Joana Catarina Martins Ferreira

Relatorios de Estagio e Monografia intitulada “CRISPR/Cas9 na produgao de modelos de doenca do
cérebro” referentes a unidade curricular “Estagio”, sob a orientagdo, respetivamente, da Dra. Inés
Loureiro, Dra. Catarina Madanélo e do Professor Doutor Luis Almeida e apresentados a Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, para apreciagao na prestagao de provas piblicas de Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacguticas

Setembro 2017

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Joana Catarina Martins Ferreira

Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “CRISPR/Cas9 na producao de modelos de doenca do
cérebro” referentes a unidade curricular “Estagio”, sob a orientagao, respetivamente, da Dra. Inés
Loureiro, Dra. Catarina Madanélo e do Professor Doutor Luis Almeida e apresentados a Faculdade
de Farmacia da Universidade de Coimbra, para apreciagao na prestacao de provas publicas de
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Setembro 2017

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Eu, Joana Catarina Martins Ferreira, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n® 2012149254, declaro assumir toda a responsabilidade pelo contetdo
dos Documentos Relatorios de Estagio e Monografia intitulada “CRISPR-Cas9 na produgao de
modelos de doenca do cérebro.” apresentado a Faculdade de Farmacia da Universidade de

Coimbra, no ambito da unidade curricular de Estagio Curricular.

Mais declaro que este Documento é um trabalho original e que toda e qualquer
afirmagao ou expressao, por mim utilizada, esta referenciada na Bibliografia, segundo os
critérios bibliograficos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de Autor,

a excegao das minhas opinioes pessoais.

Coimbra, | de setembro de 2017.

(Joana Catarina Martins Ferreira)
\

\J



Agradecimentos,
A Faculdade de Farmacia pela formagcio e preparacio prestadas;

A Bluepharma Industria Farmacéutica S.A, a Dra. Catarina Madanélo e restante equipa,

pela oportunidade e por todos os ensinamentos;

A Farmacia da Mata Real, 2 Dra. Inés Loureiro e restante equipa pela oportunidade e

orientagao;
Ao Professor Doutor Luis Almeida pela disponibilidade e apoio demonstrado;

Aos meus pais, irmao e familia por sempre acreditarem em mim, e assim, nunca me

deixarem esmorecer;
Aos meus amigos pelo companheirismo, nos melhores e nos piores momentos;

A todos, um muito Obrigada.

“Education is not the learning of facts, but the training of the mind to think.”

Albert Einstein



Indice

PARTE I: Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria............ccccoocvevieivcvcninicnncs I
Lista de ADFEVIAtUIAS ....ccucueicecieieecceisecceeireecie sttt st s sttt st et nataeaenns 2
L. INEFOAUGAO .ttt ebe s eae e sa b s s s ebe s b e s bess s ebensebensesessasesensssensesessasesensesensene 3
2. Farmacia da Mata Real......c.cucu ettt sees sttt st st st s st seae 4
3. ANALISE SWOT ...ttt st st st sttt sttt bttt 4
3. TANALISE INTEINQ ...ttt ettt ettt atenenn 5
3. 1.1 PONLOS FOILES ...ttt bbbt ss st s st st s st s et seas 5
3.1.2 PONTOS fraCOS.....cccueueeiieuciritcieisestcieie sttt ettt st et ssetaesessatacaesns 6

3.2 ANAlISE EXLOINA ..ottt ettt 7
3.2.] OPOrtUNIAAES......coveeceeeicciriecicrrteereeeeesees et se s eseae s sessacsessestaesessastacnenns 7
3.2.2 AMEAGAS.....cueeeereeereeeeerireteeeter et s b eb e se s e essebe s ebe s s e b e s ebeasebe s s b e b ensebensebessebebensebensebenseserens 8

4. CaSOS PratiCOS... .ottt ettt sttt ettt eteae 9
5. CoNSIAEIraACOES fINAIS.....ccveeereeerereeereeereteeeetere ettt re s s ese e ssese s sesessesessesessesesansesensesessrsesensesen I
Referéncias BiblIOZrafiCas.......ccirvcurercurircurirciricirecirecirecireeisees et seessesesseses st sstaessese st sesacsseas 12
ANEXOS ...ttt ettt sttt ettt en 14
PARTE II: Relatério de Estagio em Industria Farmaceéutica.............ccoococvevcuvccunecanee. 19
Lista de ADFreVIaturas ...ttt ssestae s astae s astaesessassacnenne 20

L. INEFOAUGAD ...ttt b b s bbb e s b ss e b e s ebess b esessebensebessesessnserensesennane 21
2. Bluepharma InduUstria Farmac@utica, S.A ...t ssesesseseasenes 22
2.1  Departamento de Assuntos Regulamentares e Farmacovigilancia........c.ccocoeveeuecueunee 22
3. ANALISE SWOIT ...ttt ettt sttt ettt et 23
3.1 ANALISE INTEINQ ...ttt ettt 24
31,1 PONTOS FOITES ...ttt s et e s ataennne 24
3.1.2 PONTOS FraCos... .ottt sttt ettt ettt ettt 25

3.2 ANAlISE EXLOINA ...ttt ettt 25
3.2.] OPOrtUNIAAES......ceveeeeeieecrereeeietre ettt s s eaese s te s sase e ssastaesessastaenenn 25
3.2.2 AMEAGAS.....vceereeiecteecreeetceteset bbbttt be s b sbe st e bt e bbb e Re b e b e s ebenrebe s e s ebennebensene 27

4. CaSOS PraAtiCOS. ...cucuueneucuctreencueeststeaeaststeaesesstseaessteteassebst e e s s s bt e sesstt e s s st st aesessttaeaessbtasaessbstasaesns 28
5. CONSIAEIACOES fINAIS ....ceveveeerereeereiereteteeteretereeee b s s ese s ebe s sesesesessesessesesensesensesersesesensesen 29
Referéncias BiblIOGrafiCas ...ttt ettt 30
AANEXOS ..ttt ettt ettt a ettt b bttt aene 32
PARTE lll: CRISPR/Cas9 na producao de modelos de doencas do cérebro........... 36
RESUIMO .ttt ettt sttt ettt et s bt s et 38

AADSTIACT .ottt et te et e st e ete e e e st e stesaes e et estessas st et astessee st et asaasse et e st anse st et astaesaent s teeaeese et esaesseenes 39



INEFOAUGAD ..ttt ebe b s b be b ess s e b e s ebensesessesessasesensssensesessasesensesenssersesesensesen 40
2. Nucleases programaveis como ferramentas de edigao precisa do genoma .......ccccceeevcuunenee 41

2.1. Quebra dupla das duas cadeias de DNA (DSBs) como estratégia para a edigao

ZENONIMA PIrECISA ...ceuerieiieircrrieieieieiiaee ettt bbb e s bbb s sans 41
21T INHE]J ottt s st s sttt bbbt seean 41
2.1.2 Reparagao homologa - HDR. ...ttt s e ssenes 42

2.2 Meganucleases; ZFNS; TALENS.........cc.orineireereeeeeteetseseasesessesessesessesessesessesessesessenes 43

2.3 CRISPR-CAS.....ccuevnireueeictereaeciesses e ssessesseas e ssess s ss st ss st sasssestasessssssscsstseassncs 44

3.0Origem e biologia do Sistema CRISPR-Cas........ccooeururirieueerieceirerceeresceeereceeeseseesesseseesessenes 44
4. CRISPR-CAS 9 (TIPO 1) ettt tsesstese s s tsese s s ssesessessssessssssssscsnes 45

4.1 Organizagao estrutural e arquitetura da Cas 9 € variantes.........cccocveevcueererercucerencnencerenenne 47

4.2 PAM (do Inglés, Protospacer Adjacent MOLif).........coceeveueurerincceninenccerineccnscceseeeeseeeaene 49

4.3 Edicao com CRISPR-CAST.......ooimiiiciiieicecieieeiesesesessessesessse e ssesssssess s sssssssssassaens 50

4.4 Métodos de entrega dos reagentes CRISPR.........ccc.onrcr e 51

4.5 Especificidade e eficiéncia da nuclease Cas9........ccovrirnceinncnccnneceneeeeeeeeeseseaene 53

5. Utilizacoes da CRISPR no dominio das NEUrOCIENCIaS...........ceueveeeeeeeererereeeeeereeeeeeeeesereseeenes 54

5.1 Modelos CEIUIArEs ...t sesaes 55

5.2 MOdEIOS QNIMAIS....cucuuriieucirirecieieireeeeetee ettt se sttt s sttt s bt e et saen 56
5.2.1. ROBAOIES ...ttt sssaes 57
5.2.2. Primatas N30 hUmManOos ... sssssssssessenes 57

5.3 Uso do Sistema CRISPR para gerar modelos de doengas neurodegenerativas, em

PUIMALAS ....oeecucuiecueueeeeseaeaetetsteaessesteseseasteae st et e ae s et st e ae s e b et eae s e s st ae s b et aeae b et et aeae s s bt ae s s st et aeaebe bt aeaesssnn 58
5.4 CRISPR e os passos para a meta de interesse: modelos de doengas do cérebro............... 60
6. Limitagoes/ Desafios da CRISPR na produgao de modelos de doenga do cérebro.............. 6l

6.1. POtenCial Off-tarGert ... .coccu ittt ettt 6l

6.2 MOSQUCISMO ...ttt 62

6.3 Mecanismo de reparagao por homologia ineficiente em neuronios..........c..ccceceeureeevcncunene. 63

6.4 Limitacao dos mecanismos de entrega N0 CErebro ........oveerirencceneneneueereneneeeseseseeesenes 64
7. CONCIUSAO ...ttt 64
Referéncias BiblIOZrafiCas.......ccivrvcurercurineuriciricirecireeiseetrectsees ettt sees st s st s st st seeas 66

ANEXOS ...ttt ettt bttt st e ettt 73



PARTE I: Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria



Lista de Abreviaturas

FMR Farmacia da Mata Real

ARSN Administragao Regional de Saude do Norte
SWOT Strengths, weaknesses, opportunities and threats
SNS Sistema Nacional de Saide

MICF Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
FEFO First Expire - First Out

MSRM Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

CGD Caixa Geral de Depositos

PDCA Plan, Do, Check and Act



I. Introducio

O direito a satide é um direito fundamental e que se patenteia de enorme importancia
no que concerne a agregacao de qualidade e valor a vida, assim, por definicao justa, o
farmacéutico é um profissional ao servico da vida."? Apesar disto, a importincia da
intervencao farmacéutica é, muitas vezes, desconsiderada, pelo que a eficacia e
profissionalismo do servi¢o prestado na farmacia pelo especialista do medicamento devem
afirmar-se, quer através do papel de técnico do medicamento, quer ainda da vertente
humana, capaz de aconselhamento e fidelizagdo da pessoa doente, inspirando uma
confianga necessaria a afirmacao do papel de agente de saude publica, na sociedade. Desta
forma, entende-se a presenca constante e obrigatoria do farmacéutico, em cada farmacia,
visando a demonstragao da competéncia, do profissionalismo e da sensibilidade em cada
prestacio de servico."**

Vale ainda ressaltar, que devido ao “empowerment” que a populagao tem vindo a
ganhar ha a reconstrugao da politica de saude onde se prevé, agora, um maior
envolvimento do doente, num grau de literacia crescente que pretende ver no
farmacéutico, uma fonte confidvel para decisoes informadas, no que concerne aos cuidados
de saude. Assim, ha notavelmente, uma necessidade de renovagao e reafirmagao da figura
do farmacéutico, que deve ser capaz de corresponder a novas demandas e exigéncias.’

A formagao universitaria na area do medicamento &, naturalmente, complementada
pelo exercicio pratico em contexto profissional, através da realizagdo de um estagio em
farmacia comunitaria. Deste exercicio quotidiano resulta além da experiéncia, que é
preocupagao primaria no inicio do caminho profissional, a consolidagao e/ou aquisigao de
conhecimentos especificos, que detém enorme importancia no objetivo comum de todos
os profissionais de salide, bem como de todos os Governos: a seguranga e qualidade de
vida.

O meu estagio na componente de Farmacia Comunitaria foi realizado na Farmacia da
Mata Real, em Pagos de Ferreira, sob a orientagio da Dra. Inés Loureiro, e com a
colaboragao de toda a sua equipa.

O presente relatorio visa a avaliagao deste processo formativo, permitido pelas longas
horas de estagio. Assim, € imperativo uma analise sistematica, levada a cabo por uma
ferramenta ja popularmente conhecida, a Andlise SWOT. Esta analise sedimenta quais os
meus pontos fortes e fracos (analise interna) na performance desempenhada e que

favoreceram, portanto, a aquisi¢cao de know-how, e quais as oportunidades e ameagas que



decorreram da realizagao deste estagio (andlise externa), independentes do ambito

pessoal.

2. Farmacia da Mata Real
A Farmacia da Mata Real (FMR) localiza-se em Pacos de Ferreira, e tem como

proprietaria indissociada da diregao Técnica, a Doutora Inés da Costa e Silva Loureiro.

No que concerne a sua localizagao é privilegiada, rodeada por uma zona habitacional e
comercial, nomeadamente, uma clinica veterinaria e dentista.

O horirio de atendimento é das 9h as 19:30h, de segunda a sexta e das 9h as 13h ao
sabado. Nos dias pré-estabelecidos pela Administragao Regional de Saude do Norte (ARSN)
a farmacia encontra-se em servigo permanente, e, neste caso, as portas encontram-se abertas
até as 23h, hora a partir da qual o atendimento passa a ser feito por um postigo de
atendimento, até as 9h do dia seguinte.

Esta farmacia prima pela fidelizagao dos utentes, tendo ja um leque alargado de utentes
habituais. Além da dispensa dos medicamentos, esta nos objetivos desta entidade, a constante
intervencao farmacéutica que visa, em lugar de honra, a seguranca do doente.

As atividades que desenvolvi neste estigio consagram-se na aquisicao da postura em
contexto profissional, desde a gestao em back office até ao atendimento e aconselhamento em
balcao, podendo as mesmas ser enumeradas da seguinte forma: introdugao do dia-a-dia de
uma Farmacia Comunitaria; elaboracao, rececio e conferéncia das encomendas; arrumagao
dos medicamentos e outros produtos de saude segundo a regra FEFO (First Expire — First
Out); participagao no controlo do prazo de validade dos medicamentos e produtos de salde;
medicdo dos parametros bioquimicos; preparacio de medicamentos manipulados;
atendimento ao balcao, participando do aviamento de receitas médicas mas também na
prestagio de servicos como a indicagdo farmacéutica para resolugio de casos minor;
observagao e participagao dos processos de registo de entradas e saidas de medicamentos
Psicotrépicos e Estupefacientes e ainda observagao e participagao do processo de conferéncia

do receituario e respetiva faturagao as entidades.

3. Analise SWOT
A andlise de SWOT (Tabela 1) é uma ferramenta de gestao, que permite indagar acerca

de fatores internos (Pontos Fortes e Pontos Fracos) e externos (Oportunidades e Ameagas)
que sao preponderantes e influenciam quer o delineamento estratégico, quer a tomada de
decisdes.

Inicialmente, esta abordagem foi desenvolvida para as empresas/indistrias, como elemento
chave na gestao, permitindo de forma simples e concisa um posicionamento estratégico,
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auferindo vantagens competitivas e cultivando uma visao de melhoria continua, no entanto,
rapidamente, se popularizou nas mais diversas vertentes, sendo muito Util também a nivel
pessoal/educacional, como uma perspetiva de auto-avaliagao, permitindo um melhor proveito
dos talentos, corrigindo eventuais fraquezas e nao perdendo de vista quer as oportunidades
que possam potenciar a carreira/desenvolvimento pessoal, quer aquilo que pode atrapalhar.
[718]

O presente relatorio € uma versao da analise SWOT pessoal (Tabela 2), servindo o
presente como objeto de avaliagao do resultado do estagio desenvolvido, sinalizando os
aspetos mais relevantes que favoreceram ou dificultaram a aprendizagem. Em simultaneo,
efetua-se a distingao entre as dimensoes de ordem pessoal e individual (Andlise Interna) e as
dimensoes correlacionadas com a organizagao, dinamica funcional do departamento,
perfil/caracteristicas da orientadora, entre outros (Andlise Externa)."”’

Tabela | Exemplificacdo da Andlise SWOT pessoal a desenvolver

Favorecedores (da Dificultadores
aprendizagem ) (da aprendizagem)
Analise Interna (ambito pessoal) Forgas (Strenghts) Fraquezas (weaknesses)
S w
Analise Externa (ambito organizacional) | Oportunidades (opportunities) Ameacas (Threats)
o T

3.1Analise Interna
A andlise interna reporta as dimensoes de ordem pessoal e individual, que podem favorecer

ou fragilizar determinados eventos, neste caso, o desenvolvimento do estagio.

3.1.1 Pontos Fortes
A nivel pessoal, os pontos fortes, e, portanto, favorecedores da aprendizagem no desenvolver

do estagio curricular foram os seguintes:

- Formagao superior em unidades curriculares como Farmacologia, Fisiopatologia, Intervengao
Farmacéutica, Organizagio e Gestao Farmacéutica, bem como a opcional de
Acompanhamento Farmacoterapéutico em Cuidados de Salide Primarios, visto que sao um
suporte imprescindivel para a conclusao das tarefas e desafios didrios da farmacia, desde o
funcionamento em back office, onde a Organizagao e Gestao Farmacéutica impacta bastante,
como por exemplo, as técnicas de gestio/arrumagao (“First Expire, First Out” [') até ao
atendimento em balcao, onde os conhecimentos farmacologicos aliados a capacidade de

resolugao clinica de situagdes minor sao valéncias de destaque;



- Capacidade de trabalho em equipa e em ambiente aberto, o que é fundamental para a
manutengao da dindmica e a minimizagao do constrangimento numa equipa ja formada, vendo,

em conjunto, o “golo” da seguranga do doente;

- Capacidade de organizagao e gestao seja documental ou de espago fisico, o que surge como
imperativo em tarefas como a gestao de encomendas, de faturas, guias de remessa, notas de
crédito, registo de entradas de benzodiazepinas/psicotrépicos, devolugoes, arrumagao dos
medicamentos e produtos de saide em gavetas deslizantes por ordem alfabética, dosagem e

apresentagao;

-Motivagao e empenho, o que é caracteristico do primeiro contato em contexto profissional,
principalmente, no que concerne a patenteagao do farmacéutico como agente de salde

publica, primando por uma intervengao farmacéutica notada e com rigor.

3.1.2 Pontos fracos
Relativamente a andlise interna, os pontos fracos que prejudicaram a fluidez do estagio

curricular, mas que serviram como catalisadores de oportunidades de melhoria continua

foram:

- Dificuldade inicial de associagdo de nomes comerciais com os principios ativos, bem como a

multiplicidade de apresentagoes existentes de um mesmo produto;

- Lacunas na formagao académica. Apesar da multiplicidade de assuntos abordados nas
inimeras unidades curriculares frequentadas, areas como a dermocosmética e as preparagoes
de uso veterinario, nao conseguiram transpor os conceitos teoricos para a realidade da
farmacia comunitaria, o que pode ter limitado a minha atuagao/conselho farmacéutico, numa
das areas com maior espago de manobra para a intervengao farmacéutica e que constituem
uma maior fonte rentabilidade num espagco comercial ao qual se tem vindo a impor a
necessidade da aposta nos produtos de consumer health care para suportar as descidas de prego

e de margens dos MSRM;

- Dificuldade inicial no que concerne a faturagao a entidades diferentes do SNS (Anexo /),
devido ao procedimento especial que é exigido. Existe uma panoplia de entidades envolvidas
na comparticipagao dos medicamentos, no entanto, a entidade major trata-se do Sistema
Nacional de Saude (SNS) e dos seus subsistemas. Outras entidades comparticipadoras sao a
CGD (Caixa Geral de Depositos) e, ainda, outros subsistemas que atuam em
complementaridade com o SNS. Além disto, preconiza-se ainda a existéncia de uma série de

diplomas que regem as comparticipagoes especiais no receituario relativamente a



medicamentos especificos no tratamento de determinadas patologias. Nestes casos, os
prescritores tém que enunciar a Portaria ou Despacho na receita médica para que o utente
tenha uma percentagem de comparticipagao superior a referente ao sistema de saude do qual
é beneficiario (Anexo 2). E, portanto, necessario obedecer a determinadas regras sob pena de

devolucao do receituario.
- Dificuldade inicial na interpretagao (caligrafia) de receitas manuais;
3.2 Anilise Externa
A andlise externa reporta as dimensoes externas correlacionadas com a organizagao, dindmica

funcional do departamento, perfil/caracteristicas da orientadora, bem como as tarefas

desenvolvidas.

3.2.1 Oportunidades
Relativamente, ao ambiente externo, as oportunidades que surgiram, independentemente, da

minha performance, e que se encaixam em aspetos positivos e favorecedores de aprendizagem

seja ela pratica ou tedrica, sao:

- Oportunidade de atuagao em contexto profissional, no dia-a-dia de uma farmacia, sujeita aos
desafios e responsabilidades inerentes ao exercicio profissional, o que resulta na acumulagao
de experiéncia, novos conhecimentos e/ou consolida¢ao de outros, bem como o contato com
outros profissionais (farmacéuticos, técnicos, ajudantes de farmacia e delegados de informagao
médica), que prontamente se dispoem a auxiliar na resolugao dos desafios e aprendizagens
didrias. Assim se patenteia a importancia da comunicagao e do desenvolvimento desta soft skill

em prol de uma postura capaz de integrar numa equipa;

- Contato com o SIFARMA 2000®, um software informético farmacéutico [''! que confere
inUmeras vantagens (Anexo 3), logo precocemente, na valorizagao do utente, que deve ser o
foco desde o inicio de qualquer atendimento. Assim, esta ferramenta possibilita a gestao de
utentes através da criagao de uma ficha para posterior seguimento farmacoterapéutico, o que
segundo o Manual Sifarma 2000 (2010) permite uma prestagao de servigos individualizada. Este
upgrade responde a necessidade de encarar o farmacéutico como agente de salde publica e
nao meramente especialista do medicamento, contribuindo para a diferenciagao da farmacia.
Além disto, este software permite a gestao de encomendas e de stock, controlo dos prazos
de validade, fecho do dia e da caixa, fecho e faturacdo para os diversos organismos de

comparticipacgao, gestao de devolugdes e consulta da informagao técnica do medicamento;

- Desenvolvimento da vertente humana e social, com aumento da capacidade de lidar com

diferentes tipos de doentes/utentes, o que se torna uma soft skill importante, nomeadamente,
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no atendimento ao publico, clientes, fornecedores, entre outros. Isto contribui para um

aumento da fluéncia e confianga na comunicagao com uma multiplicidade de actores;

- Oportunidade de preparagao de manipulados (Anexo 4), nomeadamente, suspensao oral de
trimetropim a |%; solugao alcodlica 60° de acido borico a saturagao e solugio de
propilenoglicol (50%/50%) o que permite uma aquisi¢ao de pratica na manipulagao, aplicagao
de conhecimentos de galénica e tecnologia farmacéutica, bem como ver o outro lado da
farmacia de oficina, onde se preparam férmulas magistrais ou oficinais que colmatam as lacunas
das especialidades existentes e adequam para o doente em causa. Mediante a preparagao sao
responsabilidades do farmacéutico verificar a qualidade da preparagao, “observando para
efeito as boas praticas” e ainda a seguranga, nomeadamente no que concerne a dose,

substancias ativas e interacdes. ['?

- Formagoes de dermocosmeética, que me permitiram colmatar algumas das fragilidades nesta
area de atuagao (ex: Formagoes da Piérre-Fabre, Formagoes da OmegaPharma (Anexo 5) e
da Bioderma), bem como o resultado de uma parceria da FMR, com uma clinica de estética e
bem-estar, me permitiu aprender mais sobre estética e cosmética, a ainda da sinergia do

procedimento estético mecanico com os produtos de saude disponibilizados na farmacia;

-Oportunidade de acompanhar rastreios de nutricao e audi¢gao, como ag¢oes de promog¢ao

gratuitas que a FMR disponibiliza, o que instigou novo conhecimento.

3.2.2 Ameacgas
Quanto as ameagas, ou seja, fatores negativos despoletados, independentemente, da minha

performance e que podem resultar em desvantagens, futuramente, devo mencionar os

seguintes:

- Aquisicao de vicios de trabalho, nomeadamente, no que concerne a metodologia e ritmo de
trabalho, o que pode impactar negativamente num ambiente de trabalho distinto, por exemplo,
com outra metodologia de organizacio. E de notar, que a FMR rege-se pela mesma organizagio
e delegacao de tarefas desde o seu inicio, o que, de alguma forma, pode conferir uma
desvantagem em relagao a locais de trabalho com outros métodos mais recentes e voltados
para a rentabilidade como o Método de Kaizen!'”], que se apoia na filosofia base do ciclo PDCA
(Plan, Do, Check e Act) que visa a melhoria continua, o que percebemos pela decomposigao da
palavra: KAl= mudar e ZEN= melhor. Uma farmacia que aposte neste espirito de qualidade,
prepara os seus formandos para um pensamento critico, metddico e estratégico na resolugao
de desafios. Assim, desenvolvem skills muito valorizadas num mercado altamente competitivo;

(Anexo 6)



- Contato, unicamente, com o Sifarma 2000 e com as facilidades/utilidades que ele comporta,

o que pode cultivar uma atitude descuramento no que concerne as posologias, indicagoes,

interagcoes, bem como toda a restante informagao cientifica, facil, rapida e comodamente

acessiveis neste software farmacéutico;

- Publico- alvo limitante no que se refere ao espago/tempo de intervengao farmacéutica, pelo

que nao se denota um empoderamento do doente em relagao ao seus cuidados de saude, o

que resulta numa ameaga a aprendizagem, nomeadamente, a capacidade de aconselhamento

farmacéutico. Traduzindo isto, ainda existem utentes que procuram na farmacia um

atendimento rapido, nao valorizando e dispensando qualquer tipo de aconselhamento que o

farmacéutico se disponha a fazer. Esta atitude foi uma ameaga sentida no decorrer do estagio

no que concerne a lapidagao da performance de aconselhamento farmacéutico.

Tabela 2 Andlise SWOT pessoal decorrente do estagio curricular em Farmacia Comunitaria

S

w

-Formagao superior
-Trabalho em equipa e em
ambiente aberto
-Organizagao e gestao
-Motivagao e empenho

-Associagao de nomes comerciais com os principios
ativos, bem como a multiplicidade de apresentagoes
-Lacunas na formagao académica, (ex: dermocosmética,
preparagoes de uso veterinario)

-Dificuldade na faturacao a entidades diferentes do SNS
-Dificuldade inicial na interpretagao (caligrafia) de
receitas manuais

o

T

-Atuacao em contexto
profissional

-SIFARMA 2000

-Vertente humana e social
-Preparagao de manipulados
-Formacgoes de dermocosmética
-Rastreios de nutricao e audicao

-Vicios de trabalho

-Facilidades do SIFARMA 2000 e descuramento de
aspetos importantes na toma de medicamentos
(posologia, interagoes, entre outros)

-Publico- alvo limitante no que se refere ao
espaco/tempo de intervengao farmacéutica

4. Casos Praticos

Uma senhora idosa apresenta-se na farmacia com uma prescrigao eletrénica de acetilcisteina,

exclusivamente. Como em qualquer atendimento, e, porque a intervengao farmacéutica deve

ser notada e consciente, questionei-a sobre a forma da tosse a sua duragao. Perante isto, a

senhora mostrou-se desesperada afirmando ser uma tosse tao seca, que a estava a deixar

com dores musculares na parte superior e que ja tinha sido causa de varios vomitos. Assim,

intrigada questionei-a se tinha comegado a fazer alguma nova medicagao, ao que me

respondeu que “que se recordasse nao”, nao fazendo qualquer associagao. Para confirmar a
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situagao consultei a ficha do doente, quando averiguei que no més passado tinha levado, pela
primeira vez, uma embalagem de Perindopril para controlo da tensao arterial, descobrindo
assim a causa para a tosse seca persistente. Apresentando-lhe a embalagem do anti-
hipertensor, a senhora recordou-se, que efetivamente, tinha comegado esse medicamento,
e por esforco de memoria conseguiu, assim, associar o aparecimento da tosse. Expliquei-lhe,
que o grupo deste medicamento, um inibidor de enzima conversora da angiotensina tem
como principal efeito secundario a tosse seca e que para resolver a sua situagao deveria ir
ao médico, relatar-lhe o sucedido e pedir-lhe para lhe trocar o anti-hipertensor. Assim, desta
forma, a senhora ficou aliviada, pois, pensou que se trataria de uma situagao clinica grave,
pelo facto de nao cessar a tosse.

Uma senhora apresenta-se na farmacia com uma guia onde se encontrava manualmente
prescrito: Pevaryl pé®; Pevaryl solugao® e Betadine Espuma®. Assim, comecei por explicar
como deveria proceder no tratamento com o anti-fungico, explicando, ainda, que o Pevaryl
Po® é utilizado para complementar a terapéutica com o Pevaryl Solugao® para pulverizagao,
como tratamento auxiliar e/ou profilatico. Aconselhei a deixar secar antes de cobrir a zona
pulverizada, bem como a utilizar meias de algodao e/ou cal¢ado aberto ou arejado, e na
impossibilidade disto, deve sempre pulverizar também o calgado e a meia durante o
tratamento. No final, questionei-a sobre a necessidade do Betadine Espuma, ao qual a
senhora me referiu destinar-se a inflamacao entre os dedos. Na dispensa, questionei-a se a
pessoa em causa teria problemas de tiroide, ao qual me respondeu prontamente que sim, e
que tinha terminado um tratamento, ha cerca de 2 dias. Assim, desta forma, alertei-a sobre
a interferéncia da iodopovidona, constituinte ativo do Betadine, nos niveis de iodo, por
exposicao prolongada, em zonas de pele fragilizada, onde mais facilmente existe permeagao
e absorgao sistémica. Perante esta explicagao, a senhora disse que nao arriscaria. Assim,
aconselhei Avéne Cicalfate Logao Secante Reparadora que com propriedades
antibacterianas, cicatrizantes e secantes, evita a transpiragao, minimizando a condigao
intertrigem, inflamagao resultante da friccao, calor e humidade entre pregas da pele, por

exemplo.



5. Consideracoées finais

Terminado o estagio curricular em farmacia comunitaria recordo um caminho
enriquecedor que se evidencia nao s6 na oportunidade de aplicagio dos conhecimentos
tedricos aprendidos ao longo do MICF como, mais importante que isso, na aquisi¢ao de novos
conhecimentos que resultam, unica e exclusivamente, da pratica farmacéutica, bem como a
lapidagao da postura em contexto profissional.

De maneira geral, foi uma superagao diaria: desde a aquisicao de método de trabalho,
a inclusao na equipa de trabalho, a demonstragio de confianga no aconselhamento
farmacéutico, a capacidade de lidar com diferentes tipos de pessoas com diferentes tipos de
reconhecimento pela figura do farmacéutico, entre outros.

Com o desenrolar do estagio fui sendo sensibilizada para a figura do farmacéutico
enquanto agente de salde publica, principalmente, numa populagao-alvo com baixo
empowerment sobre os cuidados de salde. Assim, a intervengao farmacéutica contribui,
ativamente, para o uso racional da medicagao, a seguranga e a qualidade de vida do doente,
bem como ainda se traduz, financeiramente, numa poupanga ao Estado, no que se refere a
hospitalizagoes, segundas consultas e nova medicagao comparticipada. De forma pratica, o
principal objetivo da comunitaria é a cedéncia dos medicamentos nas condi¢coes que
minimizem os riscos associados ao seu uso, ou seja, a reducao da elevada morbimortalidade
associada aos medicamentos. !'*"" Efetivamente, para alcancar o descrito, anteriormente, é
imperativo uma atualizagao técnico-cientifica constante. Para mim, esta consciencializagao
pratica, mediante os desafios e preocupagdes diarias enquanto profissional de sadde, agiu
como catalisadora de uma motivagao extra no que concerne a aprender e saber mais, para
poder aconselhar e cuidar melhor.

A realizagao de uma andlise sistematica é fundamental como objeto de avaliagao. A
avaliacio é motor de consolidacio e de melhoria continua. Com a consciéncia dos meus
pontos fortes e das minhas dificuldades intrinsecas, bem como das oportunidades geradas, a
par ainda das ameagas que se podem despoletar, apresento-me apta a usufruir melhor de um
segundo contato profissional, caminhando no sentido de a cada experiéncia me melhorar

enquanto farmacéutica.
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ANEXOS

Anexo | Organismos de Faturagao.

Codigo Organismo Organismo de Faturacao
ol S.N.S — Regime Geral

48 S.N.S — Pensionistas

45 S.N.S - Diplomas

49 S.N.S — Pensionistas Diplomas
47 S.N.S — Manipulados

41 S.N.S — Doengas profissionais

Inseridos no | 4
Sistema 46
Nacional de ' ¢7

S.N.S - Paramiloidose
S.N.S — Trabalhadores Migrantes
S.N.S — Lupus/hemofilia/lhemoglobinopatias

Saude DS S.N.S — Diabetes
DE S.N.S- Camaras Expansoras
DO S.N.S — Ostomia
LA S.N.S- Pensionistas Ind. Lanificios
RI Caixa Geral de Depositos- SNS
R2 CGD - SNS Diplomas
R3 CGD — Pensionistas
FM Fidelidade — Companhia de seguros SA
S| Generali — Seguro
Outros LS Liberty Seguros SA
AA SAVIDA - SNS
AC SAVIDA - SNS Pensionista

Anexo 2 Comparticipagao Especial através de Portarias e Despachos para patologias
especificas

Legislacao Indicacdo Terapéutica Comparticipacao especial
Despacho 21094/1999 | Psicose maniaco-depressiva | 100% no carbonato de litio
quando prescrito por
neurologista ou psiquiatra

Portaria 141/2017 Artrite Reumatdide, AU, 100% em metotrexato e
AP leflunomida quando prescrito
por reumatologista ou medicina
interna
Despacho 1234/2007 | Doenga inflamatoria 90 % em todos os
intestinal medicamentos presentes na lista

em anexo ao Despacho
1234/2007 de 29 de dezembro
de 2006 quando prescritos por

especialista
Portaria 329/2016 Dor Cronica 90% dos medicamentos listados
em anexo a Portaria 329/2016
Portaria 331/2016 Dor oncologica 90% dos medicamentos listados

no anexo a Portaria 331/2016




Despacho 10910/2009 | Infertilidade 69% em todos os medicamentos
referidos na lista em anexo ao
Despacho 10910/2009 de 23 de
abril

Lei 6/2010 Psoriase 90% em todos os medicamentos
da psoriase listados na lei
6/2010, de 7 de maio
Despacho 13020/2011 | Doenga de Alzheimer 37% nos medicamentos
referidos no anexo a despacho
13020/201 | de 20 de setembro
Despacho 5635- Ictiose 90% nos medicamentos listados
A/2014 neste despacho quando
prescritos por dermatologista

Anexo 3 Lista de algumas potencialidades do software instalado na FMR com as quais
contatei.

POTENCIALIDADES DO SIFARMA 2000 \

Atendimento com e sem comparticipagao

Informacao cientifica dos medicamentos

Geragao de encomendas, aprovagao e envio aos fornecedores
Rececao de encomendas

Gestao de stocks

Organizagao da faturagao nos respetivos lotes de trinta receitas
Gestao de prazos de validade

Recolha de quebras

Criagao da ficha do cliente em acompanhamento farmacoterapéutico




Anexo 4 Ficha de Preparagao do Manipulado

Manipulado: Suspensao Oral de Trimetropim a 1%




Anexo 5

Formagao Omega Pharma- VITERRA




Anexo 6

Metodologia KAIZEN, retirado de https://pt.kaizen.com/home.html em 01/07/17

75 £

o =7 =
KAI ZEN
MUDAR MELHOR MELHORIA

CONTINUA

Todas as Pessoas !
Todos os Djas !
Em todas as Areas !


https://pt.kaizen.com/home.html

PARTE lI: Relatorio de Estagio em Indistria Farmacéutica



Lista de Abreviaturas

MICF

AIM
INFARMED |.P
RCM

Fi

e-CTD

CESP

PAR

NTA

CTD

QRD template
EEE

AR

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Autorizacao de Introdugcao no Mercado

Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude I.P.

Resumo das Caracteristicas do Medicamento
Folheto Informativo

Electronic Common Technical Document
Common European Submission Portal

Public Assessment Report

Notice to Applicants

Common Technical Document

Quality Review of Documents template
Espaco Economico Europeu

Assuntos Regulamentares
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I. Introducio

A industria farmacéutica €, em si, uma das mais complexas organiza¢oes, complexidade
esta que ao longo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) fomentou uma
enorme vontade de integrar neste mundo.

A atividade farmacéutica é fortemente regulada e é precisamente a partir do ponto de
vista regulamentar “através de cartas, régias, normas, regulamentos e publicacao de leis e
decretos” "' que o Estado determina a sua tutela sob a profissio farmacéutica e a cadeia do
medicamento. Temos como exemplo disto, o acto farmacéutico legislado no Decreto-Lei
n°288/200.

Assim, surgiu o interesse de desenvolver uma “inteligéncia regulamentar”, visto que o
setor dos medicamentos e produtos de saude é mais globalizado que nunca e a par disto o
ambiente regulamentar é mais apertado que nunca, exigindo um conjunto especial de
competéncias, que consigam responder a desafios em todas as fases do ciclo de vida do
medicamentoPl,

Estrategicamente, nao se trata apenas de desenvolver as competéncias técnicas
inerentes ao exercicio regulamentar, mas também outras competéncias que, em qualquer
outro exercicio profissional, serao sempre uma mais valia, tais como: a visao estratégica quer
do ponto de vista comercial, como negocial, como do desenvolvimento do produto; a
habilidade de pesquisa e selegao de informagao; a leitura/interpretagao de forma critica; a
capacidade de trabalho em equipa e em espago aberto; a organizagao indissociada da gestao
documental; tudo isto em paralelo com a melhoria na vertente da comunicagao e competéncia
nas linguas estrangeiras, visto que o departamento de Assuntos Regulamentares interage com
uma multiplicidade de atores, desde internos a externos, nacionais a internacionais.

Assim, integrar o departamento de Assuntos Regulamentares da Bluepharma Industria
Farmacéutica, S.A. foi uma experiéncia enriquecedora, tal como expectava, onde orientada
pela Dra. Catarina Madanélo consolidei conhecimentos, mas adquiri muitos outros, que me
acompanharao no meu percurso profissional.

O presente relatério visa avaliar este estagio curricular, considerando que a avaliagao
€ o culminar de todo e qualquer processo formativo e ferramenta de consolidagao das
competéncias auferidas em contexto pratico. Deste modo é imperativo o recurso a uma
metodologia estruturada e sistematica, como a Analise SWOT (Strengths; Weaknesses;

Opportunities; Threats).
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2. Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A

A Bluepharma é uma empresa farmacéutica, fundada em 2001, em Coimbra. Surgiu no
contexto de uma oportunidade de negodcio, respetivamente na compra de uma unidade
industrial pertencente a multinacional Bayer, por um grupo de profissionais do ramo
farmacéutico. !

A sua atividade engloba: produgao de medicamentos proprios e para terceiros;
investigacao, desenvolvimento e registo de medicamentos e ainda comercializacdo de
medicamentos genéricos, através da Bluepharma Genéricos — Comércio de Medicamentos,
S.AP

Esta € uma empresa que se rege estrategicamente por uma visao de investir para
inovar: inovar para internacionalizar, apostando nas parcerias e nao descurando o foco da
qualidade. E assim aufere um destaque nao sé nacional, como também nos mercados
internacionais mais rigorosos.

A Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A contribui, ativa e positivamente, do ponto

de vista econdmico, bem como na melhoria da acessibilidade aos produtos de saude, para a

realidade portuguesa.
2.1 Departamento de Assuntos Regulamentares e Farmacovigilancia

A Bluepharma Industria Farmacéutica apresenta-se dotada de uma equipa de gestao
competente, sendo dividida por departamentos. O departamento no qual desenvolvi tarefas
denomina-se: Assuntos Regulamentares e Farmacovigilancia.

O principal foco dos Assuntos Regulamentares reporta-se a viabilizagao da colocagao
de um medicamento no Mercado, bem como a sua manutengao, independentemente do
territorio. Para tal, é necessario que determinada Autoridade Competente conceda uma
autorizagao, a Autorizagao de Introdugao no Mercado (AIM), no caso de territorios EEE. Além
disto, preconiza-se ainda que todas as modificagoes que o medicamento sofra ao longo do seu
ciclo de vida sejam notificadas e autorizadas por essa mesma entidade reguladora, sempre que
aplicavel.”l

De acordo com o estabelecido pelo Procedimento Operativo Padriao interno da
Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A, sao responsabilidades deste departamento as
seguintes atividades:

* Submissao e gestao de pedidos regulamentares as autoridades, sejam estes:

-Pedidos de AIM;®! Alteracdes aos termos da AIM; Renovacdes da AIM; Extensdes da AlM;

Transferéncias de AIM.
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E da sua responsabilidade, na sequéncia dos pontos anteriores, a elaboracio de seccdes
de AIM aplicaveis, o que implica uma conciliagao da informagao recebida pelo departamento
do Desenvolvimento Analitico e Galénico, com aquilo que esta predeterminado nas guidelines,
a par do know-how do profissional que tem espirito critico para decidir sobre que informagoes
sao necessarias e quais sao adicionais, tendo em vista, o minimo comprometimento do titular,
nao descurando as exigéncias da qualidade farmacéutica. Continuam fungoes dos AR: a
resposta a pedidos de elementos das Autoridades Competentes, bem como a gestao de
compromissos assumidos com esta.

Vale sempre lembrar que todas as atividades de suporte a comercializagao de
medicamentos, como, por exemplo, a farmacovigilancia e o servigo cientifico no ambito da
resposta a pedidos de informagao, por parte de doentes e dos profissionais de salude, bem
como as revisoes dos textos aprovados de determinado medicamento (Resumo das
Caracteristicas do Medicamento, Folheto Informativo, Rotulagem); pedido de prego e
comparticipagao, comunica¢ao de inicio ou fim de comercializagao sao do dominio deste
departamento.

Na pratica, de modo a suportar as atividades desenvolvidas pela Bluepharma Industria
S.A é imperativo nao descurar o suporte administrativo e regulamentar como o pedido de
certificados oficiais, declaragoes de organismos oficiais e o licenciamento de instalagoes de
fabrico ou distribuicao, o que obriga um conhecimento profundo no que concerne a legislagao
e normas em vigor, para saber: como, quando e o qué se deve solicitar no ambito de
determinada linha de acao.

Além do descrito anteriormente, € tarefa dos assuntos regulamentares a definicao da
estratégia regulamentar, quer do ponto de vista comercial, negocial ou até mesmo do
desenvolvimento do produto, garantindo que todas as exigéncias regulamentares se cumprem.
E ainda importante, a gestio de tempo e recursos e a gestio do impacto que as seccdes de
AIM tém em toda a fabrica, a titulo de exemplo, na documentagao suporte a Produgao, como
os registos de fabrico. Assim, patenteia-se a importancia do conhecimento da legislagao
aplicavel e normas orientadoras que tém impacto na atividade empresarial, o que exige uma
grande demanda de recursos, fruto da constante atualizagao e modernizagao do setor

farmacéutico. (Anexo 7)

3. Anailise SWOT

A anidlise de SWOT é uma ferramenta de gestao, que permite indagar acerca de fatores
internos (Pontos Fortes e Pontos Fracos) e externos (Oportunidades e Ameagas) que sao
preponderantes e influenciam quer o delineamento estratégico, quer a tomada de decises.”

23



Inicialmente, esta abordagem foi desenvolvida para as empresas/industrias, como elemento
chave na gestao, permitindo de forma simples e concisa um posicionamento estratégico,
auferindo vantagens competitivas e cultivando uma visao de melhoria continua, no entanto,
rapidamente se popularizou nas mais diversas vertentes, sendo muito Util também a nivel
pessoal/educacional, como uma perspetiva de auto-avaliagao, permitindo um melhor proveito
dos talentos, corrigindo eventuais fraquezas e nao perdendo de vista quer as oportunidades
que possam potenciar a carreira/desenvolvimento pessoal, quer aquilo que pode atrapalhar.
[rogr]

O presente relatério € uma versao da andlise SWOT pessoal (Tabela 3), servindo o
presente como objeto de avaliagao do resultado do estagio desenvolvido, sinalizando os
aspetos mais relevantes que favoreceram ou dificultaram a aprendizagem. Em simultaneo,
efetua-se a distingao entre as dimensoes de ordem pessoal e individual (Andlise Interna) e as
dimensoes correlacionadas com a organizagao, dinamica funcional do departamento,

perfil/caracteristicas da orientadora, entre outros (Andlise Externa).['”

Tabela 3 Modelo de Analise Swot

Favorecedores (da Dificultadores
aprendizagem ) (da aprendizagem)
Analise Interna (ambito pessoal) Forgas (Strenghts) Fraquezas (weaknesses)
S w
Analise Externa (ambito organizacional) | Oportunidades (opportunities) Ameacas (Threats)
o T

3.1 Analise Interna
A andlise interna reporta as dimensoes de ordem pessoal e individual, que podem favorecer

ou fragilizar determinados eventos, neste caso, o desenvolvimento do estagio.

3.1.1 Pontos Fortes
No ambito pessoal, os pontos fortes, e, portanto, favorecedores da aprendizagem durante o

decorrer do meu estagio curricular no Departamento de Assuntos Regulamentares, sao:

- Formagao superior, com unidades curriculares que me valeram de suporte na integragao
neste departamento, tais como: Assuntos Regulamentares, Deontologia e Legislagao
Farmacéutica, Garantia e Gestao da Qualidade, bem como as Tecnologias Farmacéuticas;

- Enorme interesse e motivagao na area de estratégia regulamentar e nos procedimentos
de insergao e manutengao de medicamentos no mercado, que agiram como catalisadores
de empenho em cada tarefa, tendo sempre como motivagao para cada tarefa o
conhecimento que iria adquirir;
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- Facilidade na lingua inglesa, o que é fundamental na leitura da legislagao, de normas
orientadoras, da consulta das paginas na internet das diferentes agéncias regulamentares,
na producao escrita de documentos, no preenchimento de formularios, entre outras
tarefas que demandam a lingua estrangeira;

- Capacidade e gosto pelo trabalho em equipa é outra caracteristica pessoal que foi
favorecedora no desenvolvimento do estagio, visto que trabalhar em open-space, num
departamento, exige uma capacidade de comunicagao e metodologia de trabalho voltada
para o trabalho em equipa;

- Capacidade de pesquisa cientifica para responder a questoes despoletadas no decorrer
de tarefas, que precisam de ser respondidas com o maior rigor e qualidade possivel;

- Capacidade de gestao e organizagao documental, visto que a quantidade de documentagao

com que se lida neste departamento é enorme.

3.1.2 Pontos Fracos
Ainda no ambito pessoal, alguns fatores dificultadores da aprendizagem e, que portanto, sao

aspetos a gerir e melhorar sao:

- Pouca/nenhuma experiéncia profissional;

- Lacunas em alguns conhecimentos nao abordados ao longo do curso, nomeadamente, no
que concerne ao ponto de vista negocial, comercial bem como estratégia e capacidade de
projetar e desenvolver negocio através de produtos, como sao os medicamentos;

- Dificuldade em segundas linguas estrangeiras como alemao ou outras, visto que nas
paginas da internet das diferentes entidades regulamentares, os requisitos nacionais,
encontram-se na lingua oficial do pais, acabando por ser uma tarefa mais demorada, visto
a necessidade constante de traducao das informagoes e legislagao aplicavel nesse pais,
para a lingua inglesa;

- Pouca experiéncia em comunicagao formal na lingua inglesa.

3.2 Analise Externa
A andlise externa reporta as dimensoes externas correlacionadas com a organizagao, dinamica

funcional do departamento, perfil/caracteristicas da orientadora, bem como as tarefas

desenvolvidas.

3.2.1 Oportunidades
Quanto as oportunidades e aprendizagens que o departamento de Assuntos Regulamentares

me proporcionou, independentes da minha performance e que preconizam, portanto, a analise

externa, destacam-se:
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Desenvolvimento da minha capacidade de trabalho e atuagao em contexto profissional,
nomeadamente, em contexto de uma Organizagao complexa como ¢ o caso da Industria
Farmacéutica, na area regulamentar, principalmente na vertente da manutengao pos-
AlM;

Oportunidade de melhoria na qualidade da comunicagao formal em lingua inglesa,
principalmente via-email, pelo estabelecimento de comunicagado com entidades de
diferentes paises da Europa, como meio para recolha de requisitos regulamentares
nacionais de cada pais, bem como da prépria lingua inglesa devido a leitura de inumeros
documentos, legislagao, normas orientadoras entre outros;

Desenvolvimento de uma visao orientada para o detalhe devido a algumas tarefas
realizadas, entre as quais revisao dos textos aprovados pela entidade regulamentar,
INFARMED, IP, como o folheto informativo ou rotulagem, bem como no
estabelecimento da histéria de alteragdes do produto, que implica atengao e
desdobramento de imensa informacao contida nas comunicagoes internas e externas
para tragar uma ordem cronolégica, nunca descurando do espirito critico na ordenagao
da histéria do produto;

Aprimorar a capacidade de trabalho em equipa bem como usufruir das vantagens de
estar inserida numa equipa, no que concerne a captagao de conhecimentos distintos,
metodologias de trabalho, bem como presenciar a comunicagao intra e extra-
departamento;

Desenvolvimento da capacidade de priorizar as tarefas de acordo com o grau de urgéncia
e importancia, estimulada pelo facto de ter realizado, em simultaneo, tarefas distintas;
Oportunidade de aceder de modo facilitado a redes de informagao e plataformas, que
fora de uma industria farmacéutica nao teria acesso e como tal, nao desenvolveria
capacidade de manuseio, tais como a plataforma do INFARMED, |.P para submissao de
alteragoes aos termos da AIM e ainda renovagoes (SMUH-ALTER), o portal europeu
de submissao (CESP), ou ainda uma ferramenta de gestao do dossier comum técnico de
forma eletronica, eCTD; (ver Anexo 9 e Anexo 10)

Oportunidade de contatar com exigéncias regulamentares de outros paises (ex:
Renovagoes de Registo por Reconhecimento em Mogambique), desenvolver capacidade
de estratégia, nomeadamente, a nivel das formas de submissao, os tempos de submissao,
entre outros, visando a seguran¢a do doente, como primeira preocupagao, mas nao

esquecendo a minimizagao de custos para a Organizagao.
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3.2.2 Ameacgas

Continuando a andlise a nivel externo, as ameagas despoletadas pela realizagao do estagio

curricular, portanto, fatores que nao estao diretamente no meu controlo e que podem,

futuramente, impactar de forma negativa, sao:

- Aquisicao de vicios de trabalho, nomeadamente, no concerne na forma de desenvolver

as tarefas, ritmo de trabalho, maneira de contatar os colaboradores, gestaio documental

e do fluxo de informagao;

- Moldar a minha visao da industria farmacéutica segundo o que aprendi na Bluepharma

Industria Farmacéutica, S.A e o contexto desta;

- Contatei, maioritariamente, com bases legais de genéricos, hibridos e de uso bem

estabelecido, permanecendo com lacunas no que se relaciona a desenvolvimento de

projetos e inovadores, o que pode limitar a minha atuagao a nivel regulamentar.

Assim sendo, de forma geral, a construgao da minha analise SWOT pessoal apos a realizagao

deste estagio repercute-se na seguinte Tabela 4:

Tabela 4: Analise SWOT pessoal decorrente do estagio curricular em Assuntos Regulamentares, em IndUstria

Farmacéutica (Bluepharma Inddstria Farmacéutica, S.A)

S w
- Formagao superior; -Nenhuma experiéncia profissional;
- Motivagao na area; - Dificuldade em segundas linguas (excetuando
- Lingua inglesa; o inglés e espanhol);
- Pesquisa Cientifica; -Pouca experiéncia na escrita e comunicagio
- Trabalho em equipa; oral formais em lingua inglesa.
-Gestao documental. - Lacunas na area negocial, comercial e de
desenvolvimento estratégico;
o T

- Inicio da atuagao em contexto profissional em
ambiente da industria;

- Melhoria da lingua inglesa e pratica em
comunicagoes no ambiente de trabalho (via e-
mail, principalmente);

- Construcao de uma otica orientada para o
detalhe;

- Melhoria da capacidade de trabalho em equipa e
em ambiente aberto;

- Desenvolvimento da aptidao de priorizagao de
tarefas;

- Acesso a plataformas/ferramentas como SMUH-
ALTER; CESP; EDQM; eCTD.

- Aquisicao de vicios de trabalho;

- Molde da visao da Industria segundo o que
retirei da Bluepharma Industria Farmacéutica
S.A;

- Contato, maioritariamente, com bases legais
de processos resumidos, como genéricos,
hibridos, uso bem estabelecido.
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4. Casos praticos

l. Bridging de Textos

Na sequéncia da submissao da AIM para o medicamento X ha a necessidade de construcao
do CTD (ver Anexo 8), incluindo, textos como o Fl e RCM, que segundo o NTA, sao
componente do moédulo |, respetivamente ao sub-moédulo 1.3. Umas das tarefas que
desenvolvi foi a escrita destes textos segundo o template QRD mais atualizado. Como é
legislado, os Fl sao alvo de um teste de legibilidade, maneira de garantir a compreensao do
utente e, portanto, a sua seguran¢a. No entanto, ¢é aplicavel a possibilidade de se efetuar um
bridging, que se baseia na demonstracao da legibilidade, suportando-se na legibilidade ja
comprovada de um Fl de outro medicamento equivalente, e refletida no relatorio publico de
avaliacio (PAR). "

Desta tarefa agreguei conhecimento regulamentar, nomeadamente, no que concerne
aos ensaios de legibilidade e a possibilidade de poupar tempo e recursos por comparagao do
texto com o Fl de um medicamento com PAR, bem como desenvolvi uma postura critica na
producao escrita, na interpretagao dos pontos do template QRD. Além disto, tarefa motivou
uma atengao ao detalhe para que toda a informagao transcrita refletisse o demonstrado no
restante dossier de AIM, sob pena de indeferimento ou pedidos de elementos por parte da
autoridade regulamentar, pressao sugestiva do contexto profissional real. A par disto, o
desenvolvimento do relatério para comparagao do contetudo, bem como o layout e disposi¢ao
estética (nem s6 o conteldo ¢ alvo de avaliagao, a propria legibilidade no que concerne ao
tipo e tamanho de letra, bem como formatagao, é também alvo de avaliagao.) do Fl entre o
produto X que pretendemos submeter e o Y (que tem PAR), em lingua inglesa, foi chave para

aprimorar a minha competéncia escrita em inglés.

. Resposta a pedido de elementos por parte do INFARMED, I,P.

Na sequéncia da avaliagio do processo de submissaio da AIM pela entidade
regulamentar houve um pedido de elementos pelo avaliador toxicolégico, a qual foi minha
tarefa responder. Tratava-se da atualizagao da secgao 5.3 do RCM, em que exigiam dados de
toxicidade cronica, reprodutiva e aguda.

Desta tarefa resultou a necessidade de efetuar um delineamento estratégico para
responder a uma questao real, o que ja por si, culmina na constru¢ao de uma desenvoltura
necessaria no contexto profissional. Para proceder com a resposta ao pedido de elementos
foi essencial um estudo do sub-médulo 2.4, do CTD, o relatério nao clinico, pelo que adquiri
conhecimento dos fundamentos/estudos nao clinicos que acompanham uma molécula ativa,

relembrando, uma vez mais, que, em lugar de honra, deve permanecer o doente. Além disto,
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quanto a resposta, propriamente dita, tive oportunidade de trabalhar com plataformas como
o eCTD!"", uma ferramenta de organizagio e gestio do CTD, de forma eletrénica, onde
podemos ter acesso a todos os médulos, secdes e documentos que vigoram; CESP!"®! que é
uma plataforma europeia de submissao as Autoridades Competentes, e, que, portanto,
permite a troca de informagao de forma segura e simples entre titulares e agéncias

reguladoras.

5. Consideracoes finais

Como referido anteriormente, a etapa final de qualquer processo formativo deve ser a
avaliagao, de forma a possibilitar uma consciencializagdo mais proxima da realidade, daquilo
que retemos e nos sera proveitoso, futuramente.

Da realizacdo do meu estagio curricular no Departamento de Assuntos Regulamentares,
na Bluepharma Industria Farmacéutica S.A, trago nao so6 a postura em contexto profissional,
como outras capacidades que potenciarao as minhas competéncias/conhecimentos, em
qualquer que seja o campo de atuagao profissional, que eventualmente, me aguarde.

Assim, a avaliagao global prevé-se extremamente positiva. Foram trés meses onde pude
atuar de forma ativa no mundo profissional, onde tive oportunidade de analisar, intervir em
situagoes concretas, desenvolver e aprimorar carateristicas transversais como o espirito
critico, a capacidade de trabalho em equipa e em ambiente aberto, a atengao ao detalhe, a
organizagao e gestao documental, bem como a lingua estrangeira, entre outras. O desenvolver
deste estagio foi receita para o entendimento do mundo profissional complexo, visto a
industria farmacéutica, ser uma organizagio obrigada a corresponder a exigéncias legais,
regulamentares, negociais e comerciais apertadas, além da percegao que a motivagao e o
espirito inovador sao elementos-chave para singrar nas tarefas a que nos propomos.

O encadeamento de varias matérias abordadas ao longo do curso com a realidade do dia-
a-dia foi extremamente gratificante, potenciado, pelo facto, de trabalhar com profissionais
altamente qualificados e com vastos conhecimentos, que sempre se dispuseram a auxiliar-me.

Posso concluir que, seguramente, as expectativas que havia formado previamente ao
estagio foram ultrapassadas, clarificando que os Assunto Regulamentares sao uma area de
atuagao extremamente importante, onde o Farmacéutico se faz um profissional qualificado,
sendo mais uma vertente que patenteia a competéncia deste profissional, onde primitivamente
esta seguranga do doente e de quem toma o medicamento, visto que todos os eventos
regulamentares sao focados na manutengao da relagao beneficio-risco que assegura essa

segurancga. Apesar disto, e porque € possivel fazer mais com menos, nao se deve descurar a
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estratégia de submissao desses eventos regulamentares, visando também o melhor para a

organizagao.
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Anexos

RA Profession: Integral to the Healthcare Product Lifecycle
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Anexo 7

Os assuntos regulamentares tém como objeto de trabalho o ciclo de vida do medicamento ou
produto de saude, em todas as suas fases. Desde a fase de investigagao e desenvolvimento até
ao servigo pos-mercado, que inclui a manutengao dos trés pilares do medicamento: a eficacia,
a seguranca e a qualidade, tendo varias atividades para a consumagao disto, entre elas: as
alteragoes aos termos da AlIM, bem como a farmacovigilancia. A imagem permite depreender
que se exige muito mais do que a viabilizagado do medicamento no mercado, através da
obtenc¢ao de uma AIM, ha toda uma estratégia pré e pés mercado, bem como a interagao com
uma multiplicidade de atores e interfaces, sejam dentro da propria indUstria, com parceiros
ou com as autoridades competentes. Vale ainda lembrar que toda a estratégia regulamentar,
seja do ponto de vista comercial, negocial, ou até mesmo do desenvolvimento do produto

tém sempre um input AR.
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The CTD Triangle

MOT Part of
the CTD

Inifarrmalion

Module 1

Module 2
The CTD

Clinizal
Summary Summary

Nonchlnical Clinizal
Cluality Study Reports Study Reports

Module 3 Module 4| Module 5

Anexo 8

O Triangulo do CTD.

O Common Technical Document é organizado em cinco médulos. O moédulo | € especifico
de cada regiao, pelo que nao se constitui especificamente do CTD, enquanto que os médulos
2, 3, 4 e 5 pretendem ser comuns para todas as regioes.

O acordo para reunir toda a informagao que sustente a eficacia, seguranca e qualidade num
Unico documento e formato comum veio revolucionar os processos regulatorios, levando a
uma submissao harmonizada que permitiu a implementagao de boas praticas de revisao. Por
outro lado, este facto aboliu a necessidade da industria em reformatar a sua documentacao de

cada vez que pretendia submeter a diferentes autoridades competentes ICH.
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Anexo 9
eCTD-tool

E uma forma de gestio eletrénica do CTD, ou seja, do dossier do medicamento, onde consta
a documentagiao atualizada e que permite efetuar um histérico completo de todas as
submissoes. Esta ferramenta permite submeter documentagao quer nos EUA, como na
Europa.

Este formato eletrénico permite uma leitura muito mais rapida e agilizada, poupa recursos no
que concerne as multiplas impressdes outrora necessarias, bem como permite submissoes
instantaneas obviando o tempo de envio dos documentos, bem como a possibilidade de
extravio, a par disto ha uma minimizacao do espago necessario de arquivo e a possibilidade de
reutilizagao da documentagao. Para as proprias autoridades competentes a revisao e avaliagao
torna-se facilitada, o que reduz o tempo de avaliagao das submissoes contribuindo para a
constante atualizagao do ciclo de vida do medicamento, garantindo sempre, em lugar de honra,

a seguranga do doente.
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Anexo 10

Portal CESP

O portal de submissao CESP é uma plataforma que permite o envio e troca de documentagao

entre titulares e agéncias reguladoras. Os objetivos deste sistema sao: aumentar a seguranga
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destas comunicagoes e permitir que sejam efetuadas num unico local; permitir o envio em

simultaneo para todas as autoridades em questiao; bem como reduzir a carga de submissoes

via CD-ROM ou DVD.
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PARTE III: CRISPR/Cas9 na produgao de modelos de doengas do
cérebro
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Lista de Abreviaturas

DsB Double Strand Break (Quebra da dupla cadeia de DNA)
ZFN Zinc Finger Nuclease (Nuclease Dedo de Zinco)
TALEN Transcription activator-like effector Nuclease

CRISPPR  Clustered Regulated Interspaced Palindromic Repeats

Cas 9 Caspase 9

NHE) Non Homolog End Joining (Uniao das extremidades nao homologa)
HDR Homology Directed Repair

HR Homologous Recombination (Recombinagao Homologa)

InDels Insertions and Deletions

PAM Protospacer Adjacent Motif

pre-crRNA Pre- CRISPR RNA
crRNA CRISPR RNA

tracrRNA  Transactivating CRISPR RNA

NGG N-qualquer nucleétido; G- Guanina

sgRNA Single guide RNA

ESC Embryonic stem cells (Células estaminais embrionarias)

AAV Adeno-associated virus (Virus adenoassociados)

iPSC Induced pluripotent stem cell (Células estaminais pluripotentes induzidas)
SNC Sistema Nervoso Central
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Resumo
Compreender e tratar o cérebro permanece um dos maiores desafios da ciéncia, pelo

que novas ferramentas que possam contribuir para vencer estes desafios constituem uma
importante esperanga.

O advento do sistema CRISPR (Clustered Regulated Interspaced Palindromic Repeats) teve
um enorme impacto nas ciéncias da vida e em particular nas neurociéncias, visto que inlmeras
patologias neuroldgicas resultam de defeitos genéticos. Esta ferramenta de edicao genética
permite quer a corregao, quer a reproducao destes defeitos em modelos de doenga do
cérebro de forma mais expedita e precisa que as técnicas anteriormente disponiveis. Nesta
monografia focamo-nos na utilizagao desta tecnologia para a produgao de modelos de doenga.

O sistema CRISPR/Cas 9 é composto por uma endonuclease (Cas9) guiada por meio
de um RNA de cadeia dupla, CRISPR RNA (crRNA) e um CRISPR RNA transactivador
(tracrRNA), ou alternativamente um unico RNA guia (sgRNA) que complexam com a enzima.
Este complexo é direcionado ao fragmento de DNA-alvo e, apds o emparelhamento, a Cas9
origina a clivagem da cadeia dupla de DNA, no local-alvo. E de notar, que é requisito para a
atividade de nuclease da Cas 9 a existéncia do dominio PAM, um conjunto de trés nucleétidos
altamente conservados, imediatamente a jusante do local de corte. As quebras duplas na cadeia
de DNA (DSBs) podem ser reparadas por dois mecanismos: a uniao das extremidades nao-
homologa (NHEJ) ou por Recombinagao Homologa (HDR). Através destes mecanismos de
reparagao podemos induzir disrup¢ao de genes (knock-out) ou insergao especifica de
segmentos (knock-in). Assim, empregando o sistema CRIPSR/Cas 9 é possivel a geragao, numa
Unica etapa, de modelos celulares e animais, com as mutagoes que pretendemos estudar.

Resumidamente, o processo de investigagao envolve trés passos:

|. Estudos genéticos identificam a mutagao genética, relacionada com a doenga
neurologica;

2. A CRISPR é usada quer para disrupgao ou insergao de mutagoes especificas, nos genes
identificados;

3. Modelos (animais, celulares) da doenga sao estudados com vista a clarificar processos
patologicos, bem como usados na identificagdo de novos farmacos, que permitam
reverter ou bloquear a progressao da doenga.

No entanto, esta ferramenta, tem também limitagoes que importa conhecer para uma
correta utilizagao e aperfeicoamento deste sistema na produgao de modelos de doengas do
cérebro. Entre estas limitacoes contam-se os efeitos fora do alvo; meios de vectorizagao
deficientes; ineficiéncia dos mecanismos de reparagao de DNA por homologia no cérebro,

mosaicismo.
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Em resumo, os sistemas de edigao genética baseados na CRISPR-Cas9 sao uma enorme
esperanga na produgao de novos modelos de doenga, mais perfeitos e relevantes, mas ainda
com complexidades e limitagdes que importa ultrapassar de forma a tirar o maximo partido
destes e a alcangar os esperados avan¢os no conhecimento e tratamento das doengas do

cérebro.

Palavras-chave: doengas neuroldgicas, edicao genética, CRISPR/Cas9, DSBs, NHE|, HDR,

modelos de doenca.

Abstract
Understanding and treating the brain remain one of the biggest challenges to science,

so tools that can aid to overcome these challenges are highly promising.

The advent of the CRISPR system has had a tremendous impact on life sciences and
particularly in neuroscience, since numerous neurological disorders stem from genetic defects.
Thus, this genetic editing tool is important for both the removal, as well as the reproduction
of these defects, for the generation of brain disease models.

CRISPR / Cas 9 is a system consisting of an endonuclease (Cas9) guided by a double-
RNA, CRISPR RNA (CRRNA) and trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA), or alternatively,
a single guide RNA (sgRNA) which complexes with the enzyme. This complex targets a DNA
sequence and, after annealing, Cas9 causes double-stranded breaks, at the target site. It should
be noted that the existence of a PAM domain is required for the activity of Cas9, immediately
following the target sequence. Double stranded breaks (DSBs) can be repaired by two
mechanisms: non-homologous end-joining (NHEJ) or Homologous Recombination (HR).
Through these repair mechanisms we can induce gene disruption (knock-out) or sequence-
specific insertion (knock-in). Thus, using the CRIPSR / Cas 9 system, it is possible to generate,
in a single step, cellular and animal models, with the mutations we intend to study.

Briefly, the research process involves three-steps:
|. Genetic studies identify the genetic mutation, related to the neurological disease;

2. CRISPR is used either for disruption or insertion of specific mutations in the genes identified;
3. Animal models of the disease are studied in order to clarify pathological processes as well
as used in the testing of new drugs as a way of evaluating disease regression.

However, not only advantages accompany this tool, it is also necessary to discuss its
limitations (off-target, means of effective vectorization, DNA repair mechanisms inefficient,
mosaicism), to correctly discuss the future of this system in the production of models of brain

diseases.
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In summary, gene-editing systems based in CRISPR-Cas9 are a huge hope in the production of
new models of disease, perfected and more relevant, but still with complexities and limitations
that are important to overcome in order to take maximum profit and reach the expected

advances in the knowledge and treatment of brain disorders.

Keywords: neurological disorders, genetic editing, CRISPR/Cas9, DSBs, NHE], HDR, models

disease.

Introducao

Desde a descoberta da dupla hélice de DNA, os investigadores tém sonhado com a
possibilidade de manipular o genoma em locais especificos e assim estudar a fungao dos genes,
desenvolver novos modelos de doenga, novos farmacos e estratégias terapéuticas para
doengas genéticas (Doudna e Charpentier, 2014; Hsu, Lander e Zhang, 2014).

A engenharia genética tem sofrido avancos assinalaveis que estio a revolucionar a
biologia, permitindo estudar o DNA no contexto do genoma, bem como edita-lo diretamente,
em praticamente qualquer organismo (Hsu, Lander e Zhang, 2014). O estudo dos mecanismos
enddgenos de reparagao de DNA demonstrou que os métodos de reparagao com recurso a
quebra dupla na cadeia de DNA (DSBs) sao uma via para modificagao especifica do genoma,
que pode incluir quer a disrupgao de genes, quer a inser¢ao de mutagoes especificas (Choulika
et al, 1995). Partindo desta ideia, é facil compreender que nucleases com capacidade de clivar
especificamente um local preciso do genoma sio uma ferramenta importante, visto que
desencadeiam dupla quebra da cadeia de DNA, e, portanto, sio um caminho para a
modificagao genética (Doudna e Charpentier, 2014).

A existéncia de mutagdes diretamente relacionadas com doencas, como doencgas
neurologicas, € motivagao para a aplicagao das ferramentas de edigao genéticas no dominio
das neurociéncias. Desta forma, nucleases em dedos de zinco (ZFNs); transcription activator-
like effector (TALENS) e o sistema CRISPR/Cas9 tém possibilitado a produgao de modelos de
doenga, celulares ou animais, bem como a manipulagao facilitada de modelos animais nao
tradicionais, ou, ainda, a sua utilizagdo como estratégia terapéutica (Heidenreich e Zhang,
2015).

O desenvolvimento de nucleases guiadas por RNA, derivadas do mecanismo de
imunidade adaptativa das bactérias (Bacteria e Archaea), revolucionou a capacidade de
manipulagao de células de mamiferos, devido a facilidade de direcionamento a qualquer gene,
uma vez que, depende, apenas, da alteragao de aproximadamente 20 nucleétidos do RNA guia.
Assim, é facil de perceber a preferéncia dada ao sistema CRISPR/Cas9 quando esta ferramenta
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€ comparada com outras ferramentas de edi¢cao génica, cuja interagao se da com proteinas,
tais como as ZFNs e TALENs e que comportam dificuldades acrescidas no respectivo design,
sintese e validagao proteica (Doudna e Charpentier, 2014).

Nesta monografia sera abordada a vertente de producao de modelos de doencgas
neurologicas, uma das inumeras aplicagoes do Sistema CRISPR. A sua importancia é clara
tendo em conta que, a maioria das doengas neuroldgicas tem uma patogénese desconhecida
e o screening de farmacos para tratar estas doengas, até ao presente, tem sido dificultado pela
inexisténcia de modelos adequados, como por exemplo, modelos animais de maior porte que
reproduzam mais fielmente a doen¢a humana, quando comparados com roedores (Tu et al.,
2015). Serao ainda referidas as limitagoes que acompanham esta tecnologia como, tais como

os efeitos fora do alvo, mosaicismo e ineficiéncia dos mecanismos de reparagao de DNA.

2. Nucleases programaveis como ferramentas de edicao precisa do genoma

2.1. Quebra dupla das duas cadeias de DNA (DSBs) como estratégia para a edigao genénima
precisa.

Um requisito fundamental para a edigao genomica precisa € o estabelecimento de dupla
quebra das cadeias de DNA (DSBs), no locus de interesse. As DSBs induzem os mecanismos
enddgenos de reparagao que, dependendo do estado do ciclo celular, bem como da presenca
ou nao de um template dador com homologia as regices onde o corte ocorre, podem ser:
Uniao das extremidades nao homdloga (NHE)) e reparacao direta por homologia (HDR), onde
se inclui a recombinagao homéloga (HR) (Figura ). Os mecanismos anteriores permitem a
manipulagao precisa do genoma, podendo resultar em disrupgao de genes ou introducao de
uma mutagao especifica, dependendo, intimamente, de qual dos mecanismos de reparagao é
estimulado (Choulika et al., 1995; Guha, Wai e Hausner, 2017; Hsu, Lander e Zhang, 2014;
Sander e Joung, 2014). E facil concluir da importincia das nucleases indutoras de quebras no
DNA que, simultaneamente, sejam dotadas de uma especificidade-alvo (capacidade de
direcionamento a um fragmento de DNA alvo). Ou seja, esta tecnologia assenta em dois
dominios, um dominio programavel para o reconhecimento de sequéncias especificas e um

dominio catalitico (Brookhouser et al., 2017).

2.1.1 NHE)

A jungao nao homologa de extremidades (NHE]J) é a via de reparagao predominante,
no entanto, € também a mais propensa a erros, podendo levar a perda de informacgao, na
regiao da quebra, o que aumenta a instabilidade genomica (Fellmann et al,, 2017). Esta via de

reparagao estd, na maioria das vezes, associada a mudancgas no quadro de leitura, as chamadas
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mutagoes frameshift, que se devem a introdugao de insergoes/delegoes (InDels)
aleatoriamente. Pelo disposto anterior, usualmente, esta via resulta na disrup¢ao de genes
(knock-out) e/ou introdugao precoce de um codao de terminagao, na regiao codificante, o que
culmina na formagao de proteinas truncadas (Brookhouser et al, 2017; D’Agostino e

D’Aniello, 2017; Guha, Wai e Hausner, 2017; Sander e Joung, 2014).

2.1.2 Reparacdao homoéloga - HDR

A reparagao homologa (HDR) é a uma via de reparagao de DSBs pouco frequente e
dependente do estadio do ciclo celular, sendo comumente associada a fase S e G2 (Fellmann
et al, 2017; Heidenreich e Zhang, 2015; Xiong et al., 2016). Este mecanismo é o que apresenta
maior fidelidade de reparagao, visto tratar-se da introdugao de um fragmento de DNA
exogeno que mantém a homologia, e, portanto, a estabilidade gendmica (D’Agostino e
D’Aniello, 2017). Em conjunto com a utilizagao de nucleases programaveis, pode haver uma
co-entrega de uma sequéncia molde exogena, que atuara como dador homologo, estimulando
esta via de reparagao (Dow, 2015). Pelo disposto anterior depreende-se que a HDR esta, na
maioria das vezes, associada a introdugoes especificas de mutagoes, no local-alvo, sendo ideal
para situagoes de knock-in de genes/formacao de transgenes ou ainda mutagoes especificas/SNP
(Hsu, Lander e Zhang, 2014). Apesar, das potenciais aplicagdes que esta via podera ter na
edicao genomica, a baixa taxa de integracao, e, portanto, a sua baixa frequéncia, € uma
limitacao a transposicao de escala (Hsu, Lander e Zhang, 2014).

E de notar que, a preferéncia celular por um ou outro mecanismo de reparagio pode
ser aumentada (D’Agostino e D’Aniello, 2017). Diversos grupos de investigadores

.....

NHEJ, que para a HDR, possibilitando assim um outro nivel de manipulagao genética (Chu et
al, 2015; Dow, 2015).

Os mecanismos de reparagao descritos anteriormente sao ubiquos em todas as células
e assim sendo, o desafio reside na construcao de nucleases artificiais que reconhegam
especificamente um local-alvo no genoma, fazendo jus a sua denominagao, nucleases

programaveis, e que induzam DSBs (Ding et al., 2016).
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Figura I: As duplas quebras na cadeia de DNA (DSBs) podem ser reparadas de duas formas. Na auséncia
de um molde template e, na maioria das vezes, ocorre uma reparagdo direta com a unido das extremidades
ndo homélogas (NHEJ), e com isto, hd introdugdo de curtas inser¢oes/delecées no local da clivagem (InDels),
pelo que, frequentemente, gera mutagoes frameshift, que podem resultar em coddes de terminagdo precoce,
degradagdo do transcrito e perda da proteina. Pelo contrdrio, quando se encontra presente um template (ex:
um oligonucleotideo de cadeia simples) homélogo a regido danificada, a reparacdo por recombinagdo
homéloga (HR), um mecanismo de reparagdo por homologia-direta (HDR), acontece. Daqui resulta a

introdugcdo de uma sequéncia especifica no genoma.
2.2 Meganucleases; ZFNs; TALENs

Com o propésito de introduzir quebras duplas da cadeia de DNA (DSBs) sao
comumente referidas as meganucleases (Smith et al., 2006), nucleases dedos de zinco (zinc-
finger - ZFN) (Gaj, Gersbach e Barbas, 2013) e nucleases transcription activator-like effectors
(TALENs) (Nemudryi et al, 2014)que reconhecem sequéncias de DNA especificas por
interagao proteica.

As Meganucleases siao versoes sintéticas derivadas de enzimas de restricao que
ocorrem naturalmente em micro-organismos e que reconhecem sequéncias de DNA extensas
(Hsu, Lander e Zhang, 2014; Sander e Joung, 2014). Por sua vez, as ZFNs e as TALENs sao
proteinas de fusao compostas por dominios de ligagado ao DNA e um dominio nuclease,
denominado Fok, derivado de uma endonuclease de restricao, que reconhecem 3 e |
nucledtidos, respetivamente (Gaj, Gersbach e Barbas, 2013; Guha, Wai e Hausner, 2017;
Sander e Joung, 2014).

As Meganucleases nao foram amplamente adotadas, dadas as dificuldades de
construgao e introdugao de especificidade, visto que as diferentes fungoes: reconhecimento
da sequéncia de DNA e clivagem, estao interrelacionadas no mesmo dominio (Hsu, Lander e
Zhang, 2014; Sander e Joung, 2014). Em contrapartida, as ZFNs e as TALENs tém dois
dominios separados, de reconhecimento e clivagem (Fokl), o que facilita a alteragao da
especificidade de ligagao a uma sequéncia-alvo. No entanto, cada uma destas plataformas exibe
limitagoes particulares, tais como a especificidade dependente da conformagao adotada entre

os dominios ZFs até aos métodos de clonagem nao-padrao exigidos para a clonagem de
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moléculas de DNA que codificam para um elevado nimero de repeticoes TALEs (Sander e
Joung, 2014).

E de notar que dificuldades no design de proteinas, na sua sintese e validacio
constituem uma barreira a adogao destas nucleases como ferramenta de rotina, para a edigao
genomica, pelo que nao permitem uma transposicao de escala simples (Doudna e Charpentier,

2014).
2.3 CRISPR-Cas

Ao contrario das ferramentas descritas anteriormente, o sistema CRISPR nao se deve
a interagcao DNA-proteina, ultrapassando, portanto, os desafios associados a engenharia de
dominios de proteinas que reconhegam locais especificos no genoma. A nuclease do sistema
CRISPR ¢é guiada por uma cadeia de RNA, que reconhece o DNA-alvo por complementaridade
de bases de Watson-Crick (Doudna e Charpentier, 2014; Hsu, Lander e Zhang, 2014).

Daqui, depreende-se a preferéncia por esta ferramenta e a sua ampla utilizagao, devido
a facilidade de concegao, bastando a construgio de RNAs guia para, teoricamente, se
promover uma hibridizagao e clivagem de qualquer gene-alvo. Além da facilidade relatada em
alterar a especificidade, também a capacidade de multiplexing, ou seja, de manipular,
simultaneamente, multiplos genes através de multiplos RNAs-guia é uma vantagem deste
sistema. Isto porque introduzir mutacoes em multiplos genes, simultaneamente, permite
estudar a epistasia genética, bem como criar modelos de doenga mais complexos sem
estratégias de cruzamento longas e complicadas (Lee et al,, 2016; Sander e Joung, 2014). Além
da sua eficiéncia, ha relatos de menor toxicidade quando comparada com a utilizagao de ZFNs

e TALENs (Doetschman e Georgieva, 2017) (Anexo 11).

3.0rigem e biologia do Sistema CRISPR-Cas

O sistema CRISPR, ou seja, repeti¢coes palindrémicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas, deriva de um sistema de imunidade adaptativa, presente em muitas bactérias
e na maioria dos archaea (Fellmann et al., 2017).

Ha evidéncias que o locus CRISPR se encontra associado a genes que codificam para
proteinas com dominios nuclease e helicase (2) (Bolotin et al., 2005; Haft et al., 2005). Sabendo
que as sequéncias espacgadoras, se reportam a fragmentos de DNA de origem viral ou
plasmidica (Grobarczyk et al., 2015), e que apos transcrigao do locus CRISPR, o crRNA dirige
as proteinas Cas ao local do genoma invasor, com o qual exibe complementaridade e
procedem a clivagem do genoma estranho (Doudna e Charpentier, 2014); entende-se que,
efetivamente, se trata de um sistema de defesa, que faz uso de RNAs antisense, como sinais

de memoria de infegoes passadas, quando a bactéria sobrevive (Makarova et al., 2006).
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Até agora, a classificagcao dos sistemas CRISPR divide-se em duas grandes classes e em
seis tipos, de acordo com ferramentas bioinformaticas. A classe |, que engloba os tipos |, Il e
IV, requer um elevado niumero de proteinas efectoras quando comparada com a classe |,
constituida pelos tipos I, V e VI, na qual uma tnica endonuclease guiada por RNA é necessaria
para culminar na clivagem da dupla cadeia de DNA. Devido a simplicidade da classe Il, esta é
mais amplamente utilizada (Lo e Qi, 2017; Makarova et al., 2015; Makarova, Zhang e Koonin,
2017). O dominio PAM (do inglés, protospacer adjacent motif), uma pequena sequéncia de 3
nucledtidos localizada imediatamente dowstream da regiao de reconhecimento e clivagem no

genoma-alvo desempenha um papel essencial no tipo .

Genes Cas . .
Spacer
—H - - -
tracrRNA Cas9 Casl Cas2 Csn2 Repeticio

Figura 2: Estrutura geral do locus CRISPR. Como se vé na imagem, o locus CRISPR estd associado a um conjunto de genes,
muitas vezes denomidado operdo cas (DOUDNA e CHARPENTIER, 2014), que codificam para helicases e nucleases.
Cada uma das unidades espacadoras varidveis reporta-se a fragmentos de DNA de origem viral ou plasmidica,
interespacados por repeticdes palindromicas curtas. A presenga do tracr-RNA é um componente chave no sistema CRISPR
tipo Il para o processamento do pre-crRNA e formagdo/acomodagdo do complexo com a Cas9.

4. CRISPR-Cas 9 (Tipo II)

O Sistema CRISPR-Cas 9, primeiramente identificado no Streptococcus pyogenes, é de
tipo Il e requere apenas 4 proteinas Cas (Lee et al, 2016). Tudo se inicia com a fase de
aquisicao (Figura 3), quando ha exposicao ao DNA estranho, nesta fase o sistema incorpora
um pequeno segmento de DNA (protospacer), através das proteinas Cas | e Cas 2, que se
intercalara entre as repeti¢coes palindrémicas curtas, formando o array CRISPR. Quando
ocorre uma reexposicao, ocorre a fase de expressao como parte da resposta imune, em
que ha a transcri¢ao do locus CRISPR, num longo pré-CRISPR RNA (pre-crRNA), juntamente
com um componente-chave identificado por Charpentier e colaboradores, o CRISPR-RNA
transactivador, (tracrRNA). Este ultimo, emparelha com as repeticoes do pre-crRNA, e,
posteriormente, a RNase lll, do hospedeiro, procede a uma clivagem, por forma, a produzir
os crRNAs maduros (Jiang e Doudna, 2015; Lee et al., 2016; Wright, Nuiez e Doudna, 2016).
O tracrRNA é essencial por facilitar o processamento do pre-crRNA e formagao do complexo
com a Cas9 (Mali, Esvelt e Church, 2013).

A Ultima fase, sera a fase da interferéncia, onde ocorre a clivagem da dupla cadeia
de DNA, pela Cas9. No entanto, e por se tratar de um sistema tipo |ll, como referido ja no
ponto 3, é necessario que o complexo crRNA:tracrRNA:Cas9 encontre a sequéncia PAM,

imediatamente abaixo do local-alvo no DNA invasor, para ocorrer a clivagem (Lee et al., 2016;
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Wright, Nuinez e Doudna, 2016). Muitos sistemas tipo Il tém diferentes requisitos para a PAM,
no entanto, o mais comum ¢é a sequéncia NGG, onde N pode assumir qualquer nucledtido e
G o nucledtido guanina (Jinek et al., 2012). Em resumo, o sistema endogeno tem pelo menos
trés componentes (Cas 9, crRNA maduro, tracrRNA), além do essencial reconhecimento do
dominio PAM (Hsu, Lander e Zhang, 2014).

No entanto, é possivel condensar o sistema em dois componentes, mediante jungao
do crRNA e tracrRNA num udnico RNA guia (sgRNA), o que facilita a engenharia desta
ferramenta (Jinek et al,, 2012). A clivagem efetuada pela Cas9 desencadeia as vias de reparagao
de danos no DNA, usadas como estratégia para a manipulagao genomica (Hsu, Lander e Zhang,
2014). Com este sistema, a atividade de nuclease da Cas9 pode ser direcionada a qualquer
sequéncia de DNA do tipo Ny - NGG, pelo que basta alterar os primeiros 20 nucleétidos do
sgRNA, que apresentam complementaridade com a sequéncia-alvo e guiam a Cas9 (Mali, Esvelt
e Church, 2013; Sander e Joung, 2014). Esta simplicidade de engenharia comporta vantagens

no que concerne a manipulagao simultinea de mdltiplos genes, possibilitada por multiplos

RNAs guia (Hsu, Lander e Zhang, 2014).
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Figura 3: Primeiro ocorre a fase de aquisicdo: exposicdo ao DNA estranho, nesta fase o sistema incorpora um pequeno
segmento de DNA (“spacer”), através das proteinas Cas | e Cas 2, que se intercalara entre as repeticoes palindrémicas
curtas, no array CRISPR. Quando ocorre uma reexposicdo, ocorre a fase de expressdo, em que hd a transcricdo do
locus CRISPR, num longo pré-CRISPR RNA (pre-crRNA), juntamente com o trans-ativador CRISPR-RNA, (tracrRNA). Este
ultimo, emparelha com as sequéncias repetidas do pre-crRNA, e, posteriormente, a RNase Ill, do hospedeiro, cliva as
sequéncias repetidas, por forma, a produzir os crRNAs maduros. A dltima fase, sera a fase da interferéncia, onde
ocorre a clivagem da dupla cadeia de DNA, pela Cas9, 3bp a montante da sequéncia trinucleotidica. Efetivamente, por
se tratar de um sistema tipo I, é necessdrio que o complexo crRNA:tracrRNA:Cas9 encontre a sequéncia PAM,
imediatamente a jusante ao local-alvo no DNA invasor, para ocorrer a clivagem (Adaptado de HSU et al., 2014).

4.1 Organizacao estrutural e arquitetura da Cas 9 e variantes

A Cas9 é o componente do sistema CRISPR responsavel pela produgao da clivagem
dupla da cadeia de DNA (DSBs). Trata-se de uma proteina com 2 dominios nuclease, o RuvC-
like e o HNH. Este ultimo é composto por um unico dominio, enquanto que o dominio RuvC

se encontra dividido em 3 subdominios, RuvC | perto da regiao N-terminal da Cas 9 e os
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outros dois, RuvC ll/lll flanqueando o dominio HNH, no centro da proteina (Hsu, Lander e
Zhang, 2014). O dominio HNH cliva a cadeia de DNA complementar ao crRNA, por sua vez,
o dominio RuvC cliva a cadeia oposta a complementar (Jinek et al, 2012). Através de
microscopia eletronica e cristalografia raios-x, demonstrou-se que ocorre uma alteragao
conformacional da proteina quando liga o RNA guia, com a formagao de um canal central que
separa dois lobos da proteina, e que acomoda o heteroduplex de RNA (Jinek et al, 2014;
Nishimasu et al.,, 2015). Uma a-hélice rica em arginina funciona como uma dobradiga entre os
dois I6bulos e, além disso, parece ter um papel fulcral na ligagao a sequéncia-alvo, sendo ponto
de contato com a sequéncia-semente (seed, 8 a |12 nucleétidos) (Hsu et al., 2013; Jinek et al.,
2014; Mali, Esvelt e Church, 2013; Nishimasu et al, 2015). Foi demonstrada também a
existéncia de dois I6bulos com diferentes fungoes, sendo um para reconhecimento (REC) e
um de nuclease (NUC). Quanto ao dominio de reconhecimento, este interage com o DNA
de diversas formas, dependendo da conformagao adotada, pelo que se demonstra que a Cas9
nao possui nenhuma especificidade no que concerne ao direcionamento, sendo essencial a
presenca do RNA guia (Jinek et al., 2014).

Diversos estudos mecanisticos demonstram que o dominio PAM ¢ imprescindivel e
que, na sua auséncia, ainda que haja uma completa complementaridade entre o sgRNA e o
local-alvo, a clivagem nao acontece. A estrutura cristalina do complexo com o RNA guia e a
dupla hélice de DNA-alvo demonstram que o dominio PAM se situa no interior da estrutura
de bases emparelhadas (Jinek et al., 2014). O reconhecimento do local-alvo satisfaz diversos
requisitos, seja pela obrigatoriedade do dominio PAM, pela complementaridade com o RNA
guia, ou ainda, a nivel conformacional. Isto porque o DNA é passado por difusao tridimensional
pela Cas9, seguindo-se um diferencial no tempo de ligagdo que permite a distingao entre
sequéncias on e off-target, dado que a semivida de ligagao numa regiao off-target é curta. Todos
estes mecanismos sao essenciais para a especificidade da Cas9 (Sternberg et al., 2015).

Existem variantes da Cas9, que se caracterizam pela disrup¢ao de um dos dominios
nuclease (nickases) (Figura 4) ou dos dois (deadCas9). Como exemplo, a DI0A com mutagao
no dominio RuvCl e a H840A com mutagao no dominio HNH, que resultam em quebras
simples em apenas uma das cadeias de DNA (SSB), que pode ser na cadeia nao complementar
ou na cadeia complementar (Makarova et al., 2006; Sander e Joung, 2014). O uso de nickases
pode ser um meio de aumentar a taxa de HDR, visto que as SSBs sao maioritariamente
reparadas por vias de alta fidelidade e raramente por NHE] (Mali, Esvelt e Church, 2013).
Assim, o uso de nickases diminui o potencial off-target, porém tem como limitagao a

obrigatoriedade de dois RNAs guia, para induzir uma quebra das duas cadeias de DNA (DSB),
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bem como o requisito de 2 sequéncias sgRNA/PAM suficientemente proximas na mesma
regiao-alvo, o que limita a escolha do RNA guia. Quanto a dCas9, esta apresenta os dois
dominios inativados pelo que ao ligar-se ao DNA age por impedimento estereoquimico,

impedindo a RNA polimerase e, como tal, a transcrigao.
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Figura 4: Existem variantes da Cas9 que se caracterizam pela disrup¢do de um dos dominios nuclease (nickases) ou
dos dois (deadCas9). Como exemplo, a D10A (B) com mutagdo no dominio RuvC| e a H840A (A) com mutagdo no
dominio HNH, que resultam em quebras simples na cadeia de DNA (SSB), que podem ser na cadeia ndo
complementar (B) ou na cadeia complementar (A), respetivamente. O uso de nickases pode ser um meio de
aumentar a taxa de recombinagdo homdloga e, portanto, uma reparagdo mais fidedigna que possibilita a inser¢do de
mutacdes especificas.

4.2 PAM (do Inglés, Protospacer Adjacent Motif)

Como foi anteriormente referido, o dominio PAM é imprescindivel e, na sua auséncia,
ainda que haja uma total complementaridade entre o sgRNA e o local-alvo, a clivagem nao
acontece (Jinek et al, 2014). Esta sequéncia caracteriza-se por ser curta, altamente conservada
e localiza-se junto a extremidade 3’ no DNA-alvo, imediatamente abaixo do local de corte.
No entanto, esta sequéncia nao faz parte do sgRNA (Heler, Marraffini e Bikard, 2014; Hsu,
Lander e Zhang, 2014). Varios estudos demonstram um papel de preponderancia na PAM nas
fases de aquisicao do “spacer” e de interferéncia (clivagem). Isto justifica-se pelo seguinte: s
ha adaptagao da maquinaria em prol da aquisi¢ao do “spacer” quando o genoma-estranho exibe
a sequéncia PAM, isto consolida o facto de que nem todas as sequéncias dos bacteriéfagos sao
iguais para o sistema CRISPR e ainda mutagdes na sequéncia PAM, nos tipos | e Il, impedem a
clivagem pela nuclease Cas (Heler, Marraffini e Bikard, 2014; Jinek et al, 2012). Assim,
entendemos facilmente que um mecanismo de resisténcia a este mecanismo de imunidade é a
mutacao na sequéncia PAM (Heler, Marraffini e Bikard, 2014). Esta sequéncia é particularmente
importante na discriminagao entre self e non-self, pelo que se justifica a sua inexisténcia nas
repeticoes do locus CRISPR (Shah et al, 2013). Este facto é importante para evitar um
mecanismo de autoimunidade, pois caso a PAM estivesse presente, endogenamente, a Cas9
teria capacidade para clivar a sequéncia da CRISPR, visto que funciona mediante a

complementaridade de bases e a presenga da PAM (Heler, Marraffini e Bikard, 2014). O
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reconhecimento da PAM impulsiona a transi¢ao entre a conformacgao de ligagao da Cas 9 para
a conformagao de clivagem, além de que, como vimos, a clivagem (por ativagao dos dominios
nuclease) sé acontece quando ha uma verificagao da presenca da sequéncia PAM, pois é
imediatamente a seguir a interagao entre o dominio da nuclease e a PAM que ocorre a
separacao da dupla cadeia de DNA, habilitando a quebra, especificamente 3 pares de bases
acima desta sequéncia (Shui et al., 2016). Esta sequéncia ¢ especifica de cada Cas, embora possa
ser alterada. Um dos dominios mais comuns, especialmente para a Cas9 é a sequéncia NGG,

onde N pode ser qualquer nucleétido (Hsu, Lander e Zhang, 2014).

4.3 Edicao com CRISPR-Cas9

O uso desta ferramenta para a edigdo gendmica tem sido amplamente utilizado numa
variedade de tipos de células e espécies, desde linhas celulares humanas, até ao comum do
murganho e rato e ainda mosca da fruta, levedura, peixe-zebra, primatas nao humanos e
porcos (Sander e Joung, 2014). A enzima mais utilizada tem sido a do Streptococcus pyogenes
Cas9 (spCas9), cuja sequéncia PAM é NGG, que estatisticamente estd presente a cada 8
nucledtidos assim permite, teoricamente, que qualquer local do genoma possa ser editado
(Powell et al., 2017). Esta enzima pode ser direcionada ao local-alvo pretendido, quer por
duplo-RNA, resultando do crRNA emparelhado com o tracrRNA, quer por uma quimera, que
deriva da fusao destes dois RNAs, num tinico RNAguia (sgRNA) (Figura 5). Obviamente, pela
facilidade de engenharia torna-se mais comodo a utilizagao de um Unico RNA guia, que mantém
a sequéncia complementar ao local-alvo (aproximadamente 20 nucleétidos), bem como a
estrutura “scaffold” que auxilia a acomodar e organizar os varios dominios do complexo
ribonucleoproteico (Hsu, Lander e Zhang, 2014; Mali, Esvelt e Church, 2013; Nishimasu et al,
2015). Assim, o design do sgRNA tem uma enorme importancia, pois € este que guiara a
nuclease até ao local de interesse. Com o advento da tecnologia CRISPR houve o
desenvolvimento de inimeras ferramentas bioinformaticas para uma concegao rapida e facil
do RNA guia (Hay et al, 2016). O Unico requisito é que o gene para o qual é desenhado um
sgRNA complementar, exiba a sequéncia PAM, imediatamente a jusante ao local de corte (Hsu,
Lander e Zhang, 2014). Observaram-se niveis elevados de jun¢ao niao homodloga de
extremidades (NHEJ), que induz inserg¢oes ou delegoes ao acaso, quando se usa um sistema
com duplo-RNA comparado com o uso de um sgRNA “scaffold” (Cong et al., 2013). Os dados
anteriores sao Uteis para a escolha do sistema a utilizar mediante o objetivo final, seja a
disrupgao de genes ou a introdugao de uma mutagao especifica. Além disto, para a escolha da
sequéncia alvo, quando é pretendido um knock-out escolhe-se preferencialmente a regiao de

um dominio proteico essencial ou exao 5’. Quando o objetivo é a introdugao de uma mutagao

50



especifica, via recombinagao homologa (HR), além dos 2 componentes ja relatados (sgRNA e
cas9) deve também ser acoplado um template homologo dador, um oligonucleotideo em
cadeia simples, que sera integrado no local danificado e a sequéncia-alvo escolhida devera ser

a regiao que se pretende alterar (Lee et al., 2016).

DNA-alvo ‘X’

y

et
L o i
\LLLLIULLEA  oaNa

5

Cas9

DNAfalvo 5
| Y \ PAM

7”L 200 mlllll
NLLLLLL L sesRNA
(}Q, — > Peptideo de ligagao
Cas9

Figura 5: A cas9 mais utilizada tem vindo a ser a do Streptococcus pyogenes Cas9 (spCas9) e esta pode ser direcionada
ao local-alvo pretendido quer por duplo-RNA (A), resultando do crRNA emparelhado com o tracrRNA ou por uma quimera,
que deriva da fusdo destes dois RNAs, através de um peptideo, num tnico RNAguia (sgRNA) (B) O unico requisito é que
o0 gene para o qual é desenhado um sgRNA complementar, exiba a sequéncia PAM, imediatamente a jusante ao local de

corte.

A implementagao deste sistema num determinado organismo obriga a uma
reconstituigdo do complexo crRNA:tracrRNA:Cas9 ou utilizagao da quimera sgRNA:Cas9
como uma unidade funcional. A utilizagao deste sistema em ambiente humano, requer a
expressao da proteina Cas9 derivada de um codao humano otimizado, com sinal de localizagao

nuclear apropriado (Jinek et al., 2013).

4.4 Métodos de entrega dos reagentes CRISPR
A eficiéncia da edicao genética correlaciona-se com a eficiéncia da entrega dos

componentes do sistema CRISPR. Existem varias formatos a considerar quando falamos em
sistema CRISPR: entrega dos genes que codificam para o sgRNA e a Cas9 (DNA) via plasmideo
ou via vetores virais numa estratégia designada “gene-based delivery”; entrega do mRNA que
codifica para a Cas9 juntamente com o sgRNA numa estratégia designada “RNA-based delivery”
ou ainda entrega da propria proteina Cas9 a par do sgRNA numa estratégia “protein-based

delivery” (Jacobi et al., 2017; Mout et al., 2017; Nelson e Gersbach, 2016). Quando se opta por
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uma abordagem de entrega proteica, sob a forma de complexo ribonucleoproteico (RNP)
devem distinguir-se duas opgoes: o complexo sgRNA+Cas9, onde o sgrRNA ¢ obtido por
transcrigao in vitro; ou o complexo em que se encontram separados o tracrRNA e o crRNA
+ Cas9, onde os RNAs sao sintetizados quimicamente, o que permite que sejam efetuadas
modificagdes quimicas que visem aumentar a estabilidade e reduzir a imunogenicidade dos
RNAs estranhos (Nelson e Gersbach, 2016).

Pelo disposto anterior, torna-se facil perceber que a entrega na forma de complexo
RNP possui vantagens sobre a estratégia baseada em genes ou RNA, isto porque dispensa os
passos de transcricio e tradugao, encurtando o processo. Trata-se de uma expressao
transitoria, onde se reduz drasticamente a possibilidade de integracao no genoma e os
problemas de estabilidade do RNA, bem como o seu potencial imunogénico. Além disto, os
potenciais efeitos em genes que nao sao os de interesse € diminuta, visto que a Cas9 ja é
entregue na forma ativa, pelo que o potencial off-target diminui substancialmente (Mout et al.,
2017).

Os métodos de entrega dos diferentes tipos de sistema CRISPR referidos sao variados
e incluem métodos nao-virais e virais.

Os métodos nao virais, incluem, entre outros:
- Microinjegao, um método fisico, amplamente utilizado para manipulagao em zigoto, com alta
taxa de eficiéncia. No entanto, € um método muito laborioso, que exige um laboratério com
equipamento especializado a par de pessoal treinado (Wang et al., 2016).
- Eletroporagao, método fisico, em que se utiliza uma corrente elétrica para aumentar a
permeabilidade celular. E um método muito utilizado em células dificeis de transfectar ou
culturas celulares primarias. Este método necessita de uma maior concentragao de
componentes CRISPR devido a morte celular decorrente da aplicagao do campo elétrico, além
de que nao ha protegao contra as nucleases (Gori et al., 2015; Wang et al., 2016).
- Transfecgao mediada por lipidos, método quimico, uma das técnicas mais comuns de entrega
de acidos nucleicos, por interagao do grupo fosfato dos nucledtidos com as cargas positivas
dos lipidos cationicos. Esta técnica encapsula os reagentes CRISPR protegendo-os da agao de
nucleases. A escolha deste processo a par da estratégia de entrega proteica coloca porém
mais um desafio, visto que a Cas9 tem uma carga ligeiramente positiva, que pode dificultar a
formacao dos lipossomas (Yu et al., 2016). A resolugao do fato anterior pode ser levada a cabo
pela preparagao do complexo RNP, em que as cargas negativas do sgRNA colmatam esta
positividade ou a transformagao da Cas9 com adicao de um tag com residuos de acido

oligoglutimico no N-terminal da proteina Cas9 (Mout et al, 2017). Em relagao a
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eletroporagao, esta técnica apresenta vantagem econdomica, devido ao baixo consumos de
reagentes (Cas 9 e sgRNA) e nao requer equipamentos especificos, nem consumiveis (Jacobi
etal, 2017).

Apesar de tudo, a estratégia preponderante em organismos na fase pos-natal e em
células humanas é, efetivamente, através de vetores virais. A chave estda em aproveitar o
genoma do virus que permite a expressao do transgene mas modificar ou remover o genoma
viral remanescente, que é responsavel pela patogenicidade, incluindo a replicagao viral e
tradugao no hospedeiro (Wykes e Lignani, 2017). Os tipos de vetores mais utilizados sao
derivados dos adenovirus, lentivirus (LV) e virus adeno-associados (AAV) (Gori et al., 2015).
Os LV resultam numa expressao prolongada sem resposta imunitaria significativa e tém uma
capacidade de carga maior quando comparado com os AAVs, no entanto, ha um risco de
insercao mutagénica, devido a sua capacidade de integragao. Os LV nao podem ser
administrados sistemicamente, sendo obrigatoria a injegao direta no cérebro (Wykes e Lignani,
2017). Ja os AAVs apresentam igualmente um baixo potencial de imunogenicidade, no entanto,
a sua limitagao é a baixa capacidade de carga ( aproximadamente 4.5kb), o que requere a
construgao de vetores virais AAV separados para acomodarem, individualmente, a Cas9, a
sgRNA e ainda o template homdlogo dador, quando aplicavel para despoletar a HDR. O uso
de Cas9 mais pequenas pode ser uma abordagem para contornar este obstaculo, tais como
por exemplo, a Cas 9 do Staphylococcus aureus (Doetschman e Georgieva, 2017). Apesar disto,
sao, correntemente, os vetores mais utilizados apresentando a vantagem de, raramente,
sofrerem integragao quando comparados com os LV, visto que permanecem, habitualmente,
na forma epissomal. Além disto, alguns serotipos tém a capacidade de atravessar a barreira
hemato-encefalica o que possibilita a administragao por via sistémica, sendo muito menos

invasivo, quando comparamos com uma injegao direta no cérebro (Gray et al., 2010).

4.5 Especificidade e eficiéncia da nuclease Cas9

Uma vez que a modificagao genética leva a alteragdes permanentes no genoma, ha a
preocupacao de que o direcionamento a sequéncia de interesse nao detenha falhas, visto que,
estes erros sao fonte de uma instabilidade gendmica grosseira. Tendo em conta que a Cas9
reconhece o alvo com base no emparelhamento de bases complementares, existem ensaios
que permitem avaliar, sistematicamente, o efeito de mismatches na sua atividade enzimatica
(Hsu, Lander e Zhang, 2014). Diversos estudos revelam uma sequéncia semente caraterizada
pelos primeiros 8-12 nucleétidos proximos da PAM, responsavel pela especificidade da Cas9
(Cong et al,, 2013). Outros estudos revelam, ainda, que esta enzima tem capacidade de tolerar

algumas mudangas no quadro de leitura (mutagdes mismatches), dependendo do numero e
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posi¢ao. Os mismatches mais tolerados sao fora da regiao semente, pelo que devem encontrar-
se num plano distal 4 sequéncia PAM (Hsu, Lander e Zhang, 2014). E sabido que é requerida
uma elevada homologia entre o RNA guia e o DNA alvo para se proceder a clivagem, no
entanto, o interessante € que, apesar disso, a Cas9 pode permanecer, transitoriamente, ligada
a locais com pequeno comprimento de complementaridade, o que é sugestivo que a Cas9
tenha mdltiplos locais de ligagao fora do alvo, no entanto, apenas cliva uma pequena fragao
destes (Wu et al., 2013). Foi demonstrado que a Cas9 consegue tolerar até 5 mismatches por
cada local-alvo, o que justifica a interferéncia da concentragao enzimatica da nuclease nos
potenciais efeitos off-target. Tal facto sugere que elevadas concentragoes da enzima toleram
um maior nimero de mismatches, levando a maiores taxas de mutagénese (Hsu et al., 2013).
Assim, a redugao da concentracio de Cas9 podera aumentar a eficiéncia enzimatica
promovendo a clivagem no alvo correto. Pelo disposto anterior, é importante para cada
manipulagao genética que se pretenda efetuar, seja feito um estudo computacional que
determine as sequéncias gendmicas com elevada similaridade com o locus desejado, de forma
a prever os potenciais efeitos off target e avaliar a necessidade de alterar a sequéncia-alvo (Hsu,

Lander e Zhang, 2014), pois a sequéncia-alvo ideal sera aquela que € Unica.

5. Utilizac6es da CRISPR no dominio das neurociéncias

As doengas do cérebro tém um enorme impacto na sociedade, bem como na
economia, a nivel mundial. Muitas destas doengas caracterizam-se por serem doengas cronicas
e incapacitantes, para as quais as opgoes terapéuticas existentes sao inadequadas e ineficientes,
sendo, na sua maioria, apenas destinadas a melhoria sintomatica. A elevada taxa de insucesso
no desenvolvimento de farmacos e medicamentos destinados ao sistema nervoso central tém
levado a alguma redugao do interesse e investimento da industria farmacéutica nesta area
terapéutica. Uma das falhas criticas esta associada a deficiente capacidade dos modelos animais
para reproduzirem a doencga neurologica de forma relevante e que permita extrapolagao para
o homem. Assim sao necessarios modelos animais que mimetizem tao fielmente quanto
possivel as alteragoes neuropatolégicas e comportamentais observadas nos doentes e que
possam ser equiparaveis em ensaios nao-clinicos (Jennings et al., 2016).

A emergéncia de ferramentas como a CRISPR, com capacidade de manipulagao
genética, de forma simples e precisa, veio possibilitar a criagao de modelos de doengas mais
fidedignos, por disrupgao da sequéncia codificante ou introdugao de uma sequéncia especifica
para reproducao do quadro genético patoldgico (Heidenreich e Zhang, 2015). O sistema
CRISPR assume assim enorme importancia no campo das neurociéncias, no que concerne a
capacidade de manipulagao em diferentes organismos, incluindo os primatas nao-humanos,
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como macacos, que sao modelos relevantes no estudo do cérebro, colmatando assim uma
dificuldade antiga na produgao de modelos de doenca em animais de maior porte devido as
dificuldades associadas ao acesso a células estaminais embrionarias destas espécies (Tu et al,
2015; Yang e West, 2016). Como ¢ facil de depreender, estes modelos de doenga sao
particularmente relevantes por facilitarem o desenvolvimento farmacéutico, nomeadamente,
no que compete ao estudo da fisiopatologia de inUmeras doengas neurologicas, a descoberta
de potenciais alvos para tratamento, bem como de biomarcadores da progressao da doenga e
ainda nos ensaios nao clinicos, para estudar a atividade de principios ativos (Jennings et al.,
2016). Além disto, ainda que continuem a ser preferidos os murganhos, por questoes de
instalagoes, custos e equipamentos, a CRISPR continua a ser vantajosa nestes animais,
nomeadamente pelos custos e tempo reduzido para introduzir até multiplas mutagoes no
genoma destes roedores, tornando disponivel a etapa nao-clinica muito rapidamente. Verifica-
se, assim, uma reducao de anos de experimentagao com dispendiosos recursos, inclusivé
multiplos passos de cruzamentos e criagao, para meses, quando ha manipulagao mdltipla

(Heidenreich e Zhang, 2015).

5.1 Modelos celulares

Uma abordagem para gerar modelos de doengas neuroldgicas humanas in vitro sao as
células estaminais pluripotentes induzidas (iPSC), para a criagio de modelos celulares de
determinada doenca (Heidenreich e Zhang, 2015).

As iPSCs sao obtidas a partir de células somaticas mediante reprogramagao ao estado
embrionario estaminal, mantendo a heranga genética do dador, e recuperando as
caracteristicas de capacidade de divisao ilimitada e pluripoténcia (podem originar qualquer tipo
de célula ou tecido, com excecao dos tecidos extraembrionarios). As possibilidades de
utilizagdo nao tém precedente: é agora possivel colher células somaticas, por exemplo
fibroblastos da pele, de um dador com determinada doenga neuroldgica, reprograma-las em
células estaminais e de seguida induzir a diferenciagao destas, por exemplo, em neuronios,
permitindo produzir um modelo neuronal in vitro da doenga, em células que de outra forma
estariam inacessiveis. Existem variados exemplos disto, no dominio das doengas neurologicas,
como na doenga de Parkinson (Soldner et al, 2009), esquizofrenia (Brennand et al., 2011),
doenc¢a de Huntington (Zhang, 2010) e doenga de Alzheimer (Hossini et al., 2015).

No entanto, existe uma diversidade genética elevada que contribui para variaveis de
confusao que dificilmente sao destringadas, pelo que este background nao fideliza os resultados
de estudos, como por exemplo, a resposta a farmacos. Assim, o uso da ferramenta CRISPR

veio melhorar os modelos celulares conseguidos por estas células dado que permite a
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introdugao ou remogao de uma aberragao genética especifica usando a capacidade de clivagem
em dupla cadeia da CRISPR e, posterior, estimulagao dos mecanismos de reparagao de DNA.
Obtém-se assim linhas celulares isogénicas com e sem a mutagao que permitem estudar a
doenga neuroldgica num ambiente genético idéntico, libertando os estudos da inter-
variabilidade de gendtipo. Estes modelos iPSCs sao, portanto, plataformas promissoras para o
screening de farmacos, bem como para o estudo de processos, fluxos e vias afetados por uma

determinada mutagao (Figura 6) (Liu et al., 2016; Tai et al,, 2016). (Anexo 12)
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Figura 6: As iPSCs sdo obtidas a partir de células somdticas mediante reprogramagdo ao estado embriondrio estaminal e
recuperando as caracteristicas de capacidade de divisdo ilimitada e pluripoténcia podem originar qualquer tipo de célula.
Com uma ferramenta de edicdo genémica precisa como a CRISPR/Cas9 é possivel eliminar a diversidade genética de
fendtipo, permitindo gerar linhas celulares isogénicas com e sem a mutagdo que permitem estudar a doenga neurolégica.
Estes modelos de iPSCs s@o plataformas muito promissoras para o screening de farmacos (Adaptado de Mungenast et
al, 2015).

5.2 Modelos animais
Os modelos animais permitem uma representagao do cérebro humano com elevada

relevancia fisiologica e tém sido extensamente utilizados no estudo de doengas neurologicas.
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Visto que muitas destas doengas neurodegenerativas sao causadas por mutagoes genéticas, a
capacidade da CRISPR de direcionamento preciso a qualquer gene, abre portas para a geragao

de novos modelos animais mais perfeitos e relevantes.

5.2.1. Roedores

Os modelos roedores transgénicos tém sido fonte de informagoes valiosas acerca de
diversas doengas neurologicas, nomeadamente no que concerne ao desenvolvimento da
neuropatologia, percecao dos sintomas progressivos e dependentes da idade, na
demonstracao de acumulagao de agregados proteicos, na expressao de proteinas mutantes,
entre outros.

A tecnologia CRISPR permite produzir modelos em roedor de forma mais perfeita e
eficiente do que era até aqui possivel. Com a CRISPR ¢ possivel introduzir de forma precisa
uma mutagao no gene desejado, mantendo o seu promotor endégeno — modelos knock in, que
até aqui eram mais dificeis de produzir. Permite também introduzir multiplas mutagoes (Ex:
knock-out de trés metiltransferases de DNA: Dnmtl, 3a e 3b em murganhos (Swiech et al.,
2015) ou polimorfismos de forma mais rapida e precisa, excluindo varios passos de
cruzamento e criagao, necessarios as técnicas tradicionais (Heidenreich e Zhang, 2015). Assim,
os modelos de roedores transgénicos comegam a ser amplamente utilizados porque além de
modelos knock-out, por exemplo, modelo knock-out do gene Mecp2 (gene relacionado com a
memoria) (Swiech et al., 2015), permitem ainda a modificagao precisa do genoma com a criagao
de patologias por insercao de mutacao especifica, por exemplo, modelo de roedor da doenga
de Huntington.

Os modelos em roedor tém, no entanto, limitagoes, pelas diferengas profundas que se
manifestam, por exemplo, no desenvolvimento rapido do cérebro (21 dias vs mais de 150 dias,
quando falamos em primatas); na curta duragao média de vida e, em alguns casos, na expressao
génica dependente de um promotor exogeno. Assim, entende-se que os modelos roedores
nao reproduzem completamente neuropatologia observada nos doentes humanos. Temos,
como exemplo disso, a neurodegenerescéncia limitada ou inexistente nalguns modelos das

doencas de Alzheimer e Parkinson (Tu et al., 2015).
5.2.2. Primatas nao humanos

Em alguns casos, para um melhor entendimento do cérebro humano, sao entao
necessarios primatas nao humanos, cujo cérebro é mais proximo do humano, quer em termos
neuroanatémicos, fisiologicos e comportamentais. Diversos sintomas clinicos de perturbagoes
neurologicas devem-se a uma atividade cognitiva superior controlada pelo cértex pré-frontal,
mais desenvolvido a semelhan¢a do Homem nos primatas nao humanos do que nos roedores;
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sistemas de recetores especificos apresentam diferentes conetividades entre roedores e
primatas, além do facto de que muitos farmacos usados para tratar patologias do SNC tém
implicagoes nos sistemas de neurotransmissao e neuromodulacao, sistemas que diferem
bastante entre estes dois taxa, sendo que os primatas nao humanos aproximam-se mais do
homem, constituindo uma melhor plataforma para o screening deste tipo de farmacos. Outra
vantagem dos modelos de doenga em primatas é permitirem estudar fenotipos no estagio
prodromico da doenga, que sao dificeis de estudar em doentes humanos, mas sao importantes,
dado que permitem identificar oportunidades de tratamento precoce. Os modelos roedores
podem nao ser indicados para este proposito dado que tém um desenvolvimento cerebral
muito rapido (Jennings et al., 2016). Em resumo, no dominio das neurociéncias o sistema
CRISPR e os modelos de primatas nao-humanos sao promissores aliados na descoberta de
novos tratamentos, pelo que existem ja exemplos da sua utilizagao (Liu et al., 2017; Zuo et dl.,

2017).

5.3 Uso do Sistema CRISPR para gerar modelos de doencas neurodegenerativas,
em primatas

Sintetizando os passos a seguir para criagao de primatas transgénicos com a mutagao
da doenga pretendida com recurso a esta ferramenta, temos que: Primeiramente, deve
efetuar-se uma avaliagcao da sequéncia do gene de interesse (seja para disrupgao ou introdugao
de uma sequéncia especifica). De seguida, para a escolha do segmento-alvo deve verificar-se
cumprimento do requisito da PAM, para entiao se poder prosseguir com o desenho do RNA
guia complementar. Por forma a agilizar o design e validagao desta sequéncia-alvo deve utilizar-
se uma ferramenta bioinformatica (Anexo |3 e Anexo 14) que faz uma avaliagao do potencial
off-target da sequéncia, para se evitar uma clivagem fora do local de interesse.

Dado que o objetivo final é a geragao de modelos de primatas, deve haver uma recolha
prévia de odcitos de fémeas apos a superovulagao. Estes serao entao submetidos a uma injegcao
intracitoplasmatica de esperma para fecundagao e formagao de zigotos. Os ovos fertilizados
serao de seguida alvo de injegao intracelular com os RNAguias e a Cas9 e ainda, quando
aplicavel, de um template dador homodlogo que possibilitara a reparagao da quebra dupla por
recombinagao homologa (Chen et al, 2016). A Cas9 pode ser co-injetada na forma de
proteina, RNAm ou de plasmideo (DNA) que codifica para a Cas9. A expressao dos RNAs
guia pode ser dependente de promotores, como o promotor U6 utilizado pela polimerase |l
que contém como requisito para a sequéncia crRNA, a exigéncia de comegar com o
nucleotido guanina, pelo que a especificidade neste caso é dada por GNyNGGeam (Hay et al,

2016). Assinale-se ainda que para editar as células de mamiferos (eucarioticas) é necessario
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que a Cas9 esteja acoplada a um sinal de localizagdo nuclear para a encaminhar para o
compartimento do genoma. (Hay et al, 2016) E de notar, que a RNase Ill da bactéria
(Streptococcus pyogenes) nao é essencial para a conclusao do processo, o que indica que outras
enzimas do hospedeiro podem ser usadas para promover as suas agoes, cOmo O
processamento e a maturagao dos crRNAs (Cong et al, 2013). Apds a co-injecao (sgRNA;
Cas9) nos zigotos, respeitando todas as consideragoes necessarias, pressupoe-se uma espera
até a fase de blastocisto ou moérula para implantar os embrices nas fémeas de aluguer.

Finalmente, apds a gravidez, ha o nascimento dos primatas transgénicos. Estes tém de
ser analisados a fim de se verificar que manifestam a mutagao (Figura 7) (Chen et al., 2016). Por
forma a avaliar a presen¢a da mutagao pretendida, para reproducao do modelo de doenga,
pode ser efetuada, por exemplo, uma sequénciagcao de Sanger, ou Western Blot, assim como

ensaio para detecao de clivagem e mismatches, tal como como o Surveyor® (Ran et al., 2013).
Esperma
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Figura 7: Produgdo de modelos de doencas neurodegenerativas em primatas, que sdo modelos animais que mais fielmente
reproduzem o cérebro humano. As fémeas primatas (ndo-humanos) sofrem superovulagdo para recolha de évulos, os
quais, posteriormente, sdo sujeitos d inje¢do intracitoplasmdtica de esperma (a) , para fertilizacdo in vitro. Os ovos
fertilizados sdo injetados com os componentes do sistema CRISPR (b), daqui hd um desenvolvimento, in vitro, até ao
estadio de 4 a 8 células, apés o qual ha a transferéncia para a fémea de aluguer (c). Apés a gestacdo completa, os
macacos recém-nascidos sdo analisados a fim de verificar a presenca de transgenes no DNA-alvo (d), conhecidos por

causarem determinada doenca neurodegenerativa (Adaptado de TU et al,, 2015).
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Recentemente, em vez da geragao de animais transgénicos no estado embrionario,
varios investigadores tentaram efetuar esta manipulagao genética nos animais ja nascidos. Para
tal, € necessario o desenvolvimento de sistemas de vectorizagdo dos componentes CRISPR
diretamente para o SNC. A vectorizagao destes componentes ao cérebro pode ser efetuada
de varias formas, no entanto, neste contexto a estratégia mais promissora sao os vetores
virais, tais como os virus adeno-associados (AAV), com longo tempo de expressao mas sem
integracao, relativamente seguros e com baixa patogenicidade e imunogenicidade (Heidenreich
e Zhang, 2015). H3, no entanto, varias limitagoes a ultrapassar, como por exemplo, a baixa
capacidade de carga destes vetores virais. Uma alternativa é a entrega, separadamente, do

RNA guia e da nuclease Cas9 (Figura ) (Swiech et al., 2015).

AAV-Cas9
+
AAV-RNAs guia

AN

Figura 8: Uma das estratégias mais promissoras sdo os vetores virais, como os virus adeno-associados (AAV), com
longo tempo de expressdo mas sem integragdo, relativamente seguros e com baixa patogenicidade e imunogenicidade.
Uma alternativa para ultrapassar a sua limitagdo no que concerne a baixa capacidade de carga é a entrega,

separadamente, em diferentes vetores virais, dos componentes CRISPR.

5.4 CRISPR e os passos para a meta de interesse: modelos de doencas do
cérebro
Com o sistema CRISPR conseguimos mimetizar a base genética das doengas que

acometem o cérebro e com isto desenvolver modelos animais que terao utilidade nao s6 na
clarificagao da patologia, mas também como modelos para o screening de farmacos para a
doenga em questao, preenchendo lacunas terapéuticas que atualmente existem, devido a
inexisténcia de bons modelos de doenca.

Algumas doengas neurologicas como a doenga de Parkinson podem ser causadas pela
perda de fungao, e, portanto, pela disrupgao na zona codificante de genes especificos, em
particular, neste caso pela mutagao nos genes Parkin e Pinkl|. Estes genes podem ser alvo do
sistema CRISPR, no modelo animal pretendido, de forma a inativar a sua expressao. Assim,
quando ambos os alelos sao mutados, € expectavel o desenvolvimento da doenga de parkinson
(Tu et al, 2015).

No entanto, muitas outras doengas neurodegenerativas sao causadas pela toxicidade

de proteinas mutantes, como exemplo, a doenga de Huntington é causada pela expansao poliQ
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na proteina huntingtina, resultante da repeticao anormal do tripleto CAG no respetivo gene.
Assim, para gerar este modelo de doenca é exigida a insercao especifica de um segmento que
permita a referida expansao. Esta estratégia é referida como knock-in e pressupoe a ativagao
do mecanismo de reparagao por recombinagao homologa. (Tu et al,, 2015). Nos neuronios,
células altamente diferenciadas, com baixa atividade mitética, a frequéncia de HDR ¢€ ainda
mais baixa, visto este mecanismo de reparagao estar sobretudo ativo na fase S e G2, do ciclo
celular. Assim, tém vindo a ser estudadas abordagens para aumentar a taxa de HDR, como o
uso de inibidores da outra via de reparagao, NHEJ (Fellmann et al., 2017; Heidenreich e Zhang,

2015; Xiong et al., 2016).

6. Limitacoes/ Desafios da CRISPR na producao de modelos de doenca do cérebro

Por tudo o que foi anteriormente descrito, é inquestionavel a importancia do Sistema
CRISPR relativamente a criagao de mutagoes, variantes ou polimorfismos, em qualquer local
do genoma. No entanto, esta ferramenta ainda tem limitagcoes significativas, conforme

discutimos a seguir.

6.1. Potencial off-target

O direcionamento do sistema CRISPR ¢ efetuado por um RNA guia que hibridiza com
uma sequéncia-alvo, adjacente a um motivo PAM (NGG), através de aproximadamente 20
nucledtidos, resultando numa DSB, 3 pares de bases a montante da sequéncia NGG (TU et
al,, 2015). Assim esta dependéncia de sequéncia e o facto de a Cas 9 conseguir tolerar algumas
mutagoes, podem levar a clivagem inapropriada de sequéncias semelhantes mas que nao sao a
sequéncia de interesse (Fellmann et al, 2017). Efetivamente, foi demonstrado que os
nucleodtidos préximos a sequéncia PAM (8-12 nt), a chamada seed sequence, sao os mais
rigorosamente reconhecidos, ja nos restantes nucleétidos ha a probabilidade da Cas9 tolerar
mismacthes, sendo sensivel ao nimero, posicao e distribuicao dessas mutagoes (Hsu, Lander e
Zhang, 2014). A Cas9 pode ligar a um elevado numero de sequéncias que nao a de interesse,
no entanto, esta ligacao é transitéria e, apenas, numa fracdo pequena dessas ligacoes é que
ocorre a clivagem do DNA. Como a Cas9 tem esta tolerabilidade a mismatches, o potencial
de off-target correlaciona-se com a concentragao enzimatica, sendo tanto maior, quanto maior
a concentragao da Cas9 (Fellmann et al., 2017; Hsu, Lander e Zhang, 2014).

Existem ferramentas bioinformaticas com inimeros algoritmos que conseguem prever
a probabilidade de uma determinada sequéncia apresentar complementaridade com
sequéncias semelhantes, que possam potenciar a clivagem fora do alvo (Fellmann et al., 2017).

Devido a esta preocupagao surgiram varias abordagens para minimizar este problema,

tais como o uso de nickases (com dominio RuvC ou HNH inativados) que induzem quebras
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em cadeia simples, pelo que aumentamos a especificidade quando comparamos com as quebras
duplas num local-alvo, visto que serao necessarias 2 sequéncias serem simultaneamente
reconhecidas (Fellmann et al., 2017; Hsu, Lander e Zhang, 2014). Esta estratégia prevé o uso
de um par de nickases que tém como alvos locais adjacentes em cadeias opostas, o que resulta
numa DSB com um potencial off-target extremamente reduzido (Lee et al., 2016). Outra
estratégia envolve o uso de RNAs guia truncados, ou seja, com remocao de alguns nucleétidos
da extremidade 5’ do RNA o que diminui o comprimento da interface RNA-DNA. Os RNAs
guia mais curtos apresentam maior especificidade, dado que os nucleotidos finais, proximos a
extremidade 5’, nao sendo estritamente necessarios para o direcionamento sao compensagoes
para alguns mismatches que possam ocorrer, logo sem estes ha uma sensibilidade maior a estes
mismatches (Fellmann et al,, 2017; Hsu, Lander e Zhang, 2014, Fu et al, 2014). Finalmente,
recorre-se ainda a adicao de duas guaninas ao terminal 5’, o que talvez pela modificagao da
estabilidade do RNA, concentragao ou estrutura secundaria permite aumentar a especificidade
(Cho et al., 2014)). E de notar que estratégias que possibilitem um ligar e desligar da cas9
minimizam a clivagem fora do alvo, visto que permitem um controlo temporal, limitando o
tempo de exposicao do genoma a atividade da Cas9 (Chira et al, 2017). Existem varias
abordagens para isto, como por exemplo, uma expressaio da Cas dependente de 4-
hidroxitamoxifeno (4-HT) por fusio a um dominio do recetor de estrogénio (ERT2),

modulando assim a sua atividade (Liu et al,, 2016).(Figura 9)

4-HT Q
A | Figura 9 Uma alternativa para diminuir a
L

atividade enzimdtica, e, por conseguinte,
restringir o potencial off-target é a utilizagdo
= duma expressdo regulada da enzima (A: cas 9

inativa, indutivel por 4-hidroxitamoxifeno (4-HT)
; B: cas 9 ativa pela ligagdo do 4-HT ao recetor

n de estrogénio ERT2). Adaptado de CHIRA et dl,,

2017.

6.2 Mosaicismo

O mosaicismo deriva de uma falha genética durante o desenvolvimento do embriao.
Neste caso, o mesmo individuo possui dois ou mais tipos de linhagens celulares diferentes,
como consequéncia da variagao no niumero de cromossomas, por perda ou duplicagao destes
(Stankiewicz e Lupski, 1865). As mutagées em mosaico podem, efetivamente, afetar os
modelos animais de doengas humanas, isto porque uma doenga genética humana deriva de
uma mutagao que ocorre no zigoto, no estagio de primeira célula, antes de qualquer divisao

celular, assim todas as células do individuo manifestam exatamente o mesmo fundo genético,
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de forma ubiqua. O mecanismo por tras do mosaicismo permanece pouco claro, mas foi
sugerido que aquando da utilizagao do sistema CRISPR-Cas9, tal se se deve a um atraso na
producao da forma ativa da Cas9 que podera ocorrer apos a primeira divisao celular (Tu et
al,, 2015). Este problema pode ser minimizado com entrega da proteina Cas9 em vez do RNA
mensageiro que codifica para esta, com vista a eliminar o atraso da tradugao (Jennings et al.,
2016). No entanto, ha relatos que o mosaicismo podera nao ser eliminado (Kim et al., 2014).
Este problema torna-se ainda mais sério quando falamos em animais maiores como os
primatas, isto porque para gerar um animal com o mesmo background genético,
completamente knock-out, sao necessarios varios cruzamentos em série. Isto é particularmente
complicado nestes animais cujo ciclo de reproducgao é longo (5-6 anos) e o tamanho da ninhada

é pequeno (Jennings et al., 2016; Zuo et al., 2017).

6.3 Mecanismo de reparacao por homologia ineficiente em neuroénios

Embora esteja patente que a NHE| é uma via de reparagao ativa nos neurdnios
permanece pouco clara a eficiéncia da via HDR nestas células altamente diferenciadas pos-
mitoticas. Acredita-se que a HDR ocorre, essencialmente, nas fases S e G2 do ciclo celular,
sendo portanto, um mecanismo raro em células como os neuronios. A introdugao e corregao
de mutagoes via HDR, no cérebro, abriria a porta nao sé para a construgao de determinados
modelos de doenca como para a terapéutica, in vivo. Assim, o futuro podera passar por
melhorar as vias de sinalizagao de forma a promover a taxa de ocorréncia de HDR, nestas
células (Heidenreich e Zhang, 2015). No entanto, como a NHE] é ativa, pode ser usada para
producao de InDels e reprodugao de doengas causadas pela disrupcao de genes ou ganho de
toxicidade, como a doenca de Parkinson.

Devido a sua importancia, foram investigadas varias abordagens para aumentar a taxa
de frequéncia de HDR, tais como:

- inibicao da via NHE] para ocorrer um desvio para a via concorrente, HDR. Foram
identificadas pequenas moléculas inibitérias de componentes-chave da NHEJ, como moléculas
inibidoras da DNA ligase IV e KU70 (Doetschman e Georgieva, 2017);

- foram identificadas duas pequenas moléculas, que aumentam a frequéncia de HDR,
sao elas: L755507 (agonista do recetor B3-adrenérgico) e brefeldin A (inibidor da proteina
responsavel pelo transporte entre o reticulo endoplasmatico o e complexo de Golgi) (Xiong
et al, 2016);

- o uso de nickases é também uma estratégia que aumenta a reparagao por homologia,
visto que, as quebras em cadeia simples geradas pelas nickases sao mais fielmente reparadas

(Cong et al., 2013; Xiong et al., 2016).
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6.4 Limitacdao dos mecanismos de entrega no cérebro

A vectorizagao dos componentes CRISPR para o cérebro pode ser efetuada de varias
formas, no entanto, a estratégia mais promissora sao os vetores virais que conseguem
ultrapassar a barreira hematoencefilica, como os virus adeno-associados (AAV). Ha no
entanto, varias limitagoes a ultrapassar, como por exemplo, a baixa capacidade de carga destes
vetores virais. Uma das abordagens para contornar esta limitagao passa pela utilizagao de uma
Cas9 mais pequena, por exemplo, a Cas9 derivada do Streptococcus aureus, que é mais
facilmente incorporada, e fornece portanto, uma melhor estratégia quando se trata de edigao
in vivo, no cérebro (Heidenreich e Zhang, 2015). Além disto, a entrega, separadamente, do
RNA guia e da Cas9, em diferentes AAVs (Swiech et al.,, 2015) ou entao, a utilizagao de animais
geneticamente modificados que expressem por si a Cas9 (ex: murganhos) sao outras

estratégias (Randall et al., 2016).

7. Conclusao

A nossa percegao de como o genoma pode impactar no fenétipo, na fisiologia normal
e na fisiopatologia de doengas neurologicas € ainda diminuto, muito devido a falta de
ferramentas capazes de manipular geneticamente e de forma simples diferentes espécies
animais, incluindo animais maiores, que quando comparados com os roedores, apresentam um
desenvolvimento cerebral mais equiparavel e alvo de transposi¢ao para o homem, permitindo
assim estudos in vivo com maior relevancia. Desta forma, um sistema simples, maioritariamente
constituido por dois componentes, que se baseia no emparelhamento de bases por
complementaridade, em que um RNA guia a nuclease a sequéncia de interesse no genoma
constitui uma ferramenta revoluciondria que estimulou inimeras aplicagdes na ciéncia,
nomeadamente, nas neurociéncias, no que concerne a produgao de bons modelos animais
para o estudo de patologias neurologicas (Barrangou e Doudna, 2016; Doudna e Charpentier,
2014). Além disto, o sistema CRISPR foi um avango importante na producao de modelos
celulares, em particular com linhas celulares humanas, contribuindo para a geragao de linhas
de células estaminais pluripotentes induzidas isogénicas, com o mesmo background genético,
o que elimina a componente da intervariabilidade do homem, permitindo conclusoes mais
exatas (Grobarczyk et al,, 2015; Heidenreich e Zhang, 2015).

Por tudo isto, torna-se facilmente compreensivel que a edigao genética com a CRISPR
permite gerar melhores modelos de doengas humanas, nomeadamente, doengas do cérebro,
que permanecem objeto de dificuldades. Isto por sua vez, capacita a investigagao farmacéutica

no que concerne aos estudos de previsao da seguranga farmacoldgica, toxicidade aguda,
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croénica, reprodutiva, bem como outros estudos nao-clinicos fundamentais no screening de
novas moléculas que possam melhorar o arsenal terapéutico na neurologia, bem como a
qualidade de vida do doente (Fellmann et al., 2017).

Apesar de tudo, existem inumeros desafios a utilizagao da CRISPR, tais como os
distintos mecanismos de reparagao de DSBs e a sua frequéncia nos neuronios, precisamente
pela baixa taxa de HDR nestas células pos-mitdticas, sendo necessarias abordagens para
aumentar a sua frequéncia. Por outro lado, para alcangar o sistema nervoso central hd a
necessidade de melhorar os mecanismos de vectorizacao ao cérebro, tendo em conta a
barreira hematoencefalica (Holkers et al.,, 2014; Lee et al,, 2016). Finalmente, permanece a
preocupag¢ao com o potencial de corte fora do alvo de interesse ou ainda o mosaicismo.

Em suma, partindo do misterioso sistema imunitario procariotico desenvolveu-se uma
das mais promissoras ferramentas para a comunidade cientifica que se espera que contribua
de forma determinante para o avango do conhecimento e terapias das doengas do cérebro

(Hsu, Lander e Zhang, 2014).
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ANEXOS
Anexo ||

Carateristicas das ferramentas de edicao genética: ZFNs; TALENs; CRISPR-Cas9

ZFNs

X 4B Proteina-DNA

do alvo
Componentes -
chave

Vantagens

Desvantagens

Multiplexing

TALENSs

Proteina-DNA

CRISPR-Cas9
RNA-DNA

ZF — Fok |

TALE — Fok |

RNA guia e Cas 9

O dominio ZF ¢
responsavel pelo
reconhecimento das
sequéncias de DNA —
Dimerizacao das
nucleases Fok | e
dupla clivagem da
cadeia de DNA — Esta
quebra dupla sera
reparada por NHEJ
ou HDR.

O dominio TALE ¢é
responsavel pelo
reconhecimento das
sequéncias de DNA —

Dimerizacao das
nucleases Fok | e
dupla clivagem da

cadeia de DNA — Esta
quebra dupla sera

reparada por NHE]
ou HDR.

O RNA guia ¢
responsavel pelo
emparelhamento
com o DNA-alvo,
proximo a sequéncia
PAM (NGG) — Cas 9
cliva a dupla cadeia de
DNA -- Esta quebra
dupla sera reparada
por NHE) ou HDR.

Eficiéncia e
especifidade

Eficiéncia e
especificidade

Alta eficiéncia,
facilidade de
construgao e
alteracao de alvo,
capacidade de

multiplexing

Consumo de tempo,
Metodologia
dispendiosa,
Transposigao de
escala limitada pelo
design, sintese e
validagao proteica.

Consumo de tempo,
Metodologia
dispendiosa,
Transposigao de
escala limitada pelo
design, sintese e
validagao proteica.

Exigéncia do motivo
PAM;

Tamanho da Cas9
elevado para entrega
nos vetores AAV;

Nao

Nao

Sim

ZFNs- nucleases dedo de zinco; TALENSs- nucleases transcripton activator-like-effectors

CRISPR- clustered regularly interspaced short palindromic repeats NHE]- Uniao das
extremidades nao-homologas; HDR- Recombinagao Homoéloga

Anexo 12

Exemplos de utilizagao da CRISPR como ferramenta para produgao de modelos de doencas
neurologicas em células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs)- Modelos Celulares.

Doenca Neuroldgica

Gene ou
Cromossoma Alvo

Mutagao via CRISPR

Referéncia

Autismo CHDS8 Knock-out (heterozigdtico) WANG et al.,
2015
Huntington HTT Insercao de 97 repeticdes CAG no | MCet al,,
exdao 1 2014
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Doeng¢a mental major | DISC1 Frameshift no exao 2 | SRIKANTH et
(homozigético) e no exdo 8 (homo | al., 2015
e heterozigético)

Sindrome do X fragil FMR1 Delecdo das repeticdes CGG no 5’- | PARK et al.,
UTR do gene FMR 2015

Anexo I3

Exemplos de ferramentas bioinformaticas para realizar o design do sgRNA, tenho em
consideragao o potencial de clivagem fora do sitio (off-target).

CRISPR Design http://crispr.mit.edu/ HSU et al., 2013
E-CRISP http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ HEIGWER et al.,
2014
CRISPR http://www.multicrispr.net/basic_input.html PRYSKHOZHY et
multiTargeter al., 2015
sgRNA Designer: http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis- DOENCH et al.,
CRISPRko tools/sgrna-design 2016
CCTop http://crispr.cos.uni-heidelberg.de/index.html STEMMER et al.,
2015
CHOPCHOP http://chopchop.cbu.uib.no/index.php LABUN et al.,
2016
MUC4 GUIDES
th
B :
: ]
é b *
i ..“ -—e AN ) Thied AV e o " ...' ¥ % i

Distance from AUG (bp)

& sgRNA with low off-target activity
sgRNA with moderate off-target activity
& sgRNA with off-target activity in MUC4 only

. Protein-coding Exon

15000
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http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
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1. Usar PCR para gerar o alvo de interesse para
a clivagem

PCR Amplificati S . . . a .
ﬂ mpieation 2. Proceder a clivagem in vitro da sequéncia-
alvo com os sgRNA sintetizados

DNA-alvo

Uncleaved 3.Separar os fragmentos de clivagem em
Cleaved gel de agarose.

Anexo 14

Estratégia para testar a especificidade do sgRNA in vitro.

tracrRNA
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