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I. Introducio

O plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF)
compreende a realizagao do “Estagio Curricular” no 2° semestre do 5° ano. Esta unidade
curricular assume elevada importancia na conclusao do percurso académico, uma vez que
permite ao estudante contactar com o meio laboral, completar os conhecimentos adquiridos
ao longo do curso e alcangar competéncias necessarias ao exercicio da profissao.

Como disposto no Artigo 44°, n.° 2, da Diretiva 2013/55/EU [1], o estagio tem duragao
minima de 6 meses, incluindo 810 horas em farmacia comunitaria, as quais podem ser
acrescentadas um periodo de estagio noutra area da profissao farmacéutica. Nesse sentido, o
estagio realizou-se em duas dessas areas, industria farmacéutica e farmacia comunitaria, tendo
este ultimo decorrido num minimo de 670 horas, com a realizagao prévia de um estagio de
verao de 140 horas em farmacia comunitaria.

O presente relatorio refere-se ao estagio de farmacia comunitaria decorrido na
Farmacia Machado, em Celas, Coimbra. O relatério de estagio é apresentado sob forma de
uma analise SWOT fundamentada, focando nos pontos fortes (Strengths) e pontos fracos
(Weaknesses), a nivel interno, bem como oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats), a

nivel externo.

2. Contextualizacdao

Na Rua Bernardo de Albuquerque 8C, 3000-070 Coimbra, localiza-se a Farmacia
Machado (FM), onde decorreu o estagio com inicio a |12 de abril de 2021 e término a 23 de
julho de 202]. O horério do estagio foi alternado semanalmente, com presenca quer no
horario de abertura, quer no horario de fecho da farmacia. A duragao total do estagio foi de
675 horas.

A FM estabeleceu-se em 1917, transitando geragoes até chegar a propriedade e diregao
técnica do Dr. Joao Maia. Em 2018, foi efetuada a transferéncia da farmacia para instalagoes
de maiores dimensoes, permitindo o alargamento dos servigos realizados na farmacia e a
melhoria geral do seu funcionamento.

A equipa da FM ¢, ainda, constituida por quatro colaboradores, os farmacéuticos Dra.
Rita Garrett, Dra. Mariana Lopes e Dr. Joao Teixeira e o técnico auxiliar Sr. Eduardo Cruz. O
horario de funcionamento da FM é compreendido entre as 8h e as 21h, de segunda-feira a
sexta-feira e entre as 9h e as |13h ao sabado, para além do horario extraordinario do servigo
noturno permanente, rotativo com as restantes farmacias de Coimbra. Nas instalagoes da FM,

encontram-se quatro balcoes de atendimento com acesso ao programa informatico Sifarma,

9



um balcao de aconselhamento cosmético, um gabinete destinado a servigos farmacéuticos, um
laboratério para a preparagao de manipulados, um computador no back office com acesso ao
Sifarma, uma area de armazenamento dos medicamentos e uma drea de armazenamento de

documentos.

3. Analise SWOT

Tabela I: Resumo da analise SWOT relativa ao estagio na Farmacia Machado.

Pontos Fortes Pontos Fracos

¢ Integragao na equipa; e Novo médulo de atendimento do

e Interacio com a comunidade; Sifarma;

e Aquisicio de competéncias; e Medicamentos manipulados;

e Aconselhamento de produtos

e Diversidade de utentes; SE o
veterinarios e de dermocosmética.

e Servigos farmacéuticos;

e Protocolo com a Liga Portuguesa
Contra o Cancro;

e Marketing e merchadising;
e Atividades de back office;

e Periodo de realizagao do estagio.

Oportunidades Ameacas
e Rastreio de intolerancia a lactose; e Medicamentos esgotados;
e Servigo noturno; e Imagem do estagiario;
e COVID-19. e Reconhecimento da profissao de

farmacéutico comunitario.

3.1. Pontos Fortes
3.1.1. Integracao na equipa

Um bom ambiente e uma adequada integragao na equipa de trabalho sao essenciais
para maximizar a aprendizagem neste periodo final do percurso académico. A equipa da FM
garantiu essas condi¢oes ideias, demonstrando total disponibilidade, motivacao e
acompanhamento diario durante o estagio. Empenhados na satisfagao das necessidades dos
utentes, cada colaborador demonstra grande profissionalismo, sendo um bom exemplo do
papel que um farmacéutico apresenta na comunidade e como deve desempenha-lo.

Concretamente, o estagio iniciou-se com a observagao da dindmica da farmacia, da
execugao de atividades no back office e do atendimento aos utentes por parte dos
colaboradores. No entanto, rapidamente, foi incentivada a participagao na realizagao das

tarefas, com autonomia, fator importante nesta fase de iniciagdo ao ambiente laboral.



3.1.2. Interacao com a comunidade

Para além da boa integragao na equipa, também o bom acolhimento no seio da
comunidade da FM contribuiu para o balango positivo do estagio. A comunicagao reciproca
entre estagiario e utente € um importante estimulo da abertura de espirito e do
desenvolvimento da empatia da qual o farmacéutico deve ser dotado.

Durante o atendimento, é importante para a farmacia que se crie uma boa ligagao com
o utente, para que perdure a vontade de |a regressar. A estratégia da criagao de fichas de
utente é fundamental, por tornar um futuro atendimento mais célere, por aumentarem a
seguranga da dispensa de medicamentos, através da consulta de interagoes com medicagao
corrente e consulta de dosagens e marcas comerciais anteriormente dispensadas, para além
de que possibilita a farmacia o acesso a informagoes do utente e a consequente satisfagao do
mesmo por ser reconhecido. Estes fatores sao considerados um ponto forte do estagio, por
permitirem perceber a importancia da fidelizagao de utentes e como estes pequenos gestos

podem fazer a diferenga na imagem da farmacia, no seio da comunidade.

3.1.3. Aquisicao de competéncias

O primeiro contacto com farmacia comunitaria decorreu durante estagios de verao
realizados no final dos 3° e 4° anos de curso, que foram especialmente importantes na
compreensao do sistema informatico Sifarma, permitindo a aquisicio de competéncias mais
acentuadas ao nivel da realizagao, gestao e recegao de encomendas.

Na FM, a capacidade de adaptar o discurso consoante o utente e a situagao que nos é
exposta foi uma das competéncias mais desenvolvidas, através do contacto direto com os
utentes e do atendimento e aconselhamento farmacoterapéutico. Também as diversas
atividades de back office e a integragcao na equipa da farmacia proporcionaram o
desenvolvimento de outras competéncias como o espirito critico, a autonomia, a tomada de
iniciativa na resolugao de problemas, o desenvolvimento de estratégias de marketing e a

valorizagao do espirito de equipa, fator tao importante para o bom funcionamento da farmacia.

3.1.4. Diversidade de utentes

A localizagao da FM no interior da cidade de Coimbra, especificamente na proximidade
do polo das ciéncias da saide da UC e de varias unidades de saude da cidade (CHUC, IPO,
Hospital Pediatrico, Centro de Saude de Celas, entre outros), proporciona a diversidade de
utentes que se dirigem a farmacia. Na generalidade, a comunidade servida pela farmacia inclui:

utentes fidelizados, que habitam na proximidade da farmacia; utentes habituais que, apesar de



possuirem residéncia noutros pontos do pais, tém consultas regulares nas unidades de saude
de Coimbra; utentes pontuais, como sejam jovens estudantes da UC, turistas, ou pessoas que
vém diretamente de uma urgéncia hospitalar. Independentemente do perfil, todos os utentes
sao merecedores de especial atengao por parte da equipa da FM, que aposta num atendimento
personalizado.

Esta localizagao da farmacia foi uma das caracteristicas enriquecedoras do estagio por
permitir contactar com diferentes situagoes diariamente, como diferentes patologias e
sintomas, estimulando a capacidade de moldar a comunicagao e postura para a melhor
satisfacao da necessidade do utente. Da mesma forma, o contacto com os utentes durante o
estagio possibilita a perce¢ao do estado de espirito com que chegam a farmacia, muitas vezes,
demonstrando desanimo e inseguranga. Consequentemente, o discurso do farmacéutico no
atendimento deve, nao sé transmitir as informacdes necessarias a correta cedéncia da
medicagao, mas também transmitir a seguranga que o utente necessita e deseja para uma boa
adesao a terapéutica. Neste contexto, o farmacéutico é estimulado a adquirir continuamente

o conhecimento necessario para maximizar a confianga que demonstra no atendimento.

3.1.5. Servicos farmacéuticos

A FM tem uma variedade de servigos farmacéuticos disponiveis aos seus utentes,
nomeadamente, medicao de parametros bioquimicos (glicémia, colesterol e pressao arterial),
consultas de nutricao, consultas de dermocosmética, rastreios auditivos, administracao de
vacinas e, mais recentemente, testagem rapida de antigénio a infecao por SARS-CoV-2.

Estes sao fatores que, para além de acrescentarem valor a farmacia, constituem um
ponto forte do estagio, pela possibilidade de realizar alguns dos servigos, como a medigao de
parametros bioquimicos, onde, simultaneamente, foi desenvolvida a proximidade com os

utentes.

3.1.6. Protocolo com a Liga Portuguesa Contra o Cancro

A Farmacia Machado constitui uma das farmacias que, pela proximidade ao IPO de
Coimbra, tem um protocolo com a Liga Portuguesa Contra o Cancro. Esta entidade ajuda
financeiramente na aquisicao de medicagao por parte de alguns dos seus utentes que, de outra
forma, nao teriam essa possibilidade. Essa medicagdo vem mencionada na ficha de
referenciacao elaborada pela assistente social da Liga e que acompanha a(s) receita(s)
médica(s), necessariamente levantadas numa destas farmacias, para que possam usufruir deste

apoio. Assim sendo, a FM recebe, todos os dias, doentes oncologicos, frequentemente
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deprimidos fisica e psicologicamente. O contacto com estes utentes permite tomar
consciéncia de que o papel do farmacéutico comunitario nao se resume, apenas, a garantir a
correta administracao da medicacdo mais indicada ao seu estado de saude, mas também a
transmitir as palavras assertivas mais indicadas ao seu estado de alma, motivadoras da

continuagao do longo percurso terapéutico que se espera eficaz.

3.1.7. Marketing e merchadising

A FM apresenta uma variedade de produtos nao sujeitos a receita médica expostos aos
utentes na sala de atendimento, cuja visibilidade e rotatividade esta dependente da aplicagao
de estratégias de marketing e merchadising adequadas. A observagao e cooperagao no
desenvolvimento destas estratégias fez parte da rotina semanal do estagio e englobaram a
disposicao adequada dos produtos nas gondolas e lineares, a atribuicio de promogoes a
produtos com menor rotatividade, a identificagdo de pontos quentes, a afixacao de cartazes
na montra e balcoes e a criacao de videos para publicagao nas redes socias da farmacia.

As estratégias de marketing sao aplicadas nao sé aos medicamentos nao sujeitos a
receita médica e produtos de dermocosmética, mas também para transmitir informagoes
importantes sobre o funcionamento da farmacia e publicitar certos servigos farmacéuticos. A
nivel das estratégias de merchadising, a FM oferece aos seus utentes, quando oportuno,
amostras de produtos de dermocosmética, adequadas ao tipo de pele e necessidade do utente.

A realizagao deste tipo de atividades para produtos de dermocosmética estimulou o
conhecimento da composicao e indicagao farmacoterapéutica dos mesmos, contribuindo para
minimizar um dos pontos fracos considerado mais adiante nesta andlise SWOT,

nomeadamente, a falta de confianga no aconselhamento dos produtos de dermocosmética.

3.1.8. Atividades de back office

Entende-se por atividades de back office as fungoes realizadas na retaguarda do local de
trabalho, ou seja, que nao envolvem o contacto com o utente. No back office da FM, foi possivel

observar/colaborar na realizagao de tarefas, nomeadamente:

» arrumacao adequada dos medicamentos e outros produtos farmacéuticos;
» envio e rececao de encomendas;
» devolugio de produtos;
» execucao dos processos burocraticos que envolvem o fecho mensal:
e verificagao do receitudrio e envio a respetiva entidade de comparticipagao;

® revisao e organizagao de receitas manuais;



e revisao do registo de psicotropicos;
e verificagao dos prazos de validade dos produtos da farmacia;
e balanco da faturacao mensal.

envio do ValorMed;

gestao de stocks;

comunicagao com fornecedores;

YV V V V

comunicagao com delegados de marcas farmacéuticas.

O contacto com estas atividades permitiu desenvolver aptidoes técnicas, intrinsecas a
farmacia comunitaria. Uma das tarefas realizadas diariamente, a arrumagao de medicamentos
e a sua repetida disposi¢ao, organizados consoante sejam de uso humano ou veterinario, a via
de administragdo e a forma farmacéutica, facilitou a memorizagao de nomes comerciais e

principios ativos que os compoem, aspeto com o qual nao temos contacto na faculdade.

3.1.9. Periodo de realizacdao do estagio

No periodo maioritario em que o estagio decorreu, a FM nao recebeu nenhum outro
estagiario, o que maximizou o desenvolvimento de competéncias, nao s6 pela maior
disponibilidade dos profissionais para a transmissao de conhecimentos, mas também pela
maior necessidade de colaboragao nas tarefas diarias da farmacia.

Por outro lado, o facto da duragiao do estagio cobrir uma parte dos meses de verao,
junho e julho, época de usufruto de férias por parte dos colaboradores da farmacia, fomentou
ainda mais a rapida aquisicao de autonomia, de modo a cooperar no bom funcionamento da

farmacia que tem de ser garantido, independentemente da altura do ano.

3.2. Pontos Fracos

3.2.1. Novo moéodulo de atendimento do Sifarma

O Sifarma é um software de gestao e atendimento das farmacias comunitarias,
desenvolvido pela Glintt. Com uma utilizagao por 90 % das farmacias em Portugal, o Sifarma
€ uma ferramenta que auxilia o farmacéutico no bom aconselhamento do utente [2]. O
primeiro a ser desenvolvido, o Sifarma 2000% é o sistema informatico mais utilizado,
atualmente, nos atendimentos da FM. O novo médulo de atendimento do Sifarma, € um
programa ainda em desenvolvimento, dotado de novos campos que facilitam o processo
informatico de atendimento. Apesar de todos os balcoes da FM terem acesso ao novo modulo

de atendimento do Sifarma, o programa informatico maioritariamente utilizado é o Sifarma
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2000%, pela preferéncia por este sistema. Mesmo sendo considerado um ponto fraco do
estagio por ser pouco utilizado, a FM permitiu o contacto com o novo Sifarma e transmitiu a
razao por este ainda ser pouco utilizado, nomeadamente, por estar ainda em processo de
desenvolvimento com atualizagdes regulares que podem interromper a sequéncia de
atendimentos e, por momentos, indisponibilizar um computador, o que nao favorece o bom

funcionamento da farmacia.

3.2.2. Medicamentos manipulados

Medicamento manipulado é definido no Decreto-Lei n.° 95/2004, de 22 de abril, como
qualquer férmula magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado numa farmacia
comunitaria ou servicos farmacéuticos hospitalares, sob a responsabilidade de um
farmacéutico. As férmulas magistrais sio preparadas segundo uma receita médica que
especifica o doente a quem se destina, enquanto os preparados oficinais sio preparados
segundo indicagoes compendiais de uma Farmacopeia ou Formulario [3]. Durante o estagio,
foi possivel observar a preparagao de xaropes, com a reconstituicao do po, forma farmacéutica
no qual sio comercializados. No entanto, a preparagao de manipulados nao se verificou

durante este periodo, uma vez que os mesmos nao foram solicitados na farmacia.

3.2.3. Aconselhamento de produtos veterinarios e de dermocosmeética

Veterinaria e dermocosmética foram as areas para a qual a falta de confianga nos
atendimentos foi mais notoria, aliada ao sentimento de falta de preparagao e conhecimento
sobre as mesmas. Apesar de terem sido abordados nas disciplinas de “Preparagoes de Uso
Veterinario” e “Dermofarmacia e Cosmética”, a grande variedade de produtos,
principalmente, de dermocosmética, presentes na FM, contribuiu para que o aconselhamento
dos mesmos fosse uma das maiores dificuldades sentidas no estagio. Consequentemente, os
pedidos frequentes de aconselhamento sobre os produtos, a sua eficicia, o modo de
administragao e a posologia requereram a presenca e auxilio de um colaborador.

Por outro lado, o estagio curricular faz parte da continua aprendizagem do curso, nao
sendo expectavel que todos os conhecimentos necessarios ao mundo laboral sejam ja
adquiridos e, nesse aspeto, todos os aconselhamentos realizados incrementaram os
conhecimentos sobre estas areas, para além de que as dificuldades sentidas foram
incentivadoras da continua aquisicao de competéncias, através de formagoes, pesquisas e

aprendizagem autonoma, quer durante o estagio, quer na futura vida profissional.



3.3. Oportunidades
3.3.1. Rastreio de intolerancia a lactose

Durante o estagio na FM, foi realizado um rastreio de intolerancia a lactose, disponivel
gratuitamente para os utentes. No decorrer do mesmo, a oportunidade de compreender as
etapas do rastreio foi importante para a melhor compreensao do mecanismo, sinais e sintomas
deste tipo de intolerancia alimentar, que é tao comum e, simultaneamente, desconhecida para
muitos utentes que a tém. A intolerancia a lactose caracteriza-se pelo aparecimento de
sintomas abdominais (dor abdominal, distensao abdominal e diarreia) apds ingestao de lactose
por um individuo com ma absorgao deste dissacarideo. A ma absorgao é provocada por uma
deficiente expressio da lactase, enzima responsavel pela hidrolise da lactose nos
monossacarideos, galactose e glicose, que sao posteriormente absorvidos [4].

O rastreio decorreu através das seguintes etapas: medi¢ao inicial da glicémia do utente,
ingestaio de uma solucao padronizada contendo lactose e medi¢ao final da glicémia,
aproximadamente, 30 minutos depois. O nivel final de glucose no sangue, reflete a degradagao
da lactose, pela agao lactase no intestino, com a consequente absorc¢ao da glucose resultante.
Quanto menor ¢ a diferenga entre os valores inicial e final da glicémia, menor foi a absorcao

de glucose e, consequentemente, maior é o grau de intolerancia a lactose.

3.3.2. Servico noturno

As farmacias da cidade de Coimbra cumprem uma escala de servico permanente, de
modo que permanecam sempre duas farmacias abertas por noite, destinado a satisfagao das
necessidades urgentes do publico. Este servico implica a permanéncia da farmacia aberta
ininterruptamente, desde a hora de abertura normal de um determinado dia, até as 22 horas
desse dia, apds as quais deve permanecer um farmacéutico, ou auxiliar habilitado, nas
instalagoes, até a hora de abertura do dia seguinte. Durante o servigo noturno, o atendimento
é realizado ao postigo, quando solicitado, mediante chamada, ao qual pode acrescer uma taxa
de chamada para dispensa de medicamentos sem receita médica [5].

A FM possibilita aos seus estagiarios, segundo a sua vontade, a oportunidade de
acompanhar noites de servigo, o que permitiu o contacto com situagoes de maior urgéncia,
particularmente, solicitagao de antibiéticos, acompanhados de receita médica, e solicitagao de

contracegao de emergéncia, cuja toma deve ocorrer o mais rapido possivel.



3.3.3. COVID-19

A COVID-19, doenga provocada pelo SARS-CoV-2, surgiu no final do ano de 2019 e
continua prevalente em quase todo o mundo, enquanto os paises estao empenhados na
imunizacao das suas populagoes. A pandemia causada pelo virus, obrigou a tomada de medidas
no nosso pais, durante os anos de 2020 e 2021, com o objetivo de travar a transmissibilidade,
morbilidade e mortalidade da doenga. Felizmente, as medidas de confinamento implementadas
nao afetaram o estagio, que decorreu normalmente no periodo esperado. Em vez de um ponto
negativo, este periodo pandémico proporcionou oportunidades relacionadas com a maior
afluéncia de utentes a farmacia. As unidades de saude passaram a ter um acesso limitado, o
que levou muitos utentes com situagoes menores a dirigirem-se a farmacia, ao invés das
urgéncias hospitalares, depositando maior confianga no farmacéutico. Por outro lado, a
COVID-19, para além de ter fomentado a autonomia, permitiu por em pratica alguns
conhecimentos adquiridos ao longo das pesquisas realizadas para a monografia. O facto de
serem abordadas as vacinas de mRNA contra a COVID-19 na monografia, proporcionou a
obtencao de um conhecimento mais profundo do mecanismo destas vacinas e, por
conseguinte, facilitou o aconselhamento ao nivel do esclarecimento de duvidas, da supressao
do ceticismo e consciencializagao dos utentes para a vacinagao.

Sob outra perspetiva, a capacidade de adaptagao as novas circunstancias que a
pandemia impos acabou por ser uma excelente preparagao para a realidade do mundo

profissional, onde a resolu¢ao de problemas e a procura de solugoes sera uma constante.

3.4. Ameacas
3.4.1. Medicamentos esgotados

A existéncia de medicamentos esgotados verificou-se, com alguma frequéncia, durante
o estagio e, apesar de ser um fator externo a farmacia, acaba por influenciar negativamente a
imagem da mesma e constituir uma ameaca para o estagio, nomeadamente, pela demonstragao
de descontentamento de alguns utentes que nao tém percegao que a origem do problema é
independente da vontade da farmacia em adquirir o medicamento.

Alguns dos medicamentos esgotados, frequentemente solicitados, e que, por isso,
maior transtorno causaram, quer ao nivel do atendimento, quer na gestao das notas de
encomenda, foram a Victoza® (solugdo injetavel de liraglutido, 6 mg/mL) e o Xeplion® (solugdo

injetavel de libertagao prolongada de paliperidona, 100 mg).



3.4.2. Imagem do estagiario

A imagem que o publico atribui ao estagiario nao favorece o desenvolvimento de
autonomia ao nivel do atendimento, tornando-se uma ameaca a aquisicao desta competéncia.
Recusar ser atendido por um estagiario ou por em causa as ag¢oes realizadas e as informagoes
transmitidas por este, verificou-se, ocasionalmente, ao longo do estagio, proporcionado pela
falta de confian¢a do utente nas capacidades e conhecimentos do estagiario.

Por vezes, o ambiente tenso instalado por uma abordagem menos simpatica e pela falta
de compreensao de certos utentes, no que requer a inexperiéncia do estagiario, nao permitiu
alcangar um atendimento bem-sucedido. Nao obstante, a generalidade da integragao na
comunidade da FM foi bastante positiva, marcada por utentes compreensiveis e com uma boa
disposicao caracteristica, que tornam o ato farmacéutico de atendimento e aconselhamento

muito gratificante.

3.4.3. Reconhecimento da profissio de farmacéutico comunitario

Este topico, que finaliza a andlise SWOT, é aqui considerado como uma ameaga nao
sO ao estagio, mas também a profissio de farmacéutico comunitario. Ao longo do estagio,
através do acompanhamento didrio do esforgo que a profissao exige, foi possivel concluir que
esta nao tem o merecido reconhecimento. Esta analise nao foi inferida pelo contacto com
outros profissionais de saude que, ao contrario do expectavel, nao transmitiram qualquer
depreciagao por esta profissao. Foi junto do publico da FM que este ponto de vista foi
desenvolvido, em virtude de certos utentes que nao vém o farmacéutico como um profissional
de salde, apenas como um simples dispensador de medicamentos. Comportamentos como
reclamar a lentidio do atendimento, tornam o exercicio desta profissao extremamente
frustrante, especialmente quando o farmacéutico esta a dar o seu melhor, para satisfazer as
necessidades do utente, ao proceder ao ato farmacéutico que, no nosso pais, nao ¢é
remunerado. E urgente mudar esta mentalidade, para que os estudantes em final de curso, a
realizar o estagio numa farmacia comunitaria, nao percam o entusiasmo por esta nobre

profissao.

4. Consideracoes Finais

Apbos a anilise das fraquezas, forgas, oportunidades e ameagas, a conclusao traduz-se
num balango muito positivo do estdgio. As quinze semanas de convivéncia com os
colaboradores da FM superaram as expetativas, a nivel pessoal e profissional, desde uma boa

recegao no primeiro dia, da transmissao de conhecimentos e conselhos sobre a profissao, e
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da saida emotiva, no ultimo dia, com uma bagagem de competéncias e pensamento positivo
em relagao ao futuro que se avizinha. Com o término do estagio, o sentimento que prevalece
é de imensa gratidao pelas capacidades desenvolvidas, conhecimentos adquiridos, autonomia
conquistada e espirito de equipa transmitido pelos profissionais da FM. Ainda assim, prevalece
a consciéncia de que o conhecimento absoluto na area de farmacia comunitaria é uma utopia
que ainda esta muito longe de ser alcangada, no qual os anos de experiéncia laboral serao
importantes, mas a aprendizagem sera continua por toda a vida profissional.

O comprometimento com a profissao, sentido de responsabilidade, dedicagao em
manter a atualizacdo do conhecimento e prestagao dos melhores cuidados farmacéuticos aos
utentes, para um bom exercicio da profissao, é algo que levo da FM para o meu futuro

profissional.

5. Casos Praticos

Caso Pratico |

Uma mulher, entre os 35 e 45 anos, dirige-se a FM com queixas de comichao na zona
genital. A primeira questao efetuada foi se sentia ardor ao urinar, ao qual responde que nao e
acrescenta que os sintomas incluem, apenas, desconforto e, por vezes, prurido. O
aconselhamento ¢ iniciado com medidas nao farmacoldgicas, evidenciando a importancia da
lavagem diaria da zona genital com um gel de lavagem intima que tenha um pH adequado ao
pH acido vaginal, nomeadamente, marcas comerciais como Lactacyd®, Saforelle® ou Saugella®.
A utente interpela dizendo que ja o faz regularmente e que os sintomas se mantém. Dessa
forma, existe a necessidade de adicionar uma medida farmacologica aos habitos de higiene ja
estabelecidos, com o objetivo de controlar a candidiase, infegao fungica com maior
probabilidade de ser a responsavel pelos sintomas da utente. Assim, € recomendado a utente
o creme vaginal Candiset® 10 mg/g, que tem como substincia ativa o cotrimazol, um
antifingico que inibe a sintese do ergosterol e induz danos estruturais e funcionais na
membrana citoplasmatica do fungo. O Candiset® deve ser aplicado durante 7 dias, ao deitar e
em profundidade na vagina, com a ajuda do aplicador [6]. Por fim, é reforgada a importancia
de manter uma higiene diaria, evitando usar o normal gel de banho na zona intima, uma vez
que torna o pH vaginal mais basico, o que provoca a proliferacao da Candida albicans que,
apesar de fazer parte da microbiota vaginal, causa frequentemente candidiase quando ocorre
uma disbiose na zona genital.

Ja no final do atendimento, a utente coloca uma duivida em relagao ao perfil posologico

que mais se adequa a sua situagao, nomeadamente, se pode iniciar o tratamento de imediato,
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uma vez que dentro de | a 2 dias iniciara a menstruagao. Nesse caso, a informacgao transmitida
a utente é que deve aguardar até ao final da menstruagao para iniciar o tratamento e efetua-

lo durante 7 dias consecutivos.

Caso Pratico 2

Um homem, entre os 20 a 30 anos, dirige-se a FM com intengao de pedir um
aconselhamento para aquilo que pensa ser um fungo no pé, mostrando uma fotografia que
tirou do espaco intersticial entre o dedo minimo e o dedo seguinte. Apos observar a imagem,
onde a pele se encontra totalmente branca, o homem ¢ questionado se os sintomas incluem
comichao e mau odor, ao qual responde positivamente. Os sintomas e sinais indicam,
realmente, tratar-se de um fungo, cujo tratamento necessita de medidas farmacologicas de

aplicacao topica. Procede-se ao aconselhamento dos seguintes medicamentos:

» Canesten Unidia® solugdo para pulverizagio cutinea — solugio contendo bifonazol (10
mg/g), indicado nas micoses interdigitais provocadas por fungos suscetiveis (Tinea pedis,
Tinea manuum) e na pitiriase versicolor. O bifonazol inibe a biossintese do ergosterol
em dois niveis diferentes, induzindo danos estruturais e funcionais na membrana
citoplasmatica do fungo [7].

> Canesten® p6 cutineo — p6 contendo clotrimazol (10 mg/g), indicado como adjuvante
do tratamento com Canesten® Solugao para pulverizacgio ou Canesten® Creme,

desempenhando uma agao antimicotica e na profilaxia de recidivas [8].

O Canesten Unidia® deve ser aplicado uma vez por dia, preferivelmente, a noite,
durante 3 a 4 semanas, aplicando uma quantidade fina na area afetada e friccionando
ligeiramente. O Canesten® pé cutineo deve ser utilizado como adjuvante no tratamento,
devendo ser aplicado no calgado, no dia antes de os utilizar, e nas meias. Para além da aplicagao
destes medicamentos, o doente deve adotar medidas nao farmacologicas como a lavagem
regular dos pés e a secagem total do espago intersticial dos dedos. O ideal para a proliferagao
dos fungos sao ambientes quentes e himidos que devem, por isso, ser contrariados com estes
cuidados.

Quando questionado, o utente refere que estes sintomas estao instalados apenas no
pé direito. No entanto, é recomendado a aplicagio do Canesten® P6 em ambas as meias e
calcado, também deve proceder a secagem, primeiramente, do pé sem infecao (esquerdo) e
sO depois do pé com infegao (direito), apos lavagem, para evitar a transmissao de um pé para

o outro, que é muito facil de ocorrer. Para além disso, deve colocar a toalha utilizada para
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lavar, desinfetar a estrutura onde lavou os pés e nao partilhar calgado, para evitar a transmissao
para outras pessoas.

Para terminar o aconselhamento, é transmitido ao utente que, apds as 3 ou 4 semanas
de tratamento, o utente pode e deve continuar a polvilhar as meias e o calgado com o

Canesten® P, visando absorver a humidade e evitar reinfecées.

Caso Pratico 3

Uma mulher dirige-se a FM, com idade entre os 20 e 30 anos, com queixas de diarreia.
Descreve que o conteudo defecado nao é totalmente liquido, mas que se verifica mais
amolecido ha cerca de 3 dias. Com estes sintomas, a primeira pergunta a questionar € se tem
febre associada, a qual a utente responde que nao. Como a descricio da utente nao
corresponde a uma diarreia grave e nao se demonstra muito incomodada com a situagao,
evitamos aconselhar o conhecido Imodium®, uma vez que esté indicado para diarreias agudas
e cronicas e a substancia ativa, loperamida, provoca, frequentemente, o efeito secundario de
obstipagao, o que nao contribui para o equilibrio intestinal [9]. O aconselhamento mais seguro
para repor o normal funcionamento intestinal consiste na toma de probiéticos. Os probioticos
sao microrganismos vivos, frequentemente, bactérias (Lactobacillus e Bifidobacterium) e
leveduras (Saccharomyces) que, nas doses adequadas, ajudam a repor a microbiota intestinal.
A interagao entre os microrganismos intestinais e o hospedeiro, nao sé contribui para o
normal funcionamento do intestino, como também tem grande influéncia no estado geral de
saide [10]. Procede-se ao aconselhamento do Biofast®, um suplemento alimentar cuja
composicao contém probidticos (10 estirpes de Bifidolactus), prebioticos (fruto-
oligossacaridos) e vitaminas do complexo B, atuando em varias vertentes para o bem-estar da
mucosa intestinal. Cada embalagem tem 8 saquetas de po, que deve ser dissolvido em agua e
tomado uma vez por dia [| I]. Mesmo que os sintomas terminem antes, a utente pode e deve
tomar a caixa até ao fim. Para além disso, a utente deve adotar medidas nao farmacoldgicas,
nomeadamente, beber muita agua, evitar alimentos fritos e condimentados e optar por

alimentos cozidos e grelhados.
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Laboratério Militar de Produtos Quimicos e Farmacéuticos,

LMPQF

Sob orientagao do Major Farmacéutico Francisco Sampaio e do
Alferes Farmacéutico Anténio Matias



Lista de Abreviaturas/Siglas

ARS — Administragao Regional de Saude

COVID-19 — Do inglés, Coronavirus Disease 2019

EA — Escola das Armas

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

FFUL — Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa

GMP — Do inglés, Good Manufacturing Practice

GPTs — Do inglés, Growth Promotion Tests

HPLC — Do inglés, High Performance Liquid Chromatography
INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, |.P
ISO — Do inglés, Internacional Organization of Standardization

LM — Laboratério Nacional do Medicamento

LMPQF — Laboratorio Militar de Produtos Quimicos e Farmacéuticos
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

MP(s) — Matéria(s)-prima(s)

PA(s) — Produto(s) acabado(s)

PAM — Prova de Aptidao Militar

PHE — Do inglés, Public Health England

QPs — Quadros Permanentes

RSD — Do inglés, Relative Standard Deviation

SABA — Solucao Antissética de Base de Alcodlica

SAC - Servico de Analises Clinicas

SCQ - Servico de Controlo de Qualidade

SICAD - Servigo de Intervengao nos Comportamentos Aditivos e nas Dependéncias
SL — Servigos de Logistica

SNS — Servigco Nacional de Saude

SP — Servico de Producao

SSM — Sistema de Saude Militar

SWOT - Do inglés, Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats
UAGME — Unidade de Apoio Geral de Material do Exército

UFCs — Unidades Formadoras de Col6nia
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I. Introducio

O plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF)
compreende a realizagdo do estagio curricular no 2° semestre do 5° ano. Esta unidade
curricular assume elevada importancia na conclusao do percurso académico, uma vez que
permite ao estudante contactar com o meio laboral, completar os conhecimentos adquiridos
ao longo do curso e alcangar as competéncias necessarias ao exercicio da profissao.

Como disposto no Artigo 44°, n.° 2, da Diretiva 2013/55/EU [1], o estagio tem duragao
minima de 6 meses, incluindo 810 horas em farmacia comunitaria, a qual podem ser
acrescentadas um periodo de estagio noutra area da profissao farmacéutica. Nesse sentido, o
estagio foi dividido em duas dessas areas, industria farmacéutica e farmacia comunitaria.

O presente relatorio refere-se ao estagio em indUstria farmacéutica, realizado no
Laboratorio Militar de Produtos Quimicos e Farmacéuticos (LMPQF), em Lisboa. O relatério
de estagio € apresentado sob forma de uma analise SWOT fundamentada, focando nos pontos
fortes (Strengths) e pontos fracos (Weaknesses), a nivel interno, bem como oportunidades

(Opportunities) e ameagas (Threats), a nivel externo.

2. Contextualizacdao

Na avenida Dr. Alfredo Bensaude, Olivais Norte, 1849-012 Lisboa, localiza-se a sede
do LMPQF, onde decorreu o estagio com inicio a | | de janeiro de 2021 e término a 9 de abril
de 2021. Este periodo de trés meses decorreu em pleno pico da pandemia de COVID-19 e
num estado confinamento nacional, durante o qual o Laboratério Militar formou duas equipas
entre colaboradores e estagiarios, que funcionaram em espelho, estando presencialmente no
laboratério em semanas alternadas, no horario das 9h as |17h, de segunda a sexta.

O LMPQF foi fundado a 10 de fevereiro de 1918, durante a |* Guerra Mundial, pelas
Forcas Armadas portuguesas, com objetivo de apoiar a logistica farmacéutica no envolvimento
da guerra [2]. Atualmente, de modo abrangente, o foco do LMPQF é combater as falhas no
mercado farmacéutico causadas, maioritariamente, por desinteresse financeiro das restantes
industrias farmacéuticas, ou por rutura no fornecimento de certos produtos. Exemplos disso
sao os medicamentos destinados a doengas raras, cuja pouca procura nao compensa o custo
da sua producao, e produtos cuja elevada procura causa a rutura de stock, como por exemplo
o desinfetante neste periodo de pandemia. Por ser uma inddstria publica, tutelada pelo Estado
Portugués, responde as necessidades do SNS, mantendo uma reserva estratégica de certas
matérias-primas e produtos acabados nas suas instalagées. Por um lado, tanto produz

medicagao personalizada, como a solugao estéril de histidinato de cobre para, apenas, trés
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doentes com doenca neurolédgica de Menkes em Portugal, como também, por outro lado,
produz cerca de trés milhdes de saquetas de solucao de cloridrato de metadona anuais,
integrado no programa do Servico de Intervengcao nos Comportamentos Aditivos e nas
Dependéncias (SICAD). E o unico responsavel pela producio e distribuicio de metadona em
Portugal, por oferecer condigoes de seguranga nas instalagbes onde é armazenado este
estupefaciente. Para além disso, produz medicamentos para fazer face a situagoes de
emergéncia, de epidemia ou pandemia, assegura a logistica sanitaria militar necessaria ao
Sistema de Salde Militar (SSM) e as Forgas Armadas, aos seus familiares e aos deficientes
militares e presta apoio sanitario as Forgas Armadas, nomeadamente, em analises clinicas,
andlises de aguas de consumo humano, controlo de ambientes, desinfestacoes, desratizagoes
e desinfegoes. Por todos estes motivos, o LMPQF é uma industria singular a nivel nacional,
que desempenha um papel de importancia estratégica [3].

A distribuicao dos produtos farmacéuticos produzidos no LMPQF é, maioritariamente,
realizada para instalagoes militares, como as farmacias comunitarias presentes nas diferentes
sucursais, e para as ARS que, por sua vez, distribuem para as diversas unidades de saude do
pais.

Para dar resposta a todas as competéncias atribuidas, o LMPQF apresenta servigos
diferenciados, mas que funcionam em concomitancia, através de uma comunicagiao constante
entre si, de forma a manter a fluidez do circuito do medicamento e dos servicos prestados.
Nos cinco pisos do edificio principal do LMPQF, encontram-se os servicos de produgao,
controlo de qualidade, anilises clinicas, logistica e a farmacia comunitaria. A concretizagao do

estagio ocorreu nos servigos de produgao e de controlo de qualidade.

2.1. Servico de Producao (SP)

O servigo de produgao é responsavel pela produgao dos medicamentos, baseando
todas as atividades, procedimentos e instalagoes nas Boas Praticas de Fabrico (GMP) descritas
no EudralLex. Os medicamentos produzidos, nao necessitam de pedido de AIM, nem requerem
aprovagao pelo INFARMED, por se tratarem, na sua maioria, de medicamentos manipulados,

nomeadamente, preparados oficinais que seguem as indicagoes compendiais da farmacopeia

[4].

2.2. Servico de Controlo de Qualidade (SCQ)

O servigo de controlo de qualidade garante a conformidade dos produtos, quer sejam

matérias-primas, produtos acabados ou outro tipo de amostras, como aguas internas (matéria-
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prima e de lavagem) e externas (aguas de consumo humano), de acordo com a farmacopeia
europeia, as normas descritas pelas ISO e a lei portuguesa. Este servigo € subdividido em dois
laboratérios, o de ensaios fisico-quimicos (que também engloba o de métodos instrumentais
de andlise) e o de ensaios microbiologicos, que se complementam nas atividades realizadas
para verificagao de qualidade das amostras. As amostras mais frequentemente analisadas pelo
controlo de qualidade sao provenientes de produtos acabados produzidos com maior
regularidade no LMPQF, como a solugao oral de cloridrato de metadona ou o xarope de
isoniazida. No entanto, muitos dos medicamentos sao produzidos e libertados sem passar pelo
laboratério de controlo de qualidade, por constituirem produgdes em pequena escala de
medicamentos manipulados. Nesses casos, a verificagio da qualidade e conformidade do
produto é realizado no produto acabado, ainda no servigco de producao, através de analises
simples como verificagao do aspeto, homogeneidade, peso, entre outras caracteristicas.

A funcao do controlo fisico-quimico é garantir a conformidade dos produtos, sejam
eles matérias-primas, produtos acabados ou materiais de embalagem. Os ensaios sao
realizados de acordo com a farmacopeia ou com métodos internos validados previamente.

O controlo microbiolégico, para além do controlo dos medicamentos produzidos no
Laboratério, também realiza analises a aguas de piscina e aguas de consumo humano (rotina
I, 2 e inspegao), provenientes de instalagoes do exército, como a Escola das Armas (EA), Lar
Militar da Cruz Vermelha, Unidade de Apoio Geral de Material do Exército (UAGME), entre
outros, e agua purificada (matéria-prima) oriunda do circuito de purificagao de agua instalado

no LMPQF.
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3. Analise SWOT

Tabela I: Resumo da analise SWOT relativa ao estagio no LMPQF.

Pontos Fortes Pontos Fracos
e Observacio/colaboragio em muitas das o Estigio presencial durante 50 % do
operagoes do circuito do medicamento tempo;
no LMPQF; e Pouca modernizagdto em  certas
e Manipulagio de medicamentos, instalacoes;
exclusivamente, produzidos no LMPQF; e Pouca automatizacdo de  certos
e Contacto com diversas areas da procedimentos.

industria farmacéutica;

e Integraciao em equipas multidisciplinares;

e Disponibilidade dos profissionais do SP e
SCQ;

e Suporte bibliografico disponibilizado;

e Reduzida carga burocratica;

e Formacao adequada do MICF para a area
de industria farmacéutica.

Oportunidades Ameacas
e Conhecimento da  profissio  de o Dificil acesso a  profissio  de
farmacéutico militar e acessibilidade Farmacéutico Militar.
desta;

o Realizagao de trabalhos nas semanas nao
presenciais;

e Reestruturagio do LMPQF para
Laboratério Nacional do Medicamento.

3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Observacao/colaboracio em muitas das operac¢dées do circuito do

medicamento no LMPQF

Como referido, o estagio foi dividido em duas partes, passando pelos servigos de
producao (SP) e de controlo de qualidade (SCQ). No entanto, situando-se mais servigos no
mesmo edificio (servigos de logistica (SL) e analises clinicas (SAC)), foi possivel perceber o
funcionamento superficial dos mesmos, integrando o circuito do medicamento no

Laboratério, desde a recegao de matérias-primas, até a libertagao de lotes.

Servico de Logistica (SL)

E neste servigco que ocorrem a recegao dos pedidos, a gestao de stocks e a distribuigao
dos produtos farmacéuticos. A passagem pelas suas instalagoes permitiu a compreensao da
dinamica do servigo em relagao as matérias-primas e produtos acabados, que permanecem

em quarentena até a aprovagao por parte do SCQ. A observagao dos cofres de metadona
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(como MP e como PA), mostra o elevado grau de seguranga necessario ter nas instalagoes
onde é guardado este e outros estupefacientes. Por esta razao, sao colocados em armazéns
seguros, quer pela autorizagao restrita de entrada, quer pela localizagao. Também por
questoes de seguranga, sao registadas todas as quantidades de estupefacientes utilizadas, quer

pelo SP, quer pelo SCQ.

Servico de Producao (SP)

A entrada no SP é restrita a pessoas com autorizagao, nomeadamente, as chefias e aos
colaboradores do servigo. Esta restricao de entrada permite manter a seguranga, quer ao nivel
da segregacao de acessos de instalagoes, quer evitando o risco de contaminagdes na area de
producao dos produtos farmacéuticos.

No SP foi possivel observar e realizar diversas tarefas relacionadas com a produgao

dos medicamentos, nomeadamente:

e Cipsulas de carbonato de calcio;

e Capsulas de carbonato de magnésio;

e Capsulas de isoniazida (50 mg e 300 mg);

e Capsulas de lactato de magnésio;

e Solucao estéril de histidinato de cobre;

e Mistura de Bonain (liquido pastoso com cloridrato de cocaina);

e Pasta de cocaina 10 %;

e Solugao antissética de base de alcodlica (SABA) (etanol 80 % (v/v));
e Solugao oral de cloridrato de metadona | % (frascos de | L);

e Solugao oral de cloridrato de metadona (saquetas de dosagens de 30 a 100 mg);
e Testes de identificagao de droga;

e Xarope comum com conservantes;

e Xarope comum sem conservantes;

e Xarope de hidrato cloral;

e Xarope de isoniazida.

A produgao inicia-se com a pesagem das matérias-primas nas quantidades estipuladas.
Segue-se o procedimento, o embalamento primario, rotulagem e embalamento secundario.
Os colaboradores, que realizam a produgao, possuem um vestuario adequado e obrigatério
que inclui bata, touca, luvas e cobertura de sapatos. Durante a produgao sao feitos todos os
registos das etapas realizadas, bem como materiais e equipamentos usados: quantidade

pesadas das MPs, lotes e validades das MPs, materiais usados, hora de inicio e fim de certas
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etapas mais prolongadas, etiquetas de limpeza da sala e rotulo do produto. Todas as operagoes
sao realizadas por dois colaboradores, um responsavel pela execugao e outro pela verificagao.
No fim, procede-se a limpeza dos equipamentos, onde é deixado o registo da ultima limpeza,

quando e quem a realizou.

Servico de controlo de qualidade (SCQ)

Tal como o SP, o SCQ também tem acesso restrito as pessoas que aqui desempenham
fungoes, ou seja, as chefias e colaboradores do servico. No laboratério de ensaios

microbiologicos foi possivel observar/realizar as seguintes atividades:

e Producao de meios de cultura — Alguns sao comercializados na forma desidratada (po),
sendo solubilizados, autoclavados e distribuidos pelas placas de petri (para meio sélido)
ou frascos (para meio liquido). Outros sao comercializados de forma soélida em frascos,
sendo colocados a fundir e distribuidos por placas.

o GPTs (Growth Promotion Tests) — Testes realizados para validar os meios de cultura
rececionados ou produzidos no Laboratério, onde se colocam estirpes de
bactérias/fungos conhecidas (Aspergillus niger, Bacillus subtilis, Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis) no meio e, apos incubagao em condigoes especificas, verifica-se o
crescimento ou inibicao do microrganismo, dependendo da especificidade do meio.

e Autoclavagem de material — ciclo de autoclave depende do tipo de material (Anexo I).

e Anadlise microbiologica de saquetas (15 mL) e frascos (IL) de cloridrato de metadona
— Realizam-se dois ensaios descritos na farmacopeia, o 2.6.12. (contagem de germes
totais) e o 2.6.13. (contagem de microrganismos especificos, nomeadamente,
Escherichia coli). As técnicas usadas estao resumidas no Anexo 2.

e Anilise microbiologica de aguas de consumo humano — Os microrganismos
pesquisados, bem como os meios de cultura usados estao resumidos no Anexo 3.

e Andlise microbioldgica de aguas de piscina — Os microrganismos pesquisados, bem
como os meios de cultura usados estao resumidos no Anexo 3.

e Colheita e andlise microbiologica de amostras do circuito de agua purificada do
Laboratorio.

e Anilise microbiologica de amostras recolhidas em zaragotoas, provenientes da
maquina automatica de embalamento primario das saquetas de cloridrato de

metadona.
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e Método de filtragao por membrana — método utilizado para todas as amostras
(medicamentosas e de aguas), em que os microrganismos ficam retidos na membrana
filtrante, posteriormente, transferida para as placas de meio de cultura.

e Método de espalhamento de microrganismos em placas.

e Método de isolamento de microrganismos em placas.

e Testes de identificagio de colonias — teste da oxidase para coliformes, teste da
coagulase para Staphylococcus spp e teste da fosfatase acida para Clostridium perfringens.

e Leituras dos meios de cultura — verificagdo de crescimento nos meios liquidos e
contagem de UFCs nas placas de meio sélido.

o Registo de materiais, utilizados durante os procedimentos, e dos resultados, nas folhas
de trabalho.

e Observagio do funcionamento do programa informatico utilizado "e-deia".

O ambiente estéril para realizagdo dos ensaios de controlo microbiologico é
proporcionado pela cidmara de fluxo laminar ou bico de Bunsen, dependendo do espago
necessario para o ensaio. O controlo de qualidade microbiologico realiza os ensaios em
concordancia com o descrito na farmacopeia (para a analise de medicamentos) e com o
descrito nas ISO e lei portuguesa (Decreto-Lei n.° 152/2017 para aguas de consumo humano
e Decreto Regulamentar n.° 5/97 para aguas de piscina). Os microrganismos que pesquisam,
bem como as técnicas utilizadas, estao resumidas nos Anexos 2 e 3. Para além disso, participa
num programa de validagao externo, seguindo um protocolo com o Instituto Nacional de
Sadde Dr. Ricardo Jorge que é a entidade intermediaria de amostras padrao, provenientes da
Public Health England (PHE), e que sao enviadas trimestralmente para o Laboratério. O
resultado das amostras ja € conhecido por parte do PHE, mas nao por parte do LMPQF. Apos
a analise e envio dos resultados obtidos ao PHE, este reenvia ao Laboratério um relatério e
classificagao, consoante o desempenho do controlo microbioldgico das aguas.

Quanto ao controlo de qualidade fisico-quimico, este é realizado nas MPs, PAs e
materiais de embalagem. No laboratério de ensaios fisico-quimicos foi possivel

observar/realizar as seguintes operagoes:

e Determinagao do pH, viscosidade e densidade relativa de amostras de saquetas e
frascos de cloridrato de metadona.

e Verificagao do volume total da solugao de cloridrato de metadona nas saquetas e
frascos.

e Realizagao do ensaio de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) — Utilizado

para identificar e quantificar a substancia ativa. Para este ensaio € utilizado um método
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interno validado no Laboratério, que se inicia com a verificagao da reprodutibilidade,
injetando, no HPLC, cinco amostras de padrao, cujo RSD do pico principal devera ser
menor que 0,2. Segue-se a etapa principal do ensaio com 2 inje¢oes do padrao e 4
injecoes de cada amostra. Os resultados (area sobre a curva do pico cujo tempo de
retencao corresponde ao pico do padrao) sao registados num template excel que
converte a concentragao da substancia ativa em percentagem. O critério de aceitagao
para o cloridrato de metadona corresponde a um valor de doseamento compreendido
entre 90 % a 110 %.

e Anidlise de plasticos provenientes de materiais de embalagem de SABA e alcool — A
amostra é preparada cortando os plasticos em pequenos pedagos e colocando-os em
contacto com agua, que € levada a altas temperaturas da autoclave, sendo os ensaios
realizados sobre esta 3agua. Os ensaios consistem na determinagaio do pH,
determinagao de impurezas (cloretos, sulfatos, bario, metais diversos, sais amoniacais
e substancias redutoras) e anilise do residuo por evaporagiao. Os resultados sao
comparados com um branco.

e Selecao dos depdsitos para destruicao dos reagentes — deposito A (reagentes
organicos halogenados), depéosito B (reagentes mercurados), depésito C (reagentes
inorganicos) e depdsito D (reagente organico nao halogenado).

Nota: E o préprio SCQ que recolhe as amostras, deslocando-se aos locais de colheita, quer
as amostras medicamentosas no SP do Laboratério, quer as amostras de agua nas diversas
instalagoes do exército. Apos analise das mesmas, o SCQ mantém as amostras de cada lote
em armazém (farmacoteca), para futura reanalise caso se verifique alguma inconformidade do

produto apos a sua libertagao.

3.1.2. Manipulacao de medicamentos, exclusivamente, produzidos no

LMPQF

O estagio realizado no LMPQF é singular, uma vez que os produtos farmacéuticos ai
produzidos sao medicamentos que niao existem no mercado farmacéutico, ou seja, nao sao
produzidos nas restantes industrias, na sua maioria por serem medicamentos “abandonados”
cuja produgao nao tem interesse financeiro, excetuando a solugao de cloridrato de metadona
(produzida no Laboratério por questoes de seguranca das instalagoes) e SABA e alcool
(produzidos no Laboratorio para apoio ao SNS e For¢as Armadas, principalmente na situagao

pandémica provocada pelo COVID-19), combatendo a escassez destes produtos.
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A solucao estéril de histidinato de cobre é um exemplo de um dos medicamentos mais
importantes produzidos no LMPQF, pela exigéncia da sua producao e por ser imprescindivel
a sobrevivéncia de criangas com doenca de Menkes. Trata-se de uma doenca hereditaria ligada
ao cromossoma X, caracterizada por uma deficiéncia no transporte de cobre no organismo,
que se traduz num prognostico fatal no primeiro ano de vida, se nao for tratada. O LMPQF
produz este medicamento para trés criangas portuguesas com a doenca que, de outra forma,
dificilmente teriam acesso ao medicamento. A sua produgao é realizada em salas de elevada

qualidade e que pressupoem vestuario adequado, evitando ao maximo as contaminagoes.

3.1.3. Contacto com diversas areas da industria farmacéutica

As tarefas realizadas no estagio permitiram-me contactar com diversas areas da
industria farmacéutica e perceber o papel que desempenham, nomeadamente, as areas de
produgao, de controlo de qualidade, de gestao e garantia de qualidade e de assuntos
regulamentares. Estas ultimas duas, apesar de serem as areas que envolvem mais burocracia,
sao extremamente importantes numa industria. No caso do LMPQF, é mais prevalente a area
de gestiao e garantia de qualidade, de forma a garantir o cumprimento das boas praticas de
fabrico, boas praticas de preparacio de manipulados, boas praticas de laboratério e de

distribuicao.

3.1.4. Integracao de equipas multidisciplinares

Tanto no SP, como no SCQ, exercem fung¢oes profissionais de diferentes areas, desde
engenheiros, bidlogos, farmacéuticos, técnicas de farmacia, assistentes de limpeza, entre
outros. Apesar dos diferentes niveis de experiéncia, formagio e especializagao, os
colaboradores do LMPQF complementam os seus conhecimentos e aptidoes, por forma a
garantir a qualidade dos servigos realizados. A integragao nesta equipa multidisciplinar permitiu
percecionar a importancia do bom ambiente de trabalho, boa comunicagao e espirito de

equipa na vida profissional.

3.1.5. Disponibilidade dos profissionais do LMPQF

A boa integragao nas equipas dos servigos de SP e SCQ e o acompanhamento diario
por parte dos profissionais do LMPQF constitui um ponto forte do estagio.
Independentemente da area de formagao ou da responsabilidade das suas fungoes no LMPQF,

todos se demonstraram sempre disponiveis, quer na transmissao de conhecimentos, quer no
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esclarecimento de duvidas, facilitando o processo de aquisicao de conhecimentos e

competéncias nesta fase final de formagao do MICF.

3.1.6. Suporte bibliografico disponibilizado

Em toda a duragao do estagio foi disponibilizada a bibliografia necessaria a melhor
consolidagao e compreensao de todas as tarefas observadas e/ou desempenhadas. No SP foi
possivel consultar as GMPs (boas praticas de fabrico), disponiveis no Eudralex, e os
procedimentos que descrevem todas as operagoes que realizam neste servico. Também no
SCQ, foi disponibilizada a 10® edigao da Farmacopeia Europeia (em suporte fisico e online), as
diversas ISO e Decretos-Lei, nos quais se baseiam os ensaios e procedimentos que realizam.
Durante o estagio, os profissionais do LMPQF encorajaram a consulta desta bibliografia, de
modo a adquirir autonomia na compreensao das atividades levadas acabo nestes servigos,

mantendo-se sempre disponiveis para o esclarecimento de duvidas.

3.1.7. Reduzida carga burocratica

Em ambos os servigos, SP e SCQ, a area de gestio e garantia de qualidade estd
intensamente presente, com o desenvolvimento de procedimentos para todas as operagoes
realizadas. No entanto, a area regulamentar nao é tao notéria, na medida em que foco do
servi¢co esta na producao de medicamentos considerados manipulados. No SCQ), existe um
maior grau burocratico, devido a necessidade de emissao de boletins de andlise para todas as
amostras analisadas, e desenvolvimento de certos processos importantes para garantir a
qualidade duradoura dos medicamentos, como por exemplo, estudos de estabilidade. Ainda
assim, podendo comparar, superficialmente, com outras industrias farmacéuticas, é possivel

concluir que as atividades realizadas no LMPQF apresentam menor carga burocratica.

3.1.8. Formacdo adequada do MICF para a area de industria farmacéutica

Ao longo do estagio, nao surgiram obstaculos a compreensao das operagoes realizadas,
pelo que os conhecimentos ja adquiridos foram suficientes para uma boa integracao nas
equipas do LMPQF. Grande parte dos conceitos abordados no estagio nao foram novidade, o
que permitiu aumentar a confianga nas tarefas desempenhadas. Por conseguinte, o curso de
MICF oferece uma adequada preparagao para uma futura profissao na industria farmacéutica,
seja na produgao, controlo de qualidade, assuntos regulamentares ou gestao e garantia de

qualidade.
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3.2. Pontos Fracos
3.2.1. Estagio presencial durante 50 % do tempo

Devido a situagao pandémica atual, causada pela COVID-19, e ao estado de emergéncia
nacional, que consistiu num periodo de confinamento e prevaléncia do teletrabalho, o estagio
no LMPQF realizou-se em equipas que funcionaram em espelho, isto é, alternando semanas
presenciais no Laboratério com semanas nao presenciais. Apesar da elaboragao de alguns
trabalhos nas semanas de teletrabalho, este fator revelou-se como um inconveniente, uma vez
que ¢ presencialmente que adquirimos as competéncias pretendidas, através do contacto com
a profissao farmacéutica. Para além disso, este fator impediu o acompanhamento de algumas
operagoes até ao fim, principalmente no SCQ, tanto microbiolégico como fisico-quimico, uma
vez que, nos ensaios de analise as amostras, € necessario cumprir tempos especificados que,
muitas vezes, ultrapassaram os 5 dias semanais da presen¢a no LMPQF. Ainda assim, e sendo
esta uma situacao alheia as decisdes do LMPQF, os seus colaboradores fizeram o melhor

possivel para manter a continuidade dos estagios a decorrer nas suas instalagoes.

3.2.2. Pouca modernizacao em certas instalacoes

O LMPQF, sendo tutelado pelo estado, esta dependente do or¢amento que o governo
disponibiliza para o mesmo. Assim, é necessaria uma gestao financeira adequada para garantir
que nao faltam recursos as atividades diarias do LMPQF. Existem ja salas, de producao e de
ensaios microbiologicos, de alta qualidade, como exigida nas GMPs, no entanto, nao sendo
possivel uma modernizagao total repentina, as instalagdes estao a ser modernizadas

gradualmente e o LMPQF esta a concentrar os esforgos nesse objetivo.

3.2.3. Pouca automatizacao de certos procedimentos

Alguns procedimentos efetuados no SP e SCQ siao pouco automatizados, com parte
das etapas realizadas manualmente. Os equipamentos mais inovadores e, consequentemente,
com maior grau de automatizagao, existentes no LMPQF, sao as maquinas de enchimento das
saquetas e frascos de cloridrato de metadona, a maquina de enchimento de SABA e dlcool, e
a maquina de enchimento das capsulas de isoniazida. Isto significa que os produtos
farmacéuticos produzidos com maior frequéncia tém processos mais automatizados,
reduzindo o tempo necessario a sua produgao. No entanto, os medicamentos que sao
produzidos de forma mais pontual, caracterizam-se por uma produgao mais manual, levando
ao prolongamento do tempo de producao. Os processos de embalagem secundaria e

rotulagem ocorrem também, maioritariamente, de forma manual.
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3.3. Oportunidades
3.3.1. Conhecimento da profissao de farmacéutico militar

O estagio no LMPQF permitiu descobrir uma nova area da profissao farmacéutica, ja
que, pessoalmente, era desconhecida a possibilidade de um farmacéutico civil poder ingressar
numa carreira de farmacéutico militar. Esta foi uma das motivagoes para realizar este estagio
e perceber a missao desta profissao.

O farmacéutico militar € um profissional que, para além dos conhecimentos adquiridos
ao longo do curso de MICF, deve ter presentes os valores de disponibilidade, disciplina, honra,
lealdade e coragem, comuns a todos os elementos das Forcas Armadas que frequentam
obrigatoriamente a Academia Militar, com o objetivo da aquisicao destas valéncias. A missao
de um farmacéutico militar consiste na prestacao de servico em unidades do Exército,
exercendo fungdes de comando, direcao ou chefia, e execugao, que requeiram elevado grau
de conhecimentos de natureza cientifico-técnica. As atividades desta profissao, dependendo
da especialidade exercida, seja ela logistica, produgao, controlo de qualidade, analises clinicas,
farmacia comunitaria ou outras, concretizam-se no seguimento da saude de utentes, prestar
apoio a entidades civis ou entidades militares, prestar cuidados e técnicas de salide, promover
a educagao para a saude, garantir periodicamente servigo de escala a unidade, participar em
programas de investigacao ou de formagao para manutengao e atualiza¢gao dos conhecimentos
relacionados com a area profissional, entre outras [5].

Para ter acesso a profissao de farmacéutico militar, é necessario efetivar uma das
seguintes opgoes: na condicao de militar, concluir o curso de MICF, mantendo as
responsabilidades de militar; ou na condigao de civil, completar o curso de MICF e concorrer,
posteriormente, a profissao, através da realizagao de provas obrigatorias, cuja aprovagao
precede o periodo de Academia Militar, apos o qual o farmacéutico militar esta apto a exercer
as suas fungoes.

Cooperar na elaboragao da prova de avaliagao pratica, a ser realizada por candidatos
a farmacéuticos militares para o SP, foi uma das oportunidades do estagio, que permitiu
percecionar a acessibilidade desta profissao. A prova consistiu na preparagao de varias formas

farmacéuticas, de acordo com o formulario galénico portugués.

3.3.2. Realizacdo de trabalhos nas semanas nao presenciais

Apesar do estagio decorrer, apenas, 50 % do tempo presencialmente, as semanas de
teletrabalho trouxeram a oportunidade de realizar alguns trabalhos para o LMPQF. No SP, foi

concretizada a elaboragao de um procedimento referente a atribuicao de nimeros de lote
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dos produtos farmacéuticos produzidos, onde foi sugerido um novo algoritmo de atribuigao
de numeros de lote para alguns produtos. No SCQ, mais especificamente no controlo
microbiologico, foram elaborados dois procedimentos para testes de identificagao de coldnias
de determinados microrganismos, especificamente, para o teste da coagulase e para o teste
da fosfatase alcalina. O teste da coagulase realiza-se para identificar colonias de estafilococos
produtores de coagulase e o teste da fosfatase acida realiza-se para identificar coldnias de
Clostridium perfringens. Para além disso, foi desenvolvido um trabalho sobre a dexametasona,
focado em dois pontos principais: o uso deste principio ativo no tratamento da COVID-19 e
a capacidade de producao de capsulas de dexametasona no LMPQF. Na primeira parte, foi
especificado o mecanismo de infecao do SARS-CoV-2 e como o efeito glucocorticoide da
dexametasona pode ser util na redugao dos sintomas graves dos doentes infetados. Na
segunda parte, foram mencionados os equipamentos e materiais necessarios, bem como os
procedimentos e os ensaios para o controlo de qualidade das capsulas, tendo por base a 10?
edicao da Farmacopeia Europeia. Por fim, a conclusao do trabalho resume-se na importancia
de produzir este medicamento no LMPQF e como este tem capacidade produtiva para o fazer.
O trabalho foi apresentado a maioria dos colaboradores do SP e SCQ bem como ao Major
Farmacéutico Francisco Sampaio e Alferes Farmacéutico Anténio Matias, orientadores do

estagio.

3.3.3. Reestruturacio do LMPQF para Laboratério MNacional do

Medicamento

O Laboratério Militar de Produtos Quimicos e Farmacéuticos sofreu uma
reestruturagao, em que passara a ser designado de Laboratorio Nacional do Medicamento a
partir de outubro de 2021. Este novo Estatuto foi publicado em Diario da Republica a 10 de
fevereiro, onde sao descritas todas as alteragoes que esta mudanga implicara. Este novo
estatuto visa manter as competéncias tunicas do LMPQF, bem como a marca e o logétipo (LM),
pelo valor intrinseco que apresenta como patrimonio imaterial, distintivo, identificativo e
representativo da qualidade. Por outro lado, pretende valorizar a atividade do LMPQF, através
do aumento dos recursos e condigoes materiais e institucionais disponiveis, de forma a alargar
a sua capacidade a outras necessidades, nao s6 do Exército, mas também dos outros ramos
das Forgas Armadas, tornando as compras de medicamentos, dispositivos médicos e outros
produtos de saude centralizadas. Pretende ainda potenciar as relagoes com o Ministério da
Salde, cooperando no apoio logistico na area do medicamento favoravel ao interesse publico.

Com a transigao para Laboratoério Nacional do Medicamento, o LM passa a ser um 6rgao do
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Exército, beneficiando de autonomia administrativa e financeira e possuindo o seu proprio
patrimoénio [6]. Uma das oportunidades do estagio foi percecionar a importincia que esta

mudanc¢a tem no funcionamento do Laboratério.

3.4. Ameacgas
3.4.1. Dificil acesso a profissio de Farmacéutico Militar

O contacto com a realidade de acesso a profissao de farmacéutico militar, durante o
estagio, permitiu considera-lo um processo moroso, o que pode tornar-se uma ameaga a
profissao. Primeiramente, um farmacéutico militar tem de obedecer a requisitos base,
nomeadamente: nacionalidade portuguesa, minimo de 18 anos de idade, aptidao psicofisica
adequada, nao estar inibido ou interdito do exercicio de fungdes publicas, nao ter sido
condenado criminalmente em pena de prisao efetiva e possuir habilitagoes literarias adequadas.

No ingresso via academia, decorre um ano de formagao, onde sao ministradas, apenas,
disciplinas de interesse militar e com uma componente fisica e pratica muito presente. No 2°
ano de academia, decorre o ingresso na faculdade e a frequéncia do MICF em regime de
internato na Academia Militar e presencial na FFUL. Durante a formagao na faculdade, existe
uma componente de aulas, em periodo extralaboral, de disciplinas de interesse militar, com
avaliagao teorica e pratica.

No ingresso via concurso, os candidatos, ja detentores do grau de farmacéutico, tém
de realizar provas de classificagao e selegao que incluem: prova de aptidao fisica, prova médica
de selegao, prova tedrica (exame escrito) e prova pratica (exame laboratorial), para além de
uma entrevista, onde o candidato deve demonstrar aptidoes pessoais para a area funcional a
que concorre [7]. Posteriormente, o candidato prossegue para a PAM (Prova de Aptidao
Militar), com a duragiao de 3 a 4 semanas, onde os candidatos tém que demonstrar possuir a
capacidade fisica e mental, assim como os valores necessarios para ingressar nos quadros
permanentes (QPs) do Exército Portugués. Apos aprovagao e mediante classificagao, realizam

um semestre letivo na Academia Militar, seguindo-se o ingresso nos QPs do Exército.

4. Consideracoes Finais

Os trés meses de estagio no LMPQF constituiram uma mais valia no percurso
académico, como complemento aos conhecimentos adquiridos na faculdade e 6tima ligagao
ao ambiente laboral. O balango é bastante positivo, com diversos pontos fortes e
oportunidades, maioritariamente, por ser uma industria farmacéutica impar nas atividades que

desempenha, “suprindo as necessidades nao cobertas pela industria farmacéutica e permitindo,
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ainda, o incremento do desenvolvimento econémico”, bem como promover o ‘“sistema
cientifico e tecnologico nacional no setor do medicamento, incentivando a investigagao publica
e a inovagao terapéutica”, como descrito no preambulo do Decreto-Lei n.° 13/2021, de 10 de
fevereiro [6].

Também a nivel pessoal, o estagio foi muito importante por dar a conhecer uma nova
vertente da profissao farmacéutica, por si propria notavel, por estar ligada a um estatuto tao
admiravel como o de militar. Destacar o papel da FFUC, que intermedeia e possibilita a
realizagao de estagios em vertentes menos conhecidas da area farmacéutica, abrindo um leque
de oportunidades para os seus alunos. Por outro lado, o facto do estagio ter decorrido em
Lisboa e todo o desafio associado as circunstancias de sair da zona de conforto, foi
determinante para elevar a confianga na abordagem da incerteza do futuro.

Como término do estagio, prevalece o sentimento de gratidao por todos os

conhecimentos e experiéncia transmitidos pelos colaboradores do LMPQF.
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6. Anexos

Anexo | — Ciclos de autoclavagem do material.

Ciclo Programa Tipo Temperatura (°C) | Tempo (minutos)
1 Instruments Material metalico 134 °C 4
2 Meios de cultura
Instruments . L. 121 °C 15

Material Plastico
3 Waste Lixo 121 °C 200
4 o Desinfecao ,
Liquids 121 °C 20

(sem secagem)
5 Liquids Liquidos 105 °C 18
6 Liquids+Cool Lixo biologico 121 °C 30

Anexo 2 — Esquema de andlise microbioldgica de amostras provenientes de medicamentos
produzidos no LMPQF: ensaio 2.6.12. (contagem de germes totais) e ensaio 2.6.13.
(contagem de microrganismos especificos, Escherichia coli), segundo a farmacopeia europeia.

PESQUISA DE MICRORGANISMOS ESPECIFICOS: E. coli

Laboratorio Militar de

Produtos Quimicos o
Farmacbuticos

90 mL de TSB

Pipetar 1 ml

A\

100 mL de McB

Pipetar 10 ml
Aplicar a técnica de espalhar
\mm Pipetar 0,1 ml
f 1O McA
l Espalhar
y -
fndet O
<
Oconabiliza
\

Analise da Contaminagéo Microbiol6gica

. CODIGO
Servigo de Controlo de Qualidade

CQ.PGMBMA.001_01

NUMERO TOTAL DE GERMES AEROBIOS VIAVEIS

1020 og3njos

Pipetar 10 mL

180 ognjos
1840 oe3njos

180 oednjos.

90 mL de BPB

nento em placa l
Colocar a membrana nas cassetes de
o TSA ¢ SDA
Bomba Milliflex
Humedecer MF { (3-5 dias)
com ~10mL BPB
| |
([Css 0| (18-72n)
| 10 ml de amostra
Contabilizar
!
10mL BPB —
!
% Identificagio
ar ~5( )
) LavamelinlRke: Eluente da filtrgio = BPB
Membrana de filtragio = MF
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Anexo 3 - Analise microbiolégica de aguas de consumo e de piscina.

Anailise Microbiolégica de Aguas: Parametros por tipo de controlo

Agua de consumo humano

Agua de piscina

DS/Entidades/Particulares Contrjolo de Contrtolo de Control? de Profundidade Superficie
Rotina | Rotina 2 Inspegao
Colénias a 22 °C Coldniaa 22 °C | Coldniaa 22 °C
(Meios) i (YEA) (YEA) i i
Colédnias a 36 °C/37 °C Colénia a 36 °C | Coléniaa 36 °C | Coldnia a 37 °C

(Meios) ) (YEA) (YEA) (YEA) i

L. . Bactérias Bactérias Bactérias Bactérias

Bactérias Coliformes ) . . .
(Meios) Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes -
(CCA) (CCA) (CCA) (CCA)
E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli

(Meios) (CCA) (CCA) (CCA) (CCA) i

Enterococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus
(Meios) ) (SLN) (SLN) (SLN) i

Clostridium Perfringens Clostf‘:d:um
(Meios) - - Perfringens - -
(TSC)
Total de Estafilococos
Estafilococos produtores Estafilococos

de coagulase i i i i (MSA)
(Meios)

Pseudomonas Pseudomonas
(Meios) i i i i (PCN)

Cloro livre Cloro livre Cloro livre Cloro livre - Cloro

pH pH pH pH - pH

Meios de cultura:

YEA — Yeast Extract Agar

CCA — Chromogenic Coliform Agar
SLN — Slanetz & Bartley Agar

TSC — Tryptose Sulfite Cycloserine Agar
MSA — Manitol Salt Agar

PCN — Pseudomonas CN Agar
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Parte 3

Monografia

‘“VYacinas de mRNA:

Novo paradigma na tecnologia de vacinas”

Sob orientagao da Professora Doutora Olga Borges Ribeiro



Resumo

As vacinas de acidos nucleicos, que utilizam como plataforma um RNA mensageiro,
codificam um antigénio essencial ao mecanismo de infecio do virus, contra o qual
desencadeiam uma resposta imunitaria humoral e celular, que ira atuar rapidamente num
futuro contacto com o virus. A otimizagao da formulagao, quer se trate da propria sequéncia
de RNA, quer seja pela escolha de adjuvantes e, principalmente, pelo desenvolvimento de
sistema nanoparticulares que permitam a libertagio controlada e protecao contra a
degradagcao do mRNA, é essencial para promover uma resposta imunologica robusta.

O ano de 2020 veio revolucionar o mundo da vacinagao, com a aprovagao de duas
vacinas de mRNA em menos de um ano, apds o inicio do seu desenvolvimento, a BNT 162b2
e a2 mRNA-1273. A necessidade de controlar a pandemia de COVID-19, impulsionou a
aprovagao destas vacinas, cujos resultados revelaram importantes vantagens em comparagao
com outras plataformas, nomeadamente, na tecnologia de produgao de vacinas. A transcrigao
in vitro permite que a produgao da vacina ocorra sem recurso a células, ovos ou bactérias,
tornando-a mais célere e menos dispendiosa.

Alguns dos desafios a ultrapassar passam por melhorar a estabilidade do mRNA, com
o desenvolvimento de novas estratégias, como a liofilizagao, que permitam facilitar o
armazenamento das mesmas para condicoes menos exigentes de temperatura. Também o
desenvolvimento de vacinas de mRNA para outras vias de administragao, como a intranasal,
sera vantajoso por permitir a indugao de uma resposta imunitaria ao nivel das mucosas.

Com o desenvolvimento de processos padronizados para a criagao de vacinas de
mRNA, teoricamente, as industrias farmacéuticas passam a ter a capacidade fabril de
responder rapidamente a situagoes de emergéncia de salde publica, causadas por novos
agentes patogénicos ou novas variantes, para além de muitas outras aplicagoes que uma
terapéutica a base de mRNA podera ter. Nesta fase de comercializagao das primeiras vacinas
de mRNA, é importante manter a farmacovigilancia sobre o produto, de modo a avaliar a

imunogenicidade e seguranca a longo prazo.

Palavras-chave: Vacinas de mRNA, formulagao, COVID-19, BNTI162b2, mRNA-1273,
CVnCoV.
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Abstract

Nucleic acid vaccines, which use a messenger RNA as a platform, encode an antigen
essential for the virus infection mechanism, against which they trigger a humoral and cellular
immune response that will provide a quick action in a future contact with the virus. The
optimization of the formulation, either by RNA sequence, or by addition of adjuvants and,
mainly, by the development of delivery systems that allow a controlled release and protection
against mRNA degradation, it is essential to promote a robust immune response.

The 2020 year came to revolutionize the world of vaccination with the approval of two
mRNA vaccines in less than a year after the beginning of their development, BNT162b2 e
mRNA-1273. The need to control the exponential advance of the COVID-19 pandemic
boosted the speed of approval of these vaccines and the results revealed important advantages,
when compared to other platforms, especially in what concerns to vaccine production
technology. In vitro transcription allows vaccines production without using cells, eggs or
bacteria, making it faster and less expensive.

Some of the challenges to be overcome include improving the stability of the mRNA,
with the development of new strategies, such as lyophilization, which allow storage without
demanding ultralow temperatures. Also, the development of mRNA vaccines for other routes
of administration, such as intranasal, will be advantageous for allowing the induction of an
immune response at the mucosal level.

Through the development of standardized processes for the production of mRNA
vaccines, theoretically, pharmaceutical industries now have the manufacturing capacity to
respond quickly to public health emergencies caused by new pathogens or variants, in addition
to many other applications that a mRNA-based therapy have. At this commercialization phase
of the first mRNA vaccines, it is important to maintain the pharmacovigilance in order to

assess its long-term immunogenicity and safety.

Keywords: mRNA vaccines, formulation, COVID-19, BNT162b2, mRNA-1273, CVnCoV.
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Lista de Abreviaturas/Siglas

AIM — Autorizagao de Introducao no Mercado

COVID-19 — Do inglés, Coronavirus Disease 2019

CpG ODN - CpG oligonucleétidos

DNA — Acido Desoxirribonucleico

dsRNA — RNA de cadeia dupla

ECA2 — Enzima de Conversao da Angiotensina 2

EMA — Agéncia Europeia do Medicamento

FDA — Do inglés, Food and Drug Administration

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

MERS — Sindrome Respiratério do Médio Oriente

MHC | — complexo major de histocompatibilidade classe |
MHC Il — complexo major de histocompatibilidade classe ||
mRNA — RNA mensageiro

NLRP3 — Do inglés, NOD-, LRR- and pyrin domain containing protein 3
NOD - Nucleotide Oligomerization Domain

ORFs — Do Inglés, Open Reading Frames

PCR — Do inglés, Polymerase Chain Reaction

pDNA — DNA plasmidico

PEG — Polietilenoglicol

PNEs — Proteinas Nao Estruturais

RIG — Do inglés, Retinoic acid-Inducible Gene |

RNA - Acido Ribonucleico

RNAses — Ribonucleases

SARS — Sindrome Respiratério Agudo Severo
SARS-CoV-2 — Do inglés, Severe Acute Respiratory Coronavirus-2
ssSRNA — RNA de cadeia simples

TLR — Do inglés, Toll-Like Receptors

UTRs — Do inglés, Untranslated Regions
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I. Introducio

A vacinagao é uma medida de saldde publica com elevada importancia na sociedade e
que tem resultado em inimeros casos de sucesso ao longo da histéria [I]. Nenhuma outra
medida farmacolodgica se verifica tao eficaz na redugao da taxa de mortalidade [2]. Trata-se de
uma interven¢ao que mimetiza a agao do agente patogénico. As vacinas induzem o nosso
sistema imunitario a gerar uma resposta imunoldgica contra o agente patogénico, sem causar
infecao. A pratica de vacinagao tornou-se a melhor forma de prevenir doengas infeciosas.

Em 1796, um estudo conduzido por Edward Jenner, provou que a inoculagao do virus
da variola bovina (virus cowpox) torna as pessoas inoculadas imunes ao virus da variola humana
(virus smallpox) o que, posteriormente, deu origem a primeira vacina, a vacina contra a variola.
As grandes campanhas de vacinagao, implementadas pela Organizagao Mundial de Saide em
todo o mundo, permitiram erradicar a variola em 1980 [3]. De igual modo se prevé que a
poliomielite possa ser erradicada num futuro proximo, devido as campanhas de imunizagao
que estao no terreno, em particular onde o poliovirus ainda é endémico [4].

As vacinas existentes no mercado dividem-se em dois grupos, as tradicionais e as de
nova geragao. As vacinas tradicionais constituem a maioria das vacinas aprovadas, das quais
fazem parte as que utilizam o organismo vivo nao modificado, o organismo vivo atenuado, o
organismo inteiro inativado ou um toxoide. No entanto, as de nova geragao correspondem a
generalidade das vacinas em investigagao, o que significa que as industrias farmacéuticas e de
biotecnologia estao a apostar nestas novas plataformas, nomeadamente, vacinas de vetor viral,
de subunidade e de acidos nucleicos.

Ao longo dos anos, o aumento do conhecimento sobre o DNA (acido
desoxirribonucleico) e o RNA (acido ribonucleico) permitiu o aparecimento da terapia
genética, onde sao utilizadas moléculas de acidos nucleicos como veiculos para a transferéncia
de informagao genética as células [5]. Nos finais do século XX, o uso destas moléculas em
vacinas € uma hipotese que comega a ganhar notabilidade no seio da comunidade cientifica,
por serem moléculas naturalmente imunoestimuladoras e pela facilidade de as obter. Em 1990,
foi dado o primeiro passo no desenvolvimento e investigacao de vacinas baseadas em acidos
nucleicos, num trabalho realizado por Jon A. Wolff e colaboradores. Os resultados vieram
mostrar o potencial terapéutico da administragao de acidos nucleicos, ao detetarem niveis
elevados da proteina codificada, apds a inje¢ao in vivo de vetores de expressao de DNA e RNA
no musculo esquelético de ratinho. Este estudo permitiu concluir que os acidos nucleicos sao
internalizados pelas células e que o musculo foi o érgao onde ocorreu maior expressao

proteica, tendo sido obtidos resultados surpreendentes, o que motivou a continua
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investigacao sobre o processo [6]. Com inUmeros estudos desenvolvidos, ensaios pré-clinicos
e clinicos, a investigagao sobre vacinas de RNA mensageiro (mMRNA) tem vindo a demonstrar
ser uma terapéutica promissora contra doencas infeciosas e varios tipos de cancro. A primeira

vacina de mRNA foi aprovada em dezembro de 2020, contra o virus SARS-CoV-2 [7].

2. Molécula de RNA mensageiro

O RNA é um acido nucleico de cadeia simples, constituido pelos nucledtidos de
adenina, citosina, guanina e uracilo, organizados numa sequéncia precisa e especifica. O RNA
mensageiro € uma molécula que desempenha um papel intermédio no dogma central da
biologia molecular, hipotese que defende que a informagao genética circula num sentido Unico,
comegando no DNA que é transcrito em mRNA que, por sua vez, é traduzido em proteinas
[8]. Em contraposicao ao DNA, o RNA é uma molécula desconhecida para a maioria da
populagio e a sua relevancia passa despercebida. No entanto, trata-se de uma pega
fundamental na expressao genética, sem qual a mesma nao ocorreria.

A transcrigao € o processo que da origem ao pré-mRNA, sintetizado pela enzima RNA
polimerase que utiliza como molde o DNA. Apds processamento do pré-mRNA, isto &,
exclusao das sequéncias conservadas designadas de introes e ligagdo dos exdes, obtém-se a
molécula de mRNA matura e preparada para ser traduzida em proteinas [9]. O mRNA
eucariotico pode dividir-se em trés elementos estruturais: a 5’ cap, a sequéncia codificante e
uma sequéncia poli-A terminal. Estas regides 5’ e 3° UTRs (Untranslated Regions) nao codificam
proteinas, mas assumem uma importancia crucial na regulagao e expressao genéticas. As suas
principais fungoes sao o controlo da localizagao, estabilizagao e protegao do mRNA, bem
como promover a eficiéncia da tradugao [10]. A 5’ cap é um residuo de 7-metil-guanosina
localizado na extremidade 5° do mRNA que, para além de estabilizar o RNA, permite ao
ribossoma reconhecer a parte inicial da molécula [| I]. A sequéncia poli-A localiza-se na porgao
terminal 3’ do mRNA, é constituida por uma repeticao de nucledtidos de adenina
(aproximadamente 250 nos mamiferos) [12]. Entre estas por¢oes nao codificantes localiza-se
a sequéncia codificante, também designada Open Reading Frames (ORFs), que é lida pelo

ribossoma e traduzida em proteinas, no citoplasma das células.
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3. Vacinas de RNA mensageiro

3.1. Mecanismo de acao

Nas vacinas de RNA mensageiro, esta molécula é utilizada como vetor, que codifica
proteinas do agente patogénico, crucias ao seu mecanismo de infecao no hospedeiro. Apos a
administragao da vacina, o mRNA entra nas células proximas ao local da injecao e utiliza a
maquinaria celular para o traduzir em proteinas. De acordo com a informagao codificada pelo
mRNA, este pode ser denominado como convencional ou auto-amplificante. O mRNA
convencional codifica, apenas, o antigénio de interesse, ao contrario do mRNA auto-
amplificante que codifica também proteinas nao estruturais (PNEs), baseado no genoma de
Alphavirus [13]. As PNEs incluem, proteinas do complexo de replicagao, as polimerases de
RNA dependentes de DNA e polimerases de RNA dependentes de RNA (replicase), e outras
proteinas com fungao de clivar a poliproteina das PNEs e catalisar a reagao que produz a 5’
cap. Em conjunto, otimizam a replicagao do RNA, dando origem a elevados niveis de proteina
(antigénio), com o consequente aumento da estimulagio do sistema imunitario [I4]. No
interior da célula, os antigénios, uma vez processados, dao origem a péptidos (epitopos) com
capacidade de se ligarem a moléculas do complexo major de histocompatibilidade de classe |
(MHCI), formando complexos que migram até a superficie das células e mantém o epitopo
exposto ao reconhecimento pelas células apresentadoras de antigénios.

Por outro lado, nao so as células somaticas sao alvo de atuagao do mRNA, este tem
igualmente a capacidade de estimular diretamente o sistema imunitario, através da
identificagao por parte dos recetores de reconhecimento de padroes. Estes recetores fazem
parte do sistema imunitario inato e sao responsaveis, entre outras fungoes, pela identificagao
de acidos nucleicos exdgenos. Entre os varios exemplos destes recetores destacam-se os TLR
(Toll-like receptors), os recetores do tipo RIG (Retinoic acid-Inducible Gene ) e os recetores do
tipo NOD (Nucleotide Oligomerization Domain). Estao presentes na membrana plasmatica, no
citoplasma e na membrana de endossomas de varios tipos de células, especialmente em células
apresentadoras de antigénio como células dendriticas, macrofagos e neutréfilos. Os recetores
de superficie (TLR I, 2, 4, 5 e 6) reconhecem moléculas superficiais presentes nos
microrganismos, enquanto os recetores presentes em endossomas intracelulares reconhecem
acidos nucleicos, particularmente o TLR9 que deteta DNA exdgeno e os TLR 3, 7 e 8 que
detetam RNA exdgeno [15]. No citoplasma celular, sao os recetores do tipo RIG [16] e do
tipo NOD [17], que reconhecem o RNA estranho ao organismo.

Nas células apresentadoras de antigénio, os epitopos presentes num antigénio externo,

associam-se a moléculas do MHC Il, migram para a superficie da célula, ficando exposto a

49



outras células do sistema imunitario. As células dendriticas tém um papel crucial, por
transportarem o antigénio do local da injegao até aos nddulos linfaticos, onde os linfocitos B
e T naives sao ativados, através da expressao de fatores co-estimulatérios que, por sua vez
facilitam a ligagao da célula apresentadora do antigénio aos linfocitos T.

Os linfocitos B sao responsaveis pela produgao de anticorpos, enquanto os linfocitos
T, entre outros, diferenciam-se em CD4+, também designados na lingua inglesa de T helper,
que auxiliam a ativagao de mais células do sistema imunitario, e em CD8+, também designados
de T citotoxicos, responsaveis pela eliminacao de células infetadas. Decorrido algum tempo
da administragao da vacina, observa-se a presenca de anticorpos especificos circulantes e
células B e T de memoria. Quando em contato com o microrganismo, contra o qual fomos
vacinados, as células de memoéria respondem rapidamente comegando por se multiplicar e, em
maior numero, permitem a rapida neutralizagao do agente invasor. Quer as vacinas de mRNA
convencional, quer as de mRNA auto-amplificante sao capazes de induzir uma resposta
imunitaria adaptativa, tanto baseada em anticorpos (humoral) como baseada em células

(celular) [18].

3.2. Alvo a atingir

As vacinas de mRNA, aprovadas até a data, sao administradas pela via intramuscular,
no musculo deltoide [19,20], por se verificar uma otimizagao da imunogenicidade da vacina e
minimizacao das reagoes adversas neste tecido [21]. Apesar da molécula poder ser expressa
noutros tecidos, nomeadamente, células musculares cardiacas, figado, pele (queratinécitos) e
fibroblastos [22], o musculo esquelético apresenta caracteristicas estruturais, como a presenga
de células multinucleadas com reticulo sarcoplasmatico, que lhes confere um elevado nivel de
expressao [6]. Para além do citoplasma das células musculares, pretende-se que o mRNA
atinja as células do sistema imunitario, que afluem ao local da lesao criada pela injegao. Neste
ambiente caracteristico de inflamagao, as células do sistema imunitario sao ativadas, pelo
contacto com a formulagao da vacina, acelerando o inicio da resposta imunologica adaptativa

[23].

3.3. Instabilidade da molécula mRNA

No meio intracelular, ao contrario do DNA (genoma) cuja concentragao nao sofre
alteragoes ao longo do ciclo celular, as concentragoes de RNA (transcriptoma) e proteinas
sao variaveis e controladas homeostaticamente, uma vez que o numero de genes por célula é

fixo, mas a sua expressao varia consoante o tipo de célula e a fase do ciclo celular [24]. Desta
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forma, a degradagao da molécula de mRNA é um processo natural e necessario para o
controlo da expressao genética e do ciclo celular. Sharova e colaboradores descrevem um
tempo médio de semi-vida de 7,1 h da molécula de mRNA, segundo uma anadlise microarray
de mRNAs provenientes de células da medula 6ssea de ratinho. A estabilidade do mRNA
relaciona-se, mais significativamente, com caracteristicas estruturais da molécula do que com
a fungao que desempenham, demonstrando uma correlagao positiva com as sequéncias nao
codificantes 5’cap e 3’ poli A [25].

A instabilidade do mRNA é uma caracteristica que dificulta o percurso da molécula
desde o local da injegao até ao interior da célula, durante o qual pode ser degradado por
nucleases extracelulares ubiquas e por ribonucleases [25]. As ribonucleases, abreviadas por
RNAses, constituem um mecanismo de protecao contra agentes patogénicos, por catalisarem
a hidrolise de substratos de RNA exogenos, tanto no meio intracelular, como também no

espago extracelular [26].

3.4. Formulacao

A administragao intramuscular da vacina liberta o mRNA em profundidade no tecido
muscular. Para além da potencial degradacao pelas RNAses, o mRNA enfrenta outro desafio
até atingir o local de agao, nomeadamente, a passagem através da membrana celular. Este
processo é dificultado pelas caracteristicas fisico-quimicas da molécula de mRNA, uma vez que
o peso molecular elevado (105 Da a 106 Da) e a carga negativa, quer do mRNA, quer da
membrana celular, impedem a difusao passiva através dela [25]. A transposicao das barreiras
mencionadas é determinante para a eficacia da vacina. Embora a molécula de mRNA seja
naturalmente imunoestimulante e a injegao de mMRNA desprotegido, isto é, sem estar
incorporado numa formulagao, resulte numa resposta imunitaria [6], esta nao € robusta. A
incorporagao da molécula numa formulagao, permite a sua libertagao controlada, oferece
protecao, facilita o transporte até ao citoplasma celular e funciona como adjuvante da vacina
[27]. Os sistemas de libertagao, desenvolvidos no contexto da administragao de mRNA, estao

resumidos na Tabela |.
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Tabela I: Exemplos de sistemas de libertagao, em diferentes fases de investigagao e desenvolvimento,
utilizados em vacinas com mRNA e respetivos alvos. Incluem a transfecgao das células por estimulos
fisicos (gene gun, sonoforese, microagulhas e eletroporagao), a transfeccao ex vivo de células dendriticas
e a encapsulagao do mRNA em protamina, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas ou num
hibrido.

Sistema de libertaciao Alvo da vacina com mRNA
@ Gene gun Injecdo de mRNA para corregiao de mutagao genética [28]
E Sonoforese
= Injecdo de RNA em células da pele [29]
5 Microagulhas
-
a- Encapsulagcao em nanoparticula Vacina contra virus Influenza [30]
.g polimérica Vacina contra HIV [31]
2 Encapsulacao num hibrido de . ,
u=.| | P g L Injecao de mRNA no endotélio pulmonar de rato [32]
polimero lipidico
Eletroporacao Vacina contra citomegalovirus [33]
. . , Vacina contra melanoma [34]
" Transfecgao ex vivo de células .
8 dendriticas Vacina contra tumor cerebral [35]
g Vacina contra HIV-1 [36]
C] Vacina contra melanoma [37]
.5 . ) Vacina contra a raiva [38]
=] Encapsulagao em protamina . i
4 Vacina contra cancro da prostata [39]
- Vacina contra cancro do pulmao [40]
Encapsulagao em nanoparticula Vacina contra o virus da raiva [4]]
lipidica Vacina contra cancro gastrointestinal [42]
("]
(<}
® Encapsulagao em nanoparticula
> L Vacina contra o SARS-CoV-2 [43,44]
® | lipidica
o
g

Para além destes sistemas de libertagao, existem outras substancias com funcio de
adjuvante ou imunopotenciadoras, que apresentam um uso bem estabelecido em vacinas ja
licenciadas, como sais de aluminio e MF59, ou em ensaios clinicos, como os CpG
oligonucleotidos (CpG ODN) [45].

Os sais de aluminio, como hidroxido de aluminio e hidrogenofosfato de aluminio,
atuam por um mecanismo ainda nao totalmente compreendido, apesar de serem os primeiros
compostos a serem usados como adjuvantes, desde 1926, estudados e introduzidos por
Glenny [46]. Uma possivel explicagao € a indugao de um ambiente pro-inflamatorio pela via
NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain containing protein 3) [47], e pela secrecao dos fatores
inflamatorios IL-18 e IL-18 [48].

Os CpG ODN siao moléculas constituidas por sequéncias, geralmente de DNA,
contendo nucledtidos de citosina e guanina, que atuam como agonistas dos TLR-9. O
reconhecimento da molécula desencadeia a ativagio das células do sistema imunitario
portadoras desse recetor, o TLR-9 [49]. CpG ODN, constituidos por sequéncias de RNA,

podem ser adicionados ao proprio RNA que constitui a vacina, estimulando recetores como
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os TLR 3, 7 e 8 [50]. Um ensaio pré-clinico demonstra a vantagem de adicionar este adjuvante
a uma vacina de mRNA, desenvolvida contra o SARS-CoV-2 [51], apresentado como uma
alternativa as nanoparticulas lipidicas utilizadas em ambas as vacinas de mRNA ja aprovadas, a
Comirnaty® e a SpikeVax®.

O adjuvante MF59, desenvolvido pela Novartis, € uma nanoemulsao 6leo/agua (o/a)
constituida por oleo de esqualeno e uma solugao tampao de citrato. Contém ainda dois
surfactantes nao ionicos, o Tween 80 e o Span 85. Individualmente, estas substancias nao tém
funcao adjuvante, a excegao do Span 85 que contribui para a ativagdo do transcriptoma
muscular, mas quando formuladas sob forma de emulsao o/a, aumentam a imunogenicidade da
vacina [52,53]. O MF59 tem sido utilizado em ensaios pré-clinicos de vacinas de mRNA, contra
uma de fusao de 3 antigénios, do citomegalovirus humano, do virus da imunodeficiéncia

humana (HIV) e do virus sincicial respiratorio [54], e numa vacina contra o HIV [55].

3.5. Producio

O método de sintese de mRNA mais utilizado para a incorporagao em vacinas € a
transcrigao in vitro, em que o mRNA ¢é produzido a partir de um molde de DNA (DNA
plasmidico, pDNA), sem necessidade de recurso a células, bactérias ou ovos, como
esquematizado na Figura |. A construcao do pDNA molde é um dos passos mais exigentes e
importantes da producao da vacina. O plasmideo utilizado é, frequentemente, proveniente de
uma bactéria, como a Escherichia coli, o qual é modificado de modo a conter as sequéncias de
interesse. Ao plasmideo devem ser adicionados elementos estruturais essenciais, para além
do gene codificante do antigénio de interesse, deve conter um promotor a montante com
elevada afinidade para RNA polimerases bacterianas, uma sequéncia terminal rica no
nucleotido de timina (que dara origem a sequéncia poli-A) e um local de restrigao [56] (Figura
). O processo de transcrigao € realizado pela polimerase de RNA dependente de DNA, que
utiliza os nucledtidos presentes no meio para construir o RNA mensageiro por
complementaridade ao DNA molde. Para incrementar a estabilidade da molécula, pode ser
adicionada uma cap na extremidade 5’ do mRNA, por duas abordagens distintas: adicao de um
andlogo cap ao DNA molde ou por uma reagao enzimatica pos-transcrigao [57]. Por fim,
procede-se a purificagao do mRNA, eliminando os restantes componentes da reagao de

transcrigao, e a sua incorporagao no sistema de libertagao pretendido (Figura I).
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Figura |: Esquematizacao das etapas do processo de producio das vacinas de mRNA aprovadas
contra o SARS-CoV-2, Comirnaty® e SpikeVax®, utilizando o método de transcrigio in vitro. Etapa |:
Extracao e sequenciagdo do material genético do microrganismo, o SARS-CoV-2, que é constituido
por um RNA de cadeia simples e positiva. Etapa 2: ldentificagao da sequéncia de nucledtidos que
codifica o antigénio de interesse para a vacina, nomeadamente, a proteina de superficie, designada de
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Spike na lingua inglesa. Etapa 3: Construcao do DNA plasmidico (pDNA) que servira de molde a
producao de RNA. O plasmideo, frequentemente, proveniente da Escherichia coli, ao qual devem ser
adicionados elementos estruturais essenciais a produgao do mRNA, isto &, para além o gene codificante
do antigénio de interesse, deve conter um promotor a montante com elevada afinidade para RNA
polimerases bacterianas (como a T7, SP6 ou T3), uma sequéncia terminal rica no nucleétido de timina
a jusante, que dara origem a sequéncia poli-A, e um local de restricio. Etapa 4: Linearizagio e
amplificacao do pDNA. A enzima de restricao, especifica para o local de restricao utilizado, corta o
pPDNA, tornando-o linear. A tecnologia de PCR (Polymerase Chain Reaction) permite a amplificagao das
moléculas de DNA molde. Etapa 5: Transcrigao in vitro. Nesta etapa, o DNA molde é colocado num
cocktail de reagentes necessarios ao processo de transcri¢ao, entre os quais, nucleétidos de adenina,
citosina, guanina e uracilo e a polimerase de RNA bacteriana (T7, T3 ou SP6). A polimerase de RNA
reconhece e liga-se ao promotor, desloca-se pelo DNA molde e, por complementaridade, utiliza os
nucleétidos disponiveis no meio para sintetizar a molécula de mRNA. Etapa 6é: Formagao da 5’ cap, que
otimiza a estabilizagio do mRNA, pode ser conseguida por duas abordagens distintas: adicao de um
andlogo cap, m7GpppG, a sequéncia de DNA molde, permite a reagao de capping durante a transcrigao,
ou através de uma reagao enzimatica pos-transcrigdao, utilizando a guanililtransferase e a 2’-O-
metiltransferase. Etapa 7: Purificagio do mRNA de cadeia simples (ssRNA) proveniente da reagao de
transcricao, consiste na remocao de componentes da reagao de transcrigao in vitro, remogao do DNA
molde e de moléculas de RNA de dupla cadeia (dsRNA) formadas espontaneamente por
complementaridade. Etapa 8: Formulagao final, consiste na incorporagio do mRNA no sistema de
libertagao pretendido, no caso das vacinas Comirnaty® e SpikeVax®, numa nanoparticula lipidica.

4. Desenvolvimento das primeiras vacinas de mRNA

4.1. Pandemia de COVID-19

Desde 1990, apesar de diversos estudos de desenvolvimento e investigagao das vacinas
de mRNA terem sido realizados, s6 em 2020 foram aprovadas as primeiras vacinas utilizando
esta plataforma. Varias razoes podem ser atribuidas a este facto, como a falta de investimento,
falta de recursos financeiros e humanos para a realizagao de ensaios clinicos, a elevada
instabilidade da molécula de mRNA e a ineficiente transfecgao in vivo. O desenvolvimento e
aprovagao das primeiras vacinas de mRNA foi impulsionado pela COVID-19, doenga infeciosa
causada pelo virus SARS-CoV-2, que teve os primeiros casos a surgir na cidade chinesa de
Wuhan, em dezembro de 2019, mas rapidamente se propagou, resultando numa pandemia a
nivel mundial [58]. Esta situagcao emergente desencadeou o impulso final para a introdugao das
vacinas de mRNA no mercado.

O SARS-CoV-2 é um dos membros da familia de coronavirus, notorios por afetarem
o sistema respiratério do hospedeiro humano, e causarem as Sindrome Respiratoria Aguda
Severa (SARS) e a Sindrome Respiratoria do Médio Oriente (MERS). O primeiro virus SARS-
CoV foi detetado pela primeira vez em 2002, ano em que provocou uma epidemia, tendo sido
identificado nao s6 em humanos, mas também em gatos civetas. Dez anos depois, em 2012, o
virus MERS-CoV foi encontrado em camelos dromedarios e humanos infetados, também ele
causador de uma epidemia na regiao oriental. O SARS-CoV-2, detetado em dezembro de

2019, recebe esta designagao por ser geneticamente semelhante ao primeiro SARS-CoV,
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sendo, por isso, o segundo coronavirus identificado como causador da sindrome SARS.
Semelhante aos anteriores coronavirus, a COVID-19 (doenga provocada pelo SARS-CoV-2)
caracteriza-se por ser uma Zoonose, uma vez que a origem mais provavel de infegao em
humanos foi a transmissao por um animal, tendo ultrapassado a barreira da espécie. A analise
da sequéncia genética do virus, sugere que o reservatorio inicial de SARS-CoV-2 era uma
populacao de morcegos do género Rhinolophus, pela relagao genética entre os virus isolados

nos morcegos e nos humanos infetados [59-61].

4.2. Mecanismo de infecao do virus SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado de cadeia simples e positiva de RNA que se
apresenta com elevado grau de infecciosidade e transmissibilidade devido a diversos fatores,
designadamente, o facto da populagio humana ser completamente naive a nivel imunolégico
nao possuindo qualquer grau de imunizagao, também pelo facto de privilegiar o sistema
respiratério como via de entrada no organismo e a adaptagao aos recetores humanos, que
permite uma facil entrada nas células. A proteina de superficie do SARS-CoV-2, designada na
lingua inglesa de proteina spike, é responsavel pela entrada do virus nas células, com a ligagao
ao recetor celular ECA2 (Enzima de Conversao da Angiotensina 2), abundantemente presente
no epitélio respiratério. A proteina spike apresenta duas subunidades, geralmente designadas
por S| e S2, e assume uma conformacgao de pré-fusao metastavel, antes de se ligar ao recetor.
Apos ligagao, ocorre fusio do envelope viral com a membrana celular e a consequente
libertagao do genoma viral para o interior da célula hospedeira [62].

A gravidade da doenga deve-se, maioritariamente, a resposta imunologica exagerada,
resultado da replicagao das particulas virais, o aumento da carga viral, e os danos causados no
epitélio pulmonar, que constituem um estimulo constante das células do sistema imunitario
presentes no local, com a consequente libertagao de citocinas inflamatorias. Origina-se um
processo inflamatério exagerado e descontrolado, responsavel pelo aparecimento dos

sintomas dias apos o inicio da infegao [63].

4.3. Vacinas contra o SARS-CoV-2: BNTI162b2, mRNA-1273 e CVnCoV

Com a evolugao exponencial da pandemia tornou-se imperativo agir rapido e
desenvolver solugoes para reduzir a transmissibilidade e mortalidade provocada pelo virus
SARS-CoV-2. Sabendo que as vacinas sao um método eficaz de prevengao de doengas
infeciosas, as industrias farmacéuticas rapidamente se uniram a grandes grupos de investigagao

de vacinas com o objetivo de identificar o antigénio mais promissor e de selecionar a
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plataforma mais adequada para o veicular. Simultaneamente, comegaram a ser desenvolvidas
diferentes plataformas de vacinas contra o SARS-CoV-2 por diversas industrias e,
surpreendentemente, as primeiras com uso autorizado contra este virus foram as vacinas de
mRNA, nunca antes aprovadas. O conhecimento adquirido nas Ultimas trés décadas sobre
estas vacinas de acidos nucleicos foi canalizado para a situagao emergente. Com um grande
esforgo por parte quer das industrias, quer dos reguladores do medicamento na Europa e nos
Estados Unidos da América, a EMA e a FDA, respetivamente, foi possivel desenvolver, aprovar,
distribuir e iniciar a administragao de uma vacina em, aproximadamente, | ano, periodo volvido
entre a descoberta dos primeiros casos de COVID-19 (dezembro de 2019) e a administracao
da primeira vacina (8 dezembro de 2020) [64]. Na Tabela 2, é feita a comparagao entre trés
vacinas de mRNA, desenvolvidas contra o SARS-CoV-2, a BNT162b2 e a mRNA-1273 ja
aprovadas, e a CVnCoV que aguarda a decisao de aprovacao pela EMA.

O mRNA, presente nas vacinas descritas, codifica uma variante da proteina Spike, com
duas mutagoes consecutivas de prolina, que a bloqueiam numa conformagao de pré-fusao,
estabelecida antes de se ligar ao recetor da célula hospedeira. O objetivo da inoculagao deste
mRNA é desencadear uma resposta imunologica forte e duradoura, com ativagao de células
T e B e a produgao de anticorpos neutralizantes, que se ligam especificamente a esta variante

da proteina, bloqueando o dominio de ligagao ao recetor [70,71].
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Tabela 2: Lista de caracteristicas das vacinas BNT162b2, mRNA-1273 e CVnCoV, contra o SARS-

CoV-2.
2nf BNTI162b2 mRNA-1273
Caracteristicas (Comirnaty®) (SpikeVax®) CVnCoV
Fabricante Pfizer & BioNTech Moderna CureVac
Fase de Aprovada com AIM Aprovada com AIM Aguarda avaliagao dos

desenvolvimento
| aprovacio

condicional.

condicional.

reguladores do
medicamento.

Sequéncia
codificante

Proteina Spike do virus
SARS-CoV-2

Proteina Spike do virus
SARS-CoV-2

Proteina Spike do virus
SARS-CoV-2

Alteracoes na

Duas mutagoes pontuais
que bloqueiam a proteina

Duas mutagoes pontuais
que bloqueiam a proteina

Duas mutagoes pontuais
que bloqueiam a proteina

sequéncia Spike numa conformagao Spike numa conformagao Spike numa conformagio
codificante de pré-fusao de pré-fusao de pré-fusao
antigenicamente preferida. | antigenicamente preferida. | antigenicamente preferida.
T|po’ d_e Modificado Modificado Nao modificado
nucleétido
slilli::-tn:;: Nanoparticula lipidica Nanoparticula lipidica Nanoparticula lipidica
Otlnr::;ﬁ:o do 5’ cap e 3’ poli-A 5’ cap e 3’ poli-A 5’ cap e 3’ poli-A
ALC-0315 SM-102 Lipido ionizavel
ALC-0159 PEG2000 DMG Lipido com grupo PEG
DSPC DSPC DSPC
Colesterol Colesterol Colesterol
Cloreto de potassio Trometamol
s Fosfato monopotassico Cloridrato de trometamol
Cloreto de sédio Acido acético
Fosfato dissédico di- Acetato de sédio tri-
hidratado hidratado
Sacarose Sacarose
Agua para preparagées Agua para preparagées
injetaveis injetaveis
Condicdes de Entre -90 °C e -60 °C Entre -25°C e -15°C +5°C
conservaciao (6 meses) (7 meses) (3 meses)
Modo de 2 doses separadas por 2| | 2 doses separadas por 28 | 2 doses separadas por 28
administracio dias dias dias
mRNA por dose 30 pg 100 pg 12 pg
Eficacia 94,6 % 93,6 % 47 %
Referéncias [19,65] [20,65] [65-69]

Abreviaturas das
substancias
quimicas

ALC-0159 — 2-[(polietilenoglicol)-2000]-N,N-ditetradecilacetamida;
ALC-0315 — ((4-hidroxibutil)azanodiil)bis(hexano-6, | -diil)bis(2-hexildecanoato);
DSPC - 1,2-Distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina;

PEG — polietilenoglicol;

PEG2000 DMG — 1,2-dimiristoil-rac-glicero-3 metoxipolietilenoglicol-2000;
SM-102 — heptadecan-9-il 8-((2-hidroxietil) (6-oxo-6-(undeciloxi)hexil)amino)

octanoato.

4.3.1. Formulacoes das vacinas

A BNTI62b2 e a mRNA-1273 utilizam nucledtidos modificados, substituindo os

originais nucleotidos de uridina por |-metilpseudouridina. Trata-se de uma forma de alterar e

melhorar globalmente a estrutura secundaria do RNA sem necessidade de alterar os codoes

nele existentes. A incorporagao destes nucledtidos resulta numa expressao proteica
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aumentada e numa resposta imunologica inata amortecida, mas nao anulada, uma vez que
diminui o reconhecimento do mRNA pelos recetores TLR 7 e 8 [70,72,73]. A vacina CVnCoV
utiliza nucledtidos de uridina nao modificados, cuja inoculagao desencadeia uma maior
producao de interferdes e citocinas inflamatoérias no local que amplificam a resposta inata do
sistema imunitario.

Em relagao ao sistema de libertagao, a tecnologia utilizada pelas trés vacinas consiste
na encapsulagio do mRNA em nanoparticulas lipidicas. Esta estrutura potencia a agao da
vacina, através da protegao contra a degradacio do mRNA pelas RNAses, no auxilio na
transfeccao das células do hospedeiro por facilitar a entrada do mRNA na célula, e da agao
adjuvante, em que a forma particulada de tamanho semelhante aos microrganismos é
responsavel por incrementar o recrutamento de células do sistema imunitario ao local da
injecao, resultando numa inflamagao local transitoria. As nanoparticulas lipidicas sao formadas
por quatro componentes, dois lipidos funcionais (lipido com um grupo funcional PEG e lipido
cationico ionizavel) e dois lipidos estruturais (colesterol e fosfolipidos). A disposicao dos
lipidos e das moléculas de mRNA na nanoparticula lipidica apresenta-se esquematizada na
Figura 2. A formagao da nanoparticula lipidica envolve um processo de mistura de duas

solugoes, uma etandlica (que contém os lipidos) e uma aquosa (que contém o mRNA) [74].

é%: Lipido com grupo PEG

ﬁ Lipido catiénico ionizavel
)

ﬁ DSPC

O Colesterol

NNy mRNA

Figura 2: Esquematizagdo da nanoparticula lipidica, dos quatro lipidos que a constituem e das
moléculas de mMRNA no seu interior. Para formar a nanoparticula, procede-se a rapida mistura de duas
solugoes, aquosa e etanolica, numa proporgao de 3:1. Os lipidos estao, inicialmente, solubilizados em
etanol, onde o lipido ionizavel encontra-se nao protonado, e o mRNA esta solubilizado na solugao
aquosa a pH 4. Durante a mistura, o contacto dos lipidos com a solugao aquosa leva a insolubilidade
dos mesmos, por serem hidrofébicos, e a com a protonagio do lipido ionizavel, que adquire carga
positiva. Através de forgas eletrostaticas, o lipido ionizavel, de carga positiva, liga-se ao mRNA, de
carga negativa, e, por forgas hidrofdbicas, atrai os restantes lipidos, que se organizam em torno do
mRNA e formam a nanoparticula lipidica. O pH da solugao final € ajustado para 7,4, tornando o lipido
ionizavel novamente nao protonado. O lipido com o PEG orienta este grupo funcional para o exterior,
conferindo uma barreira eletrostatica hidrofilica que impede a fusao de mais lipidos, estabilizando o
tamanho da nanoparticula.
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O lipido ionizavel é o que mais contribui para libertagao do mRNA na célula, através
da capacidade de alterar o estado de ionizagao da molécula com o pH do meio. Devem ser
selecionados lipidos ionizaveis com um pKa entre 6 e 7. Na formulagao final, com um pH
proximo do neutro (pH com valor situado no intervalo de 6,9 a 7,9), o lipido ionizavel
apresenta carga neutra e, por isso, nao protonado. Apos a inoculagao, a nanoparticula lipidica
entra na célula com a formacao de um endossoma ao seu redor. No interior desta vesicula, o
pH diminui, o que faz com que o lipido ionizavel se torne protonado, carregado positivamente,
desencadeando a ligagao deste a parte anionica dos fosfolipidos do endossoma, levando a sua
rutura e libertagaio do mRNA para o citoplasma. O lipido com o grupo funcional PEG,
posiciona-se na parte exterior da nanoparticula (Figura 2) e proporciona uma barreira estérica
hidrofilica, que facilita a monitorizagao da homogeneidade e tamanho das particulas, durante
a sua produgao e armazenamento, fornecendo um exterior hidrofilico a nanoparticula e
estabilizando o tamanho desta estrutura. Quanto maior a quantidade de lipido com PEG,
menor o tamanho das nanoparticulas [70,75]. O colesterol tem uma fungao de estabilizagao
da nanoparticula, enquanto o fosfolipido DSPC garante o suporte da estrutura em bicamada,
criando um lipossoma artificial [76]. Os lipidos utilizados pelas vacinas BNT162b2 e mRNA-
1273 estao representados na Figura 3. Em relacgao a vacina da CureVac, por esta se encontrar,
ainda, sob avaliagao da EMA [66], nao é possivel ter acesso a todos os excipientes utilizados
na formulagao da CVnCoV, mas é possivel inferir que a estrutura da nanoparticula lipidica sera
semelhante as vacinas da Pfizer & BioNTech e da Moderna, uma vez que sera composta pelas
mesmas categorias de lipidos.

Os lipidos ALC-0315, ALC-0159, SM-102 e PEG-2000 DMG (Figura 3) sao novos
excipientes, nunca antes utilizados em produtos farmacéuticos aprovados na Uniao Europeia.
Desta forma, as caracteristicas destes excipientes estao descriminadas, extensivamente, nos
documentos necessarios a submissao do pedido de AIM [70,71].

Para além dos lipidos, outros excipientes fazem parte da formulagao das vacinas (Tabela
2), nomeadamente, sais que constituem a solugao tampao, na vacina da Pfizer & BioNTech
(cloreto de potassio, fosfato monopotassico, cloreto de sédio e fosfato dissddico di-hidratado)
e na vacina da Moderna (cloridrato de trometamol, acido acético e acetato de sédio tri-

hidratado), e a sacarose que atua como um crioprotetor.
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Figura 3: Lipidos utilizados na nanoparticula lipidica das vacinas BNT162b2 e mRNA-1273. (Imagens
adaptadas do website da PubChem [77-82])

4.3.2. Eficacia das vacinas

A vacina da CureVac é a que apresenta menor eficacia de, apenas, 47 %. A vacina da
Pfizer & BioNTech e da Moderna apresentam uma eficacia préxima de 95 % e 94 %,
respetivamente (Tabela 2). Esta discrepancia pode dever-se as diferengas na tecnologia
utilizada pela CureVac, no que concerne ao uso de nucleétidos nao modificados e uma
quantidade de mRNA por dose mais baixa (12 pg) (Tabela 2). Os nucleétidos nao modificados
provocam uma resposta mais exagerada do sistema imunologico inato, uma menor expressao
proteica, a consequente diminuicao da resposta imunolégica adaptativa, e intensificagio dos
efeitos adversos no local da injegao [83]. Os 12 yg de mRNA por dose demonstraram induzir
uma resposta humoral e celular suficientemente robusta em primatas nao humanos e
mostraram que a vacina € segura e toleravel em humanos [84]. No entanto, esta quantidade

administrada nao foi suficiente para induzir uma elevada eficacia da vacina. O aumento da
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quantidade deste mRNA por dose pode induzir efeitos adversos da vacina mais graves,

explicados pela resposta imunoloégica inata exagerada.

4.3.3. Condicoes de conservacao das vacinas

As diferencas de temperatura de conservagao sao notorias entras as trés vacinas. Estas
sao definidas consoante os resultados de ensaios de estabilidade, sensibilidade dos testes
realizados e os critérios de aceitacao utilizados. A BNT162b2 e a mRNA-1273 podem ser
conservadas durante um periodo maximo de 6 meses, de -90 °C a -60 °C e de -25 °C a -15
°C, respetivamente (Tabela 2). As baixas temperaturas sao necessarias para minimizar a
degradacao do mRNA e das nanoparticulas [85]. A este respeito, a CVnCoV apresenta uma
grande vantagem em relagio as restantes, por poder ser armazenada a 5 °C, temperatura
normal de refrigeracio de um frigorifico. Trata-se de um aspeto logistico que facilita
imensamente o armazenamento e distribuicao das vacinas, especialmente em paises pobres

que nao teriam a capacidade de investimento nas infraestruturas necessarias.

5. Vantagens e desvantagens das vacinas de mRNA

As vacinas de mRNA apresentam importantes vantagens, em comparagao a outras
plataformas, o que contribuiu para que esta fosse a abordagem preferencial no combate a
pandemia. No entanto, como qualquer produto farmacéutico, apresenta também potenciais
efeitos adversos e desvantagens que, ainda assim, nao superam o beneficio promovido
atualmente por esta nova plataforma de vacinas.

A produgao enzimatica in vitro, sem recurso a células, ovos ou bactérias, revela ser uma
vantagem, na medida em que é mais rapida, menos dispendiosa e facil de transpor para larga
escala. Estas caracteristicas viabilizam a produgao das vacinas em diversos pontos do globo,
como em paises com menos recursos, minimizando muitas das preocupagoes logisticas
associadas a distribuigao das vacinas. Por outro lado, o método de produgao de transcrigao in
vitro proporciona a rapida capacidade de adaptagio do mRNA contra novos agentes
patogénicos e novas variantes. Outra vantagem desta plataforma esta relacionada com o maior
perfil de seguranga, uma vez que o mRNA codifica, apenas, a proteina spike do virus, nao
constituindo um risco de infecao, por ser uma molécula de expressao controlada e limitada
no citoplasma, que nao entra no nucleo celular e nao interfere com o genoma da célula, e por
constituir uma molécula nao infeciosa, degradada naturalmente. Esta plataforma apresenta,
ainda, a possibilidade de integragao de multiplos antigénios numa tnica molécula de mRNA e

num Uunico sistema de libertagao.
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A instabilidade da molécula do mRNA constitui uma desvantagem desta plataforma,
exigindo condi¢coes de conservagao que requerem equipamentos especializados de
armazenamento e distribuicao das vacinas, o que resulta num aumento dos custos associados
a logistica e ao dificil acesso as vacinas de certas regioes do globo. Também a escassez de
dados sobre a utilizagao destas vacinas em humanos, a informagcao diminuta sobre a
imunogenicidade e o perfil de seguranca a longo prazo constituem um aspeto negativo desta

plataforma.

6. Desafios a ultrapassar

Um dos objetivos a alcangar sera facilitar o armazenamento das vacinas de mRNA para
condigoes menos exigentes de temperatura. Este proposito pode ser conseguido com a
alteragao da forma farmacéutica e, consequentemente, da formulagao geral da vacina, de uma
forma liquida (solugao) para uma forma sélida (liofilizado). Sabendo que a presenga de agua
acelera o inicio das reagoes de degradagao do mRNA, a liofilizagao pode ser a solugao para
melhorar a estabilidade da molécula a longo prazo. Ja se encontra em ensaios clinicos uma
vacina de mRNA desenvolvida pela Moderna, contra o citomegalovirus, formulada num
liofilizado, posteriormente reconstituido antes da administragao [86].

Outro desafio que pode ser ultrapassado esta associado a fraca resposta imunitaria ao
nivel das mucosas, produzida pelas vacinas intramusculares, nao sendo suficiente para impedir
a entrada e multiplicagao do virus nas células da mucosa nasal, no caso do SARS-CoV-2. Por
essa razao, as pessoas vacinadas, embora estejam protegidas contra as formas mais graves da
doenga, nao estao protegidas contra a infegao. Desta forma, utilizar esta plataforma numa
vacina nasal permitira a indugao de uma imunidade na mucosa, muito importante quando se
trate de agentes patogénicos que entram, preferencialmente, pela via respiratoria. Esta via de

administragao podera permitir uma eventual administragao pelo o proprio [87].

7. Conclusoes e perspetivas futuras

Na era tecnologica em que vivemos, a evolugao da medicina surpreende-nos todos os
dias com descobertas importantes que melhoram a qualidade de vida, face as adversidades que
surgem e que afetam a sadde publica. A emergéncia das vacinas de mRNA veio revolucionar a
tecnologia de vacinas em diversos sentidos, principalmente, no que diz respeito a capacidade
de rapida adaptagao da tecnologia a novos agentes patogénicos ou novas variantes, a rapidez
de produgao e a eficicia que esta pode apresentar quando otimizada. Com o desenvolvimento

de processos padronizados de construgao do pDNA e da transcrigao in vitro, teoricamente,
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as indlstrias farmacéuticas passam a ter a capacidade fabril de produzir uma vacina
rapidamente, para agir em emergéncias sanitarias, como situagoes epidémicas e pandémicas.
O sucesso que as vacinas de mRNA tém demonstrado deve-se, nao sé as propriedades
terapéuticas desta molécula, como também ao mérito das indUlstrias farmacéuticas que ja
haviam realizado estudos utilizando o mRNA como plataforma de vacina contra doengas
infeciosas e doencas oncoldgicas, permitindo a estes fabricantes desenvolverem os seus
proprios processos padronizados de produgao do mRNA e formulagao da vacina [88-90].

Nesta fase de comercializagao das primeiras vacinas de mRNA, é importante manter a
farmacovigilancia sobre o produto, de modo a avaliar a imunogenicidade e o perfil de seguranga
a longo prazo. As propriedades terapéuticas do mRNA estao a revelar-se surpreendentes, nao
apenas na prevencao de doengas infeciosas, como também no tratamento de doengas
oncoldgicas, autoimunes, raras e outras potencias aplicagoes.

A situacao atipica vivida nos ultimos anos, com o surgimento da COVID-19, ja ocorreu,
repetidamente, na histéria da humanidade e, certamente, fara parte do futuro das novas
geragoes. Tratam-se de situagoes incontrolaveis pelo Homem, ao qual resta retirar o maximo
conhecimento dos desafios ultrapassados e saber adapti-lo aos proximos que virao. As
terapéuticas de mRNA em ascensao abrem um caminho de esperanga para as doengas ja

prevalentes, e de seguranga para doengas futuramente emergentes.
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