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PARTE |

Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Roldao

Sob orientacao do Dr. Sérgio Rodrigues



ABREVIATURAS

COVID-19: Doenga Infeciosa de Coronavirus

EC: Estagio Curricular

EPI: Equipamento de Protegao Individual

FR: Farmacia Roldao

MICF: Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM: Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica
MSRM: Medicamento Sujeito a Receita Médica

PIC: Prego Impresso na Cartonagem

PVP: Preco de Venda ao Publico

SWOT: Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats



I. INTRODUCAO

No ambito do estagio curricular (EC) decorrido em Farmacia Comunitdria, parte
integrante do plano de estudos do Mestrado Integrado de Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, apresento o relatério de estagio que

descreve essa mesma jornada.

No decorrer de um segundo confinamento devido a pandemia de Doenga Infeciosa do
Coronavirus (COVID-19), iniciei o estagio na Farmacia Roldao (FR) a | | de janeiro e terminei
a 30 de abril com uma soma de 673 horas realizadas, sob a orientagio do Diretor Técnico da
farmacia, Dr. Sérgio Rodrigues e a restante equipa. Durante esse periodo tive a oportunidade
de aplicar conhecimentos adquiridos nalgumas Unidades Curriculares do plano de estudos do
MICF e pude testemunhar em primeira mao profissionais de saide em agao com a sua devogao

dirigida para o bem-estar da populagao no geral e no utente em individual.

Senti, desde o primeiro dia, a importancia do farmacéutico numa determinada comunidade,
onde os utentes da farmacia depositam total confianga na pessoa do outro lado do balcao. O
que significa que o farmacéutico, por sua vez, tem de apresentar um leque de competéncias
nao s6 técnico-cientificas mas também de inteligéncia emocional para poder exercer a sua

profissio com a responsabilidade e ética que lhe é requerida.'

Ao longo deste relatério apresentarei mais aprofundadamente a minha experiéncia como
estagiaria em Farmacia Comunitaria nesta Farmacia marinhense. Esse percurso é descrito sob
a estrutura de analise SWOT (acronimo que significa Strengths, Weaknesses, Opportunities e
Threats, que pode ser traduzido em portugués para Pontos Fortes, Pontos Fracos,

Oportunidades e Ameagas respetivamente) e a apresentacgao de trés Caso-Estudo.



2. FARMACIA ROLDAO

A FR localiza-se na Marinha Grande, de onde sou natural, num local privilegiado: numa
avenida de passagem obrigatoria para a saida ou entrada na cidade, tendo também bons acessos
e estacionamento adequado ao fluxo de utentes da farmacia. Por outras palavras, é

considerada uma das maiores e melhores farmacias do concelho.

A diregao técnica e propriedade da farmacia estd ao encargo do Dr. Sérgio Rodrigues e a
equipa é composta, de momento, por 4 farmacéuticos, 2 técnicos de farmacia, | responsavel

pelo backoffice e | auxiliar de limpeza.

A sala de atendimento ao publico é ampla, com um trajeto marcado no chao até aos
balcoes por forma a manter os 2 metros de distancia minima entre utentes, como indica o
Plano de Contingéncia COVID-19, e é composto por 6 balcoes, podendo entao estar 6 utentes
a serem atendidos concomitantemente na farmacia. Para além do espago de atendimento, a
farmacia conta também com um gabinete de atendimento personalizado ao publico, onde se
pode ter um atendimento mais reservado, ou onde podem ocorrer determinagoes de
parametros decorrentes da prestagao de servigos farmacéuticos (determinagao de glicémia,
colesterol total, triglicéridos e pressao arterial). Outros espagos integrantes da farmacia sao
o laboratério, zona de recolhimento, instalagoes sanitarias, armazém e gabinete da direcao
técnica. Nao sendo todos os locais obrigatorios, eu considero-os imprescindiveis para o bom

funcionamento da farmacia.

Do que percecionei, os utentes da FR sao na sua maioria idosos, o que justifica que a venda
de Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM) seja a maior fonte de receita da farmacia.
Mas nao desfazendo das outras fontes, a FR tem uma boa oferta de Medicamentos Nao
Sujeitos a Receita Médica (MNSRM) tal como outros produtos de dermocosmética,

puericultura, veterinaria, suplementagao, higiene oral e outros.



3. ANALISE SWOT

Tabela I: Andlise SWOT

Internamente Externamente

Pontos Fortes Pontos Fracos Oportunidades Ameacas

Auséncia de ,
Novo moédulo de

Indepeiwdenaa na atribuicao de tarefas stendimento Pandemia COVID-19
elaboracgao de tarefas fixas aos
SIFARMA
colaboradores
Ndmero de

organismos/seguradoras
SIFARMA 2000@ Pandemia COVID-19 ou diferentes
procedimentos para
diferentes organismos

Rotatividade de
colaboradores

Comparticipacao de
Medicamentos P pac

Estagidria Unica medicamentos apenas em

manipulados o
caso de especialista
Entreajuda nos
colaboradores e
equipa empenhada
Cedéncia de
medicamentos
hospitalares em

ambulatério

3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Independéncia na elaboracio de tarefas

Iniciei o estagio a realizar tarefas de backoffice. Apesar de ser algo mecanizado, é
importante para a gestao de stocks e para o bom funcionamento da farmacia. Como eu ja tinha
realizado um estagio de Verao numa farmacia comunitaria, ja tinha alguma seguranga na
realizacao de tarefas necessarias para a rececao de encomendas e armazenamento dos

produtos.

O software de rececio era o SIFARMA 2000° e era processado tendo em conta a
priorizacdo de produtos termolabeis (os primeiros a dar entrada no sistema e a ser
armazenados nas camaras frigorificas), os prazos de validade, as reservas, a quantidade
encomendada, a quantidade recebida, o estado fisico dos produtos, o Preco Impresso na
Cartonagem (PIC) e em caso de este nao existir, a determinagao da margem e Preco de Venda
ao Publico (PVP). No entanto, é necessario resolver os casos da encomenda quando esta nao

esta conforme, isto é a encomenda pode ter um produto nao encomendado, pode ter
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produtos danificados ou pode ter produtos em falta. Para os dois primeiros casos, é necessario
devolver os produtos ao respetivo armazenista com a sua nota de devolugao e no ultimo caso
emite-se a nota de crédito respetiva ao produto que devia ter vindo na encomenda. Apos a
recegao dos produtos, inicia-se o armazenamento tendo em conta o local de armazenamento
do produto (na sala de atendimento, no armazém ou atras do balcao de atendimento), se é
medicamento e se é de marca ou genérico, se € um medicamento liquido ou pastoso,
consoante a ordem alfabética e tendo em conta o prazo de validade. Os produtos de validade
mais curta sao arrumados de forma a serem os primeiros a serem retirados das prateleiras ou
das gavetas, para facilitar o atendimento e diminuir o niumero de devolugdes por prazo de
validade. Existe o termo “first-in first-out”, a partir do qual desenvolvi a minha estratégia
inicialmente, mas rapidamente percebi que por vezes recebiamos produtos de validades
menores as que tinhamos em stock. Apesar de ser algo que acontecia apenas nos produtos de
maior rotatividade e o método de arrumagao nao ter impacto para a farmacia, eu troquei para

a estratégia que descrevi primeiramente.

Estas tarefas rapidamente se tornaram mecanizadas por mim e foi me dada total autonomia
na realizagado das mesmas, sendo que foi algo que me transmitiu confian¢a, me obrigou a ser
autodidata e ajudou no primeiro contacto com a maioria dos produtos da farmacia. A

familiarizacdo com os nomes comerciais comegou também nesta primeira etapa.

No final da realizagao da recegao e armazenamento dos produtos das encomendas e antes
da realizagao dessas tarefas no periodo da tarde, tinha a possibilidade de assistir a varios

atendimentos dos colaboradores da farmacia.

Apos o dominio das tarefas acima descritas, o meu orientador, Dr. Sérgio, desafiou-me a
comegar a fazer atendimentos, inicialmente para praticar com o software de atendimento (o
SIFARMA 2000° e o novo médulo de atendimento) mas foi me dando espago para responder
a questoes no atendimento, passando mais tarde para atendimentos realizados por mim na
totalidade, tendo apenas a sua supervisao, da Dra. Sofia ou da Dra. Ana (farmacéuticas na FR).
O proéximo passo foram atendimentos sem a monitorizagao, deixando sempre espago para a
retirada de duvidas e auxilio com qualquer colaborador da farmacia. Para além da autonomia
e seguranga que fui adquirindo, importante para o restante estagio, senti que estava inserida
num ambiente familiar e de confianga, que me oferecia espagco para o erro e para a

aprendizagem.

Outra tarefa na qual ganhei autonomia foi na conferéncia do receituario e faturagao. Sao

tarefas simples mas muito importantes para o bom funcionamento da farmacia. A conferéncia



da medicagao prescrita e a dispensada, juntamente com o correto preenchimento dos campos
obrigatorios da receita, sem esquecer da atribuicao do plano de comparticipagao adequado,
permitem que se evite prejuizos por parte da farmacia. As receitas materializadas sao
agrupadas consoante o organismo a que pertencem e no final més realiza-se a faturagao de
todas as receitas aviadas até aquele momento (materializadas ou nao). Por cada lote (de no
maximo 30 receitas) é emitido um verbete no qual se assinala o valor da comparticipagao que
a farmacia tem a receber. Se um organismo tem mais de 30 receitas, tera mais que um lote e
nesse caso também é emitido um resumo de lotes com a mesma informagao do verbete. No
final da realizagao desta tarefa para todos os organismos, é emitida por fim as faturas globais.
Uma relacionada com a comparticipagao do Sistema Nacional de Saude e outra relativa as

seguradoras.’

3.1.2. Rotatividade de colaboradores

A FR é uma farmacia com histéria na Marinha Grande. Existe ha varios anos e muitos dos
utentes habituais me falavam das instalagoes antigas. Duas das colaboradoras da FR ja
trabalham nesta farmacia ha mais de 20 anos e juntamente com a clara experiéncia que
somaram ao longo desses anos, somaram também um grande conjunto de utentes que lhes
sao fiéis. Através de um atendimento correto e profissional o utente pode querer voltar a
farmacia, mas com um atendimento também empatico, sincero e personalizado, o utente nao
sO quer voltar como nao quer ir a outras farmacias. Com isto quero dizer que, uma das
vantagens da FR é que mantém os colaboradores “preciosos” consigo. Pois, muito mais que
pela farmacia, os utentes fidelizam-se pelas pessoas e se poderia ser inusitado ouvir “Desculpe
menina, mas preferia ser atendida pela Dra. Manuela, se nao se importar?”, eu escolhi
interpretar este gesto como uma prova da confianga que uma relagao farmacéutico-utente
pode gerar. A baixa rotatividade de colaboradores ao longo dos anos demonstra a valorizagao
pelos colaboradores profissionais e que fazem a verdadeira diferenga na vida dos utentes que
atendem e isso contribuiu para que colaboradores mais experientes partilhassem comigo o

seu know-how.

3.1.3. Estagiaria unica

Ainda que, no meio do meu estagio a FR tenha contratado um farmacéutico de primeiro
emprego, que por vezes necessitava de assisténcia, o facto de ter sido estagidria Unica foi
extremamente vantajoso. A atengao dos colaboradores da FR estava posta em mim e permitia
que todos pudessem manter o seu trabalho e ao mesmo tempo dar me auxilio sem

comprometer os atendimentos ou as tarefas que estavam a realizar. Antes da contratagao tive
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a minha disposicao um balcao de atendimento, que permitiu tanto a otimizagao do meu tempo
como a minha desinibicao no atendimento, algo impensavel de acontecer se existisse outro

estagiario na FR.

3.1.4. Entreajuda entre colaboradores e equipa empenhada

A equipa da FR é bastante competente e instruida. Todas as semanas participavam em
formacoes ou cursos dos mais diferentes temas (diversas doengas, COVID-19,
Dermocosmética, Higiene Oral, sistema operativo, entre outros) e o interesse em saber mais
pelo melhor aconselhamento possivel era contagiante. A vontade de ter o melhor atendimento
possivel levava a que na farmacia todos os conselhos e pedidos de ajuda ou de segunda opiniao
fossem bem-vindos. Em caso de incerteza acerca de algum assunto, os colaboradores pediam
segundas opinioes aos outros colegas por forma a confirmar o aconselhamento ou a aprimora-
lo. Este espirito de entreajuda € uma mais-valia para qualquer empresa e fazia sentir-me mais

proximidade pela equipa por haver reconhecimento da parte deles que “ninguém sabe tudo!”.

3.1.5. Cedéncia de medicamentos hospitalares em ambulatorio

Quando é possivel haver continuidade da terapéutica em ambulatorio, existe a dispensa
de medicamentos hospitalares para a toma em ambulatorio. Mas devido a situagao pandémica
e da distancia até a Farmacia Hospitalar que efetuava a cedéncia da terapéutica, foi permitida
a transferéncia da dispensa de medicamentos hospitalares para locais mais cdmodos para o
doente (com menor distancia geografica). A cedéncia destes medicamentos é feita
exclusivamente por farmacéuticos através da plataforma Sifarma Clinico®, um software
partilhado com a Farmacia Hospitalar que estabelece partilha de dados do doente para haver
acompanhamento do processo do doente e haver rastreabilidade dos medicamentos cedidos.
Na FR havia varios doentes que iam fazer a recolha dos seus medicamentos na farmacia e esta
nova responsabilidade do farmacéutico permitia, por um lado trazer a vantagem financeira de
poder fidelizar um novo utente na farmacia e por outro foi me permitido o contacto com

novas patologias.
3.2. Pontos Fracos

3.2.1. Auséncia de procedimentos operacionalizados

A equipa da FR é uma equipa organizada mas as tarefas realizadas por cada um sao tarefas
autoimpostas. Nao existem procedimentos para a realizagao correta das tarefas que por vezes
eram executadas de modos diferentes. Para além de nao haver procedimentos, nio havia

tarefas destacadas para cada elemento da equipa. Isto dificulta a responsabilizagao de erros e
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identificacao de falhas, pois torna-se num obstaculo na determinagao do colaborador que
cometeu a falha e prejudica na definicio de falha por nao haver um procedimento que

sistematiza os métodos da farmacia.

3.2.2. SIFARMA 2000°

Na mudanca de software, do SIFARMA 2000° para o novo médulo de atendimento, nio
foram ativadas as reservas. O Dr. Sérgio nao ativou todas as funcionalidades do novo médulo
para resguardar elementos da equipa que estavam com o atendimento otimizado no SIFARMA
2000° e que teriam maior dificuldade em se adaptar ao novo médulo, e também salvaguardar
a farmacia visto que o novo sistema de atendimento nao estava finalizado e ainda apresentava

melhorias programadas para o futuro.

No entanto, o facto de nao ter as reservas ativadas no novo moédulo (s6 poderiam estar
ativados num dos softwares) fazia com que os colaboradores que se iam adaptando ao novo
sistema, perante uma necessidade de encomendar um produto nao existente no stock da
farmacia, tivessem que a realizar no SIFARMA 2000°. Com esta manobra havia uma perda na

otimizagao do tempo de um atendimento.

3.2.3. Medicamentos manipulados

A prescricao de Férmulas Magistrais ou de Preparados Oficinais permite colmatar a falta
de medicamentos para minorias, sendo que, muitas vezes, os manipulados sao elaborados para

criangas em busca de dosagens menores que as existentes no mercado.*

Na FR nao existem muitas matérias-primas no laboratério, portanto a maioria dos
medicamentos manipulados que eram pedidos, eram reencaminhados para a Farmacia Luciano
& Matos em Coimbra que no espago de 2 dias conseguiam realizar o manipulado e fazer

entrega com a colaboragao dos armazenistas.

Portanto, so foi possivel realizar um manipulado (o Unico no espago de 4 meses), o que
nao foi suficiente para poder relembrar com clareza o conhecimento adquirido nas Unidades

Curriculares de Farmacia Galénica e Tecnologia Farmacéutica.
3.3. Oportunidades

3.3.1. Novo mddulo de atendimento SIFARMA

Tendo em conta que referi que a mudanga de software de atendimento foi uma fraqueza
do estagio, reconhego também ser uma oportunidade, pois este novo sistema, quando estiver

otimizado, com todas as suas valéncias ativadas e sem tantos erros, ira melhorar bastante o
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atendimento das equipas das farmacias e tornar-se-a, para mim, uma mais-valia por ja ter tido
este primeiro contato. O novo moédulo de atendimento é um programa mais intuitivo (nao
necessita de formagao para que rapidamente se domine as suas funcionalidades), permite um
atendimento mais fluido, rapido e de qualidade. Uma diferenga muito marcante entre os dois
softwares de atendimento é que na etapa de pagamento do SIFARMA 2000°, caso o utente
mudasse de ideias e quisesse ou nao adquirir algum produto ou acrescentar mais algum, ja nao
era possivel voltar atras no processo, enquanto, no novo modulo de atendimento, é possivel

retroceder e desfazer as agoes requisitadas pelo utente, mesmo que ja no passo do pagamento.

3.3.2. Pandemia COVID-19

O inicio do estagio em janeiro deste ano foi marcado pelo recomego de um segundo

confinamento causado pela pandemia COVID-19.

Para além da vantagem economica para a farmacia, na venda de solugdes antisséticas de
base alcodlica, medicamentos antipiréticos e equipamentos de prote¢ao individual (EPI), a
valorizagao do profissional de salide também abrangeu as farmacias, nao s6 do ponto de vista
técnico, mas também pela sua agdo de proximidade com a comunidade tendo um papel

preponderante na saude publica tanto a nivel de salde fisica como mental.

O estado de preocupagao, de dlvida e de angustia que um novo confinamento causou na
comunidade, sentia-se na farmacia. As pessoas tinham as suas saidas de casa limitadas e a ida a
farmacia era o ponto alto da semana para muitos utentes. Senti, durante o estagio, que a
relagao entre o farmacéutico e o utente foi fortalecida pois todas as questoes que eram
levantadas acerca de toda a situagao pandémica, o utente usava a sua ida a farmacia, para as
colocar ao farmacéutico. Sem esquecer os momentos de desabafo e de partilha de
insegurangas que ocorreram comigo, mais uma vez demonstrando a confianga que ¢é
depositada no profissional do outro lado do balcao. Muitos utentes vivem sozinhos, e o
contacto humano (mesmo que a distancia) era uma mais-valia para estas pessoas e um gesto
de empatia faz a diferenga. E acredito que a pandemia tenha levado a que os utentes

reconhegam a farmacia como um lugar seguro com profissionais empaticos e disponiveis.
3.4. Ameacgas

3.4.1. Numero de organismos/seguradoras ou diferentes procedimentos para diferentes

organismos

Aquando de um atendimento era necessario atribuir um organismo ou uma seguradora,

gerava-se alguma confusiao. Foi-me transmitido que com os anos e experiéncia, este aspeto
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torna-se automatico, mas quando surgia alguma seguradora diferente do habitual, havia
procedimentos que geravam duvida a todos, e nao s6 a mim. O sistema de comparticipagao
por organismos e seguradoras nao € intuitivo, sendo que algum erro pode levar a nao
devolucao do gasto gerado pelo utente. Portanto, o sistema complexo de processamento de
organismos/seguradoras torna, por vezes, os atendimentos lentos pelas questoes que levanta
(necessidade de confirmacao com pessoal do back-office) perdendo-se assim a fluidez e

otimizagao de tempo dos atendimentos.

3.4.2. Pandemia COVID-19

A FR apresenta acrilicos em cada balcao de atendimento para prevenir a disseminagao do
virus SARS-Cov-2, juntamente com o uso de outros EPI: todos os colaboradores utilizavam
uma mascara cirurgica. Devido a estes impedimentos de propagagao do som, e a
impossibilidade de leitura de labios para o completo entendimento interpessoal, haviam muitas
falhas de comunicagao entre farmacéutico-utente. Senti que o que era transmitido ao utente
nem sempre era ouvido ou bem compreendido, assim como as duvidas e informagoes

relevantes ditas pelo utente eram muito dificeis de entender.

As barreiras na comunicagao causadas pela pandemia podem provocar falhas na adesao a

terapéutica de forma nao intencional por caréncia de entendimento de ambos os lados.

Também a falta de contacto fisico pode ter impacto na relagao farmacéutico-utente, pois
em situagoes mais delicadas, geralmente do foro psicolégico, o simples conforto de um toque
na mao do utente transmite apoio e empatia e, desde o inicio da pandemia, que este género

de relacao é afetado por razoes sanitarias.



4. CASOS PRATICOS

A partir do momento que iniciei o atendimento, comecei a jornada de aplicar
conhecimentos adquiridos em varias Unidades Curriculares do MICF nas quis tinham sido
exploradas, de uma forma tedrica o aconselhamento e indicagio farmacéuticas e

dermocosméticas.

Apresentam-se de seguida 3 casos concretos de aconselhamento, dos inUmeros que

surgiram durante o estagio na FR.
Caso-Pratico |

Um senhor adulto, com aproximadamente 30 anos, de nacionalidade nao portuguesa,
aponta para a boca a afirmar “pain, pain”. Depreendi que se tratava de uma dor de dentes pelo
local em que o utente se queixava com dores. Apos o entendimento, perguntei se o utente ja
tinha consultado um Médico-Dentista, sendo que a resposta foi negativa, acompanhada pela
expressao “need something to work”. O que entendi era que o utente queria uma solugao rapida,
um comprimido, (o doente também ia dizendo “a pill’) que o possibilitasse a retoma ao

trabalho porque “nao podia parar de trabalhar”.

Conclui que o melhor era aconselhar a marcagao de uma consulta no médico-dentista
(podendo ser algo grave) e que até ao momento da consulta (para que conseguisse trabalhar)
o utente poderia utilizar o Dentispray®, um MNSRM que se trata de uma solugdo gengival de
benzocaina que tem uma agao anestésica. Aconselhei uma pulverizagao 3 vezes por dia e falei
de algumas precaugoes a ter: nao ingerir liquidos logo a seguir a colocagao do spray para nao
haver risco de ingestao e como o efeito de dorméncia torna perigoso a mastigagao por risco
de engasgamento ou mordidas da lingua/bochecha, aconselhei também a ingestao de alimentos

antes da aplicagao do spray e apds a dorméncia desaparecer.

Frisei ainda, apds todo o atendimento, que lhe estava a entregar uma solugao temporaria

e que era extremamente importante que consultasse o médico-dentista.
Caso-Pratico 2

Uma senhora com cerca de trinta anos afirma que esta com “pingo no nariz” e “farta de
espirrar” e que ja lhe “arde” a zona perinasal pelo ato de se assoar. Acrescentou ainda que

“nao apanhou frio” e que nao percebia “como poderia estar constipada”.

Fiz algumas questoes a utente para perceber se se tratava de uma constipagao ou de uma

reagao alérgica. Perguntei se sentia mais algum sintoma, por exemplo dor de cabega e se esteve
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em contacto com correntes de ar e a senhora disse que nao e que mesmo quando ia “caminhar
para o pinhal de manha”, ia “bem agasalhada”. Quando |he perguntei se tinha alguma alergia, a
senhora afirmou que nao. No entanto, estavamos no momento das alergias da Primavera e no
concelho da Marinha Grande existe uma grande incidéncia de alergias devido ao pdlen
proveniente dos pinheiros do Pinhal de Leiria, local que a senhora tinha dito que ia fazer

caminhadas.

Perguntei se a utente ja tinha alguma terapéutica, ao que me disse que nao e depois
questionei a preferéncia por toma de comprimidos ou spray nasal e apds a demonstragao de
preferéncia por comprimidos, aconselhei um MNSRM, anti-histaminico de 2° geragao:
cetirizina 10mg. Devido a aflicao demonstrada pela utente, aconselhei também a toma de um
comprimido quando chegasse a casa para comegar o alivio dos sintomas. Acrescentei que
mudasse de itinerario nas caminhadas para um local onde nao estivesse tao exposta ao

alergénio.
Caso-Pratico 3

Uma senhora dirige-se a farmacia para saber se deveria “levar o filho a dermatologista
porque ele esta a entrar na puberdade e estd a comegar a ter borbulhas e pele oleosa”. Apos
esta afirmagao perguntei a rotina de limpeza da pele que o filho praticava ao que me foi
respondido que nao tinha nenhuma rotina em especifico. Tranquilizei que em grande parte das
vezes a acne pode ser controlado com produtos cosméticos mas em caso de agravamento ja
seria necessario recorrer a terapéuticas medicamentosas e ai sim, consultar um dermatologista

para o efeito.

A utente demonstrou interesse em iniciar uma rotina no filho e eu sugeri iniciar pela
limpeza e hidratagao para peles com tendéncia acneica da gama Effaclar da marca La Roche
Posay® por escolha da utente: Gel Mousse de Limpeza da gama Effaclar e Hidratante de Rosto
Matificante da mesma gama. Aconselhei a lavagem do rosto com o gel de manha e a noite e
iniciar a colocac¢ao do hidratante de seguida. Acrescentei ainda para a importancia do protetor

solar para evitar que a acne deixe marcas.’



5. CONCLUSAO

Ao colocar todo o meu EC na FR em retrospetiva, é imediatamente constatavel que vivi
uma experiéncia marcante para o meu percurso profissional mas principalmente para o meu
percurso pessoal. O convivio com o publico é tao desafiante e gratificante quanto eu esperava
e os momentos de empatia, calma, assertividade que sao necessarios na profissao de

farmacéutico numa farmacia comunitaria, sé se aprendem experienciando o EC.

Esta experiéncia é também importante para a integragao dos conhecimentos adquiridos
ao longo dos anos no MICF que s6 se tornam palpaveis no EC, dai ser imprescindivel a

realizagao do mesmo para a conclusao do curso.

Posso entao concluir que a FR me proporcionou um EC que permitiu que ganhasse nogoes
da importancia do farmacéutico na comunidade. Ofereceu-me um leque de competéncias
(relacionais, organizacionais e emocionais) e estou muito grata a equipa da FR por todo o

cuidado e amizade que me dedicaram ao longo destes 4 meses.
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PARTE Il

Relatorio de Estagio em Industria Farmacéutica

Laboratorios Expanscience

Sob orientacao da Dra. Sandra Palma



ABREVIATURAS

DM: Dispositivo Médico

INFARMED: Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P.
LE: Laboratorios Expanscience

PC: Produto Cosmético

RDM: Regulamento dos Dispositivos Médicos

SIDM: Sistema de Informagao para Dispositivos Médicos

SWOT: Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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I. INTRODUCAO

No ambito do estdgio curricular em Industria Farmacéutica, parte integrante do plano de
estudos do Mestrado Integrado de Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da

Universidade de Coimbra, apresento o relatério de estagio que descreve essa mesma jornada.

O estagio nos Laboratorios Expanscience (LE) foi iniciado a 4 de maio e terminou a 29 de
julho com uma soma de 400 horas realizadas sob a orientagao da Dra. Sandra Palma e restantes
colaboradores dos LE. Durante este tempo tive a oportunidade de contactar com diferentes

realidades e diferentes setores dentro da empresa.

Escolhi ter um estagio em Industria Farmacéutica pelo interesse adquirido através das
visitas de estudo realizadas no ambito das unidades curriculares de Tecnologia Farmacéutica
Il e lll e das aulas da unidade curricular de Comunicagio e Marketing Farmacéutico. E uma
area de extrema relevancia para a populacao, e que alberga farmacéuticos nos mais diversos
setores: na Investigacao e Desenvolvimento, no Controlo de Qualidade, nos Ensaios Clinicos,

no Marketing, nos Assuntos Regulamentares, na Produgao, na Formagao e tantos outros.

Nos LE, mais concretamente na filial portuguesa, estive ao encargo de duas farmacéuticas:
a minha tutora, Dra. Sandra Palma, Diretora Técnica e responsavel pelos departamentos de
Assuntos Regulamentares e Formagao dos LE e com a Dra. Joana Soares, responsavel pelo
departamento de Marketing dos LE. Nao esquecendo também, que tive a oportunidade de
contactar com pessoal de outros departamentos e com as mais diversas fungoes: Apoio ao
Cliente, Vendas, Delegado de Informagao Médica, Merchandising e Logistica. Tudo isto
contribuiu para o enriquecimento do meu conhecimento (que até a data era quase inexistente)

acerca dos departamentos numa industria farmacéutica e a importancia de cada um deles.

O meu percurso neste estagio vai ser apresentado sob a forma de analise SWOT
(acronimo que significa Strengths, Weaknesses, Opportunities e Threats, que pode ser traduzido
em portugués para Pontos Fortes, Pontos Fracos, Oportunidades e Ameagas) onde demonstro
os pontos fortes e fracos do estagio, tais como as oportunidades e ameagas que percecionei

ao longo destes 3 meses.
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2. LABORATORIOS EXPANSCIENCE

Os LE sao um laboratorio farmacéutico e dermocosmético francés independente que tem
vindo a conceber e a produzir e ingredientes ativos de origem natural e produtos inovadores
destinados a osteoartrite e a salde da pele. O departamento de investigagio e
desenvolvimento, tal como o de manufatura dos produtos, restringem-se a um unico local em

Epernon, a Sul de Paris.'

Os LE sio detentores da Mustela® que é atualmente a marca lider no segmento de bebés
na Europa e, para além disso, foram o primeiro laboratério dermocosmético francés a ser
certificado como Bcorp, uma certificagao que comprova o compromisso da empresa em
manter um impacte positivo no meio ambiente, na comunidade, nos colaboradores e nos
clientes. O movimento Bcorp tem como ideal que “todas as empresas se comprometam a ser

as melhores para o mundo”.?

O compromisso da empresa em termos de Responsabilidade Social e Empresarial foi
reconhecida pelo nivel de “Exemplar”, os LE sio membros da Uniao para o Biocomércio Etico
e todos os novos produtos Mustela® sio concebidos de forma ecoldgica, comprovando o

empenho dos LE no cumprimento dos seus compromissos.’

Fundados em 1950, os LE empregam mais de 1000 pessoas e tém 14 filiais em todo o
mundo. Uma dessas filiais encontra-se em Portugal desde 1977, a filial onde decorreu o meu

estagio curricular na 4drea de Assuntos Regulamentares, Formacio e Marketing.*

Em Portugal, os LE tém como responsabilidades distribuir cosméticos e dispositivos
médicos da casa-mae (marca Mustela®). Para além disso também sio representantes de
cosméticos, dispositivos médicos e biocidas de outros laboratérios (Asepta, Batteur e OTC).

A filial distribui em Portugal, Angola, Mogambique e Cabo-Verde.
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3. ANALISE SWOT

Tabela I: Anilise SWOT

Internamente Externamente

Pontos Fortes Pontos Fracos Oportunidades Ameacas

A Desenvolvimento
Contacto com Inexisténcia de

. . de portal e . ~ -
diferentes estatutos medicamentos porta Situagao Pandémica
aplicagao.
de produtos
Sales force.

Coincidéncia de Aula na Faculdade
Acompanhamento de

s 4 tempo de estagio de Farmacia da
varias areas de , . . .
com férias da Universidade do
trabalho .
equipa dos LE Porto

Colaboradores

Competéncias

3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Contacto com diferentes estatutos de produtos

Ao longo do estagio pude contactar com diferentes produtos, comegando com alguns
produtos cosméticos, cujo mercado é regulado e supervisionado pela Autoridade Nacional do

Medicamento e Produtos de Saude, I.P. INFARMED).®

Produto cosmético (PC) pode ser definido como algo que tem como finalidade de limpar,
perfumar, modificar o aspeto, proteger, manter em bom estado ou corrigir odor de qualquer
parte externa do nosso organismo, isto &, epiderme, pelos, cabelos, unhas, labios e partes

externas dos érgios genitais, bem como a mucosa bucal, incluindo os dentes.’

Antes de um PC entrar no mercado, ou quando a embalagem do mesmo ¢ alterada, o
departamento de Assuntos Regulamentares necessita de verificar que toda a informagao
necessaria esta inscrita no rotulo (nome e endere¢o da pessoa ou empresa responsavel,
conteldldo nominal, data de durabilidade minima ou periodo apds abertura, se for menor que
30 meses, numero de lote, precaugoes especiais de utilizagao, lista de ingredientes), se a
tradugao esta correta e se nao sao feitas nenhumas alegagdes nao autorizadas ou

indevidamente provadas.®

25



Apos este primeiro contacto com PC, seguiram-se 3 semanas dedicadas aos Dispositivos
Médicos (DM) devido a implementagao a 26 de maio do novo Regulamento dos Dispositivos

Médicos (UE) 2017/745 (RDM).”

Um DM é, segundo o RDM: “qualquer instrumento, aparelho, equipamento, software,
implante, reagente, material ou outro artigo, destinado pelo fabricante a ser utilizado, isolado
ou conjuntamente, em seres humanos” para um fim médico especifico e “cujo principal efeito
pretendido no corpo humano nao seja alcangado por meios farmacoldgicos, imunologicos ou

metabdlicos”. Isto &, é um dispositivo que alcanga a sua fungio primaria por agao fisica.®

Com a implementagao do RDM, foi necessario verificar se os DM que sao distribuidos
pelos LE se mantinham dentro da legislagao que ia entrar em vigor porque, apesar dos DM
que tém emitidos certificados segundo a Diretiva 93/42/CEE poderem ser comercializados até
2025, houve algumas mudangas a nivel da classificagao dos DM e implementagao do sistema
de identificadores unicos dos dispositivos (UDI) para que seja possivel rastrear e aceder a

informagdes bésicas acerca dos DM na base de dados europeia sobre DM (EUDAMED).’

A Autoridade Competente responsavel pela fiscalizagdo do mercado dos dispositivos
médicos em Portugal é o INFARMED, I.P.. Para uma gestio mais eficaz e eficiente da
informagao sobre os DM, foi elaborado pela Autoridade Competente o portal Sistema de
Informagao para Dispositivos Médicos (SIDM), no qual os respetivos fabricantes, mandatarios

ou distribuidores tém que inserir os dados obrigatérios expressos pelo RDM.'°

Todas estas mudangas ocorridas durante o meu estagio foram uma mais-valia, pois foi me
necessario saber interpretar o novo regulamento e saber formular perguntas acerca do

mesmo ao INFARMED e também aprender a dominar o funcionamento do portal SIDM.

Ainda que nao tenha tido muito contacto com biocidas, os LE também os contém no seu
portfélio, tratando-se de substancia (s) que servem para controlar organismos que de alguma

afetam a satide humana ou animal ou que provocam danos materiais.''

A Autoridade Competente designada para os biocidas de uso nao veterinario é a Diregao-
Geral da Saude e € a esta que é necessario emitir um pedido de autorizagao de venda antes

da disponibilizagao de biocidas no mercado nacional.

3.1.2. Acompanhamento de varias areas de trabalho

Neste estagio eu estava inserida num departamento abrangente. No departamento de
Assuntos Regulamentares era necessario conhecer e fazer cumprir os Regulamentos, Diretivas

e Decretos de Lei dos respetivos produtos distribuidos pelos LE, mas também executar
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procedimentos relativos a Cosmetovigilancia, Vigilancia de DM e Biocidas e reclamagoes de
Qualidade. No departamento de Formagao era necessario planear as formagoes dadas pela
Dra. Sandra e pelos formadores, webinars e realizagao de conteiidos para formagoes e outros

fins, que esta profundamente articulado com o departamento de Marketing.

Foi planeado desde o inicio que eu tivesse uma visao global do funcionamento da empresa

e tivesse contacto com grande parte dos departamentos existentes na filial.

O departamento de Formagao tem sob a sua responsabilidade os formadores que dao
formagao aos clientes (farmacias) dos LE e, associado a formagao, esta aliado o trabalho de
merchandising. O formador para além de formar as farmacias acerca dos produtos distribuidos
pelos LE, também as equipa com materiais promocionais, regletes, vinis e outros, por forma a
aumentar a visibilidade das marcas na farmacia e também a tornar os lineares mais apelativos.
Acompanhei um dia de trabalho da formadora e responsavel de merchandising dos LE, onde
nesse dia visitamos farmacias e parafarmacias e executamos, essencialmente, tarefas de
merchandising, como montagem de placards e lineares, sendo que no que toca a formagoes

ainda era tudo executado de forma remota.

Também acompanhei de perto um dia de trabalho do Delegado de Informagao Médica dos
LE, no qual fizemos uma visita a um consultorio médico, a um centro de salde e a uma
maternidade. Nas visitas oferecemos alguns produtos e amostras das marcas Mustela®,
Moustidose® e Akileine®, demos algumas informagdes acerca dos produtos que estivemos a
oferecer e questionamos quais os produtos em que os pais/doentes demonstraram mais
interesse e quais as amostras mais requisitadas, recebendo assim, de outra forma que nao pela
avaliagao de vendas, um feedback acerca dos produtos. Uma outra responsabilidade na visita
as maternidades é o acerto dos protocolos existentes entre a Mustela® Bebé-Crianca/Mustela®
Maternidade e os hospitais e centros de saude. Nesses locais sao oferecidos aos pais e bebés
bolsas de amostras e/ou produtos por forma a dar a conhecer a marca e conseguir a fidelizagao
de clientes logo desde o inicio do ciclo da maternidade. Reconheci a importancia da existéncia
de produtos Mustela® nos consultérios, nos centros de salde, nos hospitais e da existéncia de
protocolos, porque quando os pais véem um profissional de saide a usar e a oferecer algum
produto, este produto ganha um reconhecimento e notoriedade que nao é possivel dar na

farmacia.

E de acrescentar também a ligacio dos departamentos de Formacio, de Assuntos
Regulamentares e de Marketing. Os materiais, imagens, visuais elaborados pelo Marketing e

pelas agéncias de design podem ser usados nas formagoes, apresentagoes e webinars e tém que
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ser aprovados pelos Assuntos Regulamentares, principalmente a nivel de reivindicagoes.
Também as manipulagoes feitas aos produtos (isto €, modificagdes na embalagem para dar a
conhecer a promogao do produto. Por exemplo: 2=1) decididas pelo departamento de
Marketing tém que passar pelos Assuntos Regulamentares porque, no caso dos DM nao se
pode ocultar informacao da embalagem, como é permitido nos cosméticos. Tomei
conhecimento das responsabilidades do departamento de Marketing pela Dra. Joana Soares,
que na auséncia da Dra. Sandra, me orientou no estagio e me explicou as suas fungoes nos LE,
desde decisoes de orgamentos para cada departamento, decisdes de campanhas das marcas,
previsoes de mercado com recurso ao IQVIA (empresa de utilizacio de dados do sector da
Salde que avalia o consumo e tendéncias de medicamentos e produtos), decisoes de aquisi¢ao

de produtos novos para o portfolio dos LE, aprovacao de materiais, entre outros.|2

Por fim, ao longo dos meus dias no escritorio da filial, pude contactar e trocar ideias com
colaboradores do Apoio ao Cliente, da Comunicagao, do Marketing Digital e do departamento
de Logistica, tudo importante para ganhar a visao global do funcionamento da empresa, vista

como objetivo do estagio.

3.1.3. Colaboradores

Apesar do pouco contacto presencial existente (sobre o qual me irei debrucar nas
Ameagas, no ponto 3.4.1.), todo o contacto estabelecido com qualquer colaborador da
empresa (presencialmente ou por via remota) foi positivo. Toda a equipa me tentou integrar
e me tentou fazer sentir “um deles”. Mesmo que por videoconferéncia, era facilmente
percetivel que todos os colaboradores gostavam do trabalho que exerciam, onde o exerciam
(nos LE) e com quem o exerciam (os colegas de trabalho). Foi uma inspiragao nesse aspeto,
porque a envolvéncia acabava por ser contagiante e senti, de verdade, que a energia positiva
acabava por ajudar a um melhor trabalho de equipa, a uma melhor performance individual e a

melhores resultados.

A Dra. Sandra Palma foi a maior interveniente na minha integragao na equipa e senti uma
verdadeira sensa¢ao de uma dupla de trabalho de sucesso. Sem esquecer a sua ajuda também
na adaptagao a cidade de Lisboa, que também é importante quando se vai estagiar num local

que, no meu caso, era quase desconhecido para mim.

3.1.4. Competéncias

Desde o dia um até ao final do estagio, houve uma notoria melhoria nas minhas soft skills,

por tudo o que me foi posto a prova. Um dos exemplos disso mesmo decorreu do facto da
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equipa dos LE ser pequena e existirem poucos colaboradores, havendo entao acumulagao de
cargos, como € o caso da minha tutora de estagio. Portanto, logo desde o inicio apercebi-me
que havia muitas tarefas alocadas numa sé pessoa, e mesmo havendo entrega total por parte
da Dra. Sandra e pela minha parte, certas tarefas teriam que ficar simplesmente para segundo
plano. Com isto, foi desenvolvida a capacidade de hierarquizacao de tarefas, bem como um
maior sentido de responsabilidade e maior apeténcia para resolugao de problemas, uma vez
que me eram alocadas tarefas que tinha de realizar de autonomamente. Um outro exemplo
que contribui para o exponenciar das minhas soft skills foi a realizagao de webinars, onde varios
colaboradores dos LE exibiam apresentagoes, sendo um dos momentos onde era explorado
o trabalho de equipa e comunicagao entre todos, eu incluida, para que os eventos se

realizassem de acordo com o esperado.

2

E importante também mencionar uma experiéncia de relevo, a qual surgiu quando, nos
primeiros dias de estagio, obtive a visao geral dos objetivos do 2° ciclo (o ano é formado por
3 ciclos, sendo que no inicio do estagio entrei no ciclo que se inicia em maio e termina em
agosto) e um deles tinha por base a elaboragao de contetidos para uma aplicagao para sistemas
operativos Android e iOS dos LE. A Dra. Sandra desafiou-me a criar um guiao acerca de um
produto a minha escolha e que eu fosse a apresentadora do video no qual o produto escolhido
€ caracterizado. Aceitei o desafio e a tarefa ajudou no desenvolvimento das minhas

competéncias de adaptabilidade e de comunicagao.
3.2. Pontos Fracos

3.2.1. Nao comercializacio de medicamentos

Apesar dos LE apresentarem um grande leque de produtos, nao apresentam nenhum na
categoria de medicamento. Principalmente no departamento de Assuntos Regulamentares,
essa existéncia seria uma mais-valia para a possibilidade de integrar de conhecimentos da
Unidade Curricular de Assuntos Regulamentares do Medicamento, relacionados com os
pedidos de autorizagao de introdugao no mercado bem como o processo de elaboragao ou

pedidos de alteragao do documento técnico comum do medicamento.

3.2.2. Coincidéncia de tempo de estagio com férias da equipa dos LE

O meu periodo de estagio foi muito agradavel porque pude vivenciar a cidade de Lisboa
nos seus tempos aureos de primavera e de verao, no entanto, a realizagao do estagio neste
periodo implicou a coincidéncia do mesmo com momentos de férias dos elementos da equipa

dos LE dificultando por vezes o completar de tarefas que nao dependiam sé de mim. Também
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no final do meu estagio a Dra. Sandra esteve no seu periodo de férias mas isso foi contornado

pela Dra. Joana do departamento de Marketing, que me guiou nos Ultimos dias.
3.3. Oportunidades

3.3.1. Desenvolvimento de portal e aplicacao. Sales Force

No momento em que se iniciou o meu estagio, o departamento de formacgao tinha como
objetivo de voltar a publicar conteudos de forma assidua na aplicagio movel (que referi no
ponto “3.1.4. Competéncias”) disponivel para telemoveis e tablets, destinada aos
colaboradores das farmacias: “Expanscience Academy”. Com este objetivo surgiu a
oportunidade de eu entrar na organizagao, elaboragao de conteldos e resolugao de problemas
da aplicagao através do software que a empresa tinha: o Sales Force. A entrada neste projeto
foi algo que gostei particularmente, porque pedia de mim o meu lado mais criativo, para a
criagao de imagens, slides e questionarios acerca dos conteidos publicados, para além de que

também me ajudou a conhecer mais aprofundadamente os produtos dos LE.

Um outro projeto no qual tive a oportunidade de participar foi na preparagao de um portal
web (https://academia.expanscience.pt/), juntamente com a Dra. Sandra e com uma agéncia,
com a finalidade de iniciar um ciclo de webinars acerca de temas que envolviam os alicerces e
propésitos da empresa a nivel da sustentabilidade, tal como os produtos do portfolio dos LE.
Os webinars eram destinados isoladamente para farmacias, para consumidores finais, ou para
enfermeiros, ficando a possibilidade de realizacio dos mesmos para pediatras e podologistas

como obijetivo futuro.

Em ambos os projetos foi necessario, por um processo de tentativa e erro, da minha parte
e da Dra. Sandra, aprender a colocar os visuais nas plataforma e a redigir emails para milhares

de pessoas a promover as plataformas e, no caso dos webinars, aprender também a realiza-los.

3.3.2. Aula na Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto

Apesar da situagao pandémica, foi possivel concretizar algo que é pratica recorrente da
Dra. Sandra com a Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto, uma aula acerca do
percurso da minha tutora e de alguns produtos de cosmética Mustela®. Foi algo semelhante
ao que acontece na Unidade Curricular de Dermofarmacia e Cosmética e foi bom percecionar
a aula nao como aluna, mas como aprendiz, apreciando o desenrolar da apresentagao e

entendendo que pontos sao mais interessantes de referir consoante a audiéncia.
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3.4. Ameacgas

3.4.1. Situacdo Pandémica

Pela situagao pandémica, o trabalho remoto era aconselhado, se nao, quase obrigatério, o
que levou a que o contacto com a Dra. Sandra fosse feito quase exclusivamente por via digital,
e que nao me fosse possivel conhecer todos os colaboradores da empresa, pelo menos os que
trabalham no escritério. Apesar disso, foi possivel estagiar a maioria dos dias no escritorio
(mesmo que sozinha, mantendo a comunicagao por via Microsoft Teams) e ir conhecendo as
pessoas que se iam deslocando, ao longo da semana, as instalages. No entanto, nao foi
possivel desenvolver uma relagao que, doutra forma, ao conviver diariamente, talvez fosse
possivel desenvolver. O ambiente acolhedor e a recegao nos escritorios que ansiava nao foram
Os que costumam ser em comparagao com anos passados, antes da pandemia, mas o esfor¢o
da equipa para me integrar nao passou despercebido. Também é de salientar que esta situagao
teve como aspeto positivo o desenvolvimento de competéncias ao nivel do Microsoft Teams, a
plataforma preferencial de comunicagao remota entre membros de equipa, onde aprendi a

marcar reunioes e a gerir webinars.

Infelizmente, estava programado uma visita a Dilofar, (empresa de logistica e de
distribuicao subcontratada para fazer a distribuicio dos produtos dos LE, em Portugal
continental) e esta também nao foi possivel. A visita a Associagao dos Industriais de Cosmética,
Perfumaria e Higiene Corporal, organismo representante da industria dermocosmética em
Portugal, também nao foi realizavel, mas conseguiu-se agendar uma reuniao por via remota
com a Engenheira Ana Maria Couras, sendo que o tema se prendeu na mudanca de
regulamento dos PC no futuro, que tera em conta a tendéncia da sustentabilidade e

naturalidade dos produtos cosméticos e as suas novas reivindicagoes.
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4. CONCLUSAO

Ser trainee no departamento de Assuntos Regulamentares e de Formagao nos LE, sob a
orientagao da Dra. Sandra Palma, foi uma verdadeira honra. Senti-me sortuda durante estes
trés meses e embarquei no projeto com toda a vontade de aprender. E assim foi, aprendi e
ganhei nogoes de como a Industria Farmacéutica e Dermocosmética operam, e como
funcionam os principais departamentos da mesma. Para além disso, fui inserida no seio de uma
empresa com um ambiente invejavel, no qual me senti extremamente motivada mas aoc mesmo
tempo desafiada pela equipa competente. Foi uma experiéncia definitivamente enriquecedora

a nivel curricular e pessoal.
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PARTE III

Monografia

““Nanoparticulas Lipidicas como Sistemas de Entrega

de Macromoléculas”’

Sob orientagao do Professor Doutor Joao Nuno Sereno de Almeida Moreira



RESUMO

No contexto de doengas com poucas expetativas nas solugdes que as terapias
convencionais oferecem, a terapia génica tem demonstrado ser a luz ao fundo do tunel através
da entrega de macromoléculas capazes de silenciar genes cuja expressao desregulada se traduz
numa patologia ou expressar proteinas terapéuticas ou até macromoléculas com capacidade

de corregao genética.

Devido as inumeras limitagoes dos vetores virais, os vetores nao virais ganham maior
notoriedade por garantir uma maior seguranga. Um dos sistemas de entrega mais promissores
sao as Nanoparticulas Lipidicas (NPL) por serem dos vetores nao virais que demonstram ser
o indicado para a entrega de macromoléculas como acidos nucleicos e complexos de enzimas

de edigao de genes.

A presente revisao inicia-se com as caracteristicas que as NPL deverao apresentar, como
os desafios que este sistema enfrenta para ser considerado um sistema de entrega de sucesso
no transporte de acidos nucleicos de forma integra. Sao apresentadas entio duas solugoes
terapéuticas atuais que recorrem a esta tecnologia (caso do Onpattro® e das vacinas contra o
SARS-CoV-2), também como outras investigagoes, relacionadas com o CRISPR/Cas9, que

estao a ser desenvolvidas no momento.

Palavras-chave: nanoparticulas lipidicas, sistema de entrega, vetores nao-virais, terapia

génica, acidos nucleicos, CRISPR/Cas9.
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ABSTRACT

In the context of diseases associated with unmet medical need with low expectations in
the solutions offered by conventional therapies, gene therapy has proven to be the light at the
end of the tunnel by delivering macromolecules capable of silencing pathological genes or

expressing therapeutic proteins or even macromolecules with genetic correction capacity.

Due to the numerous limitations of viral vectors, non-viral vectors are gaining greater
notoriety associated with the underlying safety and efficacy. One of the most promising
delivery systems are Lipid Nanoparticles (LNPs) as they are one of the non-viral vectors that
have demonstrated to be suitable for the delivery of macromolecules such as nucleic acids and

gene editing enzymes complexes.

This review begins with the characteristics that NPLs should exhibit, such as the challenges
that this system faces to be considered a successful delivery system for transporting nucleic
acids in its intact form. Two current therapeutic solutions using this technology (Onpattro®
and SARS-CoV-2 vaccines) are then presented, as well as other CRISPR/Cas9-related research

currently under development.

Keywords: lipid nanoparticles, delivery system, non-viral vectors, gene therapy, nucleic acids,

CRISPR/Cas9.
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ABREVIATURAS

Cas: endonucleases associada ao CRISPR

CRISPR: Repeti¢oes palindromicas curtas agrupadas e regularmente interespagadas
DSB: Quebra da cadeia dupla de DNA

DLinDMA: |,2-dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano
DLin-MC3-DMA: Heptatriaconta-6,9,28,3 | -tetraen- | 9-il-4-(dimetilamino)-butanoato
DODAP: |,2-dioleoil-3-dimetilamonio propano

DOPE: Dioleilfosfatidiletanolamina

DOTMA: N-[I-(2,3-dioleiloxi)- propil]-N,N,N-trimetilamonio
DSPC: Distearoilfosfatidilcolina

hATTR: Amiloidose hereditaria associada a Transtirretina
HDR: Reparagao dirigida homologamente

LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade

miRNA: MicroRNA

mRNA: RNA mensageiro

NHEJ: Juncao final nao homodloga

NPL: Nanoparticulas Lipidicas

PAM: protospacer-adjacent motif

PEG: Polietilenoglicol

RISC: Complexo de silenciamento induzido pelo RNA

RNP: ribonucleoproteina

S: Glicoproteina spike

sgRNA: guia Unico de RNA

siRNA: RNA de interferéncia de cadeia pequena

SORT: Selective ORgan Targeting

TALEN: Nuclease Efetor Semelhante a Ativador de Transcricao

ZFN: Nuclease de Dedo de Zinco
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I. INTRODUCAO

Ha quase 50 anos atras, foi proposto que DNA exoégeno poderia ser a resposta que se
procurava para solucionar o problema de doengas hereditarias. Comegou assim a estratégia
de usar terapia génica para atingir o tratamento de doengas para as quais havia pouca

probabilidade deste ser atingido através dos métodos convencionais.'™

A terapia génica pode ser entendida entao, como uma nova técnica de prevenir, aliviar,
compensar ou corrigir doengas relacionadas com genes (doengas genéticas, cancro, doengas
infeciosas, cardiovasculares, etc.) através da corregao de defeitos nos genes, expressao de

produtos genéticos terapéuticos ou inativagio de genes patogénicos."**

Os acidos nucleicos, como biopolimeros altamente hidrofilicos e com carga negativa, sao
dos melhores candidatos para a terapia génica mas devido as suas caracteristicas e rapida
hidrolise por nucleases, necessitam de um sistema de entrega sofisticado que altere a
identidade fisicoquimica e farmacocinética intrinseca dos acidos nucleicos até estes atingirem

o alvo terapéutico.’

O vetor ideal devera ser especifico para as células alvo, ter facilidade a entrar nas células,
ter capacidade de expressar o produto terapéutico, ser seguro, proporcionar a expressao
desejada continuamente e devera ser de facil produgao em larga escala. Existem duas

categorias de vetores: virais e nio-virais.®

Primeiramente, a terapia génica recorria a virus inativados como vetores virais, com genes
clonados num plasmideo, que codificam proteinas potencialmente terapéuticas as quais
infetariam o ndcleo da célula e que expressaria entao a proteina desejada. Os adenovirus, os
retrovirus e os virus adeno-associados sao os vetores virais mais frequentemente utilizados

em ensaios clinicos para este efeito.”

Com o passar dos anos descobriram-se varios problemas em relagao aos vetores virais:
inadequagao para a transferéncia de genes de tamanho consideravel, dificuldade e custo de
produgao destes vetores, potencial patogenicidade, possibilidade de gerar uma resposta imune
e, por consequéncia, inativagao dos vetores virais ou destruicao das células infetadas, bem
como toxicidade que pode ocorrer por ativagao da resposta inflamatoria ou até por ativagao

de oncogenes (que podem ser os desencadeadores de malignidades)."**¢

Com estas falhas em mente, comecou a investigagao em torno da ideia de sistemas de
entrega de genes terapéuticos sem a utilizagdo de agentes infeciosos para o efeito, iniciando-

se assim a exploragdo dos vetores nao-virais.”
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Existem varios tipos de nanoparticulas que estao disponiveis para serem usadas como
vetores nao-virais. Tais como nanoparticulas de silica, nanotubos de carbono, polimeros,

nanoparticulas de ouro e nanoparticulas lipidicas (NPL).”

Estas dltimas sao consideradas os principais sistemas que permitem atingir o potencial
clinico de acidos nucleicos,® razio pela qual a presente revisio incide sobre os sistemas de

entrega de macromoléculas a partir de NPL.
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2. NANOPARTICULAS LIPIiDICAS

As NPL sao capsulas com um ntcleo aquoso, oleoso, sélido ou amorfo, estabilizado por
camadas lipidicas com dimensoes entre os 10 e 1000 nandmetros e os sistemas de entrega
nanoparticulados sao sistemas que encapsulam, conjugam ou adsorvem o firmaco gragas a

composi¢io da sua matriz.”'’

Os vetores nao-virais, como as NPL, tém o potencial de ter uma maior carga de material
genético, tém tendéncia a ter menor imunogenicidade que os vetores virais e sao tipicamente
mais faceis de sintetizar. No entanto, tém uma menor eficiéncia de entrega em comparagao
com os virus, que tém evoluido ao longo dos tempos, e dessa forma tém melhorado a
transmissao dos seus genomas as células de mamifero, conseguindo ultrapassar as multiplas

barreiras que estas apresentam.®

As barreiras que as NPL tém de atravessar para a entrega sistémica podem ser divididas
por duas categorias: extracelulares e intracelulares (Figura |). As barreiras extracelulares sao
as que sao necessarias de ultrapassar antes de atingir a célula alvo, tais como a barreira
provocada fisiologicamente pelos mecanismos de clearance do figado, rim e bago, mas também
€ necessario evitar a ativagao das endonucleases séricas pela opsonizagao das NPL e a ativagao
do sistema imune. Por forma a migrar pelo espago extracelular para atingir a célula alvo, é
também essencial que as NPL sofram extravasao do vaso sanguineo. Na abordagem da terapia
génica as doengas neurodegenerativas, uma outra barreira a ter em conta é a barreira
hematoencefilica. Apos a superagao destes obstaculos, as NPL deparam-se com as barreiras
intracelulares. A primeira é a passagem pela membrana plasmatica até ao citoplasma.
Geralmente, as NPL sao internalizadas pela via da endocitose, sendo que nesse caso, o objetivo
das NPL é o escape, pois ou as NPL sofrem exocitose, ou o endossoma formado ira maturar
até lisossoma, diminuir no seu interior o seu pH e ativar assim enzimas de degradagao. No
entanto, mesmo apos o escape, existem no citoplasma barreiras a contornar, como as
nucleases citoplasmaticas, a autofagia, a descomplexagao das NPL e libertagao da sua carga e
por fim, se o local de agdo da macromolécula for no nucleo, é necessario ultrapassar a

membrana nuclear.®"!

Devido as caracteristicas dos lipidos, como biocompatibilidade com o organismo, a
biodegradabilidade e adequabilidade a produgao de larga-escala, os sistemas de entrega

baseados em NPL sao preferiveis em comparacio as nanoparticulas poliméricas.’

Nos anos 80 comegou-se a propor os lipossomas (sistemas de bicamada lipidica de

substancias anfifilicas, geralmente fosfolipidos) como um veiculo valido de entrega de farmacos
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em forma de pequenas moléculas, e apesar de naquela época nao se conseguir atingir um alvo
especifico com os lipossomas, ja se associavam grandes beneficios a este método devido a
possibilidade de se controlar o tamanho do sistema através do processo de preparagao e se

manter ou aumentar a eficicia, mas com menor toxicidade do fairmaco.'*"

O primeiro firmaco lipossomal a ser autorizado foi o AmBisome®, em 1990 na Europa,
indicado para infegdes sistémicas de fungos suscetiveis a anfotericina B. AmBisome® é um
pequeno lipossoma unilamelar que contém a anfotericina B na bicamada lipidica, devido as
caracteristicas hidrofébicas da molécula. Por este método de entrega, o AmBisome® consegue
uma menor nefrotoxicidade e um pico sérico mais elevado que a anfotericina B, sem perder a

atividade antifingica sistémica.*'*'

Um outro sistema lipossomal a ser autorizado pela autoridade regulamentar americana
foi o Doxil®, com indicagio para o tratamento do Sarcoma de Kaposi. Este firmaco contém
doxorubicina  encapsulada  num  nano-lipossoma  cujo  revestimento inclui
metoxipoli(etilenoglicol). Este sistema PEGuilado permite a diminui¢ao da toxicidade associada
a doxorubicina (mielossupressao, toxicidade gastrointestinal, etc.) mantendo o efeito
antitumoral da molécula, devido ao efeito de maior retengao e penetragao associado as NPL.

(em inglés: “enhanced penetration and retention effect”).®'>'¢

Também na década de 80, desenvolveram-se outros produtos lipossémicos, tais como
vacinas e agentes de contraste, de entre os quais se destaca a vacina Epaxal®, uma vacina para
a hepatite A. Esta vacina é composta por virossomas, que se trata do virus da hepatite A
inativado por formaldeido e adsorvido numa membrana lipossomal de fosfolipidos,
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, formando particulas de diametros de acerca 150

nanémetros.'®"”

Existem varios medicamentos, com base em lipossomas, autorizados pelas autoridades
reguladoras mas a maior parte deles contém pequenas moléculas. Esse tema ja estd
relativamente bem posicionado, enquanto o segmento das NPL para a entrega de

macromoléculas no contexto de terapia génica ainda tem muito por descobrir.?
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Figura |. As barreiras biologicas dos sistemas de entrega nao-virais na terapia génica.
Apos a administragao sistémica, o vetor nao-viral pode deparar-se com barreiras extracelulares
(opsonizagao, degradagdo por nucleases séricas, ativagdo sistema imune) e apos extravasio do vaso
sanguineo e endocitose para o interior da célula alvo, existem as barreiras intracelulares (escape do
endossoma para evitar a evolugao até endolisossoma e degradagao do respetivo contetdo, exocitose,
degradagao citoplasmatica). Se o local de agao do acido nucleico for no nucleo, ainda é primordial
superar a membrana nuclear por forma a entrar no nlcleo. Adaptado de !

3. NPL COMO SISTEMA DE ENTREGA DE ACIDOS NUCLEICOS
3.1. Acidos Nucleicos

Acidos nucleicos sao estruturas organicas lineares de nucleétidos. Estes elementos sao
compostos por uma base heterociclica nitrogenada, uma pentose e um grupo fosfato que
confere aos acidos nucleicos o caracter anionico. Sao hidrossoliveis e absorvem no

comprimento de onda méximo de 260 nm.>'*%
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O DNA e o RNA enquanto farmacos, partilham o mesmo mecanismo de agao:
reconhecimento especifico de sequéncias de acidos nucleicos através da complementaridade

de bases por Watson-Crick."

Outros acidos nucleicos usados na terapia génica sao: oligonucleotidos antissense que sao
cadeias simples, sintéticas e curtas de DNA ou RNA. Sao desenhadas para que reconhegam
uma determinada sequéncia de RNA mensageiro (MRNA) por forma a perturbar a expressao
desse respetivo gene, inibindo a sintese proteica. Os microRNA (miRNA) sao RNA de cadeia
simples, sequéncias curtas, nao codificantes, que principalmente regulam a expressao génica
na fase de poés-transcricaio. O miRNA, juntamente com a proteina Argonaute, forma o
complexo RNA-induced silencing complex (RISC) que regula a expressao génica, por exemplo ao
reprimir a tradugdo do mRNA por diversos mecanismos. Ja o RNA de interferéncia de cadeia
curta (short interfering RNA em inglés, siRNA) é RNA de cadeia dupla, nao codificante, que ao

ligar-se ao RISC desencadeia a supressao de um gene especifico. '’

Os acidos nucleicos também sao uma ferramenta indispensavel, por exemplo, como
ferramentas de diagnostico comuns: o Micro Arrays, uma ferramenta de diagnostico e
prognostico molecular que deteta a expressao de milhares de genes simultaneamente. Para
executar esta analise, sao usadas duas amostras de DNA complementar: uma de referéncia e
outra experimental. Cada amostra é marcada com uma sonda fluorescente diferente e
hibridizada com as sondas de DNA da placa. Assim é possivel observar quais os genes
sobrexpressos pela cor que cada pog¢o correspondente apresenta, permitindo gerar um perfil
genético e demonstrar mudangas na expressao de genes decorrentes de tratamentos ou

doencas.”?*

Uma outra ferramenta de diagnostico, que nos dias de hoje ja é conhecida por todos, é a
Transcrigao Reversa- Reagao em Cadeia por Polimerase em Tempo Real (Real Time Reverse
Transcription - Polymerase Chain Reaction em inglés). E um método especifico e sensivel para a
amplificagao, detegao molecular e quantificagao de acidos nucleicos. Tem varias aplicagoes,
mas a de maior impacto na atualidade sera a de detegao de RNA do virus SARS-CoV-2 em
amostras biologicas provenientes da nasofaringe. Sao usadas sondas marcadas com um
fluoréforo, complementares a zonas especificas do genoma viral. Se a amostra contiver

material genético do SARS-CoV-2, este ira ser amplificado e detetado.”*

A utilizagao de acidos nucleicos como farmaco ja se encontra implementada, sendo que o
primeiro medicamento de acidos nucleicos a ser aprovado foi o Vitravene® uma injegio

intravitreal de fomiversen, que é um oligonucleétido antissense de DNA que inibe a replicagao
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do citomegalovirus e foi autorizado para doentes com o sistema imune comprometido e que
sofriam de retinite causada por esse virus. Este oligonucledtido tem complementaridade com
uma regiao especifica do transcriptoma do virus que é essencial para a sua replicagao e
adsorgao nas células hospedeiras e que nao afeta a expressao génica do humano. Foi retirado
voluntariamente em 2002 do mercado pelo titular da autorizagao de comercializagao, na

Europa, por questdes econdmicas e nio por questdes de seguranca.'”*"*%

Ja as primeiras encapsulages de acidos nucleicos em lipossomas datam de finais dos anos
70. Dimitriadis comprova a possibilidade de encapsular mRNA, que codifica a proteina globina,
em grandes lipossomas unilamelares de fosfatidilserina e nicleo aquoso. Esta encapsulagao
tornou o mMRNA resistente a lavagens de ribonuclease. Ja Hoffman et. al propuseram a hipotese
de que lipossomas poderiam ser usados como veiculos para a introdugao de genes, apesar de
ser um sistema saturavel, e demonstraram que DNA com mais de 10000 pares de bases
associado a vesiculas de lecitina é encapsulado para o espago interior do lipossoma, tornando-

se resistente a desoxirribonuclease.?®™*°

Acidos nucleicos sio macromoléculas que apresentam varias caracteristicas que, de modo
a tornar-se alcangavel o potencial terapéutico expectado, requerem uma tecnologia de sistema
de entrega sofisticada. Caracteristicas essas que passam por: a degradagao e inativagao por
nucleases, a rapida eliminagao plasmatica, a toxicidade hemodinamica dependente da dose, a
ndo acumulagdo no alvo terapéutico em administragao sistémica e, mesmo que o acido
nucleico alcance as células alvo, a impossibilidade de atravessar a membrana e atingir o espago

intracelular.’"

Para se verem ultrapassadas as dificuldades existentes na entrega de acidos nucleicos, os
sistemas de entrega a partir de NPL devem conseguir proteger o acido nucleico, facilitar a
associagao por parte das células alvo e encorajar a sua libertagio do endossoma para o
citoplasma e, em caso do acido nucleico ter como alvo o nucleo, a NPL ainda tem que

assegurar a sua travessia pela membrana nuclear.”
3.2. Composicdao das NPL

As NPL de hoje, desenvolvidas para permitir a entrega de acidos nucleicos in vivo, evoluiram
e apresentam algumas diferengas dos primeiros lipossomas que deram os primeiros passos na
encapsulagao lipidica na terapia génica, como o caso de Hoffman et al. Os primeiros
complexos lipidicos com acidos nucleicos envolviam lipidos permanentemente cationicos e

agora a investigagao esta em torno dos lipidos cationicos ionizaveis, os quais, a par dos
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fosfolipidos, colesterol e lipidos PEGuilados fazem parte da constituicao tipica das NPL (Figura

2)'20,33

Apesar de ainda nao estar perfeitamente compreendido, estima-se que, tanto o colesterol
como os fosfolipidos usados na formulagao das NPL estabilizam a superficie da particula, tal
como nas membranas bioldgicas, mas que também estao envolvidos na poténcia da NPL. Mais
estudos serao necessarios para compreender a profundidade da importancia da composicao
da superficie das NPL e o seu impacto na estrutura da NPL e consequentes interagoes

intracelulares.?*

Lipido cationico § Colesterol
_& ionizavel

_& Liido-nstibriy % Lipido PEGuilado

5 Fosfolipido sy Acido Nucleico

Figura 2. Representacdo esquematica da composiciao tipica de uma Nanoparticula
Lipidica. Contém lipidos PEGuilados, colesterol, lipidos neutros e cationicos ionizaveis e fosfolipidos.
Adaptado de 33.

3.2.1. Lipidos permanentemente cationicos e lipidos helper

Os lipidos neutros eram, com alguma regularidade, acrescentados nas formulagoes de
lipossomas compostas por lipidos catidonicos. Um dos exemplos de lipidos neutros é o
colesterol, mas um outro exemplo com menor toxicidade é o dioleilfosfatidiletanolamina
(DOPE) (Figura 3), que é conhecido por destabilizar bicamadas lipidicas, sendo que neste caso,
o objetivo é destabilizagao dos endossomas formados no processo de entrada celular do

complexo acido nucleico-lipido catidnico. Nas NPL mais recentes, continuam-se a usar lipidos
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helper tais como distearoilfosfatidilcolina (DSPC) que sao fundamentais na estabilizagao fisica

e bioldgica da NPL demonstrado por J.A. Kulkarni et al.2**

Os lipidos cationicos sao constituidos basicamente por uma cabega polar, que pode ser
mono- ou policationica, que, através de um grupo de ligagao, esta conectado a um grupo
hidrofébico, constituido por um grupo alifatico ou por colesterol. O primeiro relato desses
complexos com lipidos cationicos foi feito por Felgner et al. que formulou, juntamente com
um DNA plasmidico, um lipossoma com o lipido cationico N-[I-(2,3-dioleiloxi)- propil]-
N,N,N-trimetilaménio (DOTMA) e com o lipido neutro DOPE (figura 3). O DOTMA é um
lipido cationico monovalente que contém dois acidos gordos insaturados ligados a um grupo
propilo por ligagoes de éter. Pela sua natureza cationica proveniente do amoénio quaternario,
ocorre uma reagao espontanea com as moléculas de acidos nucleicos aniénicas dando-se um

sistema de “auto-agrupamento” (self-assembling system em inglés).>****

A estrutura do lipido é determinante na eficiéncia de transfegao do acido nucleico e da
toxicidade celular, que é principalmente controlada pelo grupo catiénico da molécula. Por
exemplo, lipidos catidnicos derivados do colesterol com grupo de amonio quarternario sao
mais toxicos que as aminas terciarias, apesar de ambos inibirem a proteina cinase C e serem
citotoxicos. Para além disso, grupos cationicos heterociclicos mostram ser menos citotoxicos,
provavelmente pela partilha da carga positiva pelo anel. Em relagao a cadeia alquilo, cadeias
com |4 carbonos oferecem uma melhor transfecao que cadeias com |8 carbonos. Ainda de
acrescentar, que cadeias insaturadas mostram ser mais efetivas num maior nimero de estudos.
Por dltimo, o grupo que liga as regioes hidrofobicas a regiao hidrofilica, o grupo de ligagao,
costuma ser um grupo amida, éster ou éter. A ligagao por éter tem maior toxicidade apesar
da sua estabilidade e capacidade de transfegao. A ligagao éster ja tem uma menor toxicidade

porém, sofre degradagio por lipases, acabando por resultar numa degradagio lisossomal.’***

Com isto, pode-se assegurar que existem muitos inconvenientes relacionados com os
sistemas de entrega com lipidos cationicos, principalmente de administragao sistémica: devido
a sua carga positiva, sofrem uma rapida clearance plasmatica, agregam-se com os eritrocitos,
acumulam-se nos pulmoes, no figado e no bago e provocam a ativagao das células do sistema

imune.?

Um grande salto no desenvolvimento nas NPL mais farmacologicamente aceitaveis foi a

descoberta dos lipidos ionizaveis.”®
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Figura 3. Estruturas quimicas de lipidos usados em formulacoes lipidicas. DOTMA, N-[I-
(2,3-dioleiloxi)- propil]-N,N,N-trimetilamoénio. DOPE, dioleilfosfatidiletanolamina. DODAP, 1,2-
dioleoil-3-dimetilaménio propano. DLinDMA, [,2-dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano. DLin-
MC3-DMA, heptatriaconta- 6,9,28,3 | -tetraen- | 9-il-4- (dimetilamino)-butanoato. Adaptado de 2°.

3.2.2. Lipidos cationicos ionizaveis

Os lipidos ionizaveis sdo tipicamente constituidos por um grupo amina terciaria com
capacidade de protonacao, duas cadeias hidrofobicas e um grupo de ligagao. Estes lipidos tém
o pK,inferior a 7, o que significa que a pH acido estao protonados, o que permite complexar
com acidos nucleicos carregados negativamente e permite a interagao com a membrana do
endossoma devido ao pH acidico ai presente. A pH fisioldgico, a superficie do NPL apresenta-
se praticamente neutra, sendo que assim ha maior tolerabilidade e maior tempo de circulagao
no organismo. A otimizagao do pK, do aminolipido é importante para que seja suficientemente
baixo para que esteja pouco ionizado a pH fisiologico, mas também suficientemente alto para
que a NPL esteja ionizada no pH endossomal e interaja com os lipidos anidnicos da membrana

do endossoma. 2?32

O primeiro aminolipido ionizavel usado numa formulagio foi o I,2-dioleoil-3-
dimetilamonio propano (DODAP) (Figura 3). Este aminolipido contém duas ligagoes duplas e
foi a partir desta molécula que se desenvolveram outras. A sintese de aminolipidos sofreu uma
abordagem de descoberta da relagao estrutura-atividade. A primeira geragao de aminolipidos
acabou por ser otimizada numa molécula com grupos de ligagao éter e cadeias hidrofobicas
linoleilicas: I,2-dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano (DLinDMA) cuja estrutura esta
representada na Figura 3. Mais tarde, Jayaraman et al. demonstraram que se se trocar o grupo
acetal por um éster carboxilico e se mantiver um Unico ponto de ligagao para as duas cadeias

alquilicas se obtém um lipido com maior poténcia: o heptatriaconta-6,9,28,3 | -tetraen- | 9-il-4-
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(dimetilamino)-butanoato (DLin-MC3-DMA) (Figura 3). Esta molécula tem um tempo de
semivida plasmatica de 70 horas e um pK, de 6,44, que se encontra no intervalo estimado por

Jayaraman et al. como o intervalo para atividade 6tima no hepatécito.?*?

Apesar de DLin-MC3-DMA ter um pK, otimizado, é de ter em conta que o pK,da NPL
como um todo é que importa realmente para a eficacia do sistema de entrega e nao apenas o

pK, do lipido catidnico ionizavel isoladamente.*

3.2.3. Lipidos PEGuilados

Estas moléculas tém uma estrutura geral de dois dominios, sendo que um é o polimero
hidrofilico de poli(etilenoglicol) (PEG) que esta conjugado com uma ancora lipidica. Essa ancora
€ a parte que estara complexada com os restantes componentes lipidicos, e o polimero PEG
mantém-se na superficie. O uso destes lipidos comegou por diminuir a rapida clearance que as
NPL sofriam, pois o PEG forma uma barreira estérea impedindo a opsonizac¢ao, e mais tempo
na corrente sanguinea significa maior probabilidade na acumulagao das NPL nos locais alvo.
No entanto, também se usam lipidos PEGuilados na determinagao do tamanho de particulas

na producao de NPL e na prevencio da fusio de particulas nesse mesmo processo.”®

Apesar da sua importancia, o PEG também interfere com etapas cruciais do sistema de
entrega. Uma superficie coberta de cadeias de PEG interfere na captagao das NPL pelas células,
tal como interfere no escape do acido nucleico para o citoplasma, por impedimento estéreo
(os lipidos da NPL nao se fundem com a membrana do endossoma). Por estas razoes, a
quantidade de PEG na formulagao de NPL é mantido no minimo e com cadeias alquilo de 14
carbonos. Assim, o lipido PEGuilado mantém-se na superficie da NPL durante o
armazenamento da formulagao mas apos a administragao, podera difundir deixando a NPL

desprotegida e com capacidade de interagir com a célula alvo.?****

3.2.4. Lipidos biodegradaveis

Em situagoes em que é necessaria uma grande frequéncia de administragao de NPL, por
exemplo sistemas de entrega de mRNA codificantes para uma proteina em falta no organismo,
€ necessario ponderar a possibilidade de toxicidade. A substituicao do lipido catidnico
ionizavel por um biodegradavel podera aumentar o perfil de seguranga, a biocompatibilidade

e tolerancia mas também aumentara a instabilidade da NPL.%%%%7

Miao et al. demonstrou os efeitos sinergisticos na formulagio de NPL com lipidos

biodegradaveis e nao biodegradaveis para a entrega de mRNA codificante para a eritropoietina
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e a jungao destes lipidos na NPL pode nao sé aumentar a produgao da eritropoietina como a

eficiéncia de transfecio da mesma.”’
3.3. Formulac¢do das NPL

Os critérios para o design de NPL como sistemas de entrega de pequenas moléculas,
mantém-se para as NPL que transportam macromoléculas para terapia génica. Esses critérios
sao o tamanho de particula no maximo de 100 nanémetros, processos de encapsulagao muito
eficientes, processo de formulagao transponivel para maiores escalas e estabilidade do produto

por pelo menos | ano a 4°C.°

O uso de lipidos ionizaveis permite que a superficie da NPL seja relativamente neutra a
pH fisiolégico e evita uma grande extensao de ligagao a proteinas plasmaticas, permitindo
assim que um maior numero de NPL atinja as células alvo. Portanto, o método de complexagao
entre os lipidos catidnicos e acidos nucleicos nao € util para a aplicagao in vivo com lipidos

catiénicos ionizaveis.>*®

O:s lipidos sao soluveis em etanol, e a técnica da diluicao em etanol para a formulagao de
NPL tira partido dessa propriedade. E uma técnica robusta e com possibilidade de transposicio
para grande escala, a qual tem por base a dissolu¢ao os lipidos a usar na NPL (aminolipidos,
lipidos helper, colesterol e lipidos PEGuilados) nas concentragoes apropriadas e encapsulagao
de acidos nucleicos dissolvidos numa solugao tampao a pH 4. Para misturar as solugoes pode
ser usado o instrumento microfluidic micromixer para a uma escala laboratorial de NPL. Para

uma maior escala, a mistura pode ser efetuada com um misturador “T-tube”.”***

Cullis et al. demonstra que com a técnica, usando o microfluidic micromixer, a formulagao
do LNP com lipido catiénico ionizavel/DSPC/colesterol/lipido PEGuilado, nas proporgoes de
40/11.5/47.5/1, apresenta a formagao de micelas invertidas no seu interior, em algumas delas
estao contidos o siRNA. O nucleo destas NPL é denso em eletroes, a técnica tem elevada

eficiéncia de encapsulamento e as NPL apresentam aproximadamente 90 nanémetros.”**

3.4. Exemplos clinicos de NPL e acidos nucleicos

Ja foram aprovadas pela autoridades regulamentares europeia e americana varias
terapéuticas com base em lipossomas que contém principalmente firmacos como pequenas
moléculas. Estes sistemas tém a vantagem de serem pequenos e por sua vez ter acao em locais

como tumores com vasculatura de pequeno diametro.

No entanto, a investigacao de NPL como sistema de entrega de macromoléculas culminou,

primeiramente, em 2018 com a autorizagio do Onpattro® para o tratamento de
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polineuropatias derivadas de Amiloidose hereditaria por Transtirretina (RATTR), uma doenga
autossomica dominante. E agora, mais recentemente, na autorizagao condicional de
introdu¢ao no mercado pela Agéncia Europeia do Medicamento de duas vacinas contra a

doenga infeciosa do Coronavirus (COVID-19).

3.4.1. Onpattro®

O Onpattro® é uma NPL otimizada para entrega de siRNA nos hepatocitos, pois esse é o
local principal de sintese da Transtirretina. Na Amiloidose, essa proteina nao ganha a sua
estrutura quaternaria correta e leva a acumulagao de fibrilhas amiloides insoluveis nos nervos
periféricos e em multiplos orgaos. Este sistema de entrega de NPL com um siRNA ligeiramente
modificado leva ao silenciamento da expressao do gene que codifica a Transtirretina. Em
estudos pré-clinicos procurou-se encontrar a NPL com a habilidade de encapsular o siRNA e
de o entregar até ao citoplasma de hepatocitos in vivo, apds uma administragao intravenosa.
Para otimizar as propriedades de silenciamento do gene nos hepatdcitos, foram realizados
estudos in vivo através de ratinhos onde se observou o silenciamento do gene que codifica o
fator VI, que é sintetizado nos hepatdcitos. Foi executado o screening de mais de 300 lipidos
ionizaveis e pode-se aferir que o lipido DLinDMA (I* geragao de lipidos cationicos ionizaveis)
tem a capacidade de silenciar genes nos hepatocitos, mas o DLin-MC3-DMA (2° geragao de
lipidos cationicos ionizaveis) é o lipido ionizavel que apresentou mais tolerabilidade e poténcia

no silenciamento do fator VII.3¢*°

@®

® *# Membrana
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— Recetor de
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Figura 4. Modelo do sistema de entrega de siRNA in vivo utilizado no Onpattro®. A ligacao
da ApoE a NPL é que permite a ligagao deste sistema a superficie do hepatocito, para mais tarde ser
internalizado sob a forma de um endossoma. Com as mudangas de pH, existe a destabilizacdo da
membrana do endossoma e a libertagao citosodlica do siRNA. O siRNA atuara no RISC para silenciar
o gene que codifica a Transtirretina. ApoE, apolipoproteina E. RISC, RNA-induced silencing complex.
Adaptado de 3¢

HEPATOCITO
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Portanto, o Onpattro® é um sistema de entrega sistémica de siRNA de NPL constituido
por DLin-MC3-DMA, DSPC, colesterol e lipidos PEGuilados modificados. Uma vez na
circulagao sistémica, os lipidos PEGuilados separam-se da NPL e a apolipoproteina E (Apo E)
interage com o colesterol presente no complexo lipidico. Dessa forma, as NPL marcadas com
Apo E sao direcionadas para os hepatocitos onde a Apo E se liga ao recetor de lipoproteina
de baixa densidade (LDL) ai presente e a NPL sofre endocitose. Dentro do endossoma, com
a diminuicao do pH, o lipido ionizavel torna-se cationico, o que provoca uma rutura da

membrana e a respetiva libertagao do acido nucleico para o citosol do hepatécito (Figura

4).39,40

O mecanismo de agao do siRNA passa pela sua ligagao a uma porgao do mRNA codificante
para a Transtirretina (mutante ou nao). Esta ligagdo desencadeia a ativagao da proteina

Argonauta, pertencente ao RISC, que degrada o mRNA e impede a sua tradugio (Figura 4).”

Nos ensaios clinicos de 18 meses APOLLO de fase lll, foi inferido que o Onpattro tem

mais beneficios terapéuticos que o tratamento usado até aquele momento.”’

3.4.2. Vacinas contra o SARS-CoV-2

Em marco de 2020, foi decretado pela Organizagao Mundial de Saide uma declaragao de
pandemia global de COVID-19, cujo virus causador é o SARS-CoV-2. Os sintomas de uma
pessoa infetada por este virus sao idénticos a uma gripe ou constipagao (febre, tosse, fadiga,
entre outros) e a sua transmissao é provavelmente efetuada através do contacto direto com

a pessoa infetada e da sua propagacao de goticulas.”*'

Este virus contém um envelope, RNA de cadeia simples e 4 proteinas estruturais: proteina
do envelope, proteina da membrana, proteina da nucleocapside e a glicoproteina de superficie
spike (S). A S tem dois subdominios: S|, responsavel pela ligagao aos recetores da enzima
conversora da angiotensina 2, e a S2, que contém a maquinaria necessaria para a fusao que
permite a entrada do virus na célula do hospedeiro. O subdominio S2 é uma porgao de
proteina conservada entre os coronavirus, enquanto o S| tem diferengas. Dentro de varios
epitopos existentes no SARS-CoV-2, a proteina S ¢ a selecionada para o desenvolvimento das

vacinas por ser a responsavel por mediar a entrada na célula hospedeira.*

Quando se compara vacinas de virus atenuados ou de DNA com vacinas de mRNA, as de
mRNA tem a vantagem de nao serem infeciosas e de apenas atingir o citoplasma das células.

No entanto, no design da vacina de mRNA é necessario ter em conta a redugao da

52



reatogenicidade, uma adequada escolha do antigénio e uma otimizagao da sua expressao e

formulagio de uma vacina com um sistema de entrega eficiente.”*

Em relagdo ao mRNA, esta é uma molécula labil de rapida degradagao e, com vista a
melhoria da sua tradugao, seguranga e tempo de semivida, foram testadas algumas
modificagdes na molécula. A modificagdo que evita uma inflamagao excessiva e que nao
desencadeia mecanismos do sistema imune inato (detegao de padroes moleculares associados
a patogénicos) é a incorporagao de NI-metil-pseudouridina em vez de uridina, que foi a
modificagdo adotada nas duas vacinas de mRNA-NPL com autorizagao condicional de
introdugio no mercado pela Agéncia Europeia do Medicamento: Comirnaty®
(BioNTech/Pfizer) e Spikevax® (Moderna/NIAID/BARDA). A primeira ja apresenta autorizagao
de comercializagao pela Agéncia Federal dos Estados Unidos (Food and Drug Administration),
enquanto a vacina da Moderna ainda mantém a autorizagao de uso de emergéncia por esta

Agéncia.**

O sistema de entrega usado na vacina Comirnaty® é uma NPL com um lipido catiénico
ionizavel patenteado, Acuitas ALC-0315 (Figura 5), combinado com DSPC, colesterol e lipido

PEGuilado.**

O sistema de entrega usado na vacina Spikevax® contém o lipido SM-102 (Figura 5), uma

nova classe de lipidos ionizaveis com atividade otimizada para administragao por via

intramuscular em comparagio com o lipido DLin-MC3-DMA do Onpattro®.*

R T
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Figura 5. Estruturas quimicas dos lipidos usados nas vacinas de mMRNA Spikevax® e
Comirnaty®. Adaptado de 4.
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Apods a imunizagao, ha produgao de antigénios e captagao destes por células
apresentadoras de antigénios que estabelecem interagao com linfocitos B e linfocitos T helper.
Os linfécitos T helper irao induzir os linfocitos B na produgao de anticorpos neutralizantes
para o antigénio da vacina. Dados acerca da vacina Comirnaty® mostram que apos |0 dias da
primeira inoculagao ja é detetavel uma quantidade significativa de linfécitos T que aumenta
ainda mais apos a segunda dose da vacina, enquanto anticorpos neutralizantes aparecem em
maiores quantidades apenas apds 3 semanas da primeira dose. Portanto a vacina produz
imunidade humoral e adaptativa e a durabilidade dessa imunidade sé se concluira com estudos

de longa duragio.”*

As vantagens de uma vacina baseada em mRNA assentam na rapidez com que se elaborou
a vacina (em apenas 66 dias, apos a publicagao do genoma do virus, a Moderna iniciou os
ensaios clinicos) por apenas necessitar basicamente do DNA modelo. Também assentam na
resposta imune potente desencadeada pela vacina: as vacinas de mRNA-NPL tém uma eficacia
maior que 94%, enquanto uma vacina com vetor adenovirus (AstraZeneca/University of
Oxford) é eficaz em 70%. Outro aspeto positivo nestas vacinas € a facilidade em modificar o
mRNA contido na NPL consoante a necessidade: estas vacinas conseguem facilmente ser

ajustadas para novas variantes de SARS-CoV-2 que emergem.*

No entanto, esta abordagem também apresenta uma lista de desafios, dado que ¢é a
primeira vez que vacinas deste tipo sao autorizadas, situagao que apresenta algumas incognitas
associadas como por exemplo, casos de anafilaxia aos componentes da vacina ou a incerteza
da duragao de imunidade conferida. Uma outra desvantagem destas vacinas € a
termoestabilidade, ja que, para manter o mRNA integro, é necessario manté-lo em condigoes
de refrigeragao agressivas. A vacina da BioNTech/Pfizer necessita de temperaturas que rondam
os - 60°C e a vacina da Moderna/NIAID/BARDA necessita de temperaturas entre os 4 - 8°C
para um armazenamento de um més. Estas temperaturas tornam mais dificil a distribuicao
mundial e o armazenamento para os paises ditos subdesenvolvidos que nao consigam garantir

estas condicdes. >

3.5. NPL e entrega extrahepatica

Para alterar o tropismo hepatico das NPL, um grupo de investigacao do departamento de
bioquimica do Simmons Comprehensive Cancer Center nos Estados Unidos da Ameérica,
adicionou ao modelo classico da NPL de quatro componentes (lipido cationico ionizavel,
fosfolipido, colesterol e lipido PEGuilado), um outro componente que altera a carga interna

da NPL, com a hipotese de que diferentes cargas internas levariam a diferentes tropismos in
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vivo. A este quinto componente chamaram de Selective ORgan Targeting (SORT). Testaram
como SORT um lipido permanentemente cationico que demonstrou otimizar o tropismo
pulmonar da NPL e um lipido aniénico como SORT que permitiu entrega até ao bago. O grupo
demonstrou que terapéuticas com NPL que tém como alvo o figado podem ser redirecionadas

para os pulmdes ou o baco, consoante o SORT utilizado.®®

4. NPL COMO SISTEMA DE ENTREGA DE CRISPR/CAS9

Tendo em conta que NPL que encapsulam acidos nucleicos e que processam a sua entrega
com sucesso ja € um assunto presente na clinica (exemplos descritos nos pontos 3.4.1. e 3.4.2.
desta monografia), a utilizacao deste sistema de entrega para tecnologias de edigao de genes

também esta a evoluir.
4.1. Terapia génica

A edicao genética nao s6 permite a adigao e o silenciamento de genes, mas também a
corregao e outras modificagoes altamente direcionadas. Portanto conseguem corrigir-se
mutagoes quando se conhece a etiologia da doenga genética (ou seja, o alvo terapéutico é
necessariamente bem definido) e por sua vez a edigao genética tem elevado potencial em
provocar efeitos clinicos no doente e baixo potencial de toxicidade e imunogenicidade pela
vantagem da modificagao ser permanente, isto &, idealmente, para efetuar terapia génica, por

exemplo através de enzimas de edigio genética, o tratamento acontece apenas uma vez."*

Para editar o genoma, é necessario gerar quebra da cadeia dupla de DNA (em inglés
Double-Stranded DNA Breaks, DSB) num local especifico, e apés o DSB, os eucariotas
compreendem dois mecanismos de reparagao: jungao final nao homologa (em inglés Non-
Homologous End Joining, NHE]) e reparagao dirigida homologamente (em inglés Homology-
Directed Repair, HDR). O primeiro processo, propenso a formagao de erros, exige ligacao
direta, delecao ou inser¢ao de nucleotidos, sendo que é o mecanismo preferivel para a delegao
ou inativagao de genes. A reparagao por HDR tem uma incidéncia menor que a reparagao por
NHE] pois trata-se de uma reparagao que utiliza um template do cromatideo irmao, portanto,
para a corregao ou adicao de genes, € necessario usufruir deste método de reparagao e
adicionar uma sequéncia de DNA exdgena (com o gene de interesse ou com a corregao
requerida) contendo nas extremidades sequéncias homologas. Para provocar DSB num local

especifico foram desenvolvidas nucleases programéveis de edi¢io de genes.*
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4.2. Enzimas de edicao de genes

2

Uma das enzimas de edigao de genes habitualmente usadas é a Cre recombinase. E uma
recombinase de tirosina local-especifico (em inglés tyrosine site-specific recombinase), enzima
usada para a manipulagao genética que cliva, troca de cadeia de DNA e que reconecta o DNA
com as respetivas sequéncias palindromicas. Esta enzima é regularmente usada como modelo
para investigar sistemas de entrega para proteinas mas nao pode ser aplicada em células de
mamiferos pois o local de reconhecimento especifico nao existe nestas células. Porém,
homologos desta enzima poderdo ser modificados por forma a conseguir-se aplicar a
recombinagao genética em mamiferos. A desvantagem primordial é a necessidade de técnicas

sofisticadas para mudar o local de reconhecimento especifico da recombinase.*'

E de referir também outros dois sistemas compostos por dois dominios: dominio de
ligagao ao DNA e dominio de clivagem do mesmo. O primeiro sistema € a Nuclease de Dedo
de Zinco (em inglés Zinc-Finger Nuclease, ZFN), enzima de edi¢ao genética que contém uma
endonuclease Fokl, que, para concretizar uma clivagem, necessita de duas moléculas, isto €, na
presenga de uma dimerizagao do sistema ZFN é possivel efetuar-se o corte da sequéncia de
DNA especifica para o dominio Zinc-Finger (que pode ser personalizado de modo a reconhecer
e a conectar-se a uma sequéncia especifica). O mesmo acontece com o sistema Nuclease
Efetora Semelhante a Ativador de Transcrigao (em inglés Transcription Activator-Like Effector
Nuclease, TALEN), cujo funcionamento ¢é idéntico ao ZFN, (fusao de dois dominios, um deles
a enzima de restricao Fokl) sendo que a maior diferenca € o TALEN ser mais especifico e
proporcionar menor numero de clivagens fora do alvo, ser menos citotoxico que o ZFN, mais
facil de produzir e por sua vez proporcionar edigoes de genes mais rapidas e menos
dispendiosas, mas como a molécula TALEN é maior, torna a sua entrega mais dificil de

concretizar. 54205253

Todos estes sistemas de edigao genética tém a desvantagem de envolver técnicas
complicadas de engenharia proteica e isso torna-se um limite na aplicagao em terapia génica,
no entanto, foi descoberto um sistema imune adaptativo de varias bactérias que abriu portas

para ultrapassar estas dificuldades.**

4.3. CRISPR-Cas9

Repeticoes palindromicas curtas agrupadas e regularmente interespagadas (em inglés
Clustered Regularly InterSpaced Palindromic Repeats, CRISPR) sao segmentos de DNA que foram
detetados em varias bactérias. Estes segmentos sao derivados de plasmideos e virus

patogénicos que invadiram a bactéria anteriormente. O CRISPR pertence ao sistema imune
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adaptativo de algumas bactérias e serve para detetar e depois eliminar acidos nucleicos de
invasores. Juntamente com a endonuclease associada ao CRISPR (Cas) é formado o sistema
CRISPR-Cas: nuclease de DNA que usa uma sequéncia de RNA como guia (em inglés single

guide RNA, sgRNA) que é complementar a sequéncia de DNA para a qual ha interesse clivar.**?

A Cas9 é a proteina Cas mais utilizada pela sua eficacia e simplicidade pois é facilmente
direcionada pela complementaridade ao sgRNA e pelo reconhecimento de um protospacer-
adjacent motif (PAM) (conjunto de trés nucledtidos frequentes em sequéncias de DNA
aleatorias). Esta nuclease é composta por dois dominios: RuvC e HNH. Na presen¢a de PAM
e de complementaridade entre o DNA alvo e o sgRNA, o dominio HNH cliva a cadeia de
DNA na qual se formou o heteroduplex sgRNA:DNA e o dominio RuvC cliva a cadeia de
DNA complementar formando DSB. Nesse local, onde existe DSB, posteriormente ira
ocorrer reparagao por um dos dois mecanismos ja conhecidos: NHE] ou HDR (caso seja

doado um template de DNA)>*>*+%

Este sistema de edicao de genes, protagonista do Prémio Nobel da Quimica de 2020, ¢é
bastante promissor principalmente em relagio a outros sistemas de enzimas de edigao
genética também existentes atualmente, pois o CRISPR/Cas9 nao tem necessidade de adaptar
a nuclease consoante a sequéncia alvo, mas sim modificar a sgRNA que torna o sistema mais
facilmente ajustavel por exemplo, a diferentes doengas genéticas. No entanto, devido a
ligagoes a DNA fora do alvo provocadas pela sgRNA, a Cas pode ser modificada para melhorar

a especificidade do sistema.*****

Relativamente a forma como o sistema CRISPR/Cas9 pode ser transportado até o local
alvo, existem trés estratégias: sob a forma de um plasmideo codificante para a Cas9 e para o
sgRNA, entrega da mistura contendo a sequéncia mRNA correspondente a Cas9 e a sequéncia
sgRNA ou através da entrega mistura da nuclease na sua forma proteica e a respetiva sequéncia
sgRNA. A primeira estratégia produz mais efeitos fora do alvo que a segunda estratégia de
mRNA, mas a terceira estratégia € a mais estudada e utilizada por ser a que apresenta menos
efeitos fora do alvo, toxicidade e imunogenicidade, mantendo uma elevada eficiéncia na edigao
de genes. A nuclease Cas9 tem carga positiva e facilmente complexa com sgRNA formando
complexos de ribonucleoproteina (RNP), porém a proteg¢ao contra a degradagao ou

desnaturacio de RNP durante o processo de formulagio e entrega é desafiante.***’
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4.3.1. Métodos de entrega do sistema CRISPR/Cas9-NPL

A Cas9, por ser uma enzima derivada de uma proteina de origem bacteriana, quando
inserida no hospedeiro, causa respostas imunes. Para evitar o desencadeamento da resposta

do sistema imune, é necessario proteger a molécula através do sistema de entrega.”’

O sistema de entrega para o CRISPR/Cas9 idealmente apresentara caracteristicas que
permitirao que o CRISPR/Cas9 tenha uma expressao transitoria por forma a limitar a sua agao
fora do alvo, respostas imunes e a integragao no genoma humano. Para além disso, o sistema
de entrega tera que ter uma elevada capacidade de carga para albergar a grande molécula Cas9
ou o seu MRNA correspondente e possibilitar a administragao de outra dose, caso o efeito
da terapéutica diminua ou nao atinja o nivel de edigao genética necessaria com apenas uma
dose. Outro atributo a ter em conta devera também ser a viabilidade para transpor a produgao

para larga escala, como referido anteriormente.”®

Varios métodos foram desenvolvidos no sentido de concretizar a entrega do sistema
CRISPR/Cas9 com elevada eficiéncia, tais como vetores virais, métodos fisicos (microinjecao

e eletroporagio) e vetores nao-virais.*

Um dos exemplos de vetores nao-virais sao as NPL. Este sistema de entrega por ja ser
usado na clinica na entrega de acidos nucleicos tem o potencial de ter a capacidade de efetuar
a entrega de CRISPR/Cas9. Como este sistema de entrega ja apresenta um historial de sucesso
na entrega de siRNA, varias hipoteses foram geradas acerca da utilizagao do sistema de entrega

de NPL para estabelecer a entrega do sistema CRISPR/Cas9.%*

4.3.2. Exemplos de ensaios clinicos de CRISPR/Cas9 e NPL

Finn et al. desenvolveu uma NPL-“LNP-INTOI”- com a capacidade de entregar mRNA e
sgRNA correspondente ao gene que codifica a proteina Transtirretina, em ratinhos e ratos,
para o tratamento de hATTR (tratamento para a mesma doenga que o Onpattro®). A NPL
contém lipido ionizavel biodegradavel com o nome de “LPO|” (evita bioacumulagao no figado)
juntamente com lipido helper e lipido PEGuilado. Apds a entrega da proteina verde
fluorescente através do LNP-INTOI com sucesso, foi desenhada uma sequéncia sgRNA para
o gene da Transtirretina no ratinho com modificagoes quimicas que permitiram uma robusta

e duravel atividade in vivo.*®

O gene PCSK9 (codifica para a proteina proproteina convertase subtilisina/cexina tipo 9) é
um bom candidato a alvo de edigao genética com recurso a NPL porque as alteragoes

provocadas nesse gene que provoquem ganho de fungao causam hipercolesterolémia familiar
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e os casos de perda de fungao natural desse gene mostram diminuir os niveis séricos de LDL
e também um menor risco de doencgas cardiovasculares. Apesar de existirem exemplos de
edicao genética in vivo em roedores com recurso a CRISPR/Cas9, Musunuru et al. utilizou um
editor de bases adenina com CRISPR (CRISPR/Cas9 e fusao com enzima que induz alteragoes
no acido nucleico sem recurso a DSB) para fazer a alteragao de um nucleétido e provocar
perda de fungao do gene PCSK9 em Macaca fascicularis (primata). Musunuru et al. reportou
uma eficiente inativagao do gene no figado de Macaca fascicularis e uma redugao de LDL sérica
em cerca de 60% que iguala ou ultrapassa os efeitos de medicamentos usados atualmente. No
entanto mais estudos acerca do risco na edicao de bases sao necessarios antes de avancar

com ensaios clinicos em humanos.®*®'

O ensaio clinico de fase | acerca do candidato NTLA-2001 é o primeiro a gerar dados de
seguranca e eficacia acerca de edigao de genes com recurso a tecnologia de CRISPR/Cas9 e
administrado por via sistémica. O NTLA-2001 é uma NPL de propriedade da Intellia
Therapeutics com tropismo hepatico com o intuito de inibir a produgao da Transtirretina nos
individuos que apresentem hATTR. A NPL contém mRNA que codifica a endonuclease Cas9
e contém a sgRNA correspondente. Estas particulas inativam a producao da Transtirretina nos
hepatécitos através da atividade de CRISPR-Cas9 e por reparacio do DNA por NHEJ. Os
primeiros dados a ser revelados foram que em 28 dias nao foram observados efeitos adversos
e que nesse periodo observou-se até 96% de reducao dos niveis séricos da Transtirretina,
mostrando ser uma estratégia com potencial, principalmente se os baixos valores séricos se

mantiverem.®%
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5. CONCLUSAO

As NPL sao um sistema de entrega que sera provavelmente alvo de investigagao e
aprimoramento durante muitos anos. Com os sucessos clinicos alcangados, com elevado
impacto em toda a populagdo mundial, como o caso das vacinas para a COVID-19, e com as
prospetivas em relagdo a novas terapéuticas envolvidas com terapia génica e com o sistema
CRISPR/Cas9, nao sé confirma que a inovagao em novos métodos de tratamento esta ao virar
da esquina, mas também ergue algumas insegurangas e incertezas em relagao a realidade da
terapia que envolve acidos nucleicos e o nosso material genético. Apesar da terapia génica ser
apenas possivel, pela legislagao atual, em células somaticas, a preocupagao dos potenciais
efeitos nas células germinativas nao desaparece e o argumento de que nao se sabe
verdadeiramente o risco de haver alteragoes genéticas nao controladas mantém-se em cima

da mesa.

A ciéncia tem de, portanto, nao s6 demonstrar mais e melhores tratamentos, vacinas ou
métodos de diagnostico com recurso a estas ferramentas, como tera também que garantir a
sociedade que a sua utilizagao € segura e ética para viabiliza-las como o futuro da medicina.

Esse sera o verdadeiro desafio.
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