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CAPITULO |

Relatorio de Estagio em Industria Farmacéutica

Farmalabor — Produtos Farmacéuticos, S. A.

Condeixa-a-Nova

Garantia da Qualidade

Sob a orientacao da Dra. Dalia Isabel Reis Gongalves
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LISTA DE ABREVIATURAS

AIM - Autorizagao de Introdugao no Mercado

AQL - Limite de Qualidade Aceitavel (Acceptance Quality Limit)

BPL/GLP - Boas Praticas de Laboratorio (Good Laboratory Practice)
CAPAs - Agoes Corretivas e Preventivas (Corrective and Preventive Actions)
CMO - Organizacgao de Fabrico sob Contrato (Contract Manufacturing Organization)
CQ - Controlo de Qualidade

DUL - Documento Unico Laboratorial

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

GMP - Boas Praticas de Fabrico (Good Manufacturing Practice)

GQ - Garantia da Qualidade

IF - Instrugoes de Fabrico

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

OOS - Fora das Especificagoes (Out of Specification)

RQP/PQR - Revisao da Qualidade do Produto (Product Quality Review)

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats



I.INTRODUCAO

O estagio curricular realizado no ambito do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas (MICF), para além de ser uma componente obrigatéria para a finalizagdo da
formagao académica de um farmacéutico, constitui também um primeiro contacto com

aquela que podera ser a minha futura atividade profissional.

A decisao de realizar o meu estagio em Industria Farmacéutica deveu-se, nao so, ao
facto de a Faculdade de Farmiacia da Universidade de Coimbra (FFUC) possibilitar a
realizagdo de estdgios nesta drea, o que representa uma mais-valia, mas sobretudo pelo meu
interesse e curiosidade em contactar com esta disciplina profissional. Desde cedo que era da
minha vontade ter uma melhor percecao sobre o funcionamento e dindmica de uma
Industria Farmacéutica, sendo que os conhecimentos adquiridos em algumas unidades
curriculares me despertaram ainda mais o interesse pelo ciclo dos medicamentos, pelo

mercado farmacéutico e pelas atividades a si inerentes.

O estagio foi realizado no Departamento da Garantia da Qualidade (GQ) da
Farmalabor entre os dias 8 de janeiro de 2020 e |12 de margo de 2020, sob a orientagao da

Dra. Dalia Gongalves.

O presente relatorio compreende uma analise SWOT (Strenghts, Weaknesses,
Opportunities, Threats), que ira permitir analisar os Pontos Fortes e Fracos do estagio, bem

como as Oportunidades e Ameagas detetadas.

2. GRUPO MEDINFAR

O grupo Medinfar é uma empresa farmacéutica portuguesa, atualmente lider nacional
na categoria de Saude do Consumidor e Dermatologia, e 3° maior no top 5 de empresas
portuguesas. Foi fundado em 1970, estando a sua sede localizada em Venda Nova, Amadora,

e a Unidade de Producgao Industrial em Condeixa-a-Nova, Coimbra.

O grupo Medinfar, desde que foi fundado, tem como objetivo investigar, desenvolver
e fabricar produtos farmacéuticos, cosméticos e suplementos alimentares, bem
como distribuir e comercializar os mesmos. Além de produzir marcas proéprias, produz e
comercializa também produtos licenciados em parceria com as maiores empresas

farmacéuticas mundiais, e aposta continuamente no desenvolvimento de produtos



inovadores e em novas areas terapéuticas, o que lhe permite ser uma unidade de producao

farmacéutica de referéncia a nivel europeu.

A estratégia do grupo Medinfar consiste em fazer chegar os cuidados de saude de
forma ética, segura e sustentavel a todos, estratégia esta que assenta em quatro principios
orientadores: sustentabilidade, inovagao, globalizagao e diversidade. Tendo como estratégia
de negdcio a internacionalizagao, o grupo Medinfar tem vindo a expandir a sua atividade,
comercializando atualmente os seus produtos em mais de 40 paises, sendo que a criagao de

uma filial em Marrocos, em 2000, foi um marco importante para o sucesso desta estratégia.

Assim, o grupo Medinfar assume um compromisso com a saude ao empenhar-se
continuamente na expansao internacional, ao assegurar a qualidade dos medicamentos
produzidos, ao apostar na investigacao e desenvolvimento de novos produtos, processos e

metodologias analiticas, e ao investir na modernizagio tecnoldgica na area de produgio.'

3. FARMALABOR - PRODUTOS FARMACEUTICOS, S. A.

O grupo Medinfar reforcou a sua capacidade de produgao quando, em 2001,
procedeu a aquisicao da Farmalabor, uma Unidade de Produgao Industrial localizada em
Condeixa-a-Nova, na qual sao produzidos produtos farmacéuticos nao-estéreis, cosméticos
e suplementos alimentares, que incluem formas solidas, nomeadamente comprimidos,
capsulas, pellets e pos, formas liquidas, que incluem solugoes, suspensoes, xaropes, ampolas
bebiveis e champos, e formas semi-solidas, nas quais estido incluidos cremes, pomadas, géis,

emulsoes, logoes, espumas, mousses, supositérios e sabonetes.

Ao seguir a estratégia do grupo Medinfar, do qual faz parte, a Farmalabor tem
investido em tecnologias de produgao mais modernas e tem prestado servicos de produgao
a cada vez mais empresas, que depositam na Farmalabor a confianca na qualidade dos
produtos fornecidos, o que se reflete no acentuado crescimento do negodcio industrial que

se tem verificado ao longo dos Ultimos anos.

A Farmalabor ¢, entio, uma Organizacio de Fabrico sob Contrato (Contract
Manufacturing Organization) (CMO) certificada de acordo com todos os requisitos dos
referenciais normativos em vigor, nomeadamente da Qualidade, pela norma ISO 9001:2015,
do Ambiente, pela norma ISO 14001:2015, e da Seguranga e Saude Ocupacional, pela norma
ISSO 45001:2018. Além disso, cumpre com rigor e dedicagao as Boas Praticas de Fabrico

(GMP) e as Boas Praticas de Laboratorio (BPL), proporcionando, por isso, servicos de



exceléncia que satisfazem os seus clientes, e esta focada na melhoria continua da qualidade
dos produtos e servigos prestados em todas as atividades realizadas na Farmalabor, através

de um Sistema de Gestao da Qualidade (SGQ) consolidado.?

Assim, a Farmalabor mostra-se, hoje em dia, muito competitiva, gragas ao
investimento realizado na tecnologia, a aposta em colaboradores com a formagao adequada

e aos servicos dotados de qualidade que presta aos seus clientes.

3.1. Departamento da Garantia da Qualidade (GQ)

A GQ desempenha um papel fundamental na Industria Farmacéutica ao garantir que
os produtos e servigos fornecidos aos seus clientes cumprem com exigéncia e rigor os
normas de qualidade exigidas, de forma a assegurar a maxima eficacia e seguranca dos

produtos, e também a satisfagao dos seus clientes.

Visto ser tao importante garantir a qualidade dos produtos fornecidos, a Farmalabor
tem com prioridade estratégica o estabelecimento de um SGQ que assenta na melhoria
continua de todas as atividades levadas a cabo na empresa que possam de algum modo afetar
a qualidade dos produtos e servicos, e que assegura que todas as normas, legislacoes e
requisitos sao devidamente cumpridos. Por conseguinte, todos os produtos sao fabricados
de acordo com a regulamentacao estabelecida, de modo a obter a qualidade requerida, o
que significa que todos os produtos sio preparados de acordo com as GMP, todas as
andlises sao efetuadas de acordo com as BPL, e todos os lotes produzidos sao testados de
acordo com o registado na Autorizagao de Introdugao no Mercado (AIM). O SGQ permite,
entao, apurar todas as atividades que possam colocar em causa a qualidade, prevenir
possiveis erros e desvios e melhorar continuamente a eficiéncia das varias atividades de

modo a garantir que a qualidade é alcangada.

Deste modo é possivel entender a importancia da GQ, uma vez que é responsavel
por diversas atividades, entre elas a Gestao de Validagao de Processos, em que, através de
varios protocolos estabelecidos, é assegurado que os produtos cumprem com as
especificagoes previstas de forma a garantir a maxima qualidade e a minimizagao de possiveis
riscos; a Gestao de Desvios e Nao Conformidades, através da qual sao investigadas
alteragoes cuja ocorréncia nao era prevista, e sao identificadas as causas raiz e as agoes
corretivas e preventivas (Corrective and Preventive Actions) (CAPAs) a implementar; o
Controlo de Alteragoes, através do qual todas as alteragoes planeadas sao analisadas no

sentido de avaliar o seu impacto na qualidade do produto e no SGQ, de forma a assegurar
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que a conformidade com a regulamentagao se mantém, assim como a eficiéncia de todos os
processos e a qualidade dos produtos; a Revisao da Qualidade do Produto (Product Quality
Review) (RQP ou PQR), que consiste na revisao periddica do estado de qualidade de um
produto, cujo objetivo é avaliar a consisténcia do processo de fabrico, bem como a
necessidade de executar CAPAs; a Qualificacao de Fornecedores, através da qual é
assegurado que os produtos e servigos adquiridos satisfazem os requisitos estabelecidos,
para que a qualidade, a eficacia e a seguranga nao sejam afetadas; a Gestao Documental, que
compreende a elaboragao, revisao, alteracdo e otimizagao de documentos, de forma a
assegurar que a informagao relativa a todas as atividades efetuadas esta constantemente
correta, atualizada e cumpre com os requisitos estabelecidos, para que a qualidade possa ser

garantida.

4. ANALISE SWOT

Pontos Fortes (Strengths) Pontos Fracos (Weaknesses)
e Acolhimento, integracao e formagao e Duracao do estagio.
inicial.
¢ Pouco contacto com os restantes
Dimensio | ® Conhecimentos adquiridos. departamentos.
Interna

e Autonomia.

e Boa relagio com a equipa e bom
ambiente de trabalho.

e Departamento multidisciplinar.

Oportunidades (Opportunities) Ameacas (Threats)
e Crescimento e expansio da e COVID-I9.
empresa. . . ”
Dimens3io P e Dificuldade em aplicar, na pratica, os
Externa e Conhecimento, na pratica, e gestao conhecimentos adquiridos em
da sala de Retencao de Amostras. algumas unidades curriculares do
MICF.

Figura I: Analise SWOT do Estagio em Industria Farmacéutica.



4.1. Pontos Fortes

Acolhimento, integracdo e formacao inicial

No primeiro dia de estagio fui recebida, com outros estagiarios, pela Dra. Dalia
Gongalves na Farmalabor para uma formagao inicial, na qual nos foi apresentado o Grupo
Medinfar e a Farmalabor, a sua unidade industrial. Nesta formacao foi também abordado o
tema Ambiente, no qual ficdimos a conhecer a politica ambiental da empresa, bem como a
forma sustentavel como é feita a gestao de residuos, tratamento de efluentes, contengao de
derrames e a gestdo de dgua e energia na esfera ambiente, com o propdsito de preservar os
recursos naturais e defender a natureza e o ambiente. Outro dos tépicos abordados foi
Higiene e Seguranca no Trabalho, que incluiu a apresentagao da regulamentagao especifica e
em vigor na empresa, e do plano de seguranga interno, bem como a elucidagao para a
importancia da conformidade com a politica, procedimentos e boas praticas em seguranga, e

as consequéncias do seu incumprimento.

ApOs a reuniao fui visitar os departamentos da empresa, onde tive a oportunidade de
me apresentar e de ficar a conhecer alguns dos colaboradores que, ao mostrarem-se
bastante recetivos, contribuiram também para uma boa integragao. Na visita ao
departamento da GQ, além de conhecer a equipa com que viria a colaborar durante o meu
estagio, foram-me dadas a conhecer algumas das atividades desenvolvidas nesta area, bem
como a estrutura organizacional. Ao visitar de forma breve o departamento do Controlo de
Qualidade (CQ) adquiri algumas nogoes basicas sobre as atividades aqui realizadas, bem
como a sua importancia e interligagdo com os restantes departamentos. O departamento no
qual passei a maior parte do tempo na primeira semana de estagio foi a Produgao. Aqui tive
a oportunidade de visitar a sec¢ao de Producao de Formas Solidas, e de Formas Liquidas e
Pastosas, onde pude observar brevemente a execucao de alguns processos de fabrico, e
visitei também a secgao da Embalagem, tendo sido possivel aperceber-me da interligagao e

importancia da cooperagao destes departamentos com os restantes da empresa.

Conhecimentos adquiridos

O meu estagio decorreu no departamento da GQ, onde tive a oportunidade de ficar
a conhecer de forma detalhada algumas das atividades aqui efetuadas e colaborar na
realizagido das mesmas, e onde me apercebi do quao abrangente é este departamento

relativamente as restantes atividades efetuadas na Farmalabor, uma vez que, apesar de nao



ter tido a oportunidade de integrar outros departamentos, passei a conhecer e a

compreender algumas das atividades realizadas nos mesmos sem as observar na pratica.

Inicialmente foram-me apresentados varios documentos, nomeadamente o Manual de
Instalacao Fabril ou Site Master File, que tive a oportunidade de ler e de utilizar como base
para preencher o questiondrio “Self-information Questionnaire for Manufacturers and
Suppliers of Drug Products” para suporte de uma auditoria documental de cliente, o que
permitiu que ficasse a conhecer um pouco melhor a empresa e as suas instalagoes. Fiquei
também a conhecer procedimentos transversais emitidos pela GQ e outros documentos
internos da empresa, entre eles o RQP, o Documento Unico Laboratorial (DUL) e as
Instrucoes de Fabrico (IF) que, quando preenchidas, passam a denominar-se Registo de Lote.
ApOs ficar mais familiarizada com estes documentos, tive a oportunidade de analisar, rever e
atualizar parte deles. Além disso, colaborei na compilagao de varios RQPs e na andlise de

informacoes inerentes a elaboracio dos mesmos.

Durante o meu processo de aprendizagem fiquei também a conhecer o Limite de
Qualidade Aceitavel (Acceptance Quality Limit) (AQL), uma ferramenta que permite
estabelecer critérios para aceitar ou rejeitar um lote de um determinado produto,
garantindo a qualidade do mesmo. Apos a produgao de um lote de determinado
medicamento, os atributos visuais sao avaliados por lote e de acordo com a dimensao do
mesmo, para verificar se a propor¢ao de produto nao conforme nao ultrapassa os limites
estabelecidos nas normas, sendo que para cada produto existe um AQL. Assim, uma das
atividades que me foi atribuida foi analisar o documento associado ao AQL, bem como
entregar ao departamento da Produgao os selos de expedigao acompanhados da devida
Checklist da expedicao do produto intermédio acabado quando os lotes produzidos sao

destinados a empresas que requisitaram os servigos de produgao da Farmalabor-.

Outra das tarefas que tive a oportunidade de realizar foi o levantamento de historico
de suporte as investigagoes, que eram efetuadas com o intuito de investigar ocorréncias ou
resultados fora das especificagoes (Out of Specification) (OOS) que surgiam ao longo do
processo de produgao. Deste modo, recolhi e analisei Registos de Lote de varios produtos
que apresentavam desvios ao AQL ou OOS, de forma a detetar variagoes no processo entre
os varios lotes fabricados, permitindo, assim, identificar possiveis causas raiz para os desvios

ou OOS.



Autonomia

Desde o inicio do meu estagio que tive sempre bastante apoio por parte de toda a
equipa da GQ, que se disponibilizou para me explicar tudo o que era necessario para
desempenhar as minhas fun¢coes o melhor possivel. Além disso, foi-me concedido um espago
de trabalho equipado com um computador para exercer as minhas tarefas e fui integrada no
Sistema Informatico da empresa, o que possibilitou que o meu trabalho fosse realizado de
forma autonoma. Assim, considero que o estagio, ao ser maioritariamente pratico e pouco
observacional, foi bastante proveitoso, pois deu-me mais confianga no trabalho que estava a
realizar, estimulou o meu espirito critico e fez-me sentir mais responsavel pelas atividades

que me eram solicitadas.

Boa relacio com a equipa e bom ambiente de trabalho

Durante todo o meu estagio fui bem recebida e acolhida por todos os colaboradores
da empresa, em especial pela equipa que integra a GQ. Toda a equipa se mostrou sempre
disposta a ajudar, tanto na explicacio de conceitos e tarefas relacionados com as minhas
fungoes como estagiaria, como no esclarecimento de qualquer duvida que surgisse durante a
execugao das mesmas. O espirito de equipa e entreajuda, a cooperagao, a dedicagao e o
bom ambiente de trabalho fizeram-me sentir bem integrada e contribuiram para uma

aprendizagem dinamica e favoravel.

Departamento multidisciplinar

Ao realizar o meu estagio no departamento da GQ pude constatar que este € um
departamento multidisciplinar, composto por uma equipa de colaboradores com variadas
formagoes de base, como Engenharia Quimica, Biologia e Ciéncias Farmacéuticas, que
trabalham em colaboragao permanente com os outros departamentos da empresa, sendo
fundamental o papel desempenhado pela GQ ao longo de todas as atividades que o ciclo do
medicamento engloba para que o desempenho global da empresa seja o melhor possivel.
Assim, estagiar no departamento da GQ proporcionou-me uma visao geral das atividades
desenvolvidas nos restantes departamentos da empresa, e também a compreensao do quao
importante é a cooperagao e interligacao entre os varios departamentos de forma a garantir

a exceléncia e a qualidade do trabalho realizado.



4.2. Pontos Fracos

Duracdo do estagio

O estagio curricular realizado numa drea que nao a Farmacia Comunitaria ou
Farmacia Hospitalar é apenas proporcionado pela FFUC, representando, portanto, uma
vantagem que nos diferencia dos restantes futuros farmacéuticos. Porém, o estagio realizado
em Induastria Farmacéutica tem a duragao de 3 meses e, apesar de parecer um periodo de
tempo suficiente, considero que poderia ser proveitoso se fosse mais extenso, no sentido
em que poderia dar-me a oportunidade de contactar um pouco mais com outros
departamentos da empresa e nao s6 com a GQ, além de ganhar ainda mais autonomia e

conhecimento de outros temas trabalhados na GQ.

Durante o periodo de estagio tenho a percecao de que adquiri conhecimentos mais
aprofundados e autonomia em diversas fungoes, o que apenas foi possivel porque o estagio
foi maioritariamente na area da GQ. No entanto, gostaria de ter tido mais contacto com
outros departamentos, pois tenho a nogao de que teria sido vantajoso conhecer melhor
toda a realidade, funcionamento e organizagao de uma IF, o que apenas poderia ser possivel

se o estagio tivesse uma duragao mais longa.

Pouco contacto com os restantes departamentos

No inicio do estagio tive a oportunidade de conhecer varios departamentos da
Farmalabor para além da GQ, nomeadamente a Produgao e Embalagem e o CQ, mas nao
tive a oportunidade de visitar o departamento da Logistica e Armazém. Além disso, a
interagao com alguns departamentos foi mais reduzida, tendo ocorrido apenas de forma

indireta durante a realizagao de algumas investigagcoes e compilagao de documentos.

Compreendo que de outra forma nao seria possivel adquirir conhecimentos tao
aprofundados como aqueles que adquiri ao ter o meu estagio focado na area da GQ, mas
gostaria de ter contactado um pouco mais com os outros departamentos, uma vez que
poderia compreender melhor a interligagao e cooperagao necessarias entre os mesmos para
assegurar o bom funcionamento de todo o processo de fabrico de um medicamento, além
de poder também observar na pratica muitos dos conceitos e atividades descritos nos

documentos gerados no departamento da GQ.



4.3. Oportunidades

Crescimento e expansiao da empresa

A Farmalabor tem vindo a reforgar continuamente o desenvolvimento tecnoldgico e
a inovagao, promovendo a sua expansao. Recentemente foi posto em pratica um projeto de
reformulagao da drea de produgao de produtos farmacéuticos sélidos orais, com o objetivo
de aumentar a capacidade e a competitividade operacional, através da otimizagdo dos
recursos e da adogao de tecnologias avangadas. Além disso, a Farmalabor ira em breve
usufruir de um aumento do seu espago de armazém, ja em fase de movimento de terras, e
ha também um projeto para os proximos anos para a construgao de um novo espago

destinado ao desenvolvimento e producao de novos produtos.

Assim, a Farmalabor, e também a Medinfar, mostram-se muito competitivas e abertas
a inovagao tecnologica, dai resultando o continuo crescimento e expansao, o que podera
representar uma oportunidade para novos colaboradores, nomeadamente farmacéuticos
recém-formados, como é o meu caso, de fazer parte desta empresa na sua futura carreira

profissional.

Conhecimento, na pratica, e gestao da Sala de Retencao de Amostras

Durante o meu estagio na Farmalabor tive a oportunidade de visitar mais do que uma
vez a Sala de Retengao de Amostras existente na empresa, também conhecida como
Farmacoteca, e de recolher amostras necessarias para analises e investigagoes que surgiram.
Este espago é de acesso restrito e nele sao guardadas amostras representativas dos varios
lotes de todos os medicamentos produzidos, sob condigoes especificas que permitam a
conservagao dos mesmos durante todo o tempo de vida util do medicamento. Estas
amostras sao aqui mantidas com a finalidade de realizar analises que sejam requeridas para
um lote de um determinado medicamento, mas também para consultar qualquer informagao

que possa vir a ser necessaria durante o tempo de vida util do medicamento.

Assim, considero que a visita a Sala de Retencao de Amostras foi bastante util, uma
vez que me permitiu conhecer a sua finalidade e, acima de tudo, a sua importancia para a

avaliagao da qualidade e seguran¢a do medicamento.



4.4. Ameacgas

COVID-19

No dia 12 de margo, cerca de uma semana apds surgirem os primeiros casos de
COVID-19 em Portugal, recebi a indicagao, por parte da FFUC e da Farmalabor, da
necessidade de cancelar o meu estagio, tendo ido nesse mesmo dia para casa, dando, por
isso, o estagio por concluido. Assim sendo, considero que o COVID-19 representou uma
ameaga para o meu estagio, ja que me forgou a terminar o mesmo antes do previsto, numa

fase em que ja desempenhava as minhas principais fungoes com autonomia e rapidez.

Dificuldade em aplicar, na pratica, os conhecimentos adquiridos em algumas

unidades curriculares do MICF

Estagiar na Farmalabor deu-me a oportunidade de colocar em pratica conhecimentos
adquiridos em algumas unidades curriculares, tais como Assuntos Regulamentares e Gestao
e Garantia da Qualidade. No entanto, considero que os conteudos lecionados foram dificeis
de ser aplicados no estagio, uma vez que transpor os conhecimentos teoricos adquiridos

para a realidade que se vive na Industria Farmacéutica é bastante complexo.

5. CONSIDERAGCOES FINAIS

A realizacido do meu estagio curricular em IF deu-me a oportunidade de ter um
primeiro contacto com esta area profissional que sempre me despertou bastante interesse,
tendo-se revelado uma experiéncia bastante enriquecedora e desafiante. Considero, entao,
que foi uma mais-valia aproveitar a oportunidade que a Faculdade de Farmacia me
proporcionou de forma a conhecer o papel preponderante do farmacéutico, como
especialista do medicamento, na IF, tendo assim concluido que neste recaem grandes
responsabilidades nos diversos setores, nomeadamente na GQ, que acompanhei com maior
proximidade, para que o produto final seja obtido com a maxima seguranga, eficacia e

qualidade possivel.

Apesar de o meu estagio ter decorrido apenas na area da GQ, sinto que me foi
possivel obter uma visao bastante alargada do funcionamento geral de uma IF. Além disso,
adquiri bastantes conhecimentos e desenvolvi competéncias profissionais e pessoais, entre as

quais a comunicagao, o trabalho em equipa, o sentido de responsabilidade, a resolugao de
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problemas e a andlise critica, que muito se deveu a forma como fui integrada desde o
primeiro dia e ao apoio constante recebido ao longo do meu estagio por parte de toda a
equipa da GQ, em particular por parte da Dra. Dalia Gongalves, minha orientadora do

estagio, e também da Eng®. Aurea Ferreira, da Dra. Catarina Silva e da Dra. Daniela Oliveira.

Concluo que este estagio foi, sem dudvida, uma experiéncia gratificante quer a nivel
profissional quer a nivel pessoal, tendo superado as minhas expectativas e contribuido

certamente para o meu futuro como farmacéutica.
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I.INTRODUCAO

O estagio curricular em farmacia comunitdria representa o culminar de 5 anos de
aprendizagem do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), sendo um dos

primeiros contactos estabelecidos com a nossa futura realidade profissional.

Como agente de saiude publica e especialista do medicamento, o papel do
farmacéutico na promogao da salide é essencial, nio s6 na minimizagao dos problemas e na
melhoria do bem-estar dos utentes, mas também na promogio da informagao e

aconselhamento farmacoterapéutico.

Assim, é essencial a realizagao deste estagio curricular, de forma a consolidar e a
colocar em pratica os conhecimentos adquiridos ao longo do curso, ficar a conhecer as
fungoes de um farmacéutico na farmacia de oficina para além da dispensa de medicamentos e
aconselhamento, mas também de forma a promover o desenvolvimento de outras
capacidades e competéncias essenciais para a formagao de um futuro farmacéutico no
contexto de Farmacia Comunitaria, tais como a capacidade de comunicagao e interagao com

o utente e com a equipa de trabalho, o trabalho em equipa e a resolugao de problemas.

O estagio foi realizado na Farmacia Adriana, sob a orientagao do Dr. Joao Pimentel,
proprietario e Diretor Técnico da farmacia, de 5 de maio de 2020 a 3| de agosto de 2020,

cuja duragao total corresponde a 670 horas.

O presente relatorio compreende uma analise SWOT (Strenghts, Weaknesses,
Opportunities, Threats), onde irei proceder a andlise dos Pontos Fortes e Fracos, bem como

as Oportunidades e Ameacas identificados ao longo do estagio.

2. FARMACIA ADRIANA

A Farmacia Adriana, localizada na Praca da Republica, € uma das farmacias mais
antigas da cidade de Coimbra, contando com mais de 100 anos de histéria. E bastante
agradavel e acolhedora, apesar de o seu espaco ser reduzido, preservando uma decoragao
alusiva a uma farmacia mais antiga ao expor os seus produtos de venda livre em armarios em
vez de lineares, e ao exibir instrumentos antigos utilizados em diversas atividades

farmacéuticas.

Estando situada num local de passagem de muitos visitantes da cidade de Coimbra, a

Farmacia Adriana usufrui de clientes bastante variados, que vao desde os clientes habituais
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que vivem ou trabalham perto da farmacia, aos turistas que visitam a cidade e aos estudantes

que frequentam a Universidade de Coimbra.

3. ANALISE SWOT

Pontos Fortes (Strengths) Pontos Fracos (Weaknesses)

e Equipa técnica. e Impossibilidade de preparagao de

S e Plano de estigio medicamentos manipulados.

Interna . . e Localizacao da Farmacia.
e Diversidade de tarefas. ¢

~ . ¢ Impossibilidade de avaliar os
e Gestio Comercial. R o
pardmetros bioquimicos.

Oportunidades (Opportunities) Ameacas (Threats)
q ~ e Atendimento de publico estrangeiro. e COVID-I9.
Dimensao
Externa e Preparacao Individualizada da

Medicacgao (PIM).

Figura I: Anilise SWOT do Estagio em Farmacia Comunitaria.

3.1. Pontos Fortes

Equipa técnica

A equipa técnica da Farmacia Adriana é atualmente constituida pelo Dr. Joao
Pimentel, Diretor-Técnico, pela Dra. Angela Mota, Farmacéutica Substituta e pela Sra. Adélia

Guerra, Técnica de Farmacia.

Considero que a minha adaptagao na farmacia ocorreu rapidamente e da melhor
forma possivel, pois senti-me integrada desde o primeiro momento por parte de toda a
equipa. Além disso, a equipa mostrou-se sempre disponivel para esclarecer qualquer duvida,
permitindo, assim, um maior enriquecimento e uma maior consolidagao dos meus

conhecimentos.

O espirito de equipa e entreajuda, a cooperagao, a dedicagao e o bom ambiente de

trabalho fizeram-me sentir bem integrada e contribuiram para uma aprendizagem dinamica e
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favoravel, portanto considero que a equipa foi fundamental para o meu processo de

aprendizagem e evolugao ao longo do estagio.

Plano de estagio

Desde o inicio do estagio que me foi atribuida bastante autonomia, o que me
permitiu, desde logo, adquirir um forte sentido de responsabilidade nas tarefas a
desempenhar. Numa fase inicial o estagio consistiu essencialmente em tarefas de backoffice,
entre as quais destaco a rececao de encomendas e posterior arrumagao dos medicamentos
nos locais adequados, gestao de stocks e realizagao e regularizagao de devolugoes. Nesta fase
tive também a oportunidade de assistir a alguns atendimentos, com a finalidade de me
familiarizar com o método de atendimento e com o programa Sifarma 2000®. Rapidamente
tive a oportunidade de efetuar o atendimento ao publico, numa primeira fase acompanhada
e, apos estar preparada e segura, pude fazé-lo autonomamente, contando sempre com o
apoio de toda a equipa para o esclarecimento de qualquer duvida que surgisse. Deste modo,
considero que a confianga em mim depositada contribuiu para me tornar mais autbnoma e

capaz.

Diversidade de tarefas

Um dos pontos fortes do meu estagio foi a diversidade de tarefas que pude aprender
e realizar, e que contribuiram para a perce¢ao da dindmica de uma farmacia. Ao longo do
estagio tive a oportunidade de colaborar com as atividades de backoffice, tais como a gestao
de stocks e encomendas, arrumacgao de produtos, preparagao individualizada da medicagao, e
realizagao e regularizacao de devolugoes. Estas atividades permitiram-me alargar a visao
sobre o funcionamento interno de uma farmacia e perceber a importancia de cada uma
delas. Assim, considero a diversidade de tarefas um ponto forte do meu estagio, ja que nao
so facilitou a percegio da dindmica de uma farmacia, como também me habilitou a
desempenhar qualquer uma delas no meu futuro profissional, fazendo desta forma sentir-me

mais preparada.

Gestiao Comercial

A Farmacia Adriana integra um grupo de farmacias, o Grupo Coimbra, através do
qual tem acesso a vantagens financeiras, entre as quais descontos na compra de

determinados produtos do stock do grupo. Os grupos de compras fazem, entao, parte do
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modelo de gestao comercial de muitas farmacias atualmente, o que lhes permite obter

margens maiores na compra e venda de determinados produtos.

Outra questao a ter em conta na gestao comercial de uma farmacia é a gestao do
volume de compras dos produtos, de forma a nao perder vendas por rutura de stocks e, por
outro lado, nao perder produtos devido ao prazo de validade expirado, por falta de vendas.
Além disso, deve também ter-se em conta que, muitas das vezes, os reforcos de stock
originam volumes de compras maiores junto do laboratorio ou armazenista, que se
traduzem em melhores condigoes de compra para a farmacia, em formato de descontos ou

bonificagoes.

Assim, considero que estar de certa forma envolvida na gestao comercial da farmacia
foi um ponto positivo do meu estagio, pois mostrou-me que esta € uma atividade

fundamental a ser exercida para garantir a rentabilidade da mesma.

3.2. Pontos Fracos

Impossibilidade de Preparacao de Medicamentos Manipulados

Apesar de ser um servigo que integra a atividade farmacéutica, a preparagio de
medicamentos manipulados (MM) nao é realizada na Farmacia Adriana. De facto, esta é uma
pratica farmacéutica cada vez menos desempenhada hoje em dia nas farmacias, uma vez que
o crescimento significativo das industrias farmacéuticas levou a um aumento da oferta de
medicamentos no mercado e, consequentemente, a uma diminuigao da prescricao de MM
por parte dos médicos, sendo estes apenas prescritos caso nao existam alternativas no
mercado para a terapéutica em causa. Assim, este servi¢o acaba por ser pouco procurado
pelos utentes das farmacias e, ainda que a Farmacia Adriana possua um espaco adequado e
que reulne as condi¢oes exigidas para a preparagao de MM, este servico nao é atualmente
prestado, pois a aquisicao das matérias-primas necessarias acaba por ser muito dispendiosa
para a farmacia, ja que as mesmas nao siao utilizadas, e o seu prazo de validade é

relativamente limitado tendo em conta a reduzida procura deste servigo pelos utentes.

Considero, entio, este aspeto como sendo um ponto fraco do meu estagio, uma vez
que nao tive oportunidade de contactar com esta valéncia da Farmacia Comunitaria, o que
julgo que seria importante para a minha formagao, ainda que compreenda que no contexto
da farmacia onde estagiei nao faga sentido a realizagao deste servico, uma vez que nao é

procurado pelos seus utentes.
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Localizacao da Farmacia

A Farmacia Adriana esta situada na Praga da Republica, uma zona de passagem e de
grande movimento, sendo muito frequentada por turistas e estudantes, gragas a sua
proximidade com alguns pontos turisticos da cidade e com o Polo | da Universidade de
Coimbra. Além disso, este local reune principalmente espagos da area de restauragao e
bares, e concentra maioritariamente alojamentos locais em detrimento de habitagoes de
carater permanente, o que leva a seja frequentado maioritariamente por um publico mais

jovem e de passagem, o que acaba por ditar o publico que frequenta a farmacia.

Tendo em conta que a populagao mais jovem nao é o publico-alvo de uma farmacia, o
fluxo de utentes acaba por ser menor, dado que sao poucas as pessoas mais idosas que se
deslocam a esta zona. E ainda de referir a presenca de outra farmacia a poucos metros da
Farmacia Adriana, o que acaba também por ser um fator agravante no nimero de pessoas

que se deslocam a farmacia diariamente.

Neste sentido, todos estes fatores tém um impacto negativo na afluéncia didria de
utentes, o que acabou por limitar o meu estagio, pois impossibilitou o contacto com uma
maior multiplicidade de situagoes, que seriam essenciais para novas aprendizagens e para

colocar em pratica os conhecimentos adquiridos.

Impossibilidade de avaliar os parametros bioquimicos

A avaliagdo dos parametros bioquimicos, tais como a glicémia, o colesterol e os
triglicerideos, nao é um servigo farmacéutico prestado atualmente na Farmacia Adriana, uma
vez que este € um servigo pouco procurado pelos utentes da farmacia, além de implicar
custos e obrigagoes legais que tornam a prestagao do servigo desfavoravel em termos de
rentabilidade.

No entanto, penso que a prestagao deste servigo teria sido uma mais-valia para o
meu estagio, pois dessa forma poderia colocar em pratica conhecimentos adquiridos e

desenvolver o aconselhamento farmacéutico com o utente.
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3.3. Oportunidades

Atendimento de publico estrangeiro

Dada a sua localizagao ser proxima da Universidade de Coimbra e dos principais
pontos turisticos da cidade, é bastante comum o atendimento de turistas e estudantes
estrangeiros na Farmacia Adriana. Ainda que, devido ao COVID-19, a afluéncia de publico
internacional tenha sido muito inferior ao normal, uma vez que as aulas presenciais na
Universidade de Coimbra foram canceladas até ao final do ano letivo, e a visita de turistas a
cidade tenha diminuido drasticamente, tive a oportunidade de atender quase diariamente

utentes estrangeiros.

Considero que esta situagao foi bastante benéfica, visto que me permitiu praticar e
melhorar a minha capacidade de comunicar em inglés. Além disso, por vezes eram-me
solicitados medicamentos cujo nome comercial nao existe em Portugal, tendo, por isso, de
pesquisar a composicao do medicamento em causa, de forma a descobrir um possivel

equivalente terapéutico, o que se revelou bastante desafiante.

Preparacao Individualizada da Medicacao (PIM)

Um servico farmacéutico prestado pela Farmacia Adriana que tive a oportunidade de
executar diversas vezes foi a PIM, que consiste na organizagao, de acordo com a posologia
prescrita pelo médico, das formas farmacéuticas soélidas orais que o utente toma num
dispositivo compartimentado de acordo com os dias da semana e os varios momentos do
dia correspondentes ao horario em que a medicagao deve ser administrada. Apds os
medicamentos serem reacondicionados no dispositivo, este é selado, e para auxiliar o utente
a fazer a correta administragio e promover a sua adesao a terapéutica, sao registadas as
informagoes referentes quer a medicagao incluida quer a nao incluida no dispositivo. Posto

isto, penso que a PIM foi uma fungao que enriqueceu bastante o meu estagio.

3.4. Ameacgas

COVID-19

A realizagio do estagio durante a situacdo de pandemia devido ao COVID-19
representou, sem duvida, uma ameaca para o meu estagio. Além de ter feito com que este

tivesse inicio apenas | més apds o previsto, uma vez que a data de inicio do meu estagio em
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farmacia comunitaria coincidiu com a fase de confinamento decretada pelo Governo, a
situagao pandémica levou ainda a uma diminuigao drastica do numero de utentes que se se
dirigiam diariamente a farmacia, uma vez que tanto os estudantes da Universidade como os
turistas, principal publico-alvo da Farmacia Adriana, nao se encontravam em Coimbra.
Perante este cenario, o nimero de atendimentos diminuiu de tal forma que a farmacia
acabou por atravessar um periodo muito dificil a nivel econémico, que a forgou a recorrer

ao regime de lay-off.

E também de referir que o conjunto de medidas de protegao implementadas na
farmacia, nomeadamente a instalagcao de acrilicos no balcao de atendimento, aliada ao uso da
mascara de protegao individual e a distancia de seguranga a manter dentro da farmacia,

dificultaram a comunicagao com o utente.

Por fim, uma vez que a atividade farmacéutica esta associada a uma formacao
continua e atualizada, de forma a garantir um aconselhamento mais completo e seguro aos
utentes, € habitual os laboratérios promoverem formagoes acerca de produtos novos ou ja
existentes, sendo estas formagdes cruciais para adquirir novos conhecimentos, e
complementar e aprofundar outros ja adquiridos, de modo a proporcionar um atendimento
o mais util possivel para o utente. A Farmacia Adriana da a oportunidade aos seus estagiarios
de participar nestas formagoes mas, tendo em conta o cenario atual de pandemia, nenhuma
delas se realizou durante o meu periodo de estigio. Ainda que nao tenha sido possivel
frequentar nenhuma destas formagoes, pude participar em algumas que ocorreram online, o

que considero que foi uma mais-valia em termos de aprendizagem.

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Ao longo dos 5 anos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) pude
adquirir conhecimentos e competéncias em diversas areas, tendo o meu percurso culminado

com o estagio em farmacia comunitaria, na farmacia Adriana.

Para além de me ter dado a oportunidade de colocar em pratica e consolidar os
conhecimentos adquiridos, também proporcionou o desenvolvimento de outras
competéncias igualmente importantes, tais como a comunicagao, quer com a equipa quer
com os utentes, sendo especialmente importante na transmissao de informagao aos utentes,
de forma a responder a todas as suas necessidades, o espirito critico, a organizagao, o

sentido de responsabilidade e a capacidade de resolugao de problemas. Estou segura de que
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estas competéncias foram fundamentais para complementar a minha formagao como futura
farmacéutica, o que muito se deveu a forma como fui acolhida e integrada pela equipa da
Farmacia Adriana, a quem agradeco por todo o apoio, disponibilidade, amizade e

ensinamentos transmitidos.

Por fim, concluo que este estagio foi, sem dulvida, uma experiéncia que se revelou
uma mais-valia para o meu crescimento profissional e pessoal, e que me mostrou a

importancia que o farmacéutico tem na promocgao da saude, na Farmacia Comunitaria.
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CAPITULO IlI

Monografia

“Sistema CRISPR/Cas9: Uma Abordagem Terapéutica

Inovadora no Tratamento de Patologias Humanas”

Sob a orientagao do Professor Doutor Sérgio Paulo de Magalhaes Simoes,



LISTA DE ABREVIATURAS

AAV - Virus Adeno-Associados

AY - Adenovirus

CAR-T - Chimeric Antigen Receptor-T

cccDNA - Covalently Closed Circular DNA

CCRS - C-C chemokine receptor type-5

CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
crRNA - RNA CRISPR

DMD - Distrofia Muscular de Duchenne

DNA - Acido Desoxirribonucleico

DSB - Quebra da dupla cadeia de DNA (Double Stranded Break)
HBYV - Hepatite B

HDR - Reparagao Direta por Homologia (Homology Directed Repair)
HIV - Virus da Imunodeficiéncia Humana

hPSCs - Human Pluripotent Stem Cells

HR - Recombinagao Homologa (Homologous Recombination)
LTRs - Long Terminal Repeats

LV - Lentivirus

MPS - Sistema de Fagocitos Mononucleares

NHE]) - Uniao das Extremidades Nao Homologa (Non Homolog End Joining)
NUC - Nuclease Lobe

PAM - pProtospacer Adjacent Motif

pré-crRNA - Percursor de RNA CRISPR

REC - Recognition Lobe

RNA - Acido ribonucleico

RNase Il - Ribonuclease IlI

SCD - Sickle Cell Disease

sgRNA - Single guide RNA

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

SpCas9 - Streptococcus pyogenes Cas9

SRSR - Short Regularly Spaced Repeats

TALENSs -Transcription activator-like effectors

tracrRNA - RNA CRISPR trans-ativador

ZFNs - Zinc Finger Nucleases
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RESUMO

A descoberta de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR), um
sistema de defesa adaptativo de bactérias contra infe¢oes virais, permitiu a criagdo de uma
tecnologia denominada sistema CRISPR/Cas9 que veio revolucionar as tecnologias de edigao
do genoma. Este sistema tem-se destacado devido a sua versatilidade, simplicidade e
eficiéncia na manipulagao genética. As investigacoes realizadas ao longo dos Ultimos anos tém
vindo a comprovar a utilidade e o potencial desta tecnologia para aplicagdes terapéuticas,
particularmente na terapia génica. O potencial do sistema CRISPR/Cas9 tem vindo a
progredir gracas ao conhecimento cada vez mais pormenorizado dos mecanismos deste
sistema e das estratégias de edicdo do genoma utilizadas. Existem, no entanto, ainda muitos
desafios que tém de ser superados para que esta tecnologia possa ser considerada segura e

eficaz no tratamento de muitas patologias.

Palavras-chave: Tecnologia, CRISPR/Cas9, Edicao do Genoma, Aplicagdes Terapéuticas,

Terapia Génica, Desafios.

ABSTRACT

The discovery of Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR), an adaptive defence system for bacteria against viral infections, allowed the
creation of a technology called CRISPR/Cas9 system that came to revolutionize genome
editing technologies. This system has stood out due to its versatility, simplicity and efficiency
in genetic manipulation. Research carried out over the past few years has proven the
usefulness and potential of this technology for therapeutic applications, particularly in gene
therapy. The potential of the CRISPR/Cas9 system has been progressing thanks to the
increasingly detailed knowledge of the mechanisms of this system and the genome editing
strategies used. However, there are still many challenges that have to be overcome in order

for this technology to be considered safe and effective in the treatment of many pathologies.

Keywords: Technology, CRISPR/Cas9, Genome Editing, Therapeutic Applications, Gene
Therapy, Challenges.

32



I. INTRODUCAO

Os avancos que tém vindo a ocorrer na area da biotecnologia e da engenharia
genética permitiram aos cientistas desenvolver e aplicar novas estratégias e ferramentas na
edicio do genoma.'” A manipulagio genética do DNA, quer seja através da insercio,
exclusao ou substituicio do mesmo em locais especificos do genoma, apresenta grande
potencial para aplicagoes terapéuticas, quer seja na prevencao quer no tratamento de

patologias.” *#*

Inicialmente recorreu-se a Recombinagao Homologa (HR) para editar o genoma.
Através desta técnica é possivel inserir uma sequéncia de DNA exdégeno homologa a
sequéncia alvo que se pretende modificar. Devido as suas limitagoes, nomeadamente a
ineficiéncia em varias células e organismos eucariotas e a possibilidade de ocorréncia de

mutagdes, esta técnica nao é largamente aplicada.”*

O progresso ocorrido nos ultimos anos levou ao estabelecimento de novas
metodologias para edicao do genoma, através das quais é gerada uma quebra da dupla cadeia
de DNA (DSB) em locais especificos do genoma, sendo esta posteriormente reparada por
mecanismos celulares, que incluem Reparacao Direta por Homologia (HDR) ou Uniao das
Extremidades Nao Homologa (NHEJ). Para obter esta DSB, foram projetadas nucleases de
edicao do genoma, que incluem meganucleases, zinc finger nucleases (ZFN), transcription
activator-like effector nucleases (TALENs) e a nuclease Cas9 associada a Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR), pequenas sequéncias de pares de acidos
nucleicos intercaladas e que se repetem ao longo de certos locais do genoma das células, ou

Sistema CRISPR/ Cas9." %78

O CRISPR, um sistema imunoldgico adaptativo guiado por RNA, presente em
bactérias e Archae com o proposito de defesa contra organismos invasores, revolucionou a

%% 10 Og sistemas

edicio genética em diversos organismos, incluindo seres humanos."
CRISPR/Cas, apesar de demonstrarem alguma semelhanga na sua estrutura, existem em
grande variedade, sendo o tipo Il, proveniente da bactéria Streptococcus pyogenes, e que se
diferencia por utilizar uma Unica nuclease, a Cas9, o mais utilizado para a edicao do

genoma 9; 11;12; 13

O sistema CRISPR/Cas9 é superior em termos de simplicidade, eficiéncia e
flexibilidade quando comparado com as restantes técnicas. Contrariamente as nucleases que
reconhecem a sequéncia alvo através da interagao DNA-proteina, o sistema CRISPR/Cas9

reconhece a sequéncia alvo através de emparelhamento de bases, o que significa que nao é
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necessario projetar uma proteina que reconhega a sequéncia de DNA. Assim sendo, é
apenas necessario elaborar um RNA guia que direciona a nuclease Cas9 para efetuar a
clivagem da sequéncia, o que leva a que o design e execucao deste método seja mais simples
e facil de aplicar.® ' '* Além disso, este sistema é eficiente em editar multiplos genes, é

menos citotdxico e apresenta um custo relativamente mais baixo.'* '* ¢

2. CLUSTERED REGULARLY INTERSPACED SHORT PALINDROMIC
REPEATS (CRISPR)

2.1. Origem

O CRISPR foi descoberto em 1987 no genoma de Escherichia coli, quando cientistas
estudavam o gene iap, perto do qual encontraram sequéncias alternadas de repeticao e nao
repeticao até entao desconhecidas. Posteriormente, descobriu-se que este sistema se
encontrava em inimeras bactérias e em Archaea.'" ' '* '’ Este conjunto de sequéncias foi
inicialmente denominado de Short Regularly Spaced Repeats (SRSR), sendo mais tarde alterado
para Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR).'"?° Ao examinar vérias
matrizes CRISPR em batérias e Archaea, foi possivel detetar na sua proximidade um
conjunto de genes que codificavam proteinas possivelmente associadas ao CRISPR, os genes

associados ao CRISPR ou genes Cas.® '8 "?

Um conjunto de pesquisas realizadas mais tarde revelou que o CRISPR seria um
. . ~ . ’ 10; 17 .
sistema de defesa contra infe¢oes por organismos exégenos. Estudos realizados com a
bactéria Streptococcus thermophilus revelaram semelhangas entre as sequéncias nao repetidas,
denominadas espagadores, e muitas sequéncias presentes em organismos exogenos, como
plasmideos e bacteriéfagos.® ' Além disso, ao colocar a mesma bactéria em contacto com
bacteriofagos virulentos, verificou-se a incorporagao de novos espagadores na matriz
CRISPR, sendo que as sequéncias desses novos espagadores eram semelhantes as sequéncias
do genoma dos bacteridfagos responsaveis pela infecio.® '® Assim, foi possivel confirmar que
este sistema apresenta a capacidade de integrar elementos genéticos de organismos

; AL L 18; 21 [

exogenos, sob a forma de novas sequéncias espagadoras, no seu proprio genoma. E de
realcar o papel desempenhado pelos genes Cas, uma vez que estes sao responsaveis por
incorporar os espagadores na matriz CRISPR quando ocorre a infecao, e por codificar

proteinas essenciais para que ocorra uma resposta imunoldgica. Ao haver registo genético
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de ataques prévios, quando ocorre uma nova infegao por um invasor anterior €
desencadeado um mecanismo de defesa adaptativo.* '’

Os dados adquiridos pela sequenciagio do genoma indicam que o sistema

CRISPR/Cas pode ser encontrado em 45% das bactérias e 84% das archaea.'" '

2.2. Estrutura do Locus CRISPR

O locus CRISPR ¢é constituido por sequéncias de repeticio parcialmente
palindrémicas, que podem variar de 25 a 35 pares de bases (pb) , e por espagadores, que
surgem aquando da incorporagao de fragmentos do material genético de organismos
invasores, como fagos e plasmideos, no genoma hospedeiro, e que sio denominados
protoespacadores até ocorrer a insercio.'” ' O nimero de espagadores numa matriz
CRISPR varia bastante, podendo o espagador ser descrito como naive, caso se trate do
primeiro contacto com o organismo responsavel pela infe¢ao, ou como primed, caso exista
uma invasdo prévia por parte do organismo patogénico.'' Apés uma infegdo ocorre uma
resposta imunolégica, na qual os espagadores sao incorporados na matriz CRISPR, o que
fornece um registo genético cronologico de todas as infegoes anteriores. Além disso, caso
ocorra uma nova infegao por um invasor anterior, € possivel desenvolver um mecanismo de

defesa. 2% 2

A montante da matriz CRISPR localiza-se a sequéncia lider, rica em timina (T) e
adenina (A), que é responsavel por promover a transcricio da matriz CRISPR e por

direcionar a orientagio dos espacadores recém-adquiridos.'" ***

A atividade do sistema CRISPR requer, também, um conjunto de genes associados ao
CRISPR, conhecidos como genes Cas, que precedem a matriz CRISPR e a sequéncia lider.*
Estes genes codificam as proteinas Cas, que sao essenciais para a resposta imunologica, uma
vez que elas sao associadas ao RNA transcrito a partir dos loci CRISPR, formando
complexos capazes de degradar material genético invasor, no caso de este ter sido

responsavel por uma invasio prévia.”*
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Figura |. Estrutura tipica do locus CRISPR. (Adaptado de Zhang, Wen e Guo, 2014)%

2.3. Tipos de Sistemas CRISPR/Cas

Apesar de apresentarem uma atividade semelhante, os sistemas CRISPR/Cas exibem
diversidade estrutural e mecanistica, nomeadamente diferentes arranjos dos loci CRISPR e
variagoes nas proteinas Cas. Os sistemas CRISPR/Cas foram inicialmente subdivididos em
trés tipos principais, |, Il e lll, cada um deles distinguido pela presenca de diferentes proteinas

Cas, Cas3, Cas9 e Cas|0, respetivamente, sendo que cada tipo abrange vérios subgrupos.'®

Ha relativamente pouco tempo surgiu uma nova classificagao, que compreende duas
grandes classes e seis tipos de sistemas CRISPR/Cas. A classe |, que abrange os tipos |, Ill e
IV, caracteriza-se por um complexo efetor, responsavel por clivar sequéncias do DNA alvo,
constituido por multiplas proteinas Cas, enquanto que na classe Il, que inclui os tipos Il, V e
VI, uma unica proteina Cas de multiplos dominios constitui o complexo efetor. Os sistemas
CRISPR/Cas da classe | podem ser encontrados em bactérias e archaea, constituindo cerca
de 90% de todos os loci CRISPR identificados. Os restantes 10% correspondem a classe Il e
sio encontrados quase exclusivamente em bactérias.* > '” Cada tipo é ainda classificado em

varios subtipos, de acordo com variagdes adicionais na composigdo e estrutura genética.'’

A distribuicao das proteinas Cas varia bastante entre os diferentes tipos, o que
significa que uma ou mais proteinas Cas desempenham diferentes fun¢des nos varios
sistemas CRISPR/Cas.'® Algumas proteinas, como a Cas | e Cas2, estdo presentes na maioria

dos sistemas, enquanto outras sido proteinas associadas a determinados tipos de sistema.”

Apds o DNA invasor ser clivado em pequenos fragmentos, estes sao incorporados
no locus CRISPR como espacadores que sao, entao, transcritos em RNA CRISPR (crRNA).
Tanto na classe | como na classe Il o crRNA direciona uma nuclease Cas para clivar a dupla
cadeia de DNA alvo.'®? O Sistema CRISPR/Cas de classe || emprega uma Unica nuclease, a

Cas9, sendo a Cas9 derivada da bactéria Streptococcus pyogenes (Streptococcus pyogenes Cas9)
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(SpCas9) a mais estudada das proteinas Cas9.> ®  Gracas a sua simplicidade, o sistema
CRISPR/Cas9 é o mais amplamente utilizado para gerar uma quebra na dupla cadeia de DNA

alvo que permita editar o genoma.*'":?®

3. SISTEMA CRISPR/CAS9
3.1. Mecanismo de Imunidade Adaptativa

O mecanismo de defesa bacteriano mediado pelo sistema CRISPR/Cas inclui 3 etapas:
aquisicao de protoespagadores, processamento e interferéncia. Na fase de aquisicao, o
material genético do organismo invasor € incorporado como espagadores na matriz CRISPR,
o que permite o reconhecimento e resposta a uma futura invasio pelo mesmo organismo.” "'
Na etapa seguinte ocorre a expressao dos genes Cas e a transcri¢cao do locus CRISPR num
percursor de crRNA (pré-crRNA) que, posteriormente, é clivado e processado por
proteinas Cas ou ribonucleases celulares, originando unidades menores e maduras de
crRNA, que é composto por uma sequéncia espagadora entre fragmentos das sequéncias de
repeticao. Por fim, durante a etapa de interferéncia, os acidos nucleicos invasores, ao serem
idénticos aos espagadores, sao reconhecidos e destruidos pelo crRNA e pelas endonucleases

Cas, impedindo, assim, a sua integragio e replicagdo no genoma do hospedeiro."* "'

O sistema CRISPR/Cas9 tem sido largamente explorado, uma vez que emprega uma
Unica nuclease, a Cas9, que se complexa com 2 sequéncias curtas de RNA, crRNA e
tracrRNA, para funcionar como endonuclease especifica de local, o que revela um grande

potencial para ser utilizado como uma ferramenta simples e eficiente na edicao do genoma.'"

15; 27

Assim sendo, no sistema CRISPR/Cas9, durante a fase de aquisigao, as proteinas Casl|
e Cas2 s3ao responsaveis pela aquisicio do espagador, quer seja na excisao do
protoespagador do DNA invasor quer seja na sua incorporagao na matriz CRISPR, sendo
essencial que ambas operem como um complexo, uma vez que individualmente nao tém a
capacidade de realizar a aquisicao com sucesso. Para selecionar os protoespagadores que
irdo ser incorporados na matriz existem sequéncias curtas, de 2 a 5 nucledtidos, localizadas
junto ao local alvo e denominadas Protospacer Adjacente Motives (PAM), que sao especificas
para cada subtipo e bactéria CRISPR/Cas. Os PAM determinam o alinhamento do espagador
na matriz e tém um papel crucial na fase de interferéncia. Além da Casl e Cas2, também a

Cas4 apresenta atividade neste sistema durante a etapa de aquisicao. Da integragao de um
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protoespagador resulta, entio, uma matriz CRISPR com um novo espagador entre
sequéncias de repeticao que, por ter sido adquirido mais recentemente, é o primeiro na

matriz CRISPR, o que revela a organizacio cronoldgica dos espacadores na matriz.'"'® ?3°

Na fase de expressao, quando ocorre uma nova infegao por um invasor anterior, €
ativada a transcricao do locus CRISPR em RNA, sendo essencial o papel desempenhado pela
Ribonuclease Il do hospedeiro, ou RNase lll, pela proteina Cas9 e pela molécula de RNA
CRISPR trans-ativador (tracrRNA) ao longo desta etapa. Apos o locus CRISPR ser transcrito
em pre-crRNA, o tracrRNA, que consiste num pequeno RNA complementar das sequéncias
de repeticao transcritas do pré-crRNA, e que contém 3 estruturas em gancho de cabelo na
sua extremidade terminal 3’, emparelha com o pré-crRNA. O tracrRNA ¢ essencial para a
maturagao do pré-crRNA e, além disso, do seu emparelhamento com o pré-crRNA resulta
uma cadeia dupla de RNA. Este complexo tracrRNA:pré-crRNA ¢ estabilizado pela proteina
Cas9, para que posteriormente ocorra a clivagem do pré-crRNA pela RNase lll, o que

originara as unidades maduras de crRNA,'"* 1823

Na etapa de interferéncia, apos a maturagao do pré-crRNA, o crRNA permanece
complexado com o tracrRNA como uma dupla cadeia de RNA, e este complexo é capaz de
alterar a conformacao da endonuclease Cas9, levando a sua ativagao. Apos ativagao, a Cas9 é
guiada pelo crRNA e tracrRNA até ao DNA alvo para efetuar a sua clivagem, sendo
necessario encontrar o PAM para que a clivagem ocorra. O PAM é uma sequéncia
reconhecida na forma de cadeia dupla pela Cas9, sendo uma das mais comuns para a Cas9 a
NGG, presente em Streptococcus pyogenes, sendo que N pode ser qualquer nucleétido e G é
o nucledtido guanina. O PAM é responsavel pela distingao entre self e non-self, de modo a
que o sistema atinja apenas o que é reconhecido como invasor (non-self) e que evite atingir o
proprio organismo (self). Depois do PAM ser identificado e localizado, a Cas9 ¢, entao,
responsavel por quebrar a dupla cadeia de DNA, o que acontece gragas a sua estrutura. A
Cas9 possui 2 |obulos com diferentes fungdes, um de reconhecimento (Recognition Lobe)
(REC) e um de nuclease (Nuclease Lobe) (NUC). O REC é responsavel pela interagao entre o
crRNA e o DNA invasor, sendo que o REC, dependendo da conformagao adquirida, interage
com o DNA de diferentes formas, o que demonstra que a Cas9 nao possui especificidade
em relagio ao direcionamento, dai a necessidade da presenga do complexo
crRNA:tracrRNA. Ja o NUC, que contém o local de reconhecimento do PAM, é responsavel
pela clivagem da dupla cadeia de DNA, o que acontece gragas aos dois dominios cataliticos
que apresenta, HNH e RuvC. O dominio HNH, cuja estrutura é mais simples, cliva a cadeia

de DNA complementar ao crRNA, enquanto que o dominio RuvC, estruturalmente mais
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complexo, cliva a cadeia nao complementar. Assim, ocorre uma rutura da dupla cadeia do
DNA alvo, 3 nt a montante do PAM, o que permite conferir imunidade a bactéria

hospedeira.'" '8 2%3°

3.2. Ferramenta de Edicio do Genoma

A descoberta do enorme potencial do sistema CRISPR como um mecanismo de
defesa adaptativo abriu portas para que os cientistas projetassem este sistema como uma

ferramenta para a edicio do genoma® '®?'

O Sistema CRISPR/Cas9 é o mais utilizado no laboratorio, gragas a simplicidade do
seu mecanismo, pois depende apenas de uma Unica endonuclease, a Cas9, para clivar com
precisao a cadeia dupla de DNA. Esta ferramenta é utilizada numa grande variedade de tipos
de células e alguns organismos multicelulares e, para facilitar todo o processo, os cientistas
projetaram um RNA quimérico que resulta da fusaio do crRNA e do tracrRNA, o que
origina um uUnico RNA guia (single guide RNA) (sgRNA), tornando todo o processo mais
comodo. O design deste sgRNA revela ter, entao, uma grande importancia, no sentido em
que torna o processo mais simples, além de ter a fungao de guiar a nuclease até ao DNA

alvo.';& 16; 32

A molécula de sgRNA é constituida por uma sequéncia guia de aproximadamente 20
nt na posicao 5’ que se liga a sequéncia do DNA alvo, direcionando todo o sistema para o
local alvo, e por uma sequéncia complementar em gancho de cabelo que se liga a Cas9.
Através do complexo sgRNA:Cas9 é possivel, entao, direcionar a Cas9 para o local alvo,
sendo essencial o reconhecimento da sequéncia PAM para que haja emparelhamento da
sequéncia de sgRNA com o DNA alvo, na diregao 3’-5’. O PAM leva a que a Cas9 sofra uma
mudanga na sua conformagao, que lhe permite nao s6 desenrolar a cadeia de DNA, mas
também passar da ligacao a clivagem, o que resulta na DSB do DNA invasor (Figura 2).
Assim sendo, € possivel editar o genoma através de engenharia genética, pois ao alterar a
sequéncia de 20 nt na posicao 5 do sgRNA, que se ira ligar por complementaridade ao
DNA, é alterado o alvo, o que possibilita que qualquer sequéncia de DNA seja clivada pela
Cas9. E de realcar novamente que, para que esta clivagem ocorra, é necessaria a presenca da
sequéncia PAM no DNA alvo, uma vez que, na sua auséncia, o DNA alvo nao é reconhecido
pela Cas9, ainda que a sequéncia de sgRNA seja complementar na sua totalidade com a

sequéncia alvo. Assim, podera ocorrer uma DSB por agao da Cas9, 3 nt a montante do PAM,
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caso o sgRNA se ligue por complementaridade a sequéncia alvo, onde devera encontrar-se o

PAM-29; 30

Apos ser gerada uma DSB no local previamente definido, o processo de edicao do
genoma passa pela reparagao da mesma. A DSB ¢, entao, corrigida por mecanismos de

reparacio celulares, o que pode ocorrer através da NHE] ou da HDR (Figura 2). & '8 303233 34

O mecanismo de NHE| consiste na uniao de fragmentos de DNA ao acaso, que se
ligam a ambas as extremidades da DSB no caso de se verificar alguma complementaridade,
sendo esta reparagao efetuada pela maquinaria celular endogena, nao necessitando de
nenhuma sequéncia molde corretiva de DNA. Apesar de este mecanismo ser o que ocorre
com maior frequéncia na correcao da DSB executada pela Cas9, é mais propenso a erros,
pois induz mutagoes aleatérias. Estas mutagoes, que tanto podem ser inser¢oes ou delegoes
de nucledtidos no local da DSB, podem, por um lado, ser benéficas, coincidindo com o
objetivo final da edicao genética, mas, por outro lado, podem levar a alteragoes na fungao do
gene, que se revelam dificeis de prever. ®'" '#3%3* As muta¢des resultantes deste mecanismo
podem originar um codao stop prematuro e/ou um polipeptideo nao funcional, o que leva a
interrupcao da transcricao e, consequentemente, a inativacao do gene, o que pode ser dtil

na clinica, uma vez que a disrupgio do gene fornece uma oportunidade terapéutica.’

O mecanismo de HDR ocorre menos frequentemente, mas é o mecanismo
preferencial, uma vez que envolve o uso da regiao homologa da cadeia de DNA nao editada
como um modelo para corrigir o DNA danificado, resultando numa reparagao sem erros.
Através deste mecanismo também pode ser utilizada uma sequéncia molde exdogena
corretiva de DNA para proceder a reparagao, de modo a facilitar a edigao desejada no
genoma. A sequéncia molde de DNA é entregue com o sgRNA e com a Cas9 a célula, e é de
seguida integrada no local onde ocorreu o corte, sendo que dai podem resultar modificagoes
mais ou menos eficazes dependendo do tipo de célula, alvo e sequéncia molde. E importante
que na cadeia de DNA nao esteja presente o PAM, uma vez que que a Cas9 poderia ligar-se
e clivar a sequéncia inserida. Assim, este mecanismo é mais rigoroso e menos propicio a
erros, causando modificagdes mais precisas e especificas, sendo, por isso, bastante

interessante para fins terapéuticos.® ' '%3% 3
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Figura 2. Edicdo do genoma mediada pelo Sistema CRISPR/Cas9 pelos mecanismos NHEJ e HDR
(Adaptado de Uddin, Ruddin e Sen)34
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3.3. Formulagao - Entrega do Sistema CRISPR/Cas9 as células-alvo

Para que a edicdo de genes seja eficaz e segura é necessario que a entrega dos
componentes da formulagao do Sistema CRISPR/Cas9 as células-alvo seja eficiente, de forma
a minimizar a ocorréncia de efeitos off target e garantir que a célula ou tecido alvo foi
alcancada pelo sistema.’* ** Desde cedo que varias abordagens, técnicas e métodos para a
entrega deste sistema as células-alvo tém sido analisados, constituindo um desafio constante

para a engenharia genética.'"*®

Os vetores virais constituem um método bastante utilizado e versatil para efetuar a
transferéncia do Sistema CRISPR/Cas9 para as células, tanto in vitro como in vivo.®> Ao
remover ou modificar a por¢ao do genoma do virus que lhe confere patogenicidade,
nomeadamente a replicagao na célula hospedeira, é possivel utilizar estes vetores virais para
efetuar a entrega dos componentes da formulagao nas células alvo. Os vetores virais a que
mais se recorre sao derivados dos lentivirus (LV), virus adeno-associados (AAV) e
adenovirus (AV). Os LV sao capazes de integrar o material genético exogeno na célula alvo,
possuindo uma grande capacidade de empacotamento, o que permite a transferéncia do
material de interesse em maior quantidade ou de maior dimensao, e sao pouco
imunogénicos. No entanto, fazem esta integracao de forma aleatéria, o que constitui uma
desvantagem, no sentido em leva a inser¢oes nao desejadas, causando mutagoes. Os AAVs
apresentam imunogenicidade moderada e sao capazes de infetar células que se encontrem
ou nao em divisao, mas a sua capacidade de empacotamento é bastante limitada. A solugao
passa por utilizar uma Cas9 de tamanho inferior, como a proveniente de Staphylococcus
aureus, que, apesar de ser mais pequena do que a Cas9 de Streptococcus pyogenes,
normalmente mais utilizada, é igualmente eficaz, ou pela utilizagao de AVVs duplos que
entregam separadamente o DNA e o sgRNA, mas a injecao de dois AAVs na célula alvo é
um desafio.”” O Sistema CRISPR/Cas9 pode ser empacotado como DNA do plasmideo que
codifica os seus componentes, incluindo a Cas9 e o sgRNA, ou pode ser entregue como
mRNA de Cas9 e sgRNA.** Os AAV permitem transportar o material exdgeno até ao local
alvo, sendo a integragao no genoma do hospedeiro muito rara de ocorrer, gragas a sua

permanéncia na forma epissomal, o que representa uma vantagem."

' Os Adenovirus, tal
como os AAYV, sao também vetores virais que raramente sofrem integragao no genoma do
hospedeiro. Além disso, estes vetores virais apresentam boa capacidade de empacotamento.
No entanto, podem causar a destruicao das células, pois induzem um aumento da resposta

imunitaria da célula hospedeira. Os vetores virais apresentam-se, entao, como um método
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eficaz na transferéncia do Sistema CRISPR/Cas9 para as células-alvo, mas tém o potencial de

provocar respostas imunoldgicas e citotoxicas, e também efeitos off target.'" **

A entrega do Sistema CRISPR/Cas9 pode também ser efetuada por métodos fisicos,
que incluem microinjecao e eletroporagao, sendo que tanto um como o outro apresentam
uma fraca eficicia de entrega em aplicagdes in vivo.”> A microinjecio é bastante utilizada na
projecio e manipulacio de zigotos, sendo apenas adequada para entregas ex vivo. E uma
técnica invasiva, trabalhosa e morosa, o que a torna pouco viavel, pois requer que cada
célula seja injetada individualmente. Além disso, existe a possibilidade de poderem ocorrer
danos na célula durante o processo.”* A eletroporacio é bastante utlizada na entrega da
tecnologia para aplicagoes ex vivo, mas pode ser também utilizada in vivo para certos tecidos-
alvo. Apesar de possibilitar a edicdo simultanea de varias células e de ser menos invasiva,
requer um choque de alta voltagem para permeabilizar as células, o que pode ser toxico e

pode levar a permeabilizagio permanente das células.” ' **

A entrega do Sistema CRISPR/Cas9 recorrendo a plasmideos consiste num método
relativamente simples e de facil produgao in vitro, no qual as células sao transferidas com o
plasmideo e os componentes do Sistema CRISPR/Cas9 para o local alvo por eletroporagao,
sendo que esta técnica apenas pode ser administrada ex vivo em seres humanos. Esta
metodologia apresenta como desvantagens o facto de permitir a insercao aleatéria do
plasmideo, em parte ou no seu todo, no genoma da célula alvo, e também a ocorréncia de
mutagoes off-target, que resultam da persisténcia do DNA do plasmideo e dos seus

integrante na célula alvo." "

A utilizagao de Ribonucleoproteinas (RNPs) na transferéncia do sistema CRISPR/Cas9
para as células-alvo representa uma abordagem alternativa vantajosa, pois reduz o potencial
off target, enquanto mantém a eficacia da edigao do genoma, gragas a sua expressao

transitéria e rapida eliminagio na célula." ">

Vetores sintéticos nao virais tém vindo a ser desenvolvidos, constituindo uma
alternativa favoravel aos restantes métodos. Comparativamente aos vetores virais, os
sintéticos nao permitem a integragao do material genético exdgeno no genoma do
hospedeiro, nao sao imunogénicos, ha a possibilidade de ampliar a capacidade de
empacotamento caso esta seja insuficiente para incluir todos os constituintes da formulagao,
e a producao em larga escala é relativamente facil de executar. Contudo, estes vetores
caracterizam-se por uma entrega da formulagao menos eficiente do que a apresentada pelos
vetores virais, razao pela qual estes continuam a ser os mais utilizados em grande parte dos

ensaios clinicos para edicao do genoma. Os vetores sintéticos nao virais efetuam a entrega
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do sistema através de um transportador, que pode ser lipidico, inorganico ou um polimero.>
28

Uma vez selecionado o método de entrega da formulagao as células alvo, a edi¢ao do
genoma pelo sistema CRISPR/Cas9 pode ocorrer ex vivo, onde as células sao geneticamente
modificadas fora do paciente, em cultura, sendo posteriormente reintroduzidas no paciente,

ou in vivo, através da edicio das células diretamente no paciente.’***

A edicao ex vivo, comparativamente a edigao in vivo, € mais viavel, precisa e segura,
pois o paciente nao é diretamente exposto a ferramenta de edicdo do genoma, e as células
modificadas sao sujeitas a um controlo mais rigoroso antes de serem transplantadas para o
paciente.”’; ** Esta metodologia est4 limitada a hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs)
e células T, células capazes de sobreviver e de ser expandidas em cultura, pois na edigao ex
vivo é essencial assegurar a sobrevivéncia e retencao da fungao in vivo das células fora do
paciente apos a manipulagao genética, a cultura extensa in vitro e o aumento de células

adequado para efetuar a sua reintrodugao no paciente.**

A manipulagao de células ex vivo com o Sistema CRISPR/Cas9 mostrou ter potencial
terapéutico para doencas hematologicas, como a anemia das células falciformes (sickle-cell
anemia) (SCD) e a B-talassémia, e para a imunoterapia do cancro. Porém muitos tecidos nao
sao adequados para este método, o que acaba por limitar a sua utilidade terapéutica para

outras doengas genéticas.*

A edicao in vivo é, portanto, necessaria para expandir a utilidade do sistema
CRISPR/Cas9 para tratar uma ampla gama de doengas genéticas, como a Distrofia Muscular
de Duchenne (DMD) e a Tirosinémia Hereditaria. O sistema CRISPR/Cas9 pode ser
administrado in vivo sistemicamente através de injegoes intravenosas, sendo introduzido na
corrente sanguinea através das artérias que levam ao tecido alvo, ou pode ser injetado

diretamente no tecido alvo.**

Porém, da entrega do sistema CRISPR/Cas9 in vivo pode resultar degradagao por
proteases circulantes ou nucleases, e eliminagao pelo sistema de fagocitos mononucleares
(MPS). Além disso, o sistema CRISPR/Cas9 deve atingir o tecido alvo e contornar o
endotélio vascular para chegar as células-alvo, mas muitas vezes os tecidos estao fortemente
conectados ao endotélio por jungdes célula-célula, o que impede o acesso a veiculos de
entrega maiores. Quando o sistema CRISPR/Cas9 alcancga as células-alvo, ele é internalizado,

o que geralmente é facilitado pela endocitose.*
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4. APLICACOES TERAPEUTICAS

O Sistema CRISPR/Cas9 é programavel, o que significa que pode ser programado
para reconhecer e encontrar sequéncias de DNA alvo especificas, e efetuar uma quebra
nessas mesmas sequéncias. Assim, a tecnologia CRISPR pode ser programada para efetuar a
clivagem do DNA préximo ou no local correspondente a uma mutagao, permitindo a edigao
desse genoma.*

Uma vez que através desta tecnologia é possivel editar qualquer tipo de célula, ficou
claro que o Sistema CRISPR/Cas9 é capaz de editar o genoma humano, destacando-se o seu
potencial para fins terapéuticos.** *” Ao longo dos Ultimos anos, o Sistema CRISPR/Cas9 tem
mostrado o seu enorme potencial na terapia génica, isto ¢, na introducao de genes funcionais
nas células alvo com a finalidade de tratar patologias causadas por mutagdes genéticas, sendo
possivel aplicar esta tecnologia em células somaticas, células de orgaos e tecidos, e em
células da linha germinativa, as células que originam os oOvulos e espermatozoides ou as
células de um embriao inicial. Assim, a terapia génica é atualmente permitida para as células
somaticas, enquanto que para as células da linha germinativa é altamente controversa, uma
vez que levanta muitas questdes relativas a ética e a seguranca.’* O Sistema CRISPR/Cas9
pode, portanto, ser utilizado como uma tecnologia terapéutica no tratamento de varias
patologias, incluindo doengas genéticas, infegoes virais e cancro, sendo de salientar que

algumas destas terapias ja alcancaram a fase de ensaios clinicos.’® *%3%#

Doencas genéticas

O sistema CRISPR / Cas9 pode ser aplicado no tratamento de doengas genéticas,
pois é capaz de produzir alteragoes especificas no genoma, que permitem a corre¢iao das
mutagoes responsaveis pela doenga, havendo varios ensaios clinicos a decorrer para algumas

destas patologias.

Uma dessas doencgas é a Fibrose Cistica, causada por uma mutagao no gene CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Receptor), que é responsavel por regular o
transporte epitelial de fluidos. Ao haver perda desta fun¢ao, ha acumulagao de muco nos
tratos pulmonar e gastrointestinal, que causa dificuldade respiratéria e varias infegoes.
Gragas ao Sistema CRISPR/Cas9, foi possivel corrigir as mutagoes presentes em células
estaminais intestinais mutantes de pacientes com fibrose cistica e restaurar a sua fungao in

28; 33

vitro. Ja a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) caracteriza-se por uma mutagao no

gene da distrofina. A distrofina codifica uma proteina que assegura a integridade das fibras
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musculares, logo esta patologia manifesta-se por um enfraquecimento geral dos musculos
cardiaco, respiratorio e esquelético, levando a uma morte prematura. As estratégias usadas
por parte do Sistema CRISPR/Cas9 para corrigir a mutagao passam pela correcao de
mutagoes pontuais, corregao dos genes com o exao em falta, e restauragao da estrutura de
leitura da DMD por exclusao dos exoes mutados. A corregao dos genes que apresentam o
exao 44 em falta foi feita por “exon knock-in”, tendo sido adicionado o exao 44 ausente. Para
recuperar a estrutura de leitura do gene da distrofina foram efetuadas delegdes Unicas e
multiplas de exodes, sendo que as delecoes multiplas permitiram excluir um conjunto de
exdes responsaveis por uma grande parte das mutagdes que causam a doenga,'? ' 1% 2830:33 £
ainda de referir a doenga das células falciformes (Sickle Cell Disease) (SCD), ou anemia
falciforme, causada por uma mutagdo no gene da B-globina, que leva a expressao do gene
mutado da hemoglobina falciforme (HbS). O Sistema CRISPR/Cas9 é utilizado para reparar
as mutacgoes no gene da B-globina em células estaminais hematopoiéticas do paciente in vitro,

que sio depois novamente transplantadas para o paciente.® ?®

InfecOes Virais

Por se tratar de um sistema de defesa imune adaptativo, o Sistema CRISPR/Cas9
demonstrou potencial no combate de infe¢oes virais, através da interrupgao dos mecanismos

de replicagao viral, o que permite impedir a infecio pelo virus e reparar a célula infetada."?

Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

O HIV é um virus que ataca principalmente o sistema imunolégico humano,
especialmente as células TCD4+, sendo que as infegoes provocadas pelo HIV ao longo do
tempo levam ao Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).” ** * O HIV-1 é o tipo
mais comum deste virus, tendo maior capacidade de transmissao quando comparado com o
HIV-2.2 Quando ocorre a infecio, o virus integra-se no genoma das células TCD4+ e, ao ser
transcrito, leva a expressao viral e propagacio do virus no organismo, bloqueando a

imunidade celular e humoral >

A infecao por HIV compreende uma fase de infecao ativa e uma fase de infegao
latente, sendo que, no hospedeiro infetado, ha células com infecao ativa e células com
infecao latente ao mesmo tempo. Na fase ativa ocorre replicagao ativa do virus e infegao das
células, levando ao aparecimento de sintomas. Ja na fase de laténcia nao ocorre replicagao

ativa do virus, mas o genoma viral que se encontra integrado nas células hospedeiras nao é
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eliminado, o que significa que essas células, conhecidas como reservatorio latente, podem
. ~ . , .. 23 A . ~
sofrer reativagao, produzindo novas particulas virais.” Esta fase de laténcia é a razao da
ineficacia do tratamento da infegao com anti-retrovirais, pois ainda que esta terapia iniba a
replicacao do HIV-1, nio tem nenhum efeito na infecao latente, logo o genoma viral
existente nas células hospedeiras pode ser reativado. Assim, a terapia com anti-retrovirais
contribui apenas para aumentar a expectativa de vida dos pacientes infetados com HIV, dai o

interesse de explorar novas abordagens mais eficazes para tratar o HIV.? %%

Para combater a infegao latente existem duas estratégias que utilizam a tecnologia
CRISPR/Cas9, constituindo uma nova abordagem terapéutica para o tratamento da infecao
por HIV."* 2 Uma das formas de combater a infecio é através da projecio de um sistema
CRISPR/Cas9 capaz de atingir as Long Terminal Repeats (LTRs), responsaveis por regular o
gene do HIV, e localizadas no genoma do HIV, que é integrado nas células T CD4+.> O
sistema CRISPR/Cas9 é capaz de remover partes do genoma do HIV integrado nas células
hospedeiras, o que permite reduzir a produgao do virus e eliminar o que se encontrava em
fase de laténcia, sendo possivel, desta forma, eliminar completamente o HIV-I do genoma
das células infetadas do hospedeiro.’® ** Além disso, alguns estudos efetuados demonstraram
que o sistema CRISPR/Cas9 também poderia ser Gtil na imunizagao contra a infecao por
HIV. De facto, ao integrar este sistema no genoma de células T, e apos estas serem infetadas
pelo HIV, verificou-se que a expressao viral nestas células era inferior relativamente a células
nao manipuladas. Além disso, este sistema foi também integrado em human pluripotent stem
cells (hPSC) que foram diferenciadas em macroéfagos, sendo que, apos serem infetadas pelo
HIV, essas células mostraram-se significativamente resistentes ao virus e a futuras infegcoes

pelo mesmo.”

Uma outra abordagem consiste em direcionar o Sistema CRISPR/Cas9 para os co-
receptores, que sao essenciais para a entrada do HIV nas células. O C-C chemokine receptor
type-5 (CCR5) é o co-receptor mais importante e, ao atingi-lo com o sistema CRISPR/Cas9,
verifica-se resisténcia das células T CD4+ ao virus. Varios estudos realizados demonstraram
que podem ser geradas células resistentes ao HIV através da ablagao do gene CCR5 ex vivo

de células T e CD34+ hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs).'* *®

Virus da Hepatite B (HBV)

O HBV ¢ o agente patogénico mais importante da doenga hepatica, possuindo um

Covalently Closed Circular DNA (cccDNA) muito estavél, que é responsavel pela replicagao do
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virus. Ao direcionar o Sistema CRISPR/Cas9 para o locus do genoma do HBYV, verifica-se uma

diminuicao significativa do nivel de cccDNA, sendo possivel inibir a infegao croénica pelo

HBV.”;ZB

Papilomavirus Humano (HPV)

O HPV € um virus de DNA ciclico de fita dupla, cujos genes E6 e E7, localizados nas
regioes iniciais do HPV16, sao carcinogénicos. Foi descoberto que a ocorréncia de cancro
do colo do utero, o segundo tumor maligno ginecoldgico mais comum, esta relacionada com
a infecao por HPV. O sistema CRISPR/Cas9 pode ser direcionado para os genes E6 e E7 de
forma a bloquear a expressao das proteinas E6 e E7, o que permite aumentar a apoptose de
células tumorais e suprimir o crescimento do tumor subcutineo em estudos in vivo. Esta
edicao com o sistema CRISPR/Cas9 permitiu ainda bloquear a proliferagao do HPV e a

eliminagdo do virus.'' %

Cancro

O cancro é uma doenga complexa, heterogénea e dinamica, sendo atualmente a
segunda maior causa de morte no mundo.'"” ** No genoma do cancro sio acumuladas
mutagoes genéticas que podem ativar proto-oncogenes, inativar supressores de tumor e

produzir resisténcia a farmacos.”®

O sistema CRISPR/Cas9 tem sido aplicado na manipulagao do genoma e epigenoma
do cancro de forma a corrigir as mutagoes oncogénicas, na imunoterapia do cancro, e na
eliminagdo ou inativagio de infegdes virais carcinogénicas.'” *® A correcio das mutagdes
oncogénicas do genoma e epigenoma permite inibir o crescimento das células tumorais e
promover a apoptose celular, inibindo assim o crescimento tumoral. A aplicagao da
tecnologia CRISPR/Cas9 na imunoterapia do cancro passa pela engenharia de células CAR-T
(Chimeric Antigen Receptor-T). As células CAR-T sao células T geneticamente modificadas para
expressar recetores de antigénios quiméricos (CARs) capazes de identificar antigénios
especificos das células cancerigenas.'' Na terapia com células CAR-T, as células T extraidas
do paciente sao geneticamente modificadas para expressar os recetores que visam antigenos
especialmente expressos em células cancerigenas, sendo depois transferidas de volta para o
paciente. No entanto, a terapia com células CAR-T é complexa, demorada e cara, dai a
utilizacao do sistema CRISPR/Cas9 para melhorar a fungao das células CAR-T, através da
interrupcao dos genes que codificam os recetores inibidores das células T e da introdugao

da sequéncia CAR.'**
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5. ETICA

O Sistema CRISPR/Cas9 é uma tecnologia revolucionaria de edicao de genes que tem
vindo a ser muito utilizada em diversas pesquisas nos Ultimos anos. Através da insercao,
exclusao ou silenciamento de determinados genes, esta tecnologia permite a corregao
permanente de mutagoes genéticas de forma simples e precisa, tendo, por isso, um enorme

potencial no desenvolvimento terapéutico.*

A edicao do genoma é permitida no caso das células somaticas, isto &, células em que
nao ocorre transmissao hereditaria, pois as alteragoes efetuadas afetam apenas o individuo
que participou na terapia, portanto qualquer potencial risco que dai possa advir é contido
dentro desse individuo. Ja a edicdo do genoma das células da linha germinativa é bastante
controversa, uma vez que remove a autonomia no processo de tomada de decisao dos
individuos nascidos posteriormente, além de permitir que efeitos colaterais imprevisiveis e
permanentes sejam transmitidos as geracdes futuras.’* Este tema tem vindo a gerar
controvérsia e a ser alvo de grande preocupagao e, globalmente, varios cientistas discutiram
questOes éticas e regulatorias, acabando por concordar que os ensaios que envolvem a

edicio de genes podem prosseguir desde que desses ensaios nio resulte nenhum bebé.*

No entanto, recentemente, em novembro de 2018, o cientista chinés, Dr. He Jiankui
anunciou o nascimento das gémeas Lulu e Nana, os primeiros bebés produzidos através da
edicio genética da linha germinativa.¥” * Através de um ensaio realizado em embrides
humanos, o sistema CRISPR/Cas9 modificou o seu genoma antes da sua transferéncia para o
tero, com o objetivo de prevenir a transmissio de uma infecio por HIV do lado paterno.**
* Neste estudo, o gene do co-recetor CCR5 de embrides humanos foi geneticamente
modificado de forma a impedir que o HIV entre nas células, através da mutagao CCR5A32
que bloqueia essa entrada, conferindo resisténcia ao virus.’* * Contudo, alguns estudos
mostraram que o mecanismo de infecio do HIV, que é altamente mutavel, pode depender
do co-recetor CXCR4, o que sugere que a edicio do gene CCR5 nio impede a infecao.** *
Além disso, nao se sabe se a modificagao no gene CCRS5 sera benéfica para os bebés, nem os
riscos que esta alteragao no genoma podera trazer futuramente para a sua salde, sendo que
o surgimento de possiveis efeitos off target ao longo da sua vida constitui uma grande
preocupagio.”® # Verificou-se que apenas um dos embrides, Nana, teve edigdes bem-
sucedidas em ambas as copias do gene, enquanto Lulu teve a edigao bem-sucedida em apenas
uma das copias, o que se traduz numa resisténcia ao HIV questionavel em Nana, e

inexistente em Lulu.** Outra das questdes que se coloca é a escolha de recorrer pela
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primeira vez a utilizagdo desta tecnologia em embridoes humanos na prevengao da infecao
por HIV, tendo em conta que os pacientes portadores do virus podem viver, sob regime
medicamentoso, de forma saudavel, portanto teria sido mais conveniente aplicar o Sistema

CRISPR/Cas9 em doencas mais graves.**

Atualmente ainda nao somos capazes de compreender os efeitos a longo prazo que
poderao advir das alteragoes efetuadas no genoma, assim como também ainda nao sabemos
como lidar com os impactos adversos que poderao ser gerados por essas modificagoes

o 35 . .~ . . . , .
genéticas.” Assim, a edicao de genes da linha germinativa é atualmente muito controversa,
pois as alteragoes efetuadas no genoma destas células sao imprevisiveis e os beneficios que
poderao advir destas modificagoes sao dificeis de prever, além de sujeitarem as suas

geracdes futuras a riscos desconhecidos e incontrolaveis.®

6. CONCLUSAO

O Sistema CRISPR/Cas9, um sistema de imunidade adaptativo que surgiu com o
estudo de como uma bactéria combate uma infecao viral, rapidamente se tornou numa
tecnologia de edicao do genoma que tem vindo continuamente a revolucionar investigagoes
nas mais diversas areas, ao tornar possivel a alteracao de sequéncias de DNA de forma
precisa em qualquer célula e organismo, destacando-se a sua aplicagao no tratamento de
diversas patologias. De facto, as varias investigagoes que tém sido levadas a cabo ao longo
dos ultimos anos comprovam a utilidade e potencial desta tecnologia na area da salde,
embora ainda existam muitos desafios pela frente que tém de ser superados para que esta

metodologia seja considerada eficaz e segura quando aplicada na terapia genética.

A entrega do sistema CRISPR/Cas9 as células continua a ser um desafio, sendo
necessario desenvolver formas mais eficazes e seguras de o fazer, uma vez que o sucesso da
entrega desta tecnologia as células ira permitir que a edicao do genoma seja realizada de
forma mais eficiente, precisa e segura para um maior leque de patologias. Também o
surgimento de mutagoes off target € uma questao essencial a resolver, uma vez que assegurar
a eficacia e a seguranga é fundamental para aprimorar e fazer progredir esta tecnologia de

forma a ser aplicada em maior escala.

Desde sempre que a engenharia genética foi acompanhada por alguma controvérsia,
uma vez que permite manipular o genoma, sendo muitas das vezes desconhecidas as

consequéncias dessa manipulagao. O sistema CRISPR/Cas 9 nao é excegao, sendo a edigao
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do genoma humano com esta tecnologia atualmente muito debatida. As questoes éticas sao
uma das principais preocupagoes da comunidade cientifica, ja que, além das células somaticas,
também as células da linha germinativa podem ser editadas com esta ferramenta, o que
significa que podem ser introduzidas alteragoes genéticas irreversiveis e impossiveis de
prever a longo prazo, e que irao ser transmitidas as geragoes futuras. Assim, € essencial
seguir um caminho prudente na forma como o Sistema CRISPR/Cas9 € aplicado, para que
este, que tem vindo a mostrar o seu enorme potencial no tratamento de muitas doengas,

possa vir a ser aplicado futuramente em larga escala.
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