neocortical [12].

3.2.3. Método de CERAD

As deposicoes de péptido AP podem ocorrer no centro de neurites distroficas que,
frequentemente, demonstram imunorreatividade a proteina tau fosforilada, tratando-se de um



subgrupo de placas senis, as placas neuriticas [30]. O CERAD desenvolveu um sistema para
avaliacdo de placas neuriticas, identificadas por métodos imunohistoquimicos, através da
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classificacao da sua densidade com descritores de “nao frequente”, “moderada” e “frequente”,
nas regioes do neocortex [34].

3.2.4. Critérios NIA-Reagan para o diagnéstico postmortem da DA

A) Existe uma alta probabilidade de a deméncia ser devida a DA, quando na anélise postmortem
do cérebro se evidencia a presenca de placas neuriticas e de NFTs no neocértex, ou seja, uma
classificacao CERAD “frequente” de placas neuriticas e um estagio V/VI do método de Braak.

B) Existe uma probabilidade intermédia de a deméncia ser devida a DA, quando a anélise
postmortem do cérebro demonstra uma densidade moderada de placas neuriticas neocorticais e
a presenca de NFTs em regioes do sistema limbico, ou seja, classificacio CERAD “moderada” de
placas neuriticas e estagio III/IV do método de Braak.

C) Existe uma baixa probabilidade de a deméncia ser devida a DA, quando a anélise postmortem
do cérebro demonstra uma distribuicdo e/ou severidade mais limitada de placas neuriticas e
NFTs, ou seja, classificagdo CERAD de placas neuriticas “nao frequente” e estigio I/II do
método de Braak [35].

4. Terapias na DA

O paradigma atual do tratamento da DA esta focado na reducao da progressao dos sintomas. Os
sintomas amnésicos sao mais comuns e incluem dificuldade em processos de aprendizagem e
assimilacdo de nova informacdo. Os sintomas ndo-amnésicos podem manifestar-se em varios
dominios, nomeadamente na linguagem, visuoespacial e execucdo de tarefas [23]. Apesar de
esforcos continuos, uma “cura” para a DA em estagios demenciais parece ser irrealista dentro de
um futuro préximo. Quando a doenca atinge estigios mais avancados, a degeneracao
progressiva ja tera afetado o cérebro a varios niveis.

4.1. Tratamentos atuais na DA

Os ChEIs (inibidores da acetilcolinesterase) donepezilo, galantamina e rivastigmina e a
memantina, tratando-se de um antagonista de NMDARS, sao os tnicos tratamentos aprovados
pela FDA (Food and Drug Administration) para a deméncia na DA, atualmente. Existe
evidéncia de que uma abordagem de terapéutica de combinacio, com a adi¢do de memantina,
em doentes com DA moderada ou DA moderada a severa, a donepezilo estd associada a
beneficios significativos no atraso do declinio cognitivo em 24 semanas. Estes firmacos
possuem mecanismos de acdo complementares, com potenciais efeitos aditivos e demonstram
perfis de seguranca e tolerabilidade aceitaveis [36]. Os beneficios da redugdo do declinio
cognitivo e o retardamento do aparecimento de sintomas sdao observados com a utilizacao de
ChEIs ou memantina quer seja em monoterapia ou em terapia combinada [37]. A tacrina,
tratando-se de um ChElI, foi retirada do mercado devido a efeitos adversos de hepatotoxicidade.

Com base na hipoétese colinérgica, a disfuncao cognitiva e outros sintomas da DA sdo explicados
pela perda progressiva de neurénios colinérgicos. Desta forma, os efeitos dos ChEIs promovem
a neurotransmissao colinérgica por impedirem que a acetilcolina sofra um processo de hidrdlise,
aumentando os seus niveis nas sinapses. O mecanismo de acdo da memantina ainda nio esta
totalmente compreendido, mas pensa-se que reduza a neurotoxicidade excitatéria do glutamato
[38—40].



4.2. Perspetivas futuras no tratamento da DA

Devido a ineficacia das terapias atuais para modificar a progressao da DA, tém sido estudadas
novas moléculas com potencial para mudar o curso da doenca. Surgem as terapias
modificadoras da doenca. Estas apontam para os dois sinais cardinais neuropatoldgicos
predominantes na DA, as placas senis de AP e os NFTs. Podemos, entdo, dividi-las em duas
estratégias distintas: a terapia anti-amiléide e a terapia anti-tau.

A) A terapia anti-amil6ide baseia-se no principio da redu¢do da producao de AP, prevencao da
agregacdo ou promocio da sua clearance.

A1) Segundo a hipdétese da cascata amildide, as atividades da BACE-1 e da y-secretase
desempenham um papel crucial na producdo de péptido AB. A BACE-1 atua em primeiro lugar,
clivando a APP no dominio N-terminal e, posteriormente, a y-secretase atua no dominio
transmembranar, através da acdo de endopeptidases e carboxipeptidases, dando origem a uma
secrecao extracelular de AB. Tendo isto em conta, a modulacdo destas enzimas tem sido uma
estratégia para reduzir a produgao de AP [11, 40].

Apenas cinco inibidores da BACE-1 chegaram a fase III dos ensaios clinicos (verubecestat,
lanabecestat, atabecestat, umibecestat e elenbecestat), porém todos eles foram descontinuados
devido a falta de beneficios cognitivos e funcionais (Tabela 1) [41—44].

Dois inibidores da y-secretase (semagacestat e avagacestat) e um modulador da y-secretase
(tarenflurbil) seriam os fArmacos mais promissores testados clinicamente, no entanto falharam
igualmente na demonstracao de beneficios cognitivos (Tabela 1). O semagacestat foi o primeiro
inibidor da y-secretase a chegar a fase III dos ensaios clinicos, no entanto estes foram
interrompidos devido a um agravamento clinico e alta incidéncia de cancro de pele e infe¢des no
grupo tratado com o farmaco [45]. Depois de falhar na diminuicao do declinio cognitivo e de ter
aumentado, de igual forma, o risco de cancro de pele, os ensaios clinicos para o firmaco
avagacestat foram interrompidos na fase II [46]. O tarenflurbil ndo demonstrou uma
diminuicao do declinio cognitivo ou funcional, sendo interrompido na fase III dos ensaios
clinicos [47].

A2) A agregacao de AP em oligbmeros, fibrilas ou a sua deposicao na forma de placas amilbides
poderad estar na origem das disfuncOes sinaticas e perdas neuronais da DA. Atualmente, a
evidéncia sugere que os oligbmeros soltveis de A sejam as formas mais neurotoxicas. Agentes
anti-agregacdo representam, por isso, uma estratégia racional na terapia de modificacdo da
doencga, uma vez que o seu mecanismo de agdo consiste em inibir a agrega¢io de péptidos AP
soliveis em oligbmeros [40].

Dois inibidores da agregacao de AP foram estudados, scilo-inositol e tramiprosate, porém sao
necessarias pesquisas futuras para estudar melhor a possibilidade de beneficios clinicos e
avaliar a sua eficacia, nao tendo sido descritas melhorias cognitivas em ensaios clinicos de fase
II e III, respetivamente (Tabela 1) [48—51].

A3) Promover a clearance através de anticorpos especificos direcionados a AP tem sido a
estratégia mais promissora na tentativa de abrandar a progressao da doenca. Esta terapia pode
dividir-se na inducdo do sistema imunitario a produzir anticorpos ou na injecao direta de
anticorpos monoclonais exb6genos, tratando-se de uma imunizacdo ativa e passiva,
respetivamente [40].



Vacinas de imunoterapia ativa estdo sob investigacdo, tais como a Amilomotide (CAD106),
ABvac40, Lu AF20513 e UB-311. De igual forma, estdo a ser investigados anticorpos
monoclonais com alvo a A, como Gantenerumab (RO4909832) e BAN2401 (Tabela 1) [40].

B) As pesquisas sobre terapia anti-amiloide tém dominado nos dltimos 25 anos, mas a auséncia
de eficiacia em ensaios clinicos recentes esta a redirecionar esforcos para terapias anti-tau [40].
A proteina tau desempenha um papel importante na organizacdo e estabilizacdo de
microtdbulos, no entanto uma fosforilacio anormal pela cinase GSK-3B leva a sua
hiperfosforilacdo. Quando anormalmente fosforilada, a proteina tau patolégica liga-se a
proteinas tau normais para formar oligobmeros. Ao contrario da proteina tau normal que é
altamente soltvel, os oligbmeros formados com a proteina tau patolégica podem sedimentar e
agregar-se em PHFs/SFs na forma de NFTs [17]. Assim, o citoesqueleto neuronal
progressivamente destruido, havendo uma acumulacio de emaranhados que levardo
neurodegeneracao [22].
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A terapia anti-tau baseia-se, entao, na prevencao da hiperfosforilacio e agregacio de proteina
tau, estabilizacao de microttbulos e promocao da clearance de proteina tau [40].

B1) A GSK-3pB parece desempenhar o papel mais importante na fosforilacdo da proteina tau,
logo a sua inibicao tem sido considerada uma estratégia racional de terapia modificadora da
doenca. Neste ambito, tém sido realizados estudos sobre o litio, devido ao seu potencial para
inibir a GSK-3p através de uma ligacao direta e indireta a enzima, potenciando uma fosforilacao
do N-terminal de um residuo de serina. Existe, também, evidéncia que demonstra uma
modulacao, pelo litio, da expressdo de GSK-3B, uma vez que este inibe a sua transcricdo de
mRNA [52].

Em ensaios de fase II, foi demonstrada uma diminuicao dos niveis de proteina tau fosforilada no
LCR e uma melhoria da cognicio, porém estudos adicionais sdo necessarios para clarificar os
beneficios clinicos dos sais de litio (Tabela 1) [40].

B2) A extensio e acumulac¢ao de agregados de proteina tau esta associada a perda neuronal e a
agravamento clinico na DA. Dessa forma, uma inibicao da agregacdo da proteina tau estabelece
uma abordagem racional para a terapia modificadora de doenca.

Em estudos in vitro, foi demonstrada uma inibicdo da agregacao de proteina tau com cloreto de
metiltioninio (azul de metileno). Em ensaios clinicos de fase II, foram demonstrados beneficios
cognitivos em doentes com DA ligeira a moderada, no entanto foram reportadas limita¢Ges na
absorcdo com a administra¢io oral do firmaco e baixa tolerabilidade na auséncia de alimentos
(Tabela 1). Esta descoberta levou ao desenvolvimento de LMTM, um derivado reduzido do
cloreto de metiltioninio, mais estivel e com melhores propriedades de absorgio e tolerabilidade,
cujo tratamento em monoterapia esta sob investigacao (Tabela 1) [40], [53—55].

B3) Uma disfuncao na estabilizacdo dos microtibulos e subsequente agravamento do transporte
axonal tem um papel crucial na neurodegeneracdo devida a DA.

Davunetide é um péptido que parece estabilizar os microtibulos em neurénios e células gliais,
no entanto ndo mostrou uma melhoria significativa na cognicio, em ensaios de fase II (Tabela
1). Epotilona D (BMS-241027) é outro estabilizador de microtiibulos que apresentou melhorias
na performance cognitiva em animais, mas depois de ter passado a ensaios de fase I para
determinar parametros de seguranca e efeitos farmacodinamicos, os resultados nao foram
publicados e a pesquisa foi descontinuada (Tabela 1) [40, 56, 57].



B4) Quanto a promocao da clearance da proteina tau, imunoterapia ativa tem sido usada como
estratégia, onde vacinas anti-tau induzem o sistema imunitario dos doentes a desenvolver
anticorpos contra as formas patogénicas de proteina tau. Neste contexto, péptidos sintéticos que
mimetizam a forma patolégica da proteina tau tém sido usados como antigénios.
Adicionalmente e no Aambito da imunoterapia passiva, anticorpos monoclonais sdo
administrados e direcionados contra as formas anormais de proteina tau e esta abordagem
parece ser mais segura que as vacinas anti-tau [40].

A AADvac1 foi a primeira vacina anti-tau testada em ensaios clinicos. Depois de ter mostrado
um perfil de seguranca favoravel em ensaios de fase I, passou para ensaios de fase II. Os
resultados foram anunciados posteriormente, tendo demonstrado uma imunogenicidade
positiva (98,2% dos doentes desenvolveram anticorpos especificos anti-tau) e confirmaram a
sua seguranca, sendo que isto encorajou a que transitasse a ensaios de fase III (Tabela 1) [58].

Quatro anticorpos anti-tau chegaram aos ensaios de fase II: gosuranemab, tilavonemab,
semorinemab e zagotenemab (Tabela 1). Atualmente, o gosuranemab esti a ser testado em
doentes com DA ligeira, em ensaios de fase II, prevendo-se que o estudo continue até 2024 [59].
De uma forma semelhante, a eficicia e seguranca do tilavonemab est4 a ser testada em ensaios
de fase II, em doentes com DA ligeira, prevendo-se que os ensaios durem até 2021. Dois ensaios
de fase II estao a decorrer para avaliar um tratamento com semorinemab, em doentes com DA
ligeira e doentes com DA moderada, até 2022 e 2023, respetivamente [60, 61]. Em doentes com
DA ligeira, um tratamento com zagotenemab esté a ser avaliado em ensaios de fase II, até 2021
[62].



Alvo/Mecanismo Farmaco Fase Resultados/Estado
Inibidor da BACE-1 Verubecestat ] Declinio da cognigdo; mais efeitos adversos
(inibidor da B-
secretase 1) Lanabecestat 1l Sem melhorias cognitivas; mais efeitos adversos
Atabecestat II/1I | Declinio da cognicdo; mais efeitos adversos (hepatoxicidade)
Umibecestat II/1I | Declinio da cognicdo; mais efeitos adversos
Elenbecestat 1l Sem melhorias cognitivas; mais efeitos adversos
Inibidor da y- Semagacestat ] Declinio da cognigdo; mais efeitos adversos (cancro da pele)
secretase
Avagacestat Il Sem melhorias cognitivas; mais efeitos adversos (cancro da pele)
Modulador da y- Tarenflurbil 1] Sem melhorias cognitivas; mais efeitos adversos
secretase
Inibidores da Scilo-inositol 1l Sem melhorias cognitivas
agregacao de AR
Tramiprosate 1] Sem melhorias cognitivas
Imunoterapia ativa Amilomotide (CAD106) I/l | Estudos clinicos de fase Il/Il a decorrer

(vacina anti-AB)

ABvac40 1l Recrutamento para estudos clinicos
Lu AF20513 | Sem resultados publicados
UB-311 Il Imunogenicidade positiva; seguro e bem tolerado

Imunoterapia passiva
(anticorpos anti-AB)

Gantenerumab (RO4909832)

Recrutamento para estudos clinicos

BAN2401

Recrutamento para estudos clinicos

Inibidor de GSK-3f3

Carbonato de litio

Melhorias cognitivas; seguro e bem tolerado

Inibidor da agregacao

Azul de metileno

Melhorias cognitivas; pouco tolerado sem alimentos; limitagdes

de tau na absorgdo
LMTM 1] Sem melhorias cognitivas mas ainda sob investigacao
Estabilizador de Davunetide 1l Sem melhorias cognitivas; seguro e bem tolerado

microtubulos

Epotilona D (BMS-241027)

Sem resultados publicados

Imunoterapia ativa
(vacina anti-tau)

AADvacl

Imunogenicidade positiva; seguro e bem tolerado

Imunoterapia passiva
(anticorpos anti-tau)

Gosuranemab (BIIB092/BMS986168)

Fase Il de ensaios clinicos a decorrer

Tilavonemab (ABBV-8E12/C2N 8E12)

Fase Il de ensaios clinicos a decorrer

Semorinemab (RO7105705)

Fase Il de ensaios clinicos a decorrer

Zagotenemab (LY3303560)

Fase Il de ensaios clinicos a decorrer

Tabela 1 — Estudos clinicos sobre terapias modificadoras de DA
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5. De esteroides classicos a esterdides neuroativos:
biossintese e metabolismo da pregnenolona

As hormonas esterdides sdo conhecidas por mediarem varias funcoes celulares através de uma
via gendmica. Nesse contexto, os esteréides classicos interagem, tipicamente, com recetores
nucleares (NRs) localizados no citoplasma e no nicleo celular. Esta ligacdo resulta numa
alteracdo conformacional do NR citoplasmatico e subsequente translocacao do complexo NR-
ligando até ao nudcleo. No nudcleo, ocorre uma dimerizacdo do complexo, ligando-se,
posteriormente, a sequéncias especificas de DNA (acido desoxirribonucleico), conhecidas como
HREs (elementos de resposta hormonal), para regular a transcricao genética [63, 64].

Alternativamente, uma sinalizacdo nao-genémica pode ser mediada por hormonas esterdides
através da regulacdo de diversas vias de transducao de sinal, devido a localizacdo de NRs na
membrana plasmatica. Assim, as acOes de hormonas esterdides em ERs (recetores de
estrogénio), PRs (recetores de progesterona) e ARs (recetores androgénicos), localizados na
membrana plasmética, demonstraram modular a atividade das vias MAPK/ERK (via da MAP
cinase) e PI3K/AKT, ativam cascatas sinalizadoras da sintese de NO (6xido nitrico), induzem a
libertagdo de Ca2+ intracelular e aumentam os niveis de IP3 (inositol trifosfato), promovendo
processos celulares que incluem autofagia, proliferagdo, apoptose, sobrevivéncia celular,
diferenciacio e vasodilatacdo. Por sua vez, a ativacdo destas vias de transducdo de sinal pode
aumentar a transcricio de genes e, desta forma, regular eventos genémicos [64].

O termo “neuroester6ide” foi mencionado pela primeira vez por Etienne Baulieu, referindo-se a
esterbides enddgenos sintetizados no SNC a partir do colesterol, independentemente do sistema
endocrino. Nos tltimos 25 anos, a agdo dos neuroesteréides tem sido associada a processos de
memoria e plasticidade sinética. Os neuroesterdides modulam a excitabilidade neuronal através
de rapidas acOes ndo-genoémicas e os seus efeitos nao-gendémicos ocorrem pela modulacao
alostérica de recetores inibitérios e excitatorios localizados na membrana plasmética [65].

A PREG (pregnenolona) é o precursor de todos os neuroesterdides e, mediante estudos
realizados em animais, demonstraram-se efeitos benéficos da PREG e do seu conjugado
sulfatado PREG-S (sulfato de pregnenolona) em défices de memoria relacionados com o
envelhecimento e uma relacdo direta entre performance cognitiva e a concentracao destes
compostos no hipocampo de roedores em idade avancada [66].

5.1. Visdo geral de enzimas esteroidogénicas

A maior parte das enzimas envolvidas na biossintese de esterdides sdo enzimas do citocromo
P450 ou HSDs (hidroxiesteréide desidrogenases).

Seis enzimas do citocromo P450 desempenham um papel na esteroidogénese. Na mitocondria, a
P450sce cataliza a clivagem da cadeia lateral do colesterol. As duas isoenzimas da P450c11,
P450c11p (11B-hidroxilase) e P450c11AS (aldosterona sintase), catalizam atividades de 11B-
hidroxilase, 18-hidroxilase e 18-metil oxidase. No reticulo endoplasmatico, P450c17 cataliza
atividades de 17a-hidroxilase e 17,20-liase, a P450c21 cataliza uma 21-hidroxilacdo na sintese de
glucocorticéides e mineralocorticbides e a P450aro cataliza a aromatizacao de androgénios a
estrogénios [67].

As HSDs ndo possuem grupos heme e requerem cofatores de NAD (dinucleétido de
nicotinamida e adenina) ou NADP (fostato de dinucle6tido de nicotinamida e adenina) para
reduzir ou oxidar ester6ides por dois eletroes [68]. A maior parte dos casos envolve a conversao
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de um alcool secundario a uma cetona ou vice-versa. No caso da 38-HSD (3B-hidroxiesterdide
desidrogenase)/As—A4-isomerase, a desidrogenacdo é acompanhada de uma isomerizacao da
dupla ligagdo carbono-carbono adjacente, da posi¢do As (entre o carbono 5 e 6) para a posigdo
A4 (entre o carbono 4 e 5). As HSDs incluem a 3a-HSD (3a-hidroxiesteréide desidrogenase) e
3B-HSD, 118-HSDs (11p-hidroxiester6ide desidrogenases) e 17B8-HSDs (17p-hidroxiesteréide
desidrogenases) [67].

5.2. Esteroidogénese: visao geral das vias principais, biossintese e
metabolismo da PREG

O primeiro passo da esteroidogénese ocorre dentro da mitocondria. A evidéncia sugere que a
StAR (proteina reguladora aguda esteroidogénica) aumente o transporte de colesterol, nas
gbonadas e glandulas adrenais, da membrana mitocondrial externa (OMM) para a membrana
mitocrondrial interna (IMM), fornecendo o substrato para a biossintese de hormonas
ester6ides. A interacdo da StAR com a OMM envolve alteracoes conformacionais que sao
necessirias para que a StAR permita a entrada de moléculas de colesterol na mitocondria [69].

Adicionalmente, foi demonstrado que a acdo da StAR é mediada pela TSPO (proteina
translocadora 18 KDa), na OMM. A PAP7, uma proteina associada a TSPO, liga-se ao complexo
TSPO/VDAC (Canal aniénico dependente de voltagem) e ativa a PKA (proteina cinase A),
formando um homodimero PKARIa na presenca de AMPc (monofosfato ciclico de adenosina).
Subsequentemente, o homodimero PKARIa fosforila a StAR que, por sua vez, entrega o
colesterol livre ao complexo TSPO, iniciando a esteroidogénese (Figura 1) [70, 71].

Colesterol

O
Lo

Figura 1 — Representacdo esquematica do transporte de colesterol para a matriz mitocondrial e
subsequente biossintese de esterdides, adaptado de [71]

Uma célula é considerada esteroidogénica quando expressa a enzima P450scc que cataliza o
primeiro passo da esteroidogénese. A conversdo do colesterol em PREG, na mitocondria, é o
primeiro passo, limitante da velocidade da reacdo, da sintese de todas as hormonas esteréides.
Este processo envolve trés reacoes distintas: a 22-hidroxilacio de colesterol, seguida de uma 20-
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hidroxilacdo de 22(R)-hidroxicolesterol e, subsequentemente, uma cisao oxidativa da ligacao
C20—22 de 20(R),22(R)-dihidroxicolesterol, dando origem a PREG e aldeido isocaproéico. Estas
trés reacoes ocorrem num unico sitio ativo que estd em contacto com a IMM [67]. A expressao
de P450scc é induzida por AMPc na zona fasciculada e reticular adrenal, testiculos e ovarios,
bem como pelo sistema Ca2+/PKC (proteina cinase C) na zona glomerulosa adrenal [72—75]. A
atividade da enzima P450scc e subsequente biossintese de PREG foi demonstrada em cérebros
de rato e humano [76].

Subsequentemente, a PREG pode sofrer uma 17a-hidroxilagdo pela P450c17, dando origem a
17a-hidroxipregnenolona ou pode ser convertida a progesterona pela 38-HSD. Por sua vez, a
progesterona pode sofrer uma 17a-hidroxilacdo pela P450c17, dando origem a 17-OHP (17a-
hidroxiprogesterona). A P450c17 cataliza ainda a conversdao de 17a-hidroxipregnenolona a
DHEA (desidroepiandrosterona) e a conversao de 17-OHP a androstenodiona, através de uma
atividade 17,20-liase (Figura 2). A velocidade da atividade 17,20-liase aumenta na presenca de
citocromo bs, no entanto é 50 vezes mais eficiente na conversao de 17a-hidroxipregnenolona a
DHEA, sendo que a 17-OHP nao é, em circunstiancias normais, um percursor relevante na
sintese de esterdides sexuais [67, 77].

A 3B-HSD cataliza a conversao do hidroxilo a uma cetona no C3 e a isomerizacao da dupla
ligacdo do anel B (presente em esterdides A5) para o anel A (presente em esterdides A4) [78].
Dessa forma, converte 17a-hidroxipregnenolona a 17-OHP, DHEA a androstenodiona e
androstenodiol a testosterona (Figura 2). Ainda que tenham sido descritas varias isoformas de
3B-HSD em ratos, o genoma humano tem apenas dois gene ativos para as enzimas. A enzima de
tipo 1 (3B-HSD1) demonstrou atividade na placenta, figado e cérebro [79, 80]. Por outro lado, a
enzima de tipo 2 (3B-HSD2) ¢é a isoforma principal nas glandulas adrenais e gonadas [80, 81].

A P450c21 cataliza a 21-hidroxilacao de esterdides A4, convertendo a progesterona em DOC (11-
desoxicorticosterona) e 17-OHP em 11-desoxicortisol, na biossintese de mineralocorticbides e
glucocorticoéides, respetivamente (Figura 2).

Subsequentemente, o passo final da sintese de mineralocorticoides e glucocorticoides é
catalizado por duas isoenzimas da P450c11, a P450c11p e P450c11AS. A P450c11p cataliza a 113-
hidroxilacdo que converte 11-desoxicortisol em cortisol e é expressa predominantemente na
zona fasciculada adrenal e, numa menor extensao, na zona reticular adrenal, mas nao na zona
glomerulosa (Figura 2) [82]. A P450c11AS, encontrada apenas na zona glomerulosa adrenal,
cataliza reacOes de 11PB-hidroxilase, 18-hidroxilase e 18-metil oxidase (aldosterona sintase),
convertendo DOC em aldosterona (Figura 2) [83, 84].

Os estrogénios (estrona e estradiol) sdo produzidos através da aromatizacao de androgénios, por
uma série de reacOes catalizadas pela P450aro (Figura 2). Uma desmetilagdo oxidativa de
esterdides C,y, maioritariamente androstenodiona e testosterona, da origem, portanto, a
esteroides C;s com um anel A aromatico. A P450aro é expressa em tecidos esteroidogénicos
(células da granulosa, placenta e cérebro), assim como em tecidos ndo esteroidogénicos, como o
tecido adiposo [67, 85].

Uma interconversdo entre androstenodiona e testosterona, DHEA e androstenodiol, estrona e
estradiol, bem como entre 5a-androstanediona e 5a-DHT (5a-dihidrotestosterona) é catalizada
pelas isoenzimas da 173-HSD (Figura 2) [67].

As hormonas esterbides sulfatadas podem ser sintetizadas diretamente a partir do sulfato de
colesterol ou formadas pela sulfatagio de esterbdides, através de enzimas SULT
(sulfotransferase) [86, 87]. A SULT2A1 é a sulfotransferase que é expressa mais
predominantemente nas glandulas adrenais, onde sulfata o grupo 3p-hidroxilo de esteréides As
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(PREG, 17a-hidroxipregnenolona, DHEA e androstenodiol), dando origem aos respetivos
compostos sulfatados. Adicionalmente, a SULT2B1a também possui a capacidade de sulfatar a
PREG. Os esteroides sulfatados, por sua vez, podem ser hidrolisados pela esterdide sulfatase,
dando origem a sua forma nativa [67].

Colastarol

SAR | pysnsce

Preenenclona e it Progesterona D, poc N L Aldosterona
45017 4S50l ? l
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Figura 2 — Vias e enzimas principais da esteroidogénese, adaptado de [67]

5.3. Caminhos esteroidogénicos principais em tecidos especificos

A conversao de colesterol a PREG pela P450scc é um evento comum em todas as zonas do cortex
adrenal.

A1) Na zona glomerulosa adrenal, a 3-HSD2 converte a PREG em progesterona. Nesta zona
adrenal, a P450c17 esta ausente, porém a P450c21 converte a progesterona em DOC que é um
substrato para a P450c11AS, completando a sintese de aldosterona.

A2) Na zona fasciculada adrenal existe expressao de P450c17, sendo a PREG hidroxilada a 17a-
hidroxipregnenolona (ou progesterona a 17-OHP), no entanto a atividade 17,20-liase da P450c17
estad diminuida devido a baixa presenca de citocromo bs, havendo, por isso, uma baixa producao
de DHEA. Por outro lado, através da acdo de 3B-HSD2 e P450c17, é originada 17-OHP que
funciona como substrato para P450c21, formando 11-desoxicortisol. A sintese de cortisol é
completada através da acdo de P450c11p, cuja presenca é inica nesta zona adrenal.

A3) Na zona reticular adrenal existe uma grande quantidade de P450c17 e citocromo bs, mas
pouca de 3B-HSD2. A PREG gera, por isso, 17a-hidroxipregnenolona que é convertida a DHEA.
Subsequentemente, a SULT2A1 sulfata a DHEA, sendo exportado para a circulacio DHEA-S
(sulfato de desidroepiandrosterona) [67].

B1) Nas células de Leydig, a PREG é convertida a DHEA pela acao de P450c17. A DHEA, por sua
vez, pode sofrer uma conversao a androstenodiol ou androstenodiona, pela acao de 175-HSD e
pela 38-HSD2, respetivamente. O androstenodiol é convertido a testosterona pela acdo da 3p-
HSDz2 e a androstenodiona origina testosterona pela acao da 173-HSD3.

B2) No ovario, a P450scc € expressa nas células da granulosa, havendo conversdo de colesterol a

PREG. Por outro lado, as células da teca expressam a P450scc em pouca quantidade mas altos
niveis de P450c17, tendo a capacidade de produzir, por isso, os precursores dos esterbides
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sexuais. Por sua vez, as células da teca ndo expressam P450aro, presente nas células da
granulosa e, por isso, a androstenodiona é convertida a estrona nessa regido.
Subsequentemente, a estrona sofre a acido de 173-HSD1, completando a sintese de estradiol nas
células da granulosa. Durante a fase latea, a 38-HSD2, presente no corpo lateo, metaboliza a

PREG em progesterona, o produto final [67].

Altas concentracbes de DHEA, DHEA-S, PREG e PREG-S foram encontradas em cérebros de
rato, persistindo semanas apds adrenalectomia e gonadectomia, sugerindo-se uma biossintese
endoégena de neuroesteroides [88, 89]. Dois caminhos esteroidogénicos parecem predominar no
cérebro.

C1) O primeiro caminho esteroidogénico envolve a formacao de DHEA e DHEA-S. A presenca de
mRNA para a StAR e P450scc foi documentada em vérias regioes cerebrais de rato, bem como
mRNA para a StAR no cérebro humano [90, 91]. O colesterol é, entao, convertido a PREG pela
P450scce, sendo esta convertida a DHEA pela P450c17, encontrada no hipocampo de rato adulto
[92]. Subsequentemente, a DHEA pode ser sulfatada pela SULT2A1 [67, 93].

C2) O segundo caminho esteroidogénico envolve a formacao de progesterona e o seu derivado
3a,5a-reduzido, alopregnanolona. O colesterol é convertido a PREG pela P450scc e esta pode
ser sulfatada pela SULT2A1 e SULT2B1a [93]. Por outro lado, a PREG pode ser convertida a
progesterona pela 38-HSD, encontrada em células gliais e neurénios glutamatérgicos de rato
[94]. Por conseguinte, a progesterona pode sofrer uma reducao sequencial por uma 5a-redutase
e 30-HSOR (3a-hidroxiester6ide oxidorredutase), encontradas no neocoértex, substancia branca
subcortical e hipocampo de cérebros humanos, dando origem a alopregnanolona [65, 95, 96].
No cérebro podera, ainda, haver uma 21-hidroxilacdo de esterdides, originando DOC e o seu
derivado 3a,5a-reduzido, THDOC (tetrahidrodesoxicorticosterona), no entanto este nao parece
expressar grandes quantidades de P450c21 [67, 97, 98].

5.4. Mecanismo de aciao dos neuroesteroides

Existe uma forte evidéncia de que os efeitos agudos dos neuroesterbides nido estejam
relacionados com a sua interacdo com recetores de esterdides classicos que regulam a
transcricao de genes. Por outro lado, os efeitos cronicos observados de neuroesterdides parecem
ser devidos a agbes gendmicas, através da sua interconversao metabolica em ester6ides classicos
e a rapidas acOes ndo-gendmicas, no cérebro. O mecanismo de acao dos neuroesterdides passa,
principalmente, pela modulagdo da excitabilidade neuronal, através da sua interacdo com
recetores de membrana em neur6nios e canais i6nicos [99, 100].

5.4.1. Modulacao de recetores GABA-A

Os neuroester6ides podem regular positivamente ou negativamente a funcdo dos GABA4Rs
(recetores de GABA-A), dependendo da estrutura quimica da molécula [100, 101]. Uma inibicao
sinatica no SNC é mediada por GABAARs, um subtipo de recetores para o neurotransmissor
GABA. Estruturalmente, os GABAsRs sdo heteropentimeros com cinco subunidades de
proteinas que formam os canais i6nicos de Cl-. Existem sete classes de subunidades, dentro das
quais existem multiplas variantes homoélogas (-6, Bi-3, Yi-3, O1-3, O, € € 0), sendo que a maior
parte dos GABAARSs é composta por subunidades a, e y ou 8 [65].

O neurotransmissor GABA liga-se ao recetor e ativa a abertura de canais i6nicos de CI-,

permitindo a entrada de Cl- e uma consequente hiperpolarizacao. Os GABA4Rs previnem, assim,
a geracao de um potencial de aclo, inibindo a despolarizacio produzida por neurotransmissores
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excitatérios. Dois tipos de neurotransmissao inibitéria podem ser mediados por GABAsRs: uma
inibicdo sinatica (fasica) e “extrasinatica” (ténica) [65].

Os neuroesterdides tém a capacidade de modular GABAARSs sinaticos e “extrasinaticos” e, assim,
potenciar correntes fasicas e tonicas. A inibicdo fisica resulta de uma ativagdo de recetores
contendo Y., na sinapse, através de uma libertacao intermitente de altas concentracoes de GABA
dos terminais pré-sinaticos. Em contraste, uma inibigao ténica é mediada pela ativacao continua
de recetores contendo 6 localizados fora da fenda sinatica, através da libertacdo de baixas
concentracoes de GABA continuamente. Os GABAARs contendo & estdo presentes nas dendrites
das células granulares da circunvolucao dentada no hipocampo, sendo que a inibicdo ténica
desempenha um papel no controlo da excitabilidade hipocampal, “configurando” a linha de base
dessa mesma excitabilidade [65].

Os efeitos moduladores dos neuroesteréides ocorrem através da sua ligacao a sitios especificos
do GABAAR, localizados nos dominios transmembranares das subunidades a e  [102]. Ainda
que a localizacdo exata do sitio de ligacdo para os neuroesterdides seja, atualmente,
desconhecida, foi demonstrado que a conservagdao de um residuo de glutamina na posicao 241,
no dominio M1 da subunidade a, seja importante para manter as funcées de modulacdo dos
neuroesteroides [103].

5.4.2. Modulacao de recetores de glutamato e outros
neurotransmissores

Os NMDARSs, ativados pelo glutamato, podem ser modulados por neuroesterbides [104]. A
evidéncia sugere que haja uma combinacdo entre uma subunidade NR1 com, pelo menos, uma
subunidade NR2, para que um NMDAR seja funcional. A subunidade NR1 pode, entio,
combinar-se com subunidades NR2A, NR2B, NR2C ou NR2D para formar recetores funcionais
[105, 106].

Estudos de interatividade demonstraram que os NMDARs possuem, pelo menos, dois sitios de
ligagdo distintos para a modulagdo realizada por neuroesterdides. Um dos sitios de ligagdo
medeia o efeito de moduladores positivos, enquanto o outro medeia o efeito de moduladores
negativos [106]. Neuroesterdides sulfatados, como a PREG-S e DHEAS-S, sdo potentes
agonistas alostéricos de NMDARs, tendo sido demonstrado, através de estudos de estrutura-
atividade, que a presenca de um grupo sulfato na posicao C3 é um fator importante para a
atividade moduladora destes esteréides nos NMDARs, podendo, no entanto, ser substituido por
grupos carregados negativamente, como hemi-ésteres de 4cido dicarboxilico [106]. A modulacio
realizada pela PREG-S est4 ligada a sua capacidade para aumentar o tempo de abertura de
canais ativados por NMDA (N-metil D-aspartato), quer aumentando a frequéncia de abertura
dos canais, quer aumentando a duracdo da abertura dos canais. Os efeitos da PREG-S nos
NMDARSs dependem das subunidades que compdem os recetores, sendo que os recetores com
subunidades NR1/NR2A e NR1/NR2B foram potenciados pela PREG-S e recetores contendo
NR1/NR2C e NR1/NR2D foram inibidos [106, 107].

Estudos de interatividade demonstraram que neuroesterdides interagem, também, com
recetores o presentes no cérebro, comportando-se a PREG-S e DHEA-S como agonistas. Os
efeitos da PREG-S e DHEA-S nos recetores o, poderdo estar subjacentes a uma acao pré-
sinatica, induzindo a libertacdo de glutamato [65, 108, 109].

6. Influéncia da PREG-S na neurotransmissao com
relevancia na DA
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6.1. PREG-S e a libertacao de glutamato

O efeito da PREG-S na libertagao de glutamato no hipocampo, CPF (coértex pré-frontal) e corpo
estriado foi estudado e os resultados demonstraram que este depende da fase de
desenvolvimento neuronal e regido cerebral [110].

Em neurdnios imaturos do hipocampo, os efeitos da PREG-S na libertagdo espontanea de
glutamato foram avaliados usando a frequéncia de mEPSCs (correntes poOs-sinapticas
excitatérias em miniatura) como indice da libertacdo espontinea de glutamato. Os resultados
demonstraram que uma exposicdo dos neurénios a PREG-S aumentou, de uma forma
dependente da dose, a frequéncia de mEPSCs, sugerindo que esta promova uma libertacao pré-
sinética espontanea de glutamato em neurénios imaturos do hipocampo [111—113].

Em neurbénios maduros do hipocampo, o efeito da PREG-S no aumento da libertacao
espontanea de glutamato apresentou resultados contraditérios. O efeito da PREG-S na
libertacdo espontianea de glutamato nao foi detetado [112], porém foi demonstrado, noutros
estudos, que uma exposicdo dos neurénios a PREG-S poderd promover uma libertagio
espontanea de glutamato em neurdénios maduros [114, 115]. Adicionalmente, uma libertacao
facilitada de glutamato pode ser promovida pelo efeito da PREG-S [116—119].

Os resultados de uma exposicdo a PREG-S no CPF demonstraram um aumento, de uma forma
dependente da dose, na frequéncia de mEPSCs, sugerindo que a PREG-S promova uma
libertacao espontanea de glutamato no CPF [115]. Adicionalmente, uma exposicdo a PREG-S, no
CPF, a concentra¢ées de 1 pM inibiu a libertagdo pré-sinitica de glutamato estimulada por
dopamina e 5-HT (serotonina), sugerindo que, a concentracoes baixas, a PREG-S iniba
seletivamente uma libertacgao facilitada de glutamato [120].

No corpo estriado, uma exposicdo a PREG-S nao demonstrou efeitos na libertacido espontanea
de glutamato [115].

6.2. PREG-S e a libertacao de GABA

O efeito da PREG-S na libertacdo pré-sinatica de GABA foi estudado no hipocampo, usando a
frequéncia de mIPSCs (correntes pos-sindpticas inibitorias em miniatura) como indice da
libertacao espontanea de GABA. Os resultados demonstraram uma diminuicao da frequéncia de
correntes pos-sinaticas inibitérias espontaneas, sugerindo que a PREG-S iniba a libertagdo
espontianea de GABA no hipocampo [121].

6.3. PREG-S e a libertacao de ACh

Uma administrac¢do intracerebroventricular de PREG-S estimulou um aumento da libertacao de
ACh (acetilcolina) no hipocampo [122, 123]. Além disso, uma injecdo direta de PREG-S no
nucleo septal medial, onde os corpos celulares dos neurdnios colinérgicos que se projetam para
0 hipocampo estdo localizados, induziu, também, um aumento da libertacio de ACh no
hipocampo [124].

O efeito da PREG-S na libertacdo de ACh no cortex frontal também foi avaliado, através de uma

administragao intracerebroventricular de PREG-S. Os resultados do estudo demonstraram um
aumento dos niveis de ACh, de uma forma dependente da dose [125].
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7. Alvos moleculares da PREG e PREG-S e mecanismos de
acao

Em relacgdo ao efeito da PREG-S na libertagio espontanea de glutamato em neurénios imaturos
do hipocampo, a evidéncia sugere que ocorra através da ativacdo de o1Rs (recetores sigma 1),
uma vez que antagonistas de o1Rs, haloperidol e BD-1063, bloqueiam o aumento da frequéncia
de mEPSC induzida pela PREG-S e dado que um agonista de 01Rs, a pentazocina, consegue
replicar os efeitos da PREG-S [113]. O mecanismo downstream da ativacao de 01Rs pela PREG-
S parece envolver um aumento dos niveis intracelulares de Ca2+, pela ativacdo pré-sinatica de
uma proteina Gi, acoplada ao o1R [113]. Os efeitos da libertacdo espontanea de glutamato
poderdo ter um impacto no desenvolvimento sinitico no hipocampo e contribuir para o
amadurecimento e/ou manutencao das sinapses no hipocampo (Tabela 2) [113, 126].

Adicionalmente, foi observada uma libertacao espontanea de glutamato em células de Purkinje
neonatais potenciada pela PREG-S, através da modulacdo de TRPM3 (canal de potencial de
recetor transitério da subfamilia M 3) e subsequente aumento do influxo de Ca2* em terminais
pré-sinaticos (Tabela 2) [127].

O efeito da PREG-S na libertacdo espontanea e facilitada de glutamato em neurénios maduros
do hipocampo parece ocorrer através da ativacdo do mesmo recetor, 61R [115, 116], no entanto,
num outro estudo, foi proposto um mecanismo onde os efeitos da PREG-S na libertacao
facilitada de glutamato parecem ser devidos a uma modulacgio positiva de aynAChRs (recetor
nicotinico a7) e subsequente ativacdo de canais de Ca2+ de tipo L [114]. O péptido AP liga-se com
alta afinidade a a7nAChRs e esta interagdo pode ser inibida através de ligandos de a7nAChRs
[128]. A administracdo, em ratos envelhecidos, de um agonista de a7nAChRs, GTS-21,
demonstrou melhorias em processos de aprendizagem e memoria, sendo que o efeito da PREG-
S na libertagdo facilitada de glutamato no hipocampo podera estar subjacente a sua influéncia
na cognicao [110, 114, 129].

No hipocampo, a inibi¢do da libertacao espontinea de GABA pela PREG-S parece ocorrer
através da ativacdo de proteinas G/, acopladas a 01Rs, um mecanismo similar ao que ocorre na
libertacao espontanea de glutamato no hipocampo pela PREG-S [130]. A libertacdo espontanea
de GABA contribui para uma inibi¢ao tonica da excitabilidade neuronal, sendo que o efeito da
PREG-S podera desempenhar um papel na modulagao da excitabilidade no hipocampo (Tabela
2) [110, 131]. Adicionalmente, esta inibicao da libertacdo espontinea de GABA mediada pela
PREG-S podera facilitar uma LTP (potencia¢io de longa duragdo) em neurénios piramidais CA1
e, consequentemente, facilitar processos de memoria e aprendizagem [110, 132].

Uma inativagdo ou expressio modificada de o1Rs aumentou défices de aprendizagem e
neurotoxicidade associada a AP, em modelos de DA em ratos. Agonistas de 01Rs, atuando como
chaperonas moleculares em membranas do reticulo endoplasmaético associado a mitocéndria,
parecem exercer potentes efeitos neuroprotetores nestes modelos de DA [133].

Tanto uma administracdo IP (intraperitoneal) como intracerebroventricular de PREG-S
reduziram significativamente a hipnose induzida por barbitaricos em ratos [134], atuando a
PREG-S como um modulador alostérico negativo de GABAaRs, através de uma reducdo da
frequéncia de abertura de canais de Cl- (Tabela 2) [135—-137].

Como mencionado anteriormente, a PREG-S é também um potente agonista alostérico de
NMDARs [107]. Uma exposicio a PREG-S demonstrou potenciar respostas mediadas por
NMDA como o aumento da frequéncia e duracio de abertura de canais ativados por NMDA e
como o aumento dos niveis intracelulares de Ca2+ induzidos por NMDA, no hipocampo [138,
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139]. Uma despolarizacio induzida por glutamato e mediada por NMDARs foi potenciada pela
PREG-S em neur6nios de medula espinal de galinha, demonstrando o seu papel de modulador
alostérico positivo de NMDARs [107].

Uma ativacdo transitéria de NMDARs é necesséria para a inducdo de uma LTP, aumentando a
transmissao sinatica, bem como de uma LTD (depressao de longa duragdo), diminuindo a
transmissao sinatica [140]. Dessa forma, a ativagio de NMDARSs parece aumentar a eficiéncia da
neurotransmissdo em sinapses glutamatérgicas através da inducdo de uma LTP, bem como
parece alterar diretamente a plasticidade sinética responsavel por processos de aprendizagem e
memoria no hipocampo e varios nticleos cerebrais [141-145]. Adicionalmente, foi observada, em
neurdnios piramidais CA1 do hipocampo, uma potenciacdo de LTP causada pela acdo da PREG-
S, através da modulacdo de NMDARs (Tabela 2) [146—148]. A PREG-S atua, ainda, como
modulador alostérico negativo de recetores de glicina, AMPA e cainato [135].

Uma administracdo de THC (tetrahidrocanabinol), a substancia ativa da canébis, aumentou,
substancialmente, a sintese de PREG no cérebro de ratos Wistar, através da ativacao de CB1Rs
(recetor canabinodide tipo 1). A ativacdo pré-sinatica de CB1Rs por THC inibe a libertacdo de
neurotransmissores como GABA e glutamato, afetando a transmissdo sinatica e,
consequentemente, funcées de memoéria. Um mecanismo de feedback negativo, mediado pela
PREG, contra os efeitos de TCH na intoxicacdo por canabis é promovido através da modulacao
alostérica negativa de CB1Rs [149]. A inibi¢do da libertacao de neurotransmisssores que ocorre
através da fosforilacdo da proteina vesicular Munc-18-1 demonstrou sensibilidade a agdo da
PREG (Tabela 2) [150].

Os neur6nios tém uma morfologia caracteristica de processos neuriticos densamente
preenchidos por microtibulos que desempenham um papel fulcral no crescimento e
manutencido de neurites, durante a diferenciacdo neuronal [151, 152]. Os microtibulos
neuronais sdo compostos de tubulina e de MAPs (proteinas associadas a microtibulos), das
quais é necessario purificar a tubulina ao longo de varios cursos de polimerizacao-
despolimerizagao [153, 154]. As MAPs regulam a formacao e dindmica da rede de microttabulos,
determinando, assim, a formacao neuronal e controlam o equilibrio entre rigidez e plasticidade
nos processos neuronais [155, 156]. A PREG atua como agonista, ligando-se especificamente e
com grande afinidade 8 MAP2, expressa nas dendrites de neurénios (Tabela 2) [157].

A estabilidade dos microtibulos é regulada por moduladores associados a microtbulos, como a
CLIP-170. Num estudo em culturas de células de mamifero e embrides de peixe-zebra, foi
observada uma ligacio e subsequente ativagdo da CLIP-170 pela PREG, através da alteracdo da
conformacio da CLIP-170. Dessa forma, a acdo da PREG demonstrou potenciar a capacidade de
organizacao de microtibulos mediada pela CLIP-170 (Tabela 2) [158].

Num estudo em amostras do corpo estriado de rato, foi demonstrada uma inibi¢éo, pela PREG,
da libertacdo de dopamina estimulada por NMDA, de uma maneira dependente da
concentracdo. A inibicdo da libertacdo de dopamina foi completamente revertida aquando
utilizacdo de antagonistas de 01Rs e 02Rs (DuP734 e Lu28-179, respetivamente), sugerindo que
a acdo da PREG ocorra via oRs [159].
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Esterdide Alvo Modo de regulagdo Mecanismo de agdo Agdo fisioldgica
molecular
Amadurecimento e/ou manutenc¢do de sinapses em
neurdnios imaturos do hipocampo
olR Ativagdo Aumento dos niveis intracelulares de Ca?*,
através de ativagdo de proteinas Gipo Modulagdo da excitabilidade neuronal no
hipocampo
PREG-S TRPM3 Ativagdo Aumento do influxo de Ca?* em terminais | Modulagdo da transmissdo glutamatérgica em
pré-sinaticos células de Purkinje neonatais
GABAAR Modulador alostérico Redugdo da frequéncia de abertura de Reducdo da hipnose induzida por barbituricos
negativo canais de CI-
NMDAR Modulador alostérico Aumento do tempo de abertura de canais | Indugdo de LTP em neurdnios piramidais CAl no
positivo ativados por NMDA hipocampo
CB1R Modulador alostérico Inibicdo da fosforilagdo da proteina Modulagdo da neurotransmissdo sinatica
negativo vesicular Munc-18-1
MAP2 Agonista Estimulagdo da formagdo de microtibulos | Crescimento e manutengdo de neurites
PREG
CLIP-170 Agonista Alteragdo da conformagdo da CLIP-170 Estabilizagdo de microtubulos

Tabela 2 — Alvos moleculares da PREG e PREG-S com relevancia na DA

8. Efeitos centrais da PREG e PREG-S com relevancia na

DA

8.1. Efeitos neuroprotetores

Os efeitos neuroprotetores da PREG contra a morte neuronal induzida pelo glutamato e péptido
AP foram demonstrados, depois de um tratamento de uma linha celular hipocampal de rato
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(HT-22) com PREG, de uma forma dependente da concentragdo. Um tratamento de células HT-
22 com glutamato induziu mudancgas significativas na integridade morfoldgica dos neurénios
hipocampais, sendo que um pré-tratamento das células com PREG preveniu quase
completamente as mudancas morfologicas observadas depois do tratamento com glutamato. As
células HT-22 pré-tratadas com PREG demonstraram caracteristicas morfolégicas semelhantes
a células controlo que nao foram expostas a glutamato [160].

Um tratamento com PREG realizado num modelo neuronal composto por uma linha celular
(PC-12) de feocromocitoma de rato demonstrou, também, efeitos neuroprotetores contra o
péptido AP, de uma forma dependente da concentracdo. Pelo contrario, uma exposicao das
células PC-12 a PREG-S nao demonstrou o mesmo efeito neuroprotetor, tendo exacerbado a
toxicidade induzida pelo péptido AP e diminuido significativamente a viabilidade celular em
células tratadas com AP [161].

Um tratamento de células do neuroblastoma de rato (B104) com péptido Af demonstrou uma
diminuicio significativa da viabilidade celular, quando em comparacao com células controlo que
nao foram tratadas com o péptido AB. Por outro lado, esta diminuicdo da viabilidade celular foi
significativamente atenuada através de um pré-tratamento das células Bio4 com PREG-S. A
toxicidade induzida por AP foi, ainda, completamente prevenida, quando o pré-tratamento com
PREG-S foi realizado a concentracoes de 0.25 uM (mais baixa) e 5 uM (mais alta). A
percentagem de células necréticas e de células que se encontravam num estagio tardio de
apoptose induzido pelo péptido AP foi diminuida significativamente, depois de um pré-
tratamento com PREG-S [162].

Como ja referido, a TSPO facilita o transporte de colesterol, do citosol até a matriz mitocondrial,
onde é subsequentemente metabolizado a PREG pela P450scc. Os niveis de TSPO encontram-se
aumentados em cérebros de doentes com DA [163]. A TSPO ¢é ativada por disttrbios na
homeostase do Ca2+ e formacao de ROS (espécies reativas de oxigénio) e regula a apoptose
mediada pela mitocondria. Subsequentemente, a ativacdo de TSPO medeia a formacao e
abertura de mPTP (poro de permeabilidade transitéria da membrana mitocondrial) e promove a
oxidacdo da cardiolipina, resultando na libertacdo de mediadores apoptéticos como o citocromo
¢ e, consequentemente, na morte celular [70]. Num modelo celular da DA, em
células do neuroblastoma humano (SH-SY5Y) que expressam APP, foi observado um aumento
da producao de PREG, aquando tratamento das células com dois ligandos de TSPO, 2a e 2b. Os
neuroesterdides, como a PREG, possuem efeitos neuroprotetores, impedindo a morte celular
através da inibicao da libertacdo de citocromo ¢, bem como do aumento dos niveis de Ca2* [0,

164].
8.2. Efeitos na cognicao

Uma infusdo de PREG-S no NBM (ntcleo basal de Meynert) de ratos Sprague-Dawley
demonstrou melhorar a performance cognitiva, durante um teste de reconhecimento em dois
ensaios, num labirinto em Y. O grupo de ratos ao qual foi administrado PREG-S imediatamente
apos o primeiro ensaio (ensaio de aquisi¢ao) realizou mais visitas ao novo brago do labirinto que
os restantes dois grupos, compostos por um grupo ao qual foi administrado PREG-S antes do
ensaio de aquisicao e um grupo controlo ao qual nao foi administrado PREG-S. A potenciacao
da performance cognitiva foi observada apenas no grupo cuja administracao foi realizada ap6s o
ensaio de aquisicdo [165].

Num estudo realizado em ratos CD-1, as propriedades de potenciacao de memoria da PREG e do
seu conjugado foram avaliadas, através de um teste de evasdo a choques, num labirinto em T.
Uma administracao intracerebroventricular de PREG e PREG-S foi realizada ap6s o treino de
evasdo a choques e a retencdo de memoéria foi avaliada uma semana depois. Tanto a
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administracdo de PREG como de PREG-S demonstrou potenciar a performance cognitiva dos
ratos [166]. De uma maneira semelhante, uma administragio sistémica e na amigdala de PREG-
S demonstrou propriedades de potenciacdo de memoria em ratos [167, 168].

A capacidade mnésica de ratos Swiss foi avaliada 7 dias apds administracio
intracerebroventricular de péptido AP na forma agregada, através da observacdo do seu
comportamento num labirinto em Y para estudo de memoria espacial a curto prazo. A memoria
a longo prazo foi também avaliada, ap6s 14 dias, através de um teste de evasdo a choques. A
administracdo de PREG e do seu conjugado demonstrou, de uma forma dependente da dose,
diminuir os défices de memoria induzidos pela administragao de péptido AP [169].

Os resultados do estudo anterior foram, em parte, consistentes com os resultados de um estudo
semelhante que pretendia avaliar a memdria espacial em ratos, usando o teste do labirinto
aquatico de Morris. Depois de uma administracdo intracerebroventricular do péptido Af na
forma agregada, foi observado um aumento significativo da laténcia de escape para alcancar a
plataforma escondida no labirinto aquatico, em comparagao a ratos controlo aos quais nio foi
administrado péptido Ap.

O tratamento com PREG-S em ratos aos quais foi administrado o péptido Ap demonstrou um
efeito positivo, diminuindo o prolongamento da laténcia de escape, de uma forma dependente
da dose, contra os défices de cognicao espacial induzidos pela administracao do péptido Ap.
Contrariamente, o tratamento com PREG nao surtiu efeito contra o enfraquecimento da
memoria espacial induzido pelo péptido AP [170].

Para explorar os mecanismos relacionados as propriedades anti-amnésicas da PREG-S, foram
examinadas células piramidais da regiao CA1 do hipocampo dos ratos. Os resultados
demonstraram uma reducao das células piramidais, aproximadamente, para metade, em ratos
aos quais foi administrado o péptido Af. O tratamento com PREG-S atenuou significativamente
a perda de células piramidais e o aumento de células apoptéticas observado em ratos aos quais
foi administrado péptido AP, sugerindo um efeito protetor da PREG-S contra a neurotoxicidade
induzida.

Adicionalmente, os niveis de PREG no hipocampo de rato diminuiram significativamente apos
uma injecdo intrahipocampal bilateral de péptido AP na forma agregada. Sugere-se que esta
alteracao dos niveis de PREG possa ser devida a diminuicio da viabilidade celular induzida pelo
péptido AP, contribuindo para a reduc¢ao da sintese de neuroesterodides e tornando, por sua vez,
as células mais vulneraveis aos défices induzidos por péptido AB [171].

8.3. Alteracao dos niveis de PREG e PREG-S na DA

A administracao de PREG tem demonstrado potenciar processos de memoria e aprendizagem
em modelos animais de roedores e as caracteristicas deste neuroesterdide poderdo ser
relevantes relativamente a acao de algumas classes farmacologicas.

Por exemplo, um aumento nos niveis de PREG induzido pela administracao de clozapina podera
ter um impacto na patofisiologia da esquizofrenia, uma vez que que os efeitos da PREG
promovem a formacio e estabilizacdo de microtibulos, bem como a potenciagio do crescimento
de neurites e foi demonstrada uma diminuicao do neurdpilo em doentes com esquizofrenia
[172]. Dessa forma, uma administracdo IP de clozapina e olanzepina em ratos Sprague-Dawley
promoveu um aumento dos niveis corticais de PREG, assim como no hipocampo e LCR. De uma
maneira semelhante, uma administracdo IP de fluoxetina e uma administracdo em regime de

22



combinacdo de fluoxetina e olanzepina promoveu um aumento dos niveis de PREG no
hipocampo de ratos Sprague-Dawley [173].

Embora haja poucos estudos sobre os niveis de neuroester6ides em amostras biolégicas de
doentes com DA, foram quantificadas as concentracées de PREG e PREG-S em amostras de
tecido cerebral postmortem, sangue e LCR, tendo sido demonstradas alteragoes significativas
em doentes com DA, através de metodologias usando maioritariamente purificagdoes por HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e identificacdo por GC-MS (Espetrometria de Massa
acoplada a Cromatografia Gasosa).

No corpo estriado e cerebelo de doentes com DA, as concentracdes de PREG-S encontraram-se
significativamente diminuidas, quando comparadas a individuos controlo sem deméncia e uma
correlacdo negativa entre os niveis de péptido AP corticais e os niveis de PREG-S no corpo
estriado e cerebelo foi observada [174]. Por outro lado, um aumento significativo dos niveis de
PREG-S no sangue de mulheres com DA foi observado, quando comparado a mulheres sem a
doenca [175].

No coértex temporal de doentes com DA, as concentracoes de PREG encontraram-se
significativamente aumentadas, quando comparadas a individuos controlo sem deméncia e uma
correlacdo positiva entre os niveis de PREG no cortex temporal e a severidade de Braak and
Braak stage foi observada [176].

A acessibilidade a métodos analiticos altamente especificos e seletivos para a quantificacao de
niveis end6genos muito baixos de esterbdides permite-nos avaliar a sua metabolémica, usando
metodologias com alto grau de confianca. Evidéncia crescente sugere que uma desregulacao de
concentracoes endogenas de esterdides tenha uma influéncia na DA [177]. Tendo isso em conta e
dado que foi documentada uma correlacio entre os niveis de PREG e a severidade do estagio
neuropatoldgico da doenca avaliado através do método de Braak, abre-se portas para uma
funcdo da PREG como possivel biomarcador da doenca em estiagios mais precoces. Neste
ambito, realizou-se uma revisdo sisteméatica das investigacOes existentes, comparando as
concentracoes de PREG e PREG-S, entre individuos com DA e individuos controlo sem doenca,
em amostras biologicas de tecido cerebral postmortem, sangue e LCR.

O objetivo desta revisao sistematica é consolidar a evidéncia existente em relacdo aos niveis de
PREG e do seu conjugado sulfatado em amostras biol6gicas de doentes com DA e avaliar os
resultados obtidos, considerando os efeitos neuroprotetores e potenciadores de memoria da
PREG e PREG-S, bem como um possivel papel no diagnostico precoce da doenca.

9. Métodos
9.1. Revisao sistematica

9.1.1. Estratégia de pesquisa

Artigos e estudos relevantes em trés bases de dados eletrénicas (PubMed, b-on e Scopus) foram
pesquisados e reunidos. A pesquisa foi restrita a todos os artigos publicados em inglés, desde o
inicio da base de dados até ao més de Junho de 2020, de todas as bases de dados utilizadas. O
design da estratégia envolveu palavras-chave relacionadas com os seguintes conceitos: (1)
pregnenolona (PREG) ou sulfato de pregnenolona (PREG-S) e (2) doenca de Alzheimer (DA). A
estratégia de pesquisa detalhada para as trés bases de dados encontra-se no Apéndice 1.

9.1.2. Critérios de eligibilidade
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Os estudos sao considerados eligiveis, se forem estudos de caso-controlo, comparando doentes
com DA com individuos controlo sem deméncia (1), se usarem critérios de diagndstico da DA
estandardizados, como os critérios que estdo de acordo com NINCDS-ADRDA (2), se medirem e
compararem as concentracoes de PREG e/ou PREG-S em doentes com DA e em individuos
controlo sem deméncia (3), tal como demonstrado na Figura 3. Os estudos sdo excluidos, se
forem relatérios médicos (case reports) ou artigos de revisao (1), se estudarem a DA juntamente
com outras patologias que afetem o foro mental (2), se tiver sido usada medicagao psicotrépica
ou outro tipo de medicacdo que possa influenciar os niveis de PREG e PREG-S (3), estudos em
animais ou experiéncias in vitro (4) e literatura cinzenta (5), tal como demonstrado na Figura 3.

9.1.3. Extracao de dados

Depois de selecionados os estudos eligiveis, a informacao foi extraida de acordo com as
seguintes variaveis: nome do primeiro autor do estudo e ano de publicacdo (1), amostra
biologica (2), distribuicdo de género dos individuos (3), idade média dos individuos (4), critérios
de diagnostico (5), intervalo postmortem (6), método de quantificacdo da PREG e PREG-S (7),
concentracoes médias de PREG e/ou PREG-S (8).

9.1.4. Avaliacao da qualidade

A escala NOS (Newcastle-Ottawa Quality Assessment Scale) foi usada para avaliar a qualidade
dos estudos eligiveis [178]. Cada um dos estudos foi avaliado com base em trés perspetivas:
selecdo, com a representatividade da amostra e definicdio dos controlos (quatro pontos),
comparabilidade entre individuos dos diferentes grupos, baseada no design do estudo e controlo
de variaveis confundentes (dois pontos) e resultados, averiguando a exposi¢ao a doenca e se foi
usado o mesmo método de averiguacao para casos e controlos (trés pontos). De acordo com os
critérios pré-especificos de pontuacao deste instrumento, a pontuacao total varia de zero a nove
pontos e os estudos com pontuagdo de 7—9, 3—6 e 0—3 sao classificados de alta, moderada e
baixa qualidade, respetivamente. O método para atribuicio de pontos e a pontuacio de cada
aspeto para avaliacao da qualidade do estudo encontra-se descrito no Apéndice 2.

10. Analise de dados
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Referéncia Amostra Gén. Gén. Idade Critério de PMI Método Niveis de Niveis de Niveis de Niveis de
masculi | feminin | média diagndstico de PREG (DA) PREG PREG-S (DA) PREG-S
no o analise (controlo) (controlo)
C.E. Marx, et CPF 14 0 (0%) 81 NINCDS-ADRDA; 2,3 HPLCe | 20,50 ng/g 8,61 ng/g - -
al., 2006 [179] (100%) confirmado pelos horas GC-MS
critérios NIA-RI
Naylor, et al., LCR NE NE 83 NINCDS-ADRDA; 6,5 HPLCe 0,15 ng/mL 0,10 ng/mL - -
2008 [180] confirmado pelos horas GC-MS
critérios NIA-RI
Naylor, et al., Cortex 17 23 83 NINCDS-ADRDA; 6,5 HPLC e 22,24 ng/g 10,24 ng/g - -
2010 [176] temporal (42,5%) (57,5%) confirmado pelos horas GC-MS
critérios NIA-RI
M. Vankov3, et Sangue 0 (0%) 16 74,8 NINCDS-ADRDA - GC-MS NE NE 64,6 nmol/L 40,7
al., 2015 [175] (100%) nmol/L
Weill-Engerer, Amigdala, 1(20%) | 4(80%) 86 NINCDS-ADRDA; <24 HPLCe NE NE NE NE
et al., 2002 cerebelo, confirmado pelos horas GC-MS
[174] corpo critérios NIA-RI
estriado,
cortex frontal,
hipocampo,
hipotalamo

Tabela 3 - Lista de estudos eligiveis que compararam concentracoes de PREG e/ou PREG-S em doentes com DA e grupos controlo.
CPF — cortex pré-frontal; GC-MS — Espetrometria de Massa acoplada a Cromatografia Gasosa; HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; LCR — liquido
cefalorraquidiano; NE — Nao especificado; PMI — Intervalo postmortem
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Analisando os cinco estudos de caso-controlo que compararam os niveis de PREG e/ou PREG-S
em amostras biologicas entre doentes com DA e individuos controlo sem deméncia, podemos
observar resultados interessantes, no entanto controversos.

Ao todo, foram analisados os niveis médios de PREG e/ou PREG-S em amostras biolégicas de
159 individuos. O diagnéstico clinico de DA, com base nos critérios de NINCDS-ADRDA, foi
atribuido a 75 individuos. Subsequentemente, o diagnoéstico clinico foi confirmado através da
analise postmortem de amostras de tecido cerebral em 59 dos 75 individuos, segundo os
critérios de NIA-RI (National Institute on Aging/Reagan Institute). Os restantes 84 individuos
fizeram parte dos grupos controlo ao quais ndo foi atribuido diagnostico de DA. As
concentracoes de PREG foram comparadas entre 54 individuos com DA e 56 individuos controlo
sem DA, totalizando 110 individuos. As concentracées de PREG-S foram comparadas entre 21
individuos com DA e 28 individuos controlo sem DA, totalizando 49 individuos.

O estagio neuropatolégico da doenca foi determinado através do método de Braak em todos os
estudos, exceto no estudo que envolvia as amostras de sangue [174, 176, 179, 180]. As analises
correlacionais entre os niveis de PREG e/ou PREG-S e o estagio neuropatoldgico da doenga
incluiram tanto doentes com DA como individuos controlo, uma vez que individuos controlo
poderao apresentar sinais neuropatologicos que correspondam a critérios para estagios precoces
no método de Braak, refletindo potencialmente os estagios mais precoces da DA ou uma pré-
disposicdo para desenvolver a doenca na auséncia de sintomatologia clinica detetavel [174, 176,
179, 180].

A presenca de placas amildides foi avaliada de acordo com os critérios do CERAD, no estudo
conduzido por Engerer [174]. Através da classificacao histolégica dos tecidos cerebrais, podemos
concluir sobre a auséncia de placas amildéides ou uma presenca escassa de placas amildides
difusas, bem como a presenca de NFTs no cortex transentorrinal, cortex entorrinal e
hipocampo, no grupo de individuos controlo. Segundo os critérios de avaliacdo neuropatolégica
do CERAD, existe baixa probabilidade de que uma possivel deméncia seja devida a lesGes
neuropatoldgicas da DA, uma vez a analise postmortem do cérebro apresenta uma classificacao
CERAD “nao frequente” e estagio de Braak I/II/III. Por outro lado, podemos concluir, ainda,
que o grupo de doentes com DA apresenta, maioritariamente, uma presenca frequente de placas
amildides, bem como um envolvimento do giro temporal médio e superior e ntcleos da base.
Segundo os critérios de avaliacdo neuropatologica do CERAD, existe uma alta probabilidade de
que a deméncia seja devida a lesdes neuropatologicas da DA, uma vez que a analise postmortem
do cérebro apresenta, maioritariamente, uma classificacgio CERAD “frequente” e estagio de
Braak IV/V/VI [174].

Os niveis de PREG tendem a ser mais altos em amostras biolégicas de individuos que compoem
o grupo de doentes com DA.

Quando quantificados em amostras de CPF, os niveis de PREG encontram-se tendencialmente
mais altos no grupo de doentes com DA, no entanto ndo chegam a significAncia estatistica,
atingindo niveis médios de 20,50 ng/g contra 8,61 ng/g no grupo de individuos controlo (Tabela
3). Constatamos, ainda, que os niveis de PREG no CPF ndo estdo significativamente
correlacionados com a severidade do estagio neuropatolégico da doenca [179].

Quando medidos através de amostras de LCR, os niveis de PREG tendem, igualmente, a estar

mais altos no grupo com DA (0,15 ng/mL vs. 0,10 ng/mL, respetivamente), porém nao
alcancam a significancia estatistica (Tabela 3). Uma correlagio positiva entre os niveis de PREG
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no LCR e a severidade do estigio neuropatologico da doenca esteve perto de ser alcancada,
contudo, devido a uma grande aproximacao entre os valores dos niveis de PREG em doentes
com DA e individuos controlo, terd importancia realcar que as medices de PREG no LCR
poderao nao ser uteis para uma detecao segura de estagios de DA mais precoces. Neste estudo,
conclui-se, também, que os niveis de PREG no LCR se correlacionam positivamente com os
niveis de PREG no coértex temporal dos mesmos individuos, sugerindo que estes sirvam,
potencialmente, como biomarcadores para os niveis de neuroesterdides no cérebro [180].

Os niveis de PREG foram quantificados em amostras de tecido cerebral do cortex temporal dos
mesmos individuos do estudo citado anteriormente. Constata-se que os niveis de PREG no
cortex temporal estdo significativamente aumentados em doentes com DA, atingindo niveis
médios de 22,24 ng/g contra 10,24 ng/g, em individuos controlo (Tabela 3). Os niveis de PREG
no cortex temporal demonstraram uma correlacdo positiva com o Braak and Braak stage,
denotando-se que podera haver alguma relacao entre os niveis de PREG e a severidade da
doenca [176].

Os niveis de PREG e PREG-S foram medidos em amostras de sangue, observando-se uma
diferenca significativa nas medicGes entre doentes com DA e individuos controlo, com os niveis
de PREG-S aumentados significativamente em doentes com DA (64,6 nmol/L vs. 40,7 nmol/L,
respetivamente), como demonstrado na Tabela 3 [175].

Ainda sobre os niveis de PREG e PREG-S, estes foram quantificados em seis amostras de tecido
cerebral, nomeadamente do hipocampo, amigdala, cortex frontal, corpo estriado, hipotdlamo e
cerebelo, em doentes com DA e individuos controlo sem deméncia. A PREG foi o neuroesterodide
encontrado em maiores concentracoes em todas as regides cerebrais de ambos os grupos, no
entanto foi observada uma tendéncia para niveis mais baixos de neuroesterdides nas seis regides
cerebrais de doentes com DA. Uma diferenca regional significativa foi, ainda, observada entre os
niveis de PREG-S no corpo estriado e cerebelo, estando diminuidos no grupo de doentes com
DA. Os niveis de PREG-S no cortex frontal de doentes com DA também se encontravam
diminuidos, no entanto nao foi atingida uma significancia estatistica. Adicionalmente, os niveis
de péptido AP foram quantificados no coértex frontal, encontrando-se significativamente
aumentados no grupo de doentes com DA e uma correlacio negativa foi observada entre os
niveis de AP cortical e os niveis de PREG-S no corpo estriado e cerebelo [174].

O estudo que avaliou os niveis de PREG e PREG-S em amostras de sangue apenas compreendeu
mulheres, num total de 38, j4 o estudo que utilizou amostas de CPF apenas recorreu a
individuos do género masculino, num total de 29 [175, 179]. No entanto, relativamente a este
altimo, foi realizado um estudo posterior, utilizando amostras de cértex temporal e incluindo
homens e mulheres, sendo que nao foram descritas diferencas significativas entre os niveis de
PREG em mulheres, quando comparados com homens, em ambos os grupos [176].

Nao foram demonstradas diferencas significativas na média das idades entre o grupo de doentes
com DA e o grupo de individuos controlo, em todos os estudos analisados, contudo a idade foi
ajustada no estudo conduzido por Vaiikova, apesar de, ainda assim, ser comparéavel entre grupos

[175].

Nos estudos que avaliavam a concentracdo de PREG no LCR e cortex temporal, ndo foi
demonstrada uma diferenca significativa entre a média do PMI (intervalo postmortem), tempo
que decorreu desde a morte do individuo para a analise dos tecidos, no grupo de doentes e no
grupo controlo, porém, no estudo que utilizou CPF como amostra, foi significativamente mais
baixa no grupo de doentes com DA. Ainda assim, nos trés estudos, nao foi demonstrada uma
correlacdo entre os niveis de neuroester6ides e o PMI, logo possiveis diferencas entre as médias
de PMI nos diferentes grupos sdo pouco provaveis de influenciar os niveis de PREG, visto que,
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até no estudo em que a diferenca foi observada, as médias de PMI continuam a ser francamente
baixas em relacdo a outras investigac6es com tecido cerebral postmortem (Tabela 3) [176, 179,
180].

Quatro estudos obtiveram uma avaliacdo de cinco pontos na escala NOS e um estudo obteve
uma avaliacdo de seis pontos, correspondendo a um nivel moderado de qualidade dos estudos
elegidos (Apéndice 2).

Em relacdo a avaliacdo dos estudos baseada na sele¢do de casos e controlos, todos obtiveram a
mesma pontuacido. A definicio de caso foi considerada adequada, uma vez que todos os
individuos do grupo de doentes cumpriram os critérios NINCDS-ADRDA para atribuicao de
diagnostico clinico de DA e este foi confirmado posteriormente, porém a amostra nao foi
considerada representativa. A definicdo de controlo também foi adequada, uma vez que
individuos do grupo controlo nao apresentaram deméncia devida a DA nem outras patologias
neuroldgicas e/ou psiquiatricas, no entanto a selecdo de controlos nao foi realizada a partir da
comunidade, tratando-se de individuos hospitalizados, individuos inscritos em programas de
doacao de cérebro do ADRC (Alzheimer's Disease Research Center) ou nao foi descrita.

Em relacgdo a avaliacdo dos estudos baseada na comparabilidade entre casos e controlos, quatro
dos estudos obtiveram um ponto, uma vez que apenas foi controlado o fator mais importante,
comparacdo dos niveis de neuroesterdides em amostras biologicas entre doentes com DA e
individuos controlo sem a doenca. Por outro lado, dois pontos foram atribuidos a investigacao
conduzida por Vankova, uma vez que, para além cumprir o critério mencionado anteriormente,
um fator adicional foi controlado, tendo a idade sido ajustada entre o grupo de doentes com DA
e o grupo controlo (Apéndice 2) [175].

Em relacdo a avaliacdo dos estudos baseada nos resultados, todos obtiveram a mesma
pontuagdo, uma vez que a quantificacdo e analise de neuroesterdides foi realizada através de
métodos analiticos validados e 0 mesmo método foi utilizado em amostras biologicas de doentes
com DA e individuos controlo (Apéndice 2).

De uma maneira interessante, a qualidade dos estudos elegidos demonstrou ser bastante
proxima, algo que podera fazer sentido, dado que a maior parte das investigacbes foram
realizadas seguindo uma linha temporal continua e coerente, com metodologias muito
semelhantes. Um dos objetivos da investigacio conduzida por Naylor foi determinar se os
resultados obtidos sobre os niveis de neuroesterdides no CPF, de doentes com DA e individuos
controlo do género masculino, poderiam ser replicados no cortex temporal, utilizando um maior
numero de amostras e incluindo tanto homens como mulheres. Adicionalmente, as amostras
biologicas de CPF, cortex temporal e LCR provieram de individuos inscritos em programas de
doagdo de cérebro do ADRC, podendo concluir-se sobre uma homogeneidade na sele¢ido de
casos e controlos, comparabilidade e avaliacdo de resultados.

O método analitico utilizado para quantificar os niveis de neuroesteréides foi GC-MS. Em todas
as investigacdes, foi realizado um passo de purificacao por HPLC antes da anélise por GC-MS,
exceto no estudo que utilizou amostras de sangue [175].

11. Discussao

De um modo geral, podemos observar uma tendéncia para o aumento dos niveis de PREG em
doentes com DA. N3ao obstante, os niveis de PREG em amostras de seis regioes cerebrais de
doentes com DA encontravam-se diminuidos face ao grupo controlo, ainda que a diferenca nao
tenha sido estatisticamente significativa [174]. Em comparac¢io, os estudos nos quais foi
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observado um aumento de PREG em doentes com DA e onde também foram utilizadas amostras
de tecido cerebral demonstraram algumas divergéncias na metodologia de quantificacdo de
neuroesterodides [176, 179].

Ainda que os neuroesterbdides tenham sido quantificados através de GC-MS em todos os
estudos, a escolha do padrao interno diferiu, tendo sido utilizada PREG deuterada, em vez da
utilizagdo de 30,5B-tetrahidroandrostenodiona no estudo de Engerer [174]. Quando € utilizado
um padrao interno na quantificacdo por GC-MS, este deve ser adicionado o mais cedo possivel
durante a preparaciao e extracdo da amostra. Tanto o padrio interno como o analito sdo
analisados simultaneamente, tendo em consideracao possiveis variacées que ocorram durante o
processo analitico, quer na eficiéncia de extragao, derivatizacao do analito, volume de injecao ou
efeitos de matriz, sendo que o padrao interno deve estar ausente na amostra [181]. Uma vez os
niveis de neuroesterdides sao calculados em relacao a intensidade do sinal do padrao interno,
uma escolha apropriada pode ser critica neste processo. Tendo isso em conta, a PREG deuterada
exibe caracteristicas quimicas e fisicas muito semelhantes as da PREG nao deuterada, trata-se
de um composto estavel e difere apenas em quatro unidades de massa atémica, algo facilmente
discernivel através de espetrometria de massa, considerando-se um padrao interno 6timo [182].
Adicionalmente, uma distribuicdo desigual de géneros entre grupos e um ntumero limitado de
amostras por regiao cerebral (n= 5-6/grupo) poderao, também, ter influenciado os resultados
no estudo de Engerer [174].

Relativamente aos niveis de PREG-S, estes encontravam-se aumentados em amostras de sangue
de doentes com DA, mas diminuidos em amostras de corpo estriado e cerebelo [174, 175].

Esta discrepancia pode ser potencialmente explicada por diversos fatores. O estudo que
envolveu amostras de sangue apenas incluiu mulheres e, em contrapartida, no estudo de
Engerer, foram incluidas amostras de homens e mulheres, no entanto foram provenientes de
um grupo mais limitado de individuos (38 vs. 11, respetivamente) [174, 175]. Adicionalmente, as
investigacoes parecem ter avaliado individuos em diferentes estagios da doenca. No estudo de
Varikova foi descrito que o grupo de mulheres com DA se encontrava em estagios iniciais da
doenca e, por outro lado, o envolvimento de nicleos da base como o corpo estriado e cerebelo
ocorre em estagios mais avancados da DA [183, 184].

Como mencionado anteriormente, foi descrita uma correlacido entre niveis corticais de péptido
AP e niveis baixos de PREG-S no corpo estriado e cerebelo. A morte de células neuronais
caracteristica durante o curso da doenca podera, em parte, explicar os niveis diminuidos de
neuroesterdides no cérebro de doentes com DA, porém um tratamento de células SH-SY5Y com
doses toxicas de péptido AP, na forma agregada, demonstrou promover um aumento dos niveis
de PREG-S. Esta produgdo aumentada de PREG-S foi interpretada como um mecanismo de
defesa para combater a toxicidade induzida pelo péptido A [185].

Os niveis aumentados de PREG-S em amostras de sangue podem ser explicados através da
diminuicao da atividade 17,20-liase e de 17a-hidroxilagdo, catalizada pela P450c17, na zona
reticular adrenal do grupo de mulheres com DA, tendo sido demonstrado um racio diminuido
de produto/precursor em relacdo a DHEA-S/PREG-S [175].

Um estudo que pretendia avaliar o papel da SULT2A1 na patofisiologia da DA foi realizado. Para
estimar a atividade desta enzima, compararam-se os racios de esteréides conjugados com os
seus analogos nédo conjugados (C/U), em amostras de sangue de individuos controlo e doentes
com DA. Considerando que um racio mais baixo de esterbides conjugados podera indicar uma
atividade geral reduzida da SULT2A1, constatou-se que o C/U da PREG estava
significativamente mais alto no género masculino, o que podera ser explicado através da
influéncia da esteroidogénese testicular no balango entre as duas formas do esterdide. No
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entanto, nao se verificaram diferengas entre os grupos no racio de PREG/PREG-S, o que podera
ser atribuido a baixa estabilidade da PREG e do seu analogo, visto que estes sdo precursores dos
restantes esterdides e sofrem um rapido metabolismo, com grandes variacoes inter-individuais
nos varios passos metabolicos [186].

Relativamente aos niveis de PREG, este encontravam-se significativamente aumentandos no
cortex temporal de doentes com DA, a partir de amostras de tecido cerebral de homens e
mulheres (n=81; 40 DA, 41 grupo controlo). Nesta regido, os niveis correlacionaram-se
positivamente com a severidade do Braak and Braak stage. Estes dados sdo consistentes com
um estudo anterior no CPF, a partir de um conjunto de amostras mais limitado de individuos do
género masculino (n=29; 14 DA, 15 grupo controlo). Este aumento no cortex temporal também é
consistente com niveis tendencialmente aumentados de PREG no LCR de doentes com DA.
Usando um conjunto de amostras mais alargado de individuos de ambos os géneros, poder-se-a
colocar a hipétese de que niveis de PREG estariam, de igual forma, aumentados
significativamente no CPF de doentes com DA, uma vez que os seus niveis se encontram
proximos (22.24 ng/g e 20,50 ng/g) [176, 179]. Estas observagoes entram em concordancia com
o estudo que descreveu um aumento de PREG em células SH-SY5Y tratadas com doses toxicas
de péptido AP na forma agregada [185].

Isto sugere-nos que alteracdes dos niveis deste neuroesterdide poderdo ter uma relevancia
funcional, diminuindo a possibilidade de que a descoberta de niveis aumentados de PREG na
DA seja apenas um epifendémeno. Posto isto, serd relevante salientar que a PREG possui
propriedades que suportam a hip6tese de que o aumento dos seus niveis no cortex temporal e
CPF em doentes com DA podera surgir de uma forma compensatoéria na doenca.

Devido as suas propriedades de potenciacio de memodria, efeitos na estabilizacio de
microttibulos, a¢do positiva no crescimento de neurites e prevencao de aumentos intracelulares
de Ca2+ induzidos pelo péptido A, os aumentos observados dos niveis de PREG na DA poderao
resultar em eventos pleiotropicos que impactam processos neurobiolégicos relevantes na
doenca, no entanto a etiologia precisa destas alteragcdes e as suas consequéncias funcionais
requerem mais estudos [187-189].

12. Conclusio

Atualmente, os tratamentos aprovados para a DA sdo apenas direcionados ao controlo de
sintomas e nao demonstram eficicia na modificagdo da progressdo da doenca. Apesar de
esforcos continuos para estudar novas moléculas com potencial para mudar o curso da DA, as
terapias anti-amil6ide tém falhado na demonstracao de eficacia em fases tardias dos ensaios
clinicos e as terapias anti-tau encontram-se em fases iniciais de desenvolvimento [40].
Evidéncia crescente sugere que a desregulacdo de niveis endégenos de neuroesterdides tenha
um papel na patofisiologia da DA, sendo que o estudo sobre os niveis de PREG e PREG-S, o
precursor de todos os neuroesteréides e o seu conjugado sulfatado, em doentes com DA devera
ser explorado.

Existem, no entanto, poucas investigacoes focadas na comparacao dos niveis de PREG e PREG-S
em amostras biolégicas de doentes com DA e individuos sem a doenca. Contudo, esta revisao
sisteméatica permitiu-nos debrucar sobre a potencialidade destes neuroesterdides, tanto na
terapéutica como no diagnoéstico da DA.

Tendo em conta a andlise de dados decorrentes dos cinco estudos elegiveis para esta revisao
sistemética, parece haver uma tendéncia para niveis aumentados de PREG e PREG-S em
amostras de sangue, LCR, CPF e cortex temporal de doentes com DA, face a grupos controlo sem
demeéncia. Estes dados poderfo ser importantes, uma vez que foi sugerido que o aumento dos
niveis de PREG surja de uma maneira compensatéria na doenga, baseado nas suas propriedades
de potenciacdo de crescimento de neurites, estabilizacdo de microtibulos e efeitos de
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neuroprotecio. Adicionalmente, foi observada uma correlacdo entre os niveis de PREG no
cortex temporal de doentes com DA e a severidade do estagio neuropatoldgico da doenca.

Ainda que a PREG tenha demonstrado efeitos neuroprotetores contra a toxicididade induzida
pelo péptido AP [160, 161], 0 mecanismo que leva ao aumento dos niveis de PREG em doentes
com DA permanece por esclarecer. No entanto, podera sugerir-se um envolvimento da proteina
TSPO. Esta proteina facilita o transporte de colesterol até a matriz mitocondrial, onde é
subsequentemente metabolizado a PREG pela enzima P450scc. Um aumento da sintese de
PREG foi demonstrado em modelos celulares de DA, através da ativacdo da proteina TSPO [164,

190].

A realizac@o de ensaios clinicos controlados e randomizados a larga escala podera ser ttil para
avaliar a eficacia de uma suplementacdo de PREG ou PREG-S no declinio cognitivo em doentes
com DA. Os resultados deste tipo de ensaios clinicos poderiam, ainda, fornecer evidéncia sobre a
utilidade da PREG e PREG-S como biomarcadores na DA.

Uma correlagdo positiva entre os niveis de PREG no coértex temporal de doentes com DA e a
severidade do estagio neuropatoldgico da doencga, bem como uma correlacio entre os niveis de
PREG no cortex temporal e em amostras de LCR dos mesmos individuos, sugere a necessidade
de realizacio de estudos prospetivos para avaliar os mecanismos das mudancas de concentracao
de PREG e PREG-S a longo prazo.

A identificacdo de biomarcadores para a realizagdo de um diagnostico precoce de DA é essencial
para o desenvolvimento de novas terapias modificadoras de doenca e estratégias de tratamento.
Neste contexto, a crescente acessibilidade a métodos analiticos, altamente sensiveis e
especificos, para a quantificacdo de neuroesteréides abre portas para estudos futuros sobre a
potencialidade da PREG como biomarcador no diagnoéstico da DA, bem como para avaliar a
progressao e o estado da doenca.
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Capitulo 2 — Estagio em Farmacia

Comunitaria

1. Introducao

Apo6s termos obtido as competéncias técnicas e cientificas, o estigio curricular representa o
culminar do que é tornar-se farmacéutico. Eu escolhi realiza-lo em farmacia comunitaria, pois
considero que esta seja a vertente que nos coloca no local mais préoximo do doente e, muitas das
vezes, representa a linha da frente no que respeita ao primeiro contacto entre o doente e o
profissional de satude.

A farméicia comunitaria tem, por isso, uma importancia fulcral, em conjunto com o SNS
(Sistema Nacional de Saide), sendo um espaco que se caracteriza pela prestacao de cuidados de
saude de grande exigéncia técnico-cientifica e que pretende servir a comunidade com a maior
disponibilidade e qualidade nos servigos prestados [1].

E nesta vertente que representa a face mais visivel da profissio de farmacéutico que temos
oportunidade de aplicar os conhecimentos obtidos anteriormente, bem como expandir a nossa
area de conhecimento, uma vez que muitos dos objetos de estudo sdo consolidados com a
prética profissionalizante.

O meu estagio curricular foi realizado na FG (Farmacia Gandara), em Vila Nova de Gaia, entre 2

de fevereiro e 19 de junho de 2020, sob orientagdo do farmacéutico Dr. Vitor Almeida e restante
equipa profissional da farmécia.

2, Caracterizacao e Organizacao Geral da Farmacia
Gandara

2.1. Localizacao e Horario

A FG esta localizada na rua Escola do Maninho, em Vila Nova de Gaia e caracteriza-se por ser
uma zona de facil acesso, com uma paragem de autocarro a poucos metros da farmacia e
situando-se ao lado de uma grande superficie comercial e de uma clinica de medicina geral,

participando, muitas das vezes, na rota diaria dos seus utentes.

O horéario de funcionamento semanal estd compreendido entre as 8h3o e as 20h30 e, aos
sabados, das gh as 13h e das 14h30 as 19h.

Aquando a declaracao do Estado de Emergéncia Nacional que ocorreu durante o periodo de
estagio, a direcao técnica da FG restringiu o horario semanal para o mesmo que era praticado
aos sabados num horéario normal, das 9h as 13h e das 14h30 as 19h.

2.2, Instalacoes

2.2.1 Espaco exterior

A FG situa-se sob um prédio de moradores, sendo o acesso concedido através de um pequeno
lance de escadas ou, mais ao lado, através de uma rampa que permite a entrada de pessoas com
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mobilidade reduzida ou que necessitem de uma cadeira de rodas. A porta de entrada esta dotada
de um guarda-vento que foi fulcral durante o periodo de estagio curricular, uma vez que, em
finais do més de Marco, a entrada dos utentes passou a ser controlada, de modo a que sb
estivesse dentro da farmécia um utente para cada profissional de saide, na zona de
atendimento. A sua identificacio é fécil e rapida, com a designacio “FARMACIA” seguida do
nome e com a cruz verde devidamente iluminada. No exterior também é possivel identificar o
nome do diretor técnico e o horario de funcionamento, bem como informacao relativa as escalas
de turno das farmécias em servico de disponibilidade [1].

Existe afixada, mais recentemente, informac¢do relevante sobre como manter e praticar as
normas de seguranca relativamente a doenca Covid-19, com protocolos de etiqueta respiratéria
e lavagem adequada das maos, publicadas pela Dire¢ao Geral de Satide.

2.2.2. Espaco interior

A FG tem um aspeto bastante profissional e calmo, garantindo aos seus utentes uma boa
iluminacio e boas condiges de ventilagdo, cumprindo, também, todos os requisitos relativos a
higiene de uma farmacia [1].

O espaco interior da farmacia esta dividido em zona de atendimento ao publico, armazém,
laboratério, instalacGes sanitarias e gabinete de atendimento personalizado, respeitando todas
as areas minimas das divisoes, definidas por lei. Adicionalmente, existe um gabinete de dire¢io
técnica e uma zona de recolhimento/zona de cacifos para a equipa da FG [2].

Area de atendimento

Esta zona é composta por cinco postos devidamente espacados entre si, conferindo uma
privacidade adequada ao atendimento. Para se fazer cumprir as normas de seguranca e
distanciamento, apenas trés dos cinco postos estiveram em funcionamento durante a maior
parte do periodo de estagio, sendo assumidos por cada profissional alternadamente.

Em cada posto foi colocado um protetor acrilico frontal, com um postigo para a dispensa dos
medicamentos e dois protetores laterais. Foi também colocado um dispensador com
desinfetante de maos para utilizacdo dos utentes e, no chdo, um cone de marcacdo para
controlar a distancia entre o utente e o profissional de satade.

Nesta area, estio expostos, em lineares que se encontram atras dos balcoes de atendimento ao
publico, MNSRM (Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica), suplementos alimentares,
produtos dietéticos e de emagrecimento e produtos de higiene oral. Existe uma zona dos
lineares que é fortemente influenciada pela sazonalidade, pelo que, quando iniciei o periodo de
estagio, havia uma seccao dedicada a tosse, congestao nasal e tratamento de sintomas da gripe e
constipacdo que foi parcialmente substituida por produtos para alivio do prurido, picadas de
inseto, queimaduras e repelentes, aquando aproximacdo da estacdo seguinte. Solucdes
desinfetantes de base alcoodlica estiveram, de igual forma, em exposicdo durante quase todo o
periodo de estagio curricular.

Fora do alcance dos utentes, encontram-se, em gavetas, produtos diversificados e medicamentos

de alta rotatividade na FG, sendo que as méscaras cirtrgicas e de protecido respiratoria,
ligaduras, compressas, cremes para a hidratacdo de maos, termometros, descongestionantes
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nasais, anti-histaminicos, xaropes para a tosse e paracetamol estiveram dentro dos produtos
mais solicitados pelos utentes durante este periodo.

Na zona de circulacdo, o utente estd em contacto com seccbes individualizadas de produtos
dedicados a puericultura, podologia, saide animal, perda de peso, higiene oral, ortopedia,
dermocosmética e primeiros socorros. Existem, ainda, expositores dedicados a contracecao,
expositores com perfumes e com 6culos de sol e de leitura.

O acesso direto aos expositores supramencionados foi restrito a partir da declaracao nacional de
Estado de Emergéncia, uma vez que seria importante evitar que os utentes contaminassem,
potencialmente, os produtos de satde.

Area de armazenamento

Esta area encontra-se fora do alcance dos utentes e esta dividida em duas partes: uma zona
contendo gavetas deslizantes e uma zona de armazenamento em prateleiras.

Nas gavetas deslizantes, os MSRM (Medicamentos Sujeitos a Receita Médica) encontram-se
separados de acordo com a sua forma farmacéutica e por ordem alfabética, conforme DCI
(Denominacdo Comum Internacional) ou nome comercial. Existem, ainda, gavetas atribuidas a
farmacos de uso veterindrio, preparagdes semissolidas cutdneas como cremes e pomadas,
produtos de uso retal e vaginal, inaladores, sistemas transdérmicos e injetaveis, gavetas
destinadas a farmacos psicotropicos (devidamente separadas das restantes) e gavetas para
produtos de maior dimensao, tais como solucGes orais, pos e granulados. Adicionalmente, ha
duas gavetas para produtos definidos ao abrigo do protocolo da Diabetes Mellitus, como tiras-
teste e lancetas [3]. Ao lado, encontra-se o frigorifico, onde sdo guardados medicamentos que
necessitem de um controlo mais restrito da temperatura, sendo conservados entre 2 a 8°C, tais
como anéis vaginais, colirios, insulinas e vacinas [4]. As prateleiras estido divididas em médulos
contendo suplementos alimentares, produtos de dermocosmética e produtos com grande stock
na farmaécia, ordenados por ordem alfabética.

Gabinete de atendimento personalizado

Este local permite aos utentes uma comunicacdo mais confidencial com o farmacéutico,
cumprindo todas as normas respeitantes a boa ventilacdo da sala e auséncia de perturbacoes que
possam colocar em causa a qualidade da consulta farmacéutica [1].

E aqui que sio determinados parametros bioquimicos como o perfil lipidico e a glicémia capilar,
realiza-se o controlo da pressao arterial e a administracao de medicamentos injetaveis e vacinas
nao incluidas no Plano Nacional de Vacinac¢do, cumprindo todos os requisitos relativamente aos
equipamentos e materiais necessarios [5, 6].

Existe um segundo gabinete que é destinado a consultas de nutricdo, tratamento especializado
em podologia e prestacao de cuidados e servicos de enfermagem.

Laboratoério

Este espaco estd devidamente equipado com almofarizes, balanca de precisdo, espatulas,
tamises, entre outros, possuindo todo o equipamento minimo obrigatério que esta descrito na
Deliberacdo n.° 1500/2004, de 7 de dezembro [7]. Apesar de ndao serem preparados
medicamentos manipulados na FG, é aqui que se realizam preparacoes extemporaneas, tais
como a reconstitui¢do de po6s em suspensoes orais de antibioticos.
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Gabinete de farmacéutico Diretor Técnico

E neste local que o proprietario/farmacéutico DT (Diretor Técnico) trata de toda a gestdo
respeitante a farmaécia, realiza encomendas, retine com delegados de propaganda médica e
outros colaboradores.

2.3. Recursos humanos

Na FG existem trés farmacéuticos, incluindo o farmacéutico DT e o farmacéutico substituto,
duas técnicas de farmacia e uma técnica de limpeza. A farmacia dispoe assim de, pelo menos,
um farmacéutico DT e um farmacéutico adicional, sendo que o quadro farmacéutico constitui a
maioria dos trabalhadores na FG, como descrito no artigo 23° e 24° do Decreto-Lei n.°
307/2007, de 31 de agosto [8].

2.3.1 Farmacéutico DT — Deveres e responsabilidades

Tendo em conta o que esti previsto no artigo 21° do Decreto-Lei n.° 307/2007 de 31 de agosto,
alterado pelo Decreto-Lei n.° 171/2012, de 1 de agosto, ao farmacéutico DT compete:

¢ Responsabilidade nos atos farmacéuticos praticados na farmaécia;

e Esclarecimento sobre o modo de utilizagdo dos medicamentos e o seu uso racional;

¢ Dispensa de MSRM devidamente justificada, quando a receita esta ausente;

e Boa conservagao de todos os produtos da farmacia;

e Garantia de condi¢bes adequadas de higiene e seguranga, bem como zelo para que a
equipa que trabalha na farméacia mantenha a higiene em permanéncia;

e Assegurar um aprovisionamento suficiente de medicamentos;

e Verificacdo do cumprimento das regras deontologicas;

e Cumprimento dos principios e deveres previstos na legislacao.

O farmacéutico DT deve ser coadjuvado por farmacéuticos e demais funcionéarios devidamente
habilitados [9].

2.4. Recursos Informaticos

O programa informatico utilizado em todos os computadores da FG é o SIFARMA2000. O
SIFARMA2000 é um sistema informatico bastante completo, pois possui todas as ferramentas
necessarias para o auxilio das fungdes desempenhadas por um farmacéutico comunitario. Tem
um papel valioso nos processos de gestao, permitindo um controlo eficaz do stock existente na
farmAcia, permite o controlo dos prazos de validade e do processo de rececdo de encomendas,
estando, sobretudo, direcionado para o bom aconselhamento do utente. Este programa dispoe,
ainda, de informacoes atualizadas e de fcil acesso ao farmacéutico sobre contraindicacoes,
interacdes medicamentosas e reacoes adversas ao medicamento que é dispensado.

Durante o estagio curricular, o SIFARMA2000 foi-me bastante 1til no ato de aconselhamento
farmacéutico, pois, através do sistema informético, pude aceder ao histérico de dispensa de
medicamentos de varios utentes, promovendo um aconselhamento com mais seguranca e
qualidade. Por exemplo, optar, quando possivel, pela escolha de paracetamol, em detrimento de
ibuprofeno, para o tratamento de sintomas da gripe em doentes com HT (hipertensao arterial).
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2.5. Documentacao cientifica

Uma vez que a informacdo na area cientifica estd constantemente a ser revista e dado que,
diariamente, os farmacéuticos tém de responder as questoes dos utentes da forma mais
atualizada possivel, as Boas Praticas de Farmacia Comunitaria propdem que estes possuam
fontes de informacdo durante todo o horario de abertura da farmacia. Aquando a dispensa da
medicacdo, o farmacéutico deve ter acesso fisico ou eletrénico a meios que contenham
informacdo sobre indicacGes terapéuticas, contraindicacOes, interacGes medicamentosas,
posologia e precaucoes com a utilizacdo do medicamento. A FG dispde, para isso, da
Farmacopeia Portuguesa, Prontuario Terapéutico, Resumo das Caracteristicas do Medicamento,
formularios relevantes, a Legislacdo Farmacéutica e Documentacdo Oficial de Regulacdo da
Atividade [1]. Além disso, pode ser contactado o Centro de Informacao do Medicamento da
Ordem dos Farmacéuticos, para questées e informacao atualizada sobre medicamentos [10].

Num atendimento durante o estigio curricular, através de uma receita médica contendo
suplementacdo com 4cido félico e ferro, percebi que se tratava de uma utente que estava
gravida. A utente solicitou, adicionalmente, um gel indicado para o tratamento de problemas
circulatérios superficiais nao sujeito a receita médica, no entanto, através do acesso a
composicio deste produto, constatei que este compreendia excipientes potencialmente nocivos
para o grupo em que a utente se insere e aconselhei uma alternativa mais adequada, a base de
extratos naturais. Considero este exemplo paradigmatico da necessidade de acesso a informacao
e caracteristicas do medicamento.

3. Aprovisionamento e Armazenamento

3.1. Fornecedores

A obtencao de medicamentos e demais produtos de satide é feita através de encomendas a
armazenistas ou fornecedores, sendo que estas também podem ser feitas diretamente aos
laboratérios. Normalmente, as encomendas sdo geradas pelo farmacéutico DT da farmaécia, Dr.
Julio Canedo, no entanto esta funcao podera ser atribuida a um outro profissional devidamente
habilitado para a realizar. Os fornecedores sdo escolhidos tendo em conta o tempo de entrega na
farmécia e o devido cumprimento da entrega as horas previstas, o stock que possui cada
distribuidor e se este vai ao encontro das necessidades da FG, bem como diversas negocia¢oes
comerciais, incluindo descontos e bonificacoes.

O fornecedor mais requisitado pela FG é a OCP Portugal®, no entanto sdo realizadas
encomendas a Alliance Healthcare®, em menor escala. Sdo entregues duas encomendas diarias
através da OCP Portugal®, por volta das 8h30 e 14h30, no entanto, durante o periodo de
confinamento geral, passou a realizar-se apenas uma entrega diaria de manha, em maior
quantidade e respeitando as politicas de distribui¢ao definidas por este fornecedor. No caso de
algum produto faltar através do fornecedor principal, recorre-se, entdo, a Alliance Healthcare®.
Existem fornecedores de menor peso que sdo utilizados esporadicamente, principalmente na
aquisicao de produtos de uso veterinario.

Regularmente, no inicio de cada més, sdo realizadas encomendas diretamente a laboratorios de
grandes quantidades de medicamentos com alta rotatividade na farmacia.

3.2. Rececao de encomendas

Depois de as encomendas serem efetuadas, os produtos chegam a farmécia, normalmente, em
contentores verdes de plastico e estes sdo colocados numa &area destinada a rececdo de

53



encomendas, na zona de armazenamento, pelos fornecedores. Existem contentores
diferenciados dos restantes através da cor azul e, no seu interior, da presenca de bolsas que
mantém a temperatura baixa, para o transporte de medicamentos termoldbeis ou produtos que
necessitem de condicOes especiais de armazenamento. Quando recebidos, os contentores ficam
organizados em pilhas, sendo que os contentores azuis refrigerados sdo colocados no topo para,
posteriormente, os produtos serem rececionados e armazenados em primeiro lugar, mantendo
assim a cadeia de seguranca de todos os produtos.

Devido a necessidade de cumprimento de todas as normas de seguranca, relativamente ao surto
pandémico que atravessamos, os fornecedores deixaram de colocar as encomendas na area de
recec¢ao, passando a deixa-las na porta de entrada da farmacia, evitando assim cruzamentos com
a equipa profissional e mantendo a distancia de seguranca.

Dentro dos contentores, podemos encontrar a fatura da encomenda em duplicado, verificando
posteriormente se esta se destina a FG. Para procedermos a rececdo, abrimos o programa
SIFARMA2000 e acedemos 4 aba “RECECAO DE ENCOMENDAS”. De seguida, selecionamos a
encomenda pretendida, introduzindo a fatura associada através de um scanner e o valor
descrito na fatura. Uma fatura pode estar associada a varias referéncias de encomenda, sendo
que, nesse caso, o programa informaético permite agrupa-las através de um atalho.

Inicia-se, entdo, a entrada da encomenda e, tal como referido, em primeiro lugar deve dar-se
entrada aos produtos que necessitem de condicoes especiais de armazenamento, os quais sao
introduzidos e rapidamente armazenados no frigorifico da farmacia. Esta entrada é feita através
de uma leitura 6tica com o scanner ou introducdo manual do CNP (Coédigo Nacional de
Produto). Depois de devidamente acondicionados, seguimos para a entrada dos restantes
produtos, da mesma forma, controlando a integridade das embalagens e verificando os prazos
de validade e o PVP (Preco de Venda ao Publico).

Quando o prazo de validade do produto que vem na encomenda esta mais proximo de atingir
que o dos produtos que ja se encontram em stock na farmécia ou quando o stock esta a zero,
devemos ter especial cautela e alterd-lo no programa, introduzindo o prazo de validade que
termina mais cedo.

Quando o PVP que aparece previamente no programa é diferente do PVP que vem descrito na
embalagem rececionada, atualizamos o PVP no caso de ndo haver stock na farmacia ou, caso
haja stock, identificamos o produto recebido com um elastico. Em relacao a este tltimo caso,
quando o stock de produtos com o prego antigo terminar, podemos proceder a atualizacao do
PVP no SIFARMA2000.

Depois de rececionar todos os produtos, recorre-se a fatura da encomenda para retificar o PVF
(Preco de Venda a Farmacia), as margens de lucro e eventuais condigoes e se o niimero de
unidades as quais demos entrada coincide com o niimero descrito na fatura. Apesar de ser um
acontecimento raro, é possivel que, no fim, as unidadades nao correspondam entre si e, nesse
caso, teremos de comunicar ao fornecedor.

Durante o estégio, tive oportunidade de efetuar uma reclamacio através da linha de apoio da
OCP Portugal®. Foi-me pedido para identificar a farméacia, o nimero da fatura e o produto em
falta. Posteriormente, foi realizada uma nota de crédito, como é norma, sendo que,
alternativamente, poderia ter sido feito o envio do produto.

Depois de verificado o valor total faturado, termina-se a rececdo da encomenda e arquiva-se a
fatura.
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O sistema informéatico permite uma recec¢ao direta das encomendas diarias e das encomendas
instantaneas com fatura associada a encomenda diaria, porém, no caso de encomendas feitas
diretamente ao laboratério, ha necessidade de criar manualmente a encomenda na aba
“GESTAO DE ENCOMENDAS”, introduzindo o fornecedor em questdo, o CNP de todos os
produtos e a sua quantidade unitaria. Depois de criada, a encomenda é aprovada e rececionada
como ja descrito.

3.3. Tipos de encomendas

3.3.1. Encomenda diaria

A encomenda diaria, tal como o nome indica, € uma encomenda que é feita diariamente, em
grande volume, dos produtos que foram vendidos durante o dia na farmaécia e alteraram o stock
no programa informaético, atingindo um valor inferior ao stock minimo estabelecido para o
produto, no SIFARMA2000. O programa tem a capacidade de gerar uma proposta automatica,
com base no stock minimo e méaximo estabelecido para cada produto, sendo validada
posteriormente pelo operador da encomenda.

3.3.2. Encomenda instantanea

Este tipo de encomenda é realizada quando queremos solicitar medicamentos ou produtos
especificos em situagdes como, por exemplo, quando um utente nos apresenta uma receita
médica com um fAirmaco cuja marca ou laboratério nao esteja disponivel na farmaécia, no ato da
dispensa.

A disponibilidade do produto pode ser consultada a partir da respetiva ficha do produto, no
SIFARMA2000, mediante a escolha do fornecedor para realizar a entrega. Adicionalmente,
pode ser consultado o PVP do produto, bem como o dia e horas as quais esta prevista a entrega.
Durante o estigio curricular, tive a oportunidade de efetuar varias encomendas instantaneas,
sendo que este processo também ¢ bastante util para informar o utente acerca da
disponibilidade do medicamento desejado. Algumas vezes, um dado farmaco estava indisponivel
no fornecedor primario da FG mas disponivel no fornecedor secundério, realcando assim a
importéancia de haver, pelo menos, um fornecedor adicional que colmate as eventuais falhas do
primeiro. Quando o produto desejado se encontra indisponivel em todos os fornecedores, existe
a opcao de contactar uma farmacia que tenha o produto em stock.

3.3.3. Encomenda manual

Este tipo de encomendas sdo comumente realizadas quando os produtos sdo comprados
diretamente ao laboratério. Durante o periodo de estigio, tive a oportunidade de criar varias
encomendas manuais. Depois de chegada a encomenda com a respetiva fatura associada, é
necessario aceder, no SIFARMA2000, a “GESTAO DE ENCOMENDAS” e selecionar a opcio
“MANUAL”, identifica-se o fornecedor correspondente e fazemos uma listagem no programa de
todos os produtos através do CNP e a sua respetiva quantidade, como mencionado
anteriormente. No fim, aprova-se a encomenda e faz-se o “envio para papel”, sendo que esta ja
podera ser acedida e rececionada posteriormente pelo operador.

3.4. Armazenamento
Depois de rececionados, nem todos os medicamentos requerem as mesmas condigcoes de

armazenamento. A maior parte dos produtos pode ser armazenada a temperatura ambiente,
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havendo o cuidado para que esta ndo ultrapasse os 25°C. Os medicamentos termolabeis e todos
os produtos que necessitam de refrigeracdo devem oscilar a uma temperatura que vai desde os 2
a 8°C e sdo colocados no frigorifico [4]. As condi¢cdes de humidade também sdo de extrema
importancia para manter a estabilidade dos produtos, sendo que os medicamentos devem
permanecer, normalmente, a uma humidade relativa inferior a 60%. De notar que estes devem
estar protegidos de um contacto direto com a luz solar.

Para efetuar o controlo da temperatura e humidade nos varios locais onde se encontram
armazenados os produtos, a FG dispoe de trés termohigrometros (aparelhos que medem a
temperatura e condicoes higroscopicas), estando localizados na area de armazenamento,
frigorifico e area de atendimento.

Todos os produtos sdo organizados segundo o método FEFO (First Expired First Out), ou seja
os medicamentos cujo prazo de validade termina mais rapidamente sdo vendidos em primeiro
lugar, como mencionado anteriormente. Quando os prazos de validade coincidem, coloca-se o
produto que chegou hi mais tempo a farmécia em primeiro lugar. Este sistema permite uma
rotacdo de stocks facilitada, uma vez que evita o stock de medicamentos com prazos de validade
curtos.

3.5. Prazos de validade

Para além da obrigatoriedade de garantir o bom estado de conservagio de todos os produtos
vendidos na farmaécia, é de particular importancia que nao se forneca medicamentos ou outros
produtos de satide que tenham excedido o prazo de validade ou que tenham sido retirados do
mercado [9].

O controlo dos prazos de validade inicia-se no ato da rece¢do da encomenda e passa pela
utilizagdo da metodologia FEFO aquando armazenamento. Para além disso, todos os meses é
emitida uma lista, através do SIFARMA2000, com os produtos cuja validade termine dentro de
um més, de modo a que estes possam ser devolvidos. Depois de emitida a lista com todos os
produtos, é realizada, por varios membros da equipa da farmacia, uma verificagdo manual dos
produtos e, caso expirem efetivamente no més seguinte, estes sao retirados do local onde estio
armazenados e colocados num contentor para serem devolvidos aos respetivos fornecedores. Se
a devolucao for aceite, é emitida uma nota de crédito a farmacia e, em caso de nao ser, os
produtos sdo devolvidos novamente. Aqueles produtos cujo prazo de validade se verifique
superior ao que esta na lista necessitam de uma retificagdo no SIFARMA2000.

No decorrer do meu estagio, tive oportunidade de auxiliar a realizagdo deste processo, o que me
ajudou nao s6 a perceber a importancia de assegurar o controlo dos prazos de validade como
também a estar familiarizado com todos os produtos da farmécia.

3.6. Devolucoes

De maneira a nao quebrar a cadeia de seguranca dos medicamentos ou demais produtos de
saude, é importante que haja um processo que permita a sua devolu¢do quando estes néo se
encontram em conformidade.

Motivos como danos na integridade da embalagem, produtos cujo prazo de validade vem
expirado ou com um prazo de validade muito curto, recolha de produtos notificada pelo
INFARMED ou por detentores de AIM (Autorizacao de Introdu¢do no Mercado), engano no
envio do produto pelo fornecedor ou engano na encomenda sdo exemplos que podem gerar
devolugoes.
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Para tal, deve ser criada uma nota de devolucdo, através do separador “GESTAO DE
DEVOLUCOES” no SIFARMA2000. Indicamos qual o fornecedor, o produto e o motivo da
devolucido e a nota é emitida em triplicado, sendo que, depois de devidamente assinados, dois
exemplares sdo reencaminhados juntamente com o produto até ao fornecedor e o terceiro fica
na farmacia. O fornecedor pode aceitar a devoluc¢ao, reembolsando a farméicia através de uma
nota de crédito ou substituindo por outros produtos. Num cenério oposto, o produto volta para
a farmacia e é colocado para quebras.

4. Interacao farmacéutico-utente-medicamento

A farmacia é o local onde os utentes se dirigem, muitas vezes, em primeiro lugar, quando
pretendem recorrer a cuidados de satide, encarando o farmacéutico num primeiro contacto. Por
essa razao, este deve pautar-se pelo cumprimento das normas deontologicas, manter-se
atualizado técnica e cientificamente e desempenhar um papel de agente de satide puablica [11].

Uma vez que uma grande parte dos utentes da FG se enquadra na faixa etaria da populacio mais
idosa e sendo que se podem notar discrepancias a nivel social e cultural entre os diversos tipos
de utentes, o modo como a informacao é transmitida pelo farmacéutico comunitario tem um
peso importante na adesdo a terapéutica, devendo este ter a capacidade de se adaptar e
individualizar o aconselhamento a cada utente e a cada situacao.

Quando se trata de medicagdo cronica, habitual na rotina do utente, deve reforcar-se,
verbalmente, tanto a posologia como o modo de administracdo e, caso necessario,
complementar-se com informacgio escrita, através de etiquetas coladas na embalagem dos
medicamentos. Quando o utente inicia uma terapéutica nova, para além do que foi mencionado
anteriormente, devem ser referidas possiveis interacoes medicamentosas, a duracido da
terapéutica e efeitos adversos mais comuns, tendo, no entanto, cuidado para nao afastar o
utente da terapéutica e apenas ressalvando para a eventual necessidade de ser feita alteracdo ou
suspensao da medica¢ido com o médico prescritor, neste tltimo caso.

No ato da dispensa, o farmacéutico deve informar o utente da existéncia de medicamentos com
a mesma substéncia ativa, forma farmacéutica, apresentacao e dosagem do que lhe foi prescrito,
bem como aqueles que sdo comparticipados e o que tem o prego mais baixo. As farméacias devem
ter disponiveis, no minimo, trés medicamentos com a mesma substancia ativa, forma
farmacéutica e dosagem, de entre os que correspondem aos cinco precos mais baixos de cada
grupo homogéneo, sendo que, na FG, era habitual o utente exercer o seu direito de opc¢io e
dispensar-se o fairmaco de menor preco existente na farmacia [12].

5. Dispensa de medicamentos e outros produtos de satude

Um medicamento é “toda a substincia ou associacdo de substincias apresentada como
possuindo propriedades curativas ou preventivas de doencas em seres humanos ou dos seus
sintomas ou que possa ser utilizada ou administrada no ser humano com vista a estabelecer um
diagnoéstico médico ou, exercendo uma accao farmacolbgica, imunolbgica ou metabdlica, a
restaurar, corrigir ou modificar funcoes fisiologicas”, tal como descrito no Decreto-Lei n.°
176/2006, de 30 de agosto [13].

Relativamente ao critério de dispensa ao publico, os medicamentos podem ser classificados em
MSRM e MNSRM.

Além dessa distin¢do, os medicamentos também podem ser divididos entre medicamentos de
marca e medicamentos genéricos. Um medicamento de marca foi devidamente autorizado com
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base em documentacdo completa, incluindo resultados de ensaios farmacéuticos, pré-clinicos e
clinicos, jaA um medicamento genérico tem a mesma composi¢do qualitativa e quantitativa em
substancias ativas, a mesma forma farmacéutica e cuja bioequivaléncia com o medicamento de
referéncia tenha sido demonstrada por estudos de biodisponibilidade apropriados [13].

5.1. Dispensa de medicamentos sujeitos a receita médica

Estdo sujeitos a receita médica os medicamentos que possam constituir um risco para o doente,
mesmo quando usados para o fim a que se destinam, em situacoes de auséncia de vigilancia
médica, bem como medicamentos que possam constituir um risco quando sejam utilizados, com
frequéncia, em quantidades consideraveis para fins diferentes daquele a que se destinam, que
contenham substéncias cuja atividade ou reagGes adversas seja indispensavel aprofundar e
medicamentos que se destinem a ser administrados por via parentérica [13].

Os medicamentos, incluindo manipulados e contendo estupefacientes e psicotropicos, devem
ser prescritos através de meios eletronicos, conforme estabelecido pela Portaria n® 224/2015, de
27 de julho, algo que também ¢é aplicavel a produtos de satide, com ou sem comparticipacao pelo
SNS, tais como produtos de ostomia, fraldas, géneros alimenticios destinados a uma
alimentacao particular, entre outros. A prescricdo manual devera ser realizada excecionalmente

[14].

A prescricdo por meios eletronicos divide-se em receitas eletrénicas materializadas e receitas
eletronicas desmaterializadas ou sem papel que, por norma, sdo remetidas para o telemével do
utente [14].

Durante o periodo de estagio, todas as receitas eletrénicas contendo medicacao crénica e
emitidas nos 6 meses anteriores ao dia 3 de abril de 2020 (vigéncia do Estado de Emergéncia)
foram submetidas a uma renovacao automaética, para reduzir o deslocamento da populacio as
unidades de satude, tal como descrito pela Portaria n.° 90-A/2020, de 9 de abril [15]. Neste
ambito, foi, também, importante poder aceder as receitas através do cddigo de dispensa enviado
para o telemdvel dos utentes, uma vez que permitiu evitar contactos desnecessarios com
eventuais fomites. Através de uma receita eletrénica desmaterializada, foi possivel aceder a toda
a medicacdo sem que houvesse partilha de receitas materializadas. No inicio, esta abordagem
parecia vir a dificultar a populacao mais envelhecida que frequenta a farmacia, mas tornou-se
num método que, para além de mais seguro, foi bastante pratico.

Qualquer que seja o0 modo de disponibilizacdo de uma prescricao eletronica, a receita devera
conter informacao relativa ao seu namero tnico, local de prescricdo, identificacao do médico e
do utente, existéncia de entidade financeira, identificagdo do medicamento, posologia e duracao
do tratamento, existéncia de comparticipacbes especiais e data, a validar, para os casos de
receita materializada e manual, antes de ser efetuada a dispensa.

As prescricoes sao feitas por DCI, indicando-se a forma farmacéutica, dosagem, apresentacao,
posologia e nimero de embalagens, no entanto estas podem, excecionalmente, incluir a
denominacdo comercial do medicamento, por marca ou nome do titular de AIM, quando a
substancia ativa n@o existe num medicamento genérico comparticipado ou s6 exista num
medicamento original ou caso haja uma justificacao técnica do prescritor, tal como margem ou
indice terapéutico estreito, reacdo adversa prévia a substancia ativa ou caso o tratamento tenha
de ser feito num regime continuo superior a 28 dias [14].

As receitas eletronicas materializadas podem renovar-se, desde que contenham medicamentos
destinados a tratamentos de longa duracao. Estas admitem uma validade de 30 dias seguidos, a
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partir da data da sua emissdo. Em cada receita podem ser prescritos até 4 medicamentos
diferentes, totalizando 4 embalagens por receita. No maximo, podem prescrever-se duas
embalagens por medicamento, no entanto, se estes se apresentarem sob a forma de embalagem
unitaria, podem ser prescritas até 4 embalagens ou até 12, no caso de medicamentos de longa
duracgao.

Nas receitas eletronicas desmaterializadas, cada linha de prescricio tem somente um
medicamento, até ao maximo de duas embalagens, em casos de tratamentos de curta a média
duracdo ou até seis embalagens, em casos de tratamentos de longa duracdo. Quando os
medicamentos se apresentam sob a forma de embalagem unitaria, seguem-se as normas usadas
nas receitas eletrénicas materializadas [14].

A prescricdo pode ser feita manualmente em situagdes de falha informaética, indisponibilidade
da prescricao através de dispositivos moéveis ou em situages em que o utente nao tenha a
possibilidade de receber a prescricdo desmaterializada ou de a materializar, tendo em conta as
alteracoes feitas na Portaria n.° 224/2015, de 27 de julho, pela Portaria n.° 390/2019, de 29 de
outubro [16].

A prescricao manual tem validade de 30 dias seguidos, desde a data da sua emissao, sendo que
esta é de preenchimento obrigatorio. Podem ser prescritos 4 medicamentos diferentes num total
de 4 embalagens por receita e, no maximo, duas embalagens por medicamento. No caso de se
tratar de um medicamento apresentado sob forma de embalagem unitaria, podem ser prescritas
até 4 embalagens do mesmo medicamento.

A renovacdo de uma receita ndo pode ser emitida por via manual e os dados do médico
prescritor devem estar devidamente contemplados, juntamente com a vinheta e assinatura.
Durante o periodo de estagio, identifiquei a falta da assinatura do médico prescritor numa
receita manual, sendo esta de caracter obrigatorio, invalidando assim a sua comparticipagao.
Rasuras, caligrafias diferentes e prescricoes a lapis também s3o motivos para a nao
comparticipagao das receitas [14].

5.2. Regimes de comparticipacao

Na legislagao atual, existe a possibilidade de comparticipacao de medicamentos através de um
regime geral e de um regime especial, aplicando-se este Ultimo a situacoes especificas que
abrangem determinadas patologias ou grupos de doentes [14].

5.2.1. Regime geral de comparticipacao de medicamentos

No regime geral, o Estado encarrega-se de pagar uma percentagem do PVP dos medicamentos,
de acordo com os seguintes escaldes e consoante a classificacdo farmacoterapéutica dos
medicamentos:

e QOescalao A éde 90 % do PVP dos medicamentos;
e QOescalao B éde 69 % do PVP dos medicamentos;
e QOescalao Céde 37 % do PVP dos medicamentos;
e Qescalao D éde 15 % do PVP dos medicamentos [17].

5.2.2. Regime especial de comparticipacao de medicamentos

5.2.2.1. Beneficiarios
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O Estado comparticipa mais 5% no pre¢o de medicamentos integrados no escalao A (95%), mais
15% no escalao B (84%), C (52%) e D (30%), para pensionistas do regime especial [14].

5.2.2.2, Patologias ou grupos especiais de utentes

Algumas patologias s3o uma causa importante de morbilidade e tém efeitos nefastos para os
utentes, pois sdo incapacitantes a nivel pessoal e socioeconémico, penalizando a sua qualidade
de vida. Existem, por isso, regimes especiais que permitem um acesso facilitado ao
medicamento, tais como:

e Portaria n°® 281/2017, de 21 de setembro: para os doentes com artrite reumatoéide e
espondilite anquilosante que sejam tratados com medicamentos que incluem
metotrexato, dispensados em farmacias comunitarias [18];

e Despacho n® 1234/2007, de 25 de janeiro: para medicamentos destinados ao
tratamento da doenga inflamatdéria intestinal, prescritos por médico especialista, em
consultas de gastrenterologia, cirurgia geral, medicina interna e pediatria [19];

e Portaria n® 329/2016, de 20 de dezembro: fairmacos indispensaveis ao tratamento da
dor crbnica, ndo oncologica, moderada a forte, tais como fentanilo, hidromorfona,
tapentadol, morfina, buprenorfina, oxicodona e associa¢io de oxicodona com naloxona
[20];

e Portaria n° 331/2016, de 22 de dezembro: medicamentos para tratamento de dor
oncolégica, moderada a forte: buprenorfina, fentanilo, hidromorfona, tapentadol,
morfina, oxicodona e associacao de oxicodona com naloxona [21];

e Despacho n® 13020/2011, de 20 de setembro: para a DA, as substancias ativas dos
medicamentos abrangidos compreendem donepezilo, galantamina, memantina e
rivastigmina, quando prescritos por médico especialista [22];

e Despacho n.° 11387-A/2003, de 23 de maio: os custos dos medicamentos
comparticipados pelo SNS necessarios ao tratamento dos doentes com lapus, hemofilia
e hemoglobinopatias sdo integralmente suportados [23].

Durante o estagio curricular, tive a oportunidade de colocar em pratica conhecimentos acerca
dos regimes especiais de comparticipacdo, pois a um utente teria sido prescrito o farmaco
rivastigmina por um médico de clinica geral, sendo que, dessa forma, teria um custo bastante
elevado para o utente. Nesse contexto, realizei uma venda suspensa do firmaco para, mais
tarde, ap6s consulta de Neurologia, regularizar a venda com o regime especial de
comparticipacao.

5.3. Dispensa de medicamentos nao sujeitos a receita médica

Os medicamentos que nao preencham qualquer das condicoes previstas para os MSRM nio
estao sujeitos a receita médica [13].

A automedicacdo estd associada ao uso de MNSRM, sempre que se trate de uma situacdo de
alivio ou tratamento de afecOes passageiras e sem gravidade, com aconselhamento ou ndo de um
profissional de satde. Esta pratica faz, por isso, parte do nosso sistema de satide, contudo tem
de ser restrita a situagOes clinicas bem delineadas. O farmacéutico desempenha um papel
essencial neste A&mbito, uma vez que, através da avaliacao farmacoterapéutica e dos sintomas
descritos pelo utente, podera indicar um tratamento que seja seguro e eficaz ou, caso necessario,
encaminhamento para consulta médica. Existe, por isso, no Despacho n.° 17690/2007, de 23 de
julho, uma lista de situac6es passiveis de automedicacio [24].
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Além disso, existe uma subcategoria de MNSRM que ¢ aplicavel a medicamentos que cumpram
certas condigbes estabelecidas em protocolos de dispensa. Estes podem ser dispensados em
farmécia sem prescricdo médica, se a sua DCI constar na lista do Anexo I do regulamento dos
MNSRM-EF (Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica de Dispensa Exclusiva em
FarmAcia) e desde que cumpram as condigoes previstas nos protocolos de dispensa do Anexo II

[25].

Durante o estigio curricular, tive oportunidade de realizar aconselhamento farmacéutico
relativamente a varias patologias indicadas no despacho citado anteriormente, recorrendo a
MNSRM e MNSRM-EF. Um dos exemplos baseou-se no controlo de um episédio de diarreia em
adulto, utilizando MNSRM. Depois de fazer o despite e descartar diarreia de origem bacteriana e
diarreia do viajante, procedi ao aconselhamento de Saccharomyces boulardii (UL-250®) e
medidas de reidratacdo oral, em detrimento de um antidiarreico como o cloridrato de
loperamida. Assim, pretende-se restabelecer a flora intestinal do doente e permite-se a expulsdo
da possivel causa etiol6gica da diarreia.

5.4. Medicamentos sujeitos a legislacao especial

5.4.1. Medicamentos estupefacientes e psicotropicos

Como ja foi referido, este tipo de medicacdo exige regras especiais de armazenamento e
dispensa, visto que a sua utilizacido indevida esta ligada a abuso de drogas.

O Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de janeiro foi alterado pela vigésima quarta vez pela Lei n.°
15/2020, de 29 de maio e dispée de uma lista com os medicamentos considerados
estupefacientes e psicotropicos, indicados nas tabelas I e II [26, 27].

Os MEP (Medicamentos estupefacientes e psicotrépicos) poderao estar na presenca de outros
medicamentos em prescricoes desmaterializadas, estando isolados nos restantes casos de
prescricdo. No ato de dispensa de MEP, a farmaécia regista a seguinte informacao:

e Identidade do doente ou representante, com o nome, data de nascimento, namero e
data do bilhete de identidade ou da carta de conducao ou o nome e namero do cartdo de
cidadao;

e Identificacdo da prescricdo através do nimero de prescrigao;

e Identificacdo da farmacia, nomeadamente o nome e nimero de conferéncia de faturas;

e Identificacio do medicamento, nomeadamente o numero de registo e a quantidade
dispensada;

e Data de dispensa.

Posteriormente, é conservada, pelo periodo de trés anos, uma copia em papel ou informatizada
das receitas manuais ou materializadas que incluam MEP, organizadas por data de dispensa,
onde conste o cd6digo do medicamento e a quantidade dispensada, bem como os dados do utente
ou representante [28].

5.4.2. Dispensa ao abrigo de protocolo especifico

Para promover uma maior adesio a prevencao e autocontrolo da Diabetes Mellitus, doenca que
afeta cada vez mais pessoas, foram definidos precos maximos para as tiras-teste de
determinacido da glicémia, cetonémia e cetonuria, bem como para agulhas, seringas e lancetas
destinadas a pessoas com Diabetes Mellitus. A comparticipacao foi fixada em 85% do PVP no
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custo de aquisi¢do das tiras-teste e em 100% do PVP no caso das agulhas, seringas e lancetas,
descrito no artigo 3° da Portaria n.° 222/2014, de 4 de novembro [29].

Dada a alta prevaléncia da Diabetes em Portugal, durante o periodo de estagio foi recorrente
dispensar tiras-teste e lancetas com uma comparticipacdo elevada ou gratuitamente,
demonstrando assim os beneficios desta medida para a satide puablica.

6. Aconselhamento e dispensa de outros produtos de saude

6.1. Produtos de dermofarmacia e higiene

Um produto cosmético designa-se por qualquer substancia ou mistura de substancias destinada
ao contacto com a epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas, labios, 6rgaos genitais externos,
dentes e mucosas adjacentes, com a finalidade de os limpar, perfumar, modificar o aspeto,
proteger ou corrigir odores [30].

Na FG, estao disponiveis varias marcas de produtos cosméticos que incluem La Roche Posay®),
Avene®, Vichy®, Uriage®, A-Derma®, ISDIN®), Klorane®, Mustela® e Bioderma® entre as
mais aconselhadas. Estas marcas tém, por isso, gamas de produtos especializados com
indicagbes para os varios tipos e afecoes que possam surgir na pele, couro cabeludo e cabelo,
assim como demonstram especificacoes para as diversas faixas etarias, desde bebé a adulto.

Durante o periodo de estagio, tive a oportunidade de fazer aconselhamento num caso de
dermatite seborreica em recém-nascido, comumente conhecida como “crosta lactea”. Esta
condicdo esta associada a uma producio excessiva de sebo que, subsequentemente, causa a
formacao de placas oleosas que se agarram a pele, originando um aspeto caracteristico no couro
cabeludo dos bebés. Depois de realizar o despite, prossegui ao aconselhamento de um creme
calmante e hidratante para eliminar as sensacoes de prurido e desconforto, alternado com um
champ6 apropriado para lavar o creme que seria aplicado e deixado atuar durante a noite.

No contexto do surto pandémico que ocorreu durante o periodo de estagio, o uso massivo e
recorrente de gel desinfetante de base alcoolica pela populagido geral levou a uma grande
procura de cremes de hidratacdo de maos, sendo que o final do estagio foi mais marcado pelo
aconselhamento de protetores solares.

6.2. Produtos dietéticos para alimentacao especial

Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos sao sujeitos a um processamento
especial para satisfazer as necessidades nutricionais de doentes, destinando-se a alimentacao
exclusiva ou parcial de pessoas com capacidade alterada para ingerir, digerir, absorver,
metabolizar ou excretar géneros alimenticios correntes ou alguns dos nutrientes neles contidos
ou cujo estado de saide determina necessidades nutricionais particulares, descrito pelo
Decreto-Lei n.° 216/2008, de 11 de novembro [31].

Na FG, estao dipostos num linear varios produtos da marca Fortimel®, os quais foram
requisitados ao longo do estagio curricular, com a finalidade de colmatar as necessidades

nutricionais de casos geriatricos e de doentes oncolbgicos, podendo assim atingir as metas
proteicas e caloricas com este tipo de suplementacio oral.

6.3. Fitoterapia e Suplementos nutricionais
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A DGAV (Dire¢ao-Geral de Alimentacdo e Veterinaria) é responsavel pela defini¢do, execucao e
avaliacdo das politicas de seguranga alimentar.

Os suplementos alimentares sao géneros alimenticios que se destinam a complementar um
regime dietético normal e constituem fontes concentradas de nutrientes comercializadas em
forma doseada, como em cépsulas, pastilhas e comprimidos, tal como descrito no Decreto-Lei
n.° 118/2015, de 23 de junho [32].

Na FG, o aconselhamento de suplementos que realizei mais recorrentemente destinou-se a casos
de insuficiéncia venosa (pernas cansadas), ao fortalecimento de fungbes cognitivas e a cansaco
geral tendo em conta a idade, o género e as necessidades de cada utente. Aconselhei, ainda,
suplementos de arando vermelho para a profilaxia de infec6es urinarias quando devidamente
justificado, multivitaminicos para repor alguns défices de vitaminas, assim como magnésio e
zinco isoladamente para casos de fadiga fisica e mental.

6.4. Produtos e medicamentos de uso veterinario

Tendo em conta o Decreto-Lei n.° 148/2008, de 29 de julho, um medicamento de uso
veterinario constitui toda a substancia ou associacdo de substincias possuindo propriedades
curativas ou preventivas em animais ou que possa ser utilizada com vista a estabelecer um
diagnoéstico ou exercendo uma acgdo farmacologica, imunoldgica ou metabolica, a restaurar,
corrigir ou modificar funcoes fisiologicas. Estes sao classificados quanto ao seu tipo de dispensa
em: medicamentos nao sujeitos a receita médico-veterinaria, medicamentos sujeitos a receita
médico-veteriniria e medicamentos de uso exclusivo por médicos veterinarios [33].

Durante o estigio, os produtos de uso veteriniario mais dispensados na FG foram
desparasitantes externos em pipetas e sprays e desparasitantes internos em comprimidos para
caes e gatos. O farmacéutico deve ter em conta qual o tipo de animal a que se destina e o seu
peso, uma vez que as dosagens diferem entre espécies e dentro da mesma espécie, consoante
fatores como o peso do animal.

6.5. Dispositivos médicos

Um dispositivo médico é qualquer instrumento, aparelho, equipamento, software ou material
destinado pelo fabricante a ser utilizado em seres humanos para fins de:

e Diagnostico, prevencdo, controlo, tratamento ou atenuacio de uma doenca;

e Diagnostico, controlo, tratamento, atenuac¢do ou compensacdo de uma lesdo ou
deficiéncia;

e Estudo, substituicdo ou alteracao da anatomia ou de um processo fisiologico;

e Controlo concecional [34].

Os dispositivos dividem-se nas classes I (baixo risco), IIa (baixo médio risco), IIb (alto médio
risco) e III (alto risco), atendendo aos potenciais riscos decorrentes da concecao técnica e do seu
fabrico:

N

e Dispositivos de classe I incluem dispositivos destinados a recolha de fluidos (sacos
coletores de urina e de ostomia), a imobilizacdo de partes do corpo e/ou aplicagao de
forca ou de compressdo (colares cervicais, meias de compressao, pulsos elasticos),
dispositivos utilizados para suporte externo do doente (cadeiras de rodas, canadianas),
dispositivos ndo invasivos (pensos oculares) e dispositivos destinados a contetidos
temporérios (seringas sem agulha);
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e Dispositivos de classe Ila incluem compressas de gaze hidrofila, cateteres urinarios,
termdémetros e tensidmetros;

e Dispositivos de classe IIb incluem material de penso para feridas ulceradas e
queimaduras graves, canetas de insulina e preservativos masculinos;

e Dispositivos de classe III incluem preservativos com espermicida e pensos com
medicamento [34, 35].

Além dos dipositivos médicos supracitados, durante o periodo de estagio, os dispositivos mais
cedidos na FG foram mascaras cirtrgicas, havendo o cuidado de explicar ao utente o modo de
utilizagdo, a duracdo recomendada de utilizagdo e as circunstancias em que o seu uso seria
vidvel. Luvas e termOometros também foram o foco de uma grande procura, bem como
compressas, gazes, ligaduras, testes de gravidez e, eventualmente, seringas com e sem agulha e
aparelhos medidores de tensao.

7. Medicamentos manipulados e preparacoes
extemporaneas

Um medicamento manipulado compreende qualquer féormula magistral ou preparado oficinal
preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico, sendo que uma preparacao
oficinal é todo o medicamento preparado segundo indicacbes de uma Farmacopeia ou
Formulario para um determinado doente e uma férmula magistral é todo o medicamento
preparado segundo uma receita médica para um doente especifico [36].

Apesar de nao ter tido oportunidade de preparar um medicamento manipulado, o farmacéutico
deve verificar se este respeita as dosagens das substancias ativas para a indicacdo farmacéutica
pretendida e para as condigbes metabodlicas do utente, a inexisténcia de incompatibilidades e
interacdes das substincias prescritas, a existéncia na farmacia de material e equipamento
adequado para a manipulacao e a possibilidade de disponibilizar ao utente o medicamento em
tempo til para o inicio da terapéutica [37].

Em relagdo a preparacgGes extemporaneas, tive oportunidade de reconstituir antibi6ticos em po
para suspensdo oral sob supervisdo farmacéutica. Depois de agitar e bater no fundo do frasco
para soltar as particulas de pd, adiciona-se agua purificada até atingir o volume especificado no
frasco e homogeniza-se. E, de igual forma, importante ressalvar ao utente as condicbes para
conservacao do antibiotico e para agitar antes de usar.

8. Servicos Farmacéuticos

A farmécia comunitiria nao é apenas um posto de cedéncia de medicamentos, sendo que a
prestacdo de cuidados farmacéuticos de promocao da satde e bem-estar da populacao faz parte
de um dos papéis fulcrais do farmacéutico comunitario. Segundo a Portaria n.° 1429/2007, de 2
de novembro que foi alterada pela Portaria n.° 97/2018, de 9 de abril, o apoio ao domicilio,
administragdo de medicamentos e vacinas nao incluidas no Plano Nacional de Vacinacio,
campanhas de rastreio, consultas de nutricao e servicos simples de enfermagem fazem parte dos
servicos que podem ser prestados numa farmacia comunitaria [38, 39].

Na FG, é realizado o controlo da pressao arterial, perfil lipidico, glicémia capilar, administracao
de vacinas nao incluidas no Plano Nacional de Vacinac¢io e medicamentos injetaveis, servicos de

nutrigdo, podologia e enfermagem.

8.1. Controlo da pressao arterial
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Deve medir-se a pressao arterial pelo menos, duas vezes, sendo registado o valor mais baixo da
PAS (pressdo arterial sistolica) e da PAD (pressdo arterial diastolica). Uma terceira medicao
pode ser realizada, se houver uma grande discrepancia entre os dois valores iniciais. Este
controlo é feito em gabinete apropriado e sem apressar o utente, estando este sentado e
relaxado, durante aproxidamente cinco minutos e com a bexiga vazia [40].

Valores de referéncia em adulto*

Pressao sistoblica Pressao diastélica
Ideal <120 mmHg < 80 mmHg
Normal 120 — 129 mmHg 80 - 84 mmHg
Normal-alto** 130 — 139 mmHg 85 — 89 mmHg
HT grau I 140 — 159 mmHg 90 —99 mmHg
HT grau II 160 - 179 mmHg 100 - 109 mmHg
HT grau 111 >180 mmHg > 110 mmHg

Tabela 4 — Valores de referéncia de PAS e PAD

Notas:

*Esta classificacdo é valida para adultos com 18 anos ou mais que nao estejam medicados com
anti-hipertensores e nao apresentem um processo patologico agudo concomitante.

** PAS >140 mmHg e PAD < 90 mmHg corresponde a HT sistélica isolada [40].

Durante os dois primeiros meses de estagio, tive oportunidade de medir a pressao arterial de
utentes da FG varias vezes, nao tendo registado valores anormais, tendo em conta o contexto de
cada utente, no entanto, devido ao inicio do surto pandémico, todos os servicos e controlo de
parametros bioquimicos foram temporariamente suspensos e os utentes eram reencaminhados
para o centro de satide mais préximo.

8.2. Perfil lipidico

A avaliacdo de dislipidémias relaciona-se intrinsecamente com o risco cardiovascular. Em
pessoas com um risco baixo a moderado, deve manter-se o valor de c-total inferior a 190 mg/dL
e c-LDL inferior a 115 mg/dL. Para pessoas assintomaticas e com risco alto, assim como em
dislipidémias familiares aterogénicas e HT de grau III, os valores de c-LDL devem ser mantidos
abaixo de 100 mg/dL, ja para pessoas com um risco muito alto, devem estar abaixo de 70 mg/dL

[41].

Na FG, pude avaliar o controlo do perfil lipidico em varios utentes, promovendo, sempre que
possivel, intervengdes no estilo de vida direcionadas para cada utente:

e Adocao de uma dieta equilibrada a nivel nutricional;

e Pratica de exercicio fisico;

e Controlo e manutencio do peso;

e Restricao do consumo de alcool e eliminagao do tabaco;
¢ Diminui¢do do consumo de sal (inferior a 5,8 g/dia).

8.3. Glicémia capilar
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Para uma populagio geral, o diagnostico de Diabetes Mellitus é feito com base nos seguintes
valores:

e Glicémia em jejum > 126 mg/dL;

e Sintomas classicos + glicémia ocasional > 200 mg/dL;

e Glicémia = 200 mg/dL depois de duas horas, na Prova de Tolerancia a Glicose Oral com
75g de glicose;

e Hemoglobina glicada Aic = 6,5%.

De realgar que o diagnostico de Diabetes Mellitus ndo deve ser realizado na base de um tnico
valor anormal de glicémia ou de HbA1c [42].

8.4. Vacinacao e administracao de injetaveis

A administracdo de vacinas nao incluidas no Plano Nacional de Vacinacio e de medicamentos
injetaveis deve ser realizada por farmacéuticos com formacao reconhecida pela Ordem dos
Farmacéuticos.

Para garantir que esta atividade se processa adequadamente e com seguranca dos utentes e dos
farmacéuticos, é necessario que sejam cumpridos os requisitos constantes da Delibera¢do n.°
139/CD/2010, de 21 de outubro e Delibera¢ao n.° 145/CD/2010, de 4 de novembro. O gabinete
de atendimento deve, por isso, incluir:

e Marquesa reclinavel;

e Armario para arrumacao do material;

e Superficie de trabalho que permita a preparacao;

e Contentores para residuos adequados;

e Contentor com tampa e pedal para lixo comum,;

e Desinfetante de maos e de superficie, alcool a 70°, compressas, luvas e pensos rapidos.

Os dados de cada administracdo devem ser registado no SIFARMA2000, com o nome do utente,
a data de nascimento, o nome do injetavel ou vacina, lote e via de administracdo e a
identificacao profissional do farmacéutico [5, 6].

9. Conferéncia de receituario

O pagamento da comparticipacio do Estado no PVP dos medicamentos dispensados a
beneficiarios do SNS é regulado pela Portaria n.° 223/2015, de 27 de julho, alterada pela
Portaria n.° 255/2016, de 27 de setembro, sendo que, para tal, é necessario que haja uma
conferéncia das receitas dispensadas.

As receitas manuais e eletrénicas materializadas sdo conferidas manualmente, verificando-se o
preenchimento de campos obrigatérios, tais como a assinatura e vinheta do médico, local de
prescricio, dados do utente, organismo de comparticipagdo e data. As receitas sao,
posteriormente, separadas consoante o plano de comparticipacdo e organizadas em lotes de 30
receitas, no maximo. No caso de receitas eletronicas desmaterializadas, o processo é
informatizado.

Até ao dia 10 do més seguinte, sao enviadas para o Centro de Conferéncia de Faturas as receitas

manuais ou materializadas cujo pagamento esteja ao encargo do SNS, informacao sobre receitas
desmaterializadas, fatura eletronica mensal correspondente ao valor da comparticipacao do
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Estado no PVP dos medicamentos e eventuais notas de débito. As receitas que sio
comparticipadas através de outras entidades sdo enviadas para a Associagdo Nacional de
Farmaécias, juntamente com um recibo assinado pelo utente em como a medicacdo foi
dispensada [43, 44].

10. Covid-19 e a farmacia comunitaria

Durante o periodo do meu estagio curricular, foi realizada uma declaracdo de pandemia pela
Organizacao Mundial de Satide, como resultado da infecdo por SARS-CoV-2, agente causador da
doenca COVID-19.

Nesse ambito, foram desenvolvidas medidas de satide publica, sendo que as farmécias
comunitarias tém um papel fulcral na transmissao de informacao aos seus utentes e a populacao
geral. Posto isto, foi recorrente sensibilizar para a adocado de regras que minimizem o risco de
contagio, tais como:

e Lavar frequentemente as maos com agua e sabao ou recorrer ao uso de solucoOes
desinfetantes e/ou antisséticas;

e Ter cuidado com a higienizacao das maos em todas as circunstancias que se adeqiem;

e Evitar tocar com as maos na boca, nariz ou olhos;

e Praticar distanciamento social e regras de etiqueta respiratoéria;

e Fazer autovigilancia de sintomas e abstencao social em caso de doenca.

10.1. Medidas adotadas na FG

Para além das medidas mencionadas anteriormente, as quais foram praticadas por todos os
profissionais da FG, outras medidas foram tomadas a fim de minimizar o risco dos utentes e o
risco individual:

e Desinfecao regular e com recurso a agentes adequados dos balcoes, dispensador de
senhas, terminais de multibanco e canetas disponibilizadas aos utentes;

e Disponibilizacdo de solucao antissética de base alcodlica proxima do dispensador de
senhas e na zona de atendimento;

e Identificacdo de pessoas vulneraveis (como idosos com mais de 65 anos e gravidas), a
fim de aplicar a legislacao referente ao atendimento prioritario;

e Evitar o contacto com objetos dos utentes, nomeadamente telemoéveis.

Cada balcao de atendimento continha um frasco de solucao antissética de base alcodlica, de facil
acesso e utilizado entre cada atendimento e a todo o staff da farmacia era provida uma mascara
cirargica a cada 4-6 horas, salvo sempre que se encontrasse hiimida e/ou deformada, sendo
removida pelo elastico e substituida [45].

10.2. Informacoes disponibilizadas aos utentes

Toda a equipa responsavel pelo atendimento deve estar capacitada a informar adequadamente
os utentes e esclarecer as suas davidas sobre a COVID-19, nomeadamente sobre a forma de
transmissao de SARS-CoV-2, o seu periodo de incubacido, medidas a adotar de forma a evitar o
contagio, o que fazer em caso de suspeita de infecdo, entre outros.
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A FG disponibilizou, ainda, na entrada, cartazes informativos obtidos no site da Direcdo Geral
de Satde que facilitassem a compreensio e reforcassem toda a informacao verbal transmitida
pelos farmacéuticos e técnicos de farmacia, bem como informacio sobre a sintomatologia da
COVID-19 e quais as situac6es em que a linha SNS24 deve ser contactada.

E de realcar a necessidade de uma constante atualizacdo cientifica do farmacéutico comunitério,
face a algumas noticias difundidas pelos meios de comunicacdo que poderdo influenciar a
populacdo geral, pelo que foi recorrente informar alguns utentes sobre a auséncia de evidéncia
cientifica sobre a eficacia de farméacos como a hidroxicloroquina, ivermectina e suplementos de
vitamina D contra a COVID-19 [45].

10.3. Formas de minimizacao de contacto

No interior da FG, a area por onde os utentes podiam circular foi restrita com fita delimitadora
e, mais tarde, foi colado no chao um trajeto a indicar a forma como teriam de circular, de modo
a evitar cruzamentos que fossem desnecessarios. Foram colocados cones de sinalizacdo, de
modo a assegurar que o atendimento se realizasse a, pelo menos, um metro de distancia
(idealmente dois metros), bem como sinalética a frente de cada balcdo utilizado. Como ja
mencionado, apenas foi permitida a entrada e presenca de trés utentes de cada vez, ocupando
todos os balcoes disponiveis e devidamente espagados entre si, salvo em casos excecionais, como
quando estes vinham acompanhados de criancas ou em representacao de utentes mais idosos.
Os utentes em fila de espera aguardavam a sua chamada numa zona exterior a farmacia,
adjacente a porta de entrada [45].
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Apéndices

Apéndice 1 — Estratégia de pesquisa

Pubmed
1. Pregnenolone 7,508
2. Pregnenolone sulfate 632
3. Pregnenolone sulphate 1,228
4. Alzheimer 174,138
5. Senile dementia 165,213
6. ((1) OR(2)) OR(3) 7,508
7. ((1) OR (2)) OR (3)) AND (4) 50

b-on

1. Pregnenolone 31,931
2. Pregnenolone sulfate 10,539
3. Pregnenolone sulphate 4,178
4. Alzheimer 1,366,559
5. Senile dementia 210,642
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6. (1) AND (4) 3,526
7. ((1) [AB] AND (4) [AB]) 59
Scopus
1. Pregnenolone 21,707
2. Pregnenolone 6,018
sulfate
3. Alzheimer 720,413
4. Senile dementia 63,685
5. (1) AND (4) 1,931
6. ABS(1) AND | 51
ABS(3)
A [ ]
Apéndice 2 — Escala NOS
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Escala NOS

Referéncia Pontos | Selecdo Comparabilidade Resultados

1 2 3 4 5 6 7 8 9

M. Vankova, et al., 2015 ] 1 0 0 1 1 1 1 1 0
C.E. Marx, et al., 2006 5 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Naylor et al., 2008 5 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Naylor et al., 2010 3 1 0 0 1 1 0 1 1 0
Weill-Engerer etal., 2002 3 1 0 0 1 1 0 1 1 0
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