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Parte | - RELATORIO DE ESTAGIO EM FARMACIA
COMUNITARIA

FARMACIA MACHADO



Abreviaturas

CHUC — Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
FI — Folheto Informativo

IPO — Instituto Portugués de Oncologia

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MSRM — Medicamento Sujeito a Receita Médica

RCM — Resumo das Caracteristicas do Medicamento

SWOT - Do inglés, Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats



. Introducdo

Ao longo dos cinco anos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) foi-nos
transmitida a ideia da responsabilidade social e da diferenga que o farmacéutico pode exercer
enquanto agente de salde publica. Esta responsabilidade advém, em grande parte, pela
proximidade do farmacéutico com os utentes, que veem o farmacéutico como o profissional
de salide que se encontra sempre disponivel para esclarecer duvidas sobre a atual terapéutica,
duvidas sobre uma terapéutica nova que sera instituida e que se encontra disponivel para
resolver algumas afe¢oes menores e determinados problemas de salide quando nao tém a
possibilidade de ter uma consulta com o seu médico, tornado assim o farmacéutico e a

farmacia um elo essencial do Sistema Nacional de Saude.

O Estagio em Farmacia Comunitaria é sem sombra de duvidas o pinaculo dos cinco anos do
plano de estudos do MICF, encerrando assim o 2° ciclo de estudos do. E no Estagio que se
visa a integragao dos conhecimentos adquiridos nas varias unidades curriculares, tanto
tedricos como praticos, proporcionando assim aos estudantes uma oportunidade Unica de
contacto com os utentes de forma a aplicar os conhecimentos, bem como adquirir
competéncias essenciais para o futuro enquanto Farmacéuticos, como por exemplo, a gestao
e organizagao de um farmacia, o contacto direto com os utentes e a realizagao do

aconselhamento terapéutico.

O meu estagio decorreu na Farmacia Machado entre o dia 16 de setembro de 2019 e o dia 02

de fevereiro de 2020, sob orientagao do Dr. Joao Maia, diretor técnico.

O presente relatério sera exposto segundo uma andlise SWOT, da sigla em inglés para
Strengths (Pontos Fortes), Weaknesses (Pontos Fracos), Opportunities (Oportunidades) e
Threats (Ameagas), tendo por base toda a experiéncia vivida durante a realizagao do estagio
na Farmacia Machado. Serao igualmente expostos alguns casos praticos que tive a

oportunidade de resolver durante a realizagiao do estagio.

2. Farmacia Machado

A Farmacia Machado situa-se na Rua Bernardo Albuquerque, no coragao da Cruz de Celas,
sendo um local de passagem quase obrigatdria para estudantes, moradores e trabalhadores.
Apresenta ainda elevada proximidade do Instituto Portugués de Oncologia (IPO), da
Maternidade Dr. Bissaya Barreto, do Centro de Saude de Celas, do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra (CHUC), da Faculdade de Economia da Universidade de Coimbra e

da Escola Secundaria José Falcao, tornado assim a Farmacia Machado um ponto de confluéncia



de utentes com diferentes faixas etarias e backgrounds. Esta heterogeneidade, tornou possivel
o contacto com utentes fidelizados que apresentam uma elevada confianga na equipa da
Farmacia Machado, utentes de passagem provenientes das unidades de salde e até jovens
estudantes do programa Erasmus. Deste modo, é imprescindivel conseguir adaptar o discurso
as diferentes realidades, culturas e linguas, melhorando assim a comunicagao e,

consequentemente, O aconselhamento.

A Farmacia Machado possui um horario alargado, funcionando das 8h as 21 h de segunda a
sexta, e ao sabado das 9h as |3h, efetuando rotativamente servico de atendimento noturno,

de forma a suprimir as necessidades dos utentes.

A equipa da Farmacia Machado, é formada por cinco farmacéuticos e um técnico auxiliar de

farmacia, existindo uma heterogeneidade de idades.

3. Analise SWOT

3.1.Pontos Fortes

3.1.1. Plano de estudos
O vasto plano curricular do MICF, prepara-nos para um contexto de Farmacia Comunitaria,
uma vez que, das inUmeras unidades curriculares relacionadas com farmacologia e
aconselhamento farmacolédgico que sao de extrema importancia para o aconselhamento
farmacéutico, existem todas as outras que mesmo que muitas vezes nao seja percetivel qual a
utilidade numa Farmacia Comunitaria, fazem toda a diferenga na hora de responder a questoes

mais técnicas, como exposta no caso pratico.

3.1.2. Empatia
Fruto da localizagao da Farmacia Machado, surgiram muitas situagoes que nem sempre eram
muito faceis de gerir, quer por medicamentos esgotados (ameacas), quer pelo estado de saude
fragilizado que alguns utentes apresentavam, especialmente os utentes provenientes do IPO e,
como tal, tentava compreender as suas necessidades e problemas, de forma a que pudesse
fazer o que estava ao meu alcance para a ajudar, porque algumas vezes apresentavam quadros
clinicos complexos e queria demonstra-lhes que tém um profissional de saude interessado

sobre o seu estado de saide como um todo.

3.1.3. Competéncias Linguisticas
O dominio do inglés revelou-se importante, visto que a Farmacia Machado se encontra

localizada numa zona perto de polos da universidade e, como tal, existia uma grande afluéncia



de estudantes de Erasmus, facilitando tanto a compreensao dos sintomas, bem como a

explicagao sobre a posologia e modos de administragao/aplicagao.

3.1.4. Sentido de Iniciativa e Interesse pela aprendizagem
Apesar da localizagao central da Farmacia Machado, existiam alguns periodos com menor
atividade e, como tal, aproveitei esses momentos para questionar a equipa sobre duvidas que
iam surgindo e, que nao tive oportunidade de ver esclarecidas pelo facto da equipa se
encontrar ocupada. Deste modo, quando no futuro aconteciam situagoes similares pude
corresponder as necessidades dos utentes de forma mais célebre e eximia. Para além disso,
aproveitava também estes momentos mais parados para executar algumas tarefas como gestao
e rececao de encomendas, gestao de stocks de medicamentos nao sujeitos a receita médica e

listagem dos prazos de validade.

3.2.Pontos Fracos

3.2.1. Timidez e Nervosismo inicial
O inicio do meu estagio foi marcado por uma timidez e nervosismo iniciais, uma vez que esta
era apenas a segunda vez que estava num contexto de estagio em farmacia comunitaria. Esta
timidez e nervosismo encontravam-se alicercados no medo de falhar e, por sua vez, de
prejudicar a farmacia e o utente. Contudo, a equipa da Farmacia Machado foi-me transmitindo

a confianga e ajuda necessarias para ultrapassar este receio.

3.2.2. Falta de conhecimento de procedimentos obrigatérios
Embora o plano formativo do MICF seja extenso e nos prepare para o desempenho de
inimeras fungdes numa farmacia comunitaria, senti uma grande lacuna no que toca a
procedimentos obrigatdrios, como por exemplo, o caso dos medicamentos psicotropicos e
estupefacientes. Estes medicamentos foram abordados ao longo do curso como sendo
medicamentos com uma legislagao e procedimentos proprios, mas nunca nos foi explicado
que é necessario a recolha de informagao do utente (pessoa que levanta o medicamento, e
que este pode ou nao ser o mesmo que o doente), do médico prescritor, que apos esta
recolha sao emitidos dois documentos que é necessario arquivar e posteriormente comunicar
ao INFARMED I.P., de forma mensal, e que para além disso é necessario proceder a contagem
fisica de embalagens, mensalmente, para posterior comparagao com o numero indicado no
sistema informatico, de forma a confirmar inexisténcia de atos ilicitos INFARMED 1.P., 2010).
Outro procedimento em que senti muita dificuldade encontra-se associado ao processamento

de lotes de receitas manuais e aos planos adicionais de comparticipagao.



3.3. Oportunidades

3.3.1. Regime de observacdo inicial de atendimentos
Na Farmacia Machado é proporcionado aos estagidrios um contacto precoce com o
atendimento ao publico em regime observacional, o que se revelou de extrema importancia
no entendimento e integracao da logistica e organizacao da farmacia desde a recegao dos
medicamentos até a dispensa dos mesmos ao publico. Deste modo, e a titulo exemplificativo,
importa destacar o sistema de medicamentos reservados, uma vez que apds a compreensao

do procedimento tornou-se muito mais logico e facil o desempenho do trabalho no BackOffice.

3.3.2. Acordo com a Liga Portuguesa Contra o Cancro
A Farmacia Machado possui um acordo com a Liga Portuguesa Contra o Cancro em que
permite a aquisicao de medicamentos a custo zero a utentes com dificuldades economicas. A
maioria da medicagao destes utentes era para a dor, nomeadamente, medicamentos
psicotropicos ou estupefacientes, como por exemplo, o fentanilo, que se encontrava
comercializado em varias apresentagoes, tomando como exemplos os sistemas transdérmicos,
os comprimidos sublinguais e as solugoes para pulverizagao nasal. Estes utentes também
apresentavam terapéutica complementar, como por exemplo medicamentos antieméticos
(por exemplo contendo ondansetron — antagonista dos recetores 5-HT3) e profilaticos (por

exemplo nistatina — profilaxia da candidiase oral em doentes imunodeprimidos).

3.3.3. Acompanhamento pela Glintt
A Farmacia Machado possui acompanhamento por parte de um consultor da Glintt, empresa
responsavel pelo desenvolvimento e distribuicio do software de atendimento e gestao,
Sinfarma 2000°. Este acompanhamento tinha como base uma filosofia “Kaizen”, uma filosofia
originaria do Japao e cuja base consiste na “melhoria continua”. As mudangas decorrentes
desta filosofia foram muito notdrias para mim, enquanto estagiario, porque ao fazer uma
anadlise retrospetiva desde o inicio até ao final do estagio a organizagao e funcionamento da
farmacia alterou significativamente e foi uma oportunidade Unica de puder fazer parte dessa

mudanga, e considerando como um aspeto extremamente enriquecedor e fulcral.

3.3.4. Novo médulo de Atendimento Sinfarma®
Igualmente proveniente do acompanhamento por parte da Glintt, a Farmacia Machado foi uma
das farmacias piloto a ter acesso ao novo médulo de atendimento do Sinfarma®, tornando-se
realmente Unica a participagao ativa no desenvolvimento deste software através de feedbacks

de alguns erros encontrados e algumas sugestoes.



3.3.5. Equipa Heterogénea
A equipa da Farmacia Machado a data da realizagao do meu estagio era heterogénea em termos
de idades, o que se revelou muito proveitoso devido ao facto de poder aprender com a
Dra. Graziela Grade questoes mais relacionadas com o aconselhamento farmacéutico devido
a sua larga experiencia em farmacia comunitaria e, por outro lado, de aprender com as
farmacéuticas mais jovens, a Dra. Rita, a Dra. Mariana e Dra. Raquel aspetos relacionados com

a organizagao, gestao e aconselhamento de produtos dermocosméticos.

3.4. Ameacgas

3.4.1. Medicamentos esgotados/rateados
Os medicamentos esgotados e rateados foram uma constante durante a realizagao de todo o
meu estagio, colocando-me muitas vezes em situagoes constrangedoras, em que tentava
explicar que o medicamento nao estava disponivel de momento, e que nao tinhamos previsoes
de quando iria voltar. No entanto, compreendia perfeitamente o lado do utente, visto que
muitas vezes eram medicamentos crénicos e que os utentes ja procuravam ha algum tempo.
De forma a colmatar esta falta de medicamentos procuravamos diariamente, no Sinfarma®, se
os medicamentos em questao ja se encontravam disponiveis e, ligdvamos muitas vezes
diretamente aos armazenistas. Na Farmacia Machado tentavamos fazer uma gestao destes
medicamentos para que nao faltasse, mas também para que nao tivéssemos medicamento em

excesso de forma a nao condicionar o acesso a medicagao dos utentes de outras farmacias.

3.4.2. Volume inexistente de Manipulados
Uma area exclusiva da farmacia é a preparagao de Medicamentos Manipulados. Durante a
realizagao do meu estagio nao chegou nenhuma prescrigao de Medicamentos Manipulados, o
que considero uma ameaga porque nao tive a oportunidade de ver todo o procedimento
desde a manufatura do medicamento, passando pelo calculo do preco do medicamento e

terminando no processamento da receita.

3.4.3. Inexisténcia de produtos de Puericultura
Embora Celas seja uma area residencial com elevado numero de familias, a maioria da
populacio sao estudantes e, como tal, nao é economicamente rentavel para a Farmacia
Machado ter uma gama de produtos dietéticos pediatricos uma vez que estes apresentam um
curto prazo de validade. Desta forma apenas tive a possibilidade de contactar com produtos

de puericultura quando recebiamos prescricoes do Hospital Pediatrico.



3.4.4. Produtos veterindrios
A Farmacia Machado possui varias referéncias de produtos veterinarios, porém, atendendo a

reduzida procura, nao pude colocar em pratica os conhecimentos adquiridos ao longo do

MICF.

4. Casos Praticos

Caso |

Uma senhora dirigiu-se a Farmacia Machado preocupada com um novo medicamento que o
seu filho iria iniciar, uma vez que este apresenta alergia diagnosticada a frutos secos (incluindo
ao amendoim). O medicamento em questao era Isotretinoina Orotrex 10 mg capsulas moles
prescrita pelo dermatologista para o tratamento da acne grave. A preocupagao da mae
prendia-se com mengao presente no Folheto Informativo (Fl) deste medicamento (INFARMED

P., 2019):

“Isotretinoina Orotrex contém dleo de soja refinado e d6leo de soja hidrogenado. Se for alérgico ao

amendoim ou soja, ndo utilize este medicamento.”

Inicialmente consultei o Resumo das Caracteristicas do Medicamento (RCM) de forma a
confirmar qual a mengao sobre a alergia ao amendoim, e esta encontrava-se referida tanto na
sec¢ao 4.3 — “Contraindicagoes”, como na secgao 4.4 — “Adverténcias e precaugoes especiais
de utilizagio” (INFARMED I.P., 2019). Verifiquei no Sinfarma® se existia algum medicamento
contendo Isotretinoina, mas que nao contivesse 6leo de soja, pelo que pude verificar que nao
existia nenhuma alternativa, uma vez que todos estes medicamentos apresentam todos os
medicamentos 6leo de soja. No momento em que estava a fazer o atendimento os
colaboradores da farmacia encontravam-se ocupados e, desde modo, de forma a dar uma
informagao mais concreta e aconselhar devidamente, consultei a base de dados PubMed, com
vista a obtengao de uma resposta e averiguar se existia alguma evidéncia cientifica sobre a
alergia ao amendoim e a administragao de capsulas moles de Isotretinoina, utilizando na
pesquisa os termos (“Isotretinoin” AND “peanut allergie”). Assim, li rapidamente os artigos
presentes na bibliografia, que apresentavam conclusoes semelhantes, nomeadamente, a alergia
ao amendoim nao constitui uma contraindicacao definitiva a administragao de Isotretinoina
capsulas moles, caso o doente nao apresentasse concomitantemente alergia a soja (McCarthy,

Murphy e Hourihane, 2016; Paugam et al., 2018).

Posto isto, e de forma a garantir a seguranga do utente e a nao sobreposi¢ao da indicagao do

médico, aconselhei a mae a expor a situagao ao dermatologista (médico prescritor) e ao
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alergologista, explicando sucintamente as informagoes que havia encontrado. Deste modo,
salientei que a decisao sobre a administracao deveria ser conjunta, entre o médico prescritor
e o alergologista, e que o facto de ter encontrado a informagao supracitada nao tornava a

administragao de Isotretinoina capsulas moles ao utente isenta de riscos.

Passadas algumas semanas a mae volta a Farmacia Machado, e questionei-lhe se ja havia
contactado os médicos, expondo-lhes a situacao suprarreferida. A Senhora afirmou que ja
havia comunicado com os médicos especialistas e que, atendendo as informagoes encontradas
no RCM e na PubMed, ambos concordaram que a primeira administragao de Isotretinoina
deveria efetuar-se no hospital, de forma a garantir a seguranca do doente e intervir

celeremente caso alguma reagao alérgica fosse desencadeada.

Apds um més a mae volta a Farmacia Machado acompanhada do filho, uma vez que pretendiam
adquirir produtos hidratantes para a secura de pele, um efeito indesejavel muito
frequentemente associado a administracdo de Isotretinoina. Como tinha feito o
acompanhamento da situagao com mae, deduzi que a secura de pele se devia a administragao
da Isotretinoina e, como tal, questionei se a administragao tinha ocorrido sem nenhum
percal¢o e, de acordo com a informagao cedida pela utente, felizmente o filho nao teve
nenhuma reagao alérgica. Apoés uma breve conversa sobre qual a area do corpo mais afetada
pela secura cutanea, o jovem referiu que o rosto e labios eram as dreas mais afetadas. Assim,
para a aplicagao no rosto recomendei um creme hidrante para peles oleosas, mas que estao a
ser sujeitas a tratamentos que causam ressequimento cutaneo, o Effaclar H, da La Roche-Posay,
uma vez que para além de hidratante contém agua termal que ajuda a apaziguar as irritagoes,
e aconselhei uma aplicagdo de manha e a noite apds a limpeza da pele com produtos
adequados. Para os labios gretados aconselhei um balsamo, que para além da fungao
reparadora tem uma fungao barreia, permitindo que nao haja irritagao por agentes externos,

nomeadamente o balsamo Cicaplast Labios da La Roche-Posay.

Caso 2

F.A., utente do sexo feminino com idade compreendida entre 30-40 anos, dirige-se a Farmacia
Machado, queixando-se de prurido, sensagao de ardor ocular e descrevendo uma sensagao de
“olhos colados”. A F.A. pretendia adquirir o Terricil®, uma pomada antibiética oftdlmica, uma
vez que referiu ja ter utilizado numa situagao semelhante, tendo-se dirigido a uma outra
farmacia onde o Terricil® Ihe havia sido dispensado sem receita médica e que a sintomatologia

reportada tinha desaparecido ao fim de dois dias.



Pedi permissao para poder observar o olho afetado de forma a despistar uma possivel infecao
bacteriana. O olho apresentava uma secregao purulenta que indicava uma potencial infegao
bacteriana. Como tal, disse-lhe que possivelmente teria uma infecao bacteriana, mas que
necessitava de ser vista por um oftalmologista, uma vez que a minha fungao nao passava por
fazer um diagnéstico e que apenas o médico poderia diagnosticar e prescrever a terapéutica
mais adequada. Por conseguinte, nio cedi o Terricil® e alertei a utente para a problematica da

resisténcia aos antibioticos, reforcando o uso racional do medicamento.

5. Consideracoes Finais

O estagio na Farmacia Machado teve a duragao de 810 horas, nas quais tive a oportunidade
de aplicar os conhecimentos tanto praticos, como tedricos adquiridos ao longo do percurso
académico, proporcionando ainda a possibilidade de adquirir novas competéncias que revelar-

se-a0 preponderante na minha vida profissional.

Embora tenham existido algumas lacunas da minha parte e determinados aspetos negativos
associados ao estagio, considero que o resultado final foi uma experiéncia Unica e a
concretizagao da ideia transmitida ao longo do MICF, que o farmacéutico é um profissional de
saude publica e que constitui um elo essencial no Sistema Nacional de Saude, porque a fungao
de um farmacéutico nao ¢é “apenas ceder medicagao”. Deste modo, e em sentido oposto, por
vezes o facto de nao cedermos um medicamento a contribui tanto para a saude do utente, a
nivel individua, como para a saude publica, promovendo desta forma o uso racional dos

medicamentos.

Para além das componentes informativa e de aprendizagem, o estagio em farmacia comunitaria
fez-me crescer enquanto pessoa, uma vez que tive de lidar com situagoes complexas, que
requereram um desenvolvimento de inteligéncia emocional importante para a gestao de

conflitos e de emocgoes.

Em suma, apos a conclusao do estagio e ao fazer uma andlise retrospetiva do mesmo,
considero que todos os ensinamentos e vivéncias faraio de mim, certamente, um melhor
farmacéutico, um melhor profissional, e a0 mesmo tempo alguém mais humano, que consiga

lidar com situagoes futuras com uma outra perspetiva.
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Parte Il - RELATORIO DE ESTAGIO EM ASSUNTOS
REGULAMENTARES DO MEDICAMENTO

OWLPHARMA — CONSULTING, LDA.



Abreviaturas

AIM — Autorizagao de Introdugao no Mercado

CCDS — Company Core Data Sheet

CMDh — Coordination Group for Mutual Recognition and Decentralised Procedure
DCP — Descentralised Procedure

eAF — Electronic Application Form

EuCSI — European Core Safety Information

FI — Folheto Informativo

IPN — Instituto Pedro Nunes

MedDRA — Medical Dictionary for Regulatory Activities
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
QRD — Quality Review of Documents

RCM — Resumo das Caracteristicas do Medicamento

SWOT - Do inglés, Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats



I. Introducao

No ambito da unidade curricular “Estagio Curricular”, que integra o plano de estudos do 5°
ano do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), surgiu a oportunidade de
desenvolver estagio numa area diferente da farmacia comunitaria, proporcionando assim aos

estudantes um contacto diferenciado com as diferentes areas de atuagao do Farmacéutico.

Apos o vasto plano curricular proporcionado pelo MICF, houve varias unidades curriculares
que me despertaram um interesse acrescido, nomeadamente “Assuntos Regulamentares e do
Medicamento”, unidade curricular de caracter obrigatério do 4° ano do MICF, onde nos foi
outorgada uma visao mais tedrica dos Assuntos Regulamentares. Com o intuito de conhecer
melhor a area e de me poder desafiar, decidi escolher no 5° ano do MICF a unidade curricular
de “Gestao de Processos Regulamentares”, onde pude desenvolver varias atividades praticas
no ambito do ciclo de vida do medicamento. Apods estas unidades curriculares, com o
desenvolvimento de competéncias tedricas e praticas e com o interesse pela area, optei por
realizar uma experiéncia adicional em contexto real. Deste modo, surgiu a oportunidade de
estagio na Owlpharma — Consulting, Lda., e, através do feedback positivo da empresa, decidi que
seria vantajoso ter uma ideia ainda mais abrangente do Departamento de Assuntos

Regulamentares.

O estagio curricular decorreu entre o dia 2 de margo de 2020 e o dia 29 de maio de 2020,
sob a orientagao do Dr. César Gongalves, do Dr. Ricardo Andrade e da Dra. Ana Andrade.
Importa salientar que, devido a pandemia e a decretagio de estado de emergéncia, para
seguranca dos estagiarios e colaboradores, o estagio decorreu em regime de teletrabalho a

partir do dia 12 de marco.

No presente relatério sera exposta uma analise SWOT, da sigla em inglés para Pontos Fortes
(Strengths), Pontos Fracos (Weaknesses), Oportunidades (Opportunities) e Ameagas (Threats),

com base na minha experiéncia enquanto estagiario na Owlpharma — Consulting, Lda.

2. Owlpharma - Consulting, Lda.

A Owlpharma — Consulting, Lda. € uma empresa de consultoria direcionada essencialmente para
as industrias farmacéuticas. A empresa foi fundada em 2013, tendo a sua sede no Instituto
Pedro Nunes (IPN), uma incubadora de empresas sediada em Coimbra. Desde a sua fundagao,
a Owlpharma tornou-se numa referéncia na consultoria na area farmacéutica, recebendo o
prémio “Gazela 2018”, que distingue as empresas com um rapido crescimento (Owlpharma,

2020).



O core de atividades da Owlpharma prende-se com as quatro areas essenciais, nomeadamente
os Assuntos Regulamentares, a Garantia da Qualidade, a Farmacovigilancia e Medical and
Scientific Affairs. Por conseguinte, a empresa presta servigos especializados que cobrem todo
o ciclo de vida do medicamento, encontrando-se articulada com as agéncias regulamentares
tanto a nivel nacional como internacional, e tendo sempre em consideragao a legislagio em

vigor (Owlpharma, 2020).

Durante o estagio na Owlpharma tive a oportunidade de realizar tarefas no Departamento de

Garantia da Qualidade e no Departamento de Assuntos Regulamentares.

3. Analise SWOT

A analise SWOT é uma ferramenta simples e pratica que permite avaliar retrospetivamente a
prestacao de uma empresa, no entanto, a analise SWOT pode ser adaptada para fazer uma
avaliagao critica de um estagio, ajudando a sistematizar os pontos fortes e fracos, bem com as
oportunidades e ameagas do mesmo. Assim sendo, a andlise SWOT é o método utilizado no

presente relatorio para sistematizar a experiéncia de estagio na Owlpharma.

3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Plano de estudos
As unidades curriculares de Assuntos Regulamentares e Gestao de Processos Regulamentares
(opcional do 5° ano) providenciaram conhecimentos tedricos e praticos, que se revelaram
fundamentais para o desempenhar das fungoes no Departamento de Assuntos, uma vez que
parte das tarefas que realizei na Owlpharma ja tinham sido abordadas nestas unidades

curriculares.

3.1.2. Responsabilidade e Autonomia
Uma vez que a maior parte do meu estagio foi realizado a distancia (em teletrabalho devido a
conjuntura do COVID), senti uma grande responsabilidade e exigéncia pelo cumprimento das
tarefas que me eram atribuidas. Para além disso, tendo em consideragao que nao tinha ninguém
para acompanhar em tempo real o trabalho desenvolvido, senti-me ainda mais instigado a dar

o meu melhor de forma a corresponder ao voto de confianga que me foi concedido.

3.1.3. Competéncias Linguisticas
Atendendo a internacionalizagdo das industrias farmacéuticas e ao facto de o inglés ser
considerado uma lingua universal, é necessario ter alguns conhecimentos de forma a
compreender, escrever e traduzir documentos. Desta forma, consegui praticar e evoluir nas
minhas competéncias nesta lingua através na tradugao e compreensao de textos técnicos.
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Adicionalmente, durante a execugao de algumas tarefas como a pesquisa de informagao sobre
procedimentos, taxas e requisitos para a submissao de uma Autorizagao de Introdugao no
Mercado (AIM), tive a oportunidade de contactar com outros linguas, como o franceés, o
alemao e o espanhol o que se revelou verdadeiramente desafiante a nivel da pesquisa e da
compreensao textual, acabando por refor¢ar a importancia do desenvolvimento de

competéncias linguisticas.

3.2. Pontos Fracos

3.2.1. Repeticdo de algumas tarefas
Visto que nao tinha acesso a rede da Owlpharma e novas tarefas requeriam explicagoes
extensas ou o acompanhamento do trabalho desenvolvido por um colaborador, nem sempre
era facil designarem-me tarefas diferenciadas, o que culminou, por vezes, na realizagao de

algumas tarefas rotineiras.

3.2.2. Nao oportunidade de desenvolver tarefas noutros departamentos
Nao surgiu a oportunidade de desenvolver trabalhos nos departamentos de Farmacovigilancia
e do Medical and Scientific Affairs, mais uma vez condicionado pela conjuntura atual, o que

impossibilitou ter uma nogao aprofundada do trabalho também destes departamentos.

3.3. Oportunidades

3.3.1. Formacgées iniciais
O inicio do estagio na Owlpharma foi marcado por um vasto plano formativo, que, para além
de dar a conhecer um pouco melhor a empresa, permitiu também a revisao de diversos
conceitos das diferentes unidades curriculares do MICF, possibilitando assim uma melhor
compreensao das tarefas e facilitando a comunicagao. Importa ainda referir que as formagoes
suprarreferidas se encontram inseridas no ambito dos conhecimentos basicos de Assuntos
Regulamentares, quer de medicamentos de uso humano, quer de cosméticos, preparagao e
redacao de Resumo das Caracteristicas do Medicamento (RCM), Folheto Informativo (Fl) e
Rotulagem segundo o Quality Review of Documents (QRD) e conceitos basicos de

Farmacovigilancia.

3.3.2. Atividades Desenvolvidas

Departamento de Assuntos Regulamentares:

e Comparagao de RCMs aprovados com European Core Safety Information (EuCSls) e
Company Core Data Sheet (CCDS) (documentos internos das empresas farmacéuticas
que compilam as informagoes de seguranga de uma substancia ativa), de forma a

garantir que os RCMs contém as informagoes de seguranga mais atualizadas;
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Pesquisa em varios sites das Agéncias Regulamentares Europeias (nomeadamente
Alemanha, Franca e Espanha) de informagoes sobre procedimentos, taxas e requisitos
para a submissao de uma AIM através de um procedimento descentralizado (DCP);
Harmonizagao de textos de medicamentos genéricos (RCM e Fl) a partir dos textos
do medicamento de referéncia;

Tradugao de RCMs do inglés para portugués, consultando a plataforma Medical
Dictionary for Regulatory Activities (MedDRA);

Preparagao de electronic Application Form (eAF) para pedidos iniciais de AIM e para
pedidos de alteragoes aos termos de AlM;

Elaboragao de RCM, Fl e rotulagem segundo os Templates QRD.

Departamento de Garantia de Qualidade:

Avaliagao do risco da presenga de Nitrosaminas em Medicamentos de uso Humano
contendo farmacos de sintese quimica. Esta avaliagao é consequente do pedido do
Coordination Group for Mutual Recognition and Decentralised Procedure (CMDh) apos a
detecao inicial de niveis elevados de nitrosaminas em medicamentos contendo
valsartan e posteriormente em outros medicamentos designados de “sartans”. A
avaliagao do risco da presenga de nitrosaminas € uma avaliagao integral de todo o
medicamento sendo incluidos para além das substancias ativas, os excipientes, o
material de acondicionamento primario, os métodos de fabrico do medicamento, bem
como o contexto de uso do medicamento. Assim sendo, esta é a primeira fase do
procedimento proposto pelo CMDh, que é seguida pela fase de testes confirmatorios
caso seja detetada uma potencial presenga de nitrosaminas e subsequentes alteragoes
aos termos de AIM dependentes do outcome da avaliagao e dos testes confirmatorios,
presando assim pela seguranga do uso dos medicamentos pelos doentes (EMA-CMDh,

2019, 2020).

3.4. Ameacas

3.4.1. COVID-19

A principal ameaca a realizacao do estagio nos moldes habituais foi a pandemia causada pelo

virus SARS-CoV-2 que causa a doenga conhecida por COVID-19. Devido a esta pandemia e

ao estado de emergéncia decretado pelo governo, foi necessario, para a seguranga dos

trabalhadores da Owlpharma e dos seus estagidrios, que fosse adotado o regime de

teletrabalho. Posto isto, tive apenas a possibilidade de estagiar presencialmente nas instalagoes

da Owlpharma por um periodo de duas semanas, tendo-se prolongado o estagio em regime de
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teletrabalho até ao final do periodo de tempo previamente definido. De forma a ter as
condigoes necessarias para a realizagao do estagio foi-me fornecido um computador da
Owlpharma com todos os programas que necessitava para a realizagao dos projetos que tinha
em curso. Contudo, a execugao de novos projetos tornou-se um desafio, uma vez que nem
sempre era percetivel qual o seu objetivo final e qual a melhor metodologia para o executar,
devido a algumas falhas de comunicagao. Todavia, o empenho e dedicagao da equipa da
Owlpharma para esclarecimentos adicionais foram notérios, mostrando-se sempre disponiveis

para esclarecer todas as duvidas.

4. Consideracoes Finais

O estagio na Owlpharma — Consulting, Lda. teve uma duragao de 3 meses, resultando numa
experiéncia enriquecedora, e uma oportunidade de aquisicio de conhecimentos praticos na
area dos Assuntos Regulamentares no ambito farmacéutico, tais como, a preparagao de novos
pedidos de AIM e de alteragoes aos termos da AIM. Este estagio também permitiu o
desenvolvimento de aptidoes importantes para o mundo do trabalho como gestao de tempo
e organizagao pessoal, desenvolvimento de autonomia e sentido de responsabilidade, de
selecdo de metodologias de trabalho, desenvolvimento de competéncias linguisticas e de
competéncias informaticas através da utilizagio de varias ferramentas do Microsoft Office®, tais

como Word e Excel.

Embora a maior parte do estagio tenha sido em regime de teletrabalho, considero que foi um
desafio nao s6 para mim, enquanto estagiario, porque tive de me adaptar a uma realidade de
trabalho bastante diferente das minhas espectativas, mas também para a Owlpharma, uma vez
que houve a necessidade de se ajustarem a realidade que infelizmente vivemos e ainda dar-me

todo o apoio para que tivesse a melhor experiéncia pedagogica possivel.

Resta-me agradecer ao Dr. César Gongalves, ao Dr. Ricardo Andrade e a todos os
colaboradores da Owlpharma, com quem direta ou indiretamente estagiei, por toda a

aprendizagem e experiéncias profissionais que me proporcionaram ao longo destes meses.
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Parte 1l - MONOGRAFIA

TRANSPOSICAO DE ESCALA DA PRODUCAO DE VIiRUS

ADENO-ASSOCIADOS



Abreviaturas

AAP - Assembly Activating Protein (Proteina Ativadora da Montagem)

AAY - Adeno-Associated Virus (Virus Adeno-Associados)

AC - Affinity Chromatography (Cromatografia de Afinidade)

Ad - Adenovirus

AEX - Anion Exchange Chromatography (Cromatografia de Troca Anionica)

ATMPs - Advanced Therapy Medicinal Products (Medicamentos de Terapia Avangada)
BEVS - Baculovirus Expression Vector System (Sistemas de produgao de vetores baseados em
expressao mediada por Baculovirus)

BHK - Baby Hamster Kidney (células de rim de hamster bebé)

Cap - Capside

CEX - Cation Exchange Chromatography (Cromatografia de Troca Catidnica)

CIM - Convective Interaction Media (meio de interagao convectiva)

CMAs - Critical Material Attributes (Caracteristicas Criticas das Matérias Primas)
CPP - Critical Process Parameters (Caracteristicas/Parametros Criticos do Processo)
CQAs - Critical Quality Attributes (Atributos Criticos de Qualidade)

CsCl - Cloreto de Césio

DIAM - Dual lon-exchange Adsorptive Membranes (membrans adsortivas de troca ionica)
DNA - DeoxyriboNucleic Acid (acido desoxirribonucleico)

EMA - European Medicines Agency (Agéncia Europeia do Medicamento)

EPAR - European Public Assessment Report

FDA - Food and Drug Administration

GMP - Good Manufacture Practices (Boas Praticas de Fabrico)

GOl - Gene of interest (gene de interesse flanqueado pelas sequéncias ITR)

HEAC - Heparin Affinity Chromatography (Cromatografia de Afinidade a Heparina)
HEK?293 - Human Embryonic Kidney 293 cells (células embrionarias de rim humano)
HeLa - Cervical cancer cells

HIC — Hydrophobic Interaction Chromatography (Cromatografia de Interagao Hidrofobica)
HPV - Virus do Papiloma Humano

HSPG - Proteoglicano Sulfato de Heparina

HSV - Herpes Simplex virus

IAC - Immunodffinity Chromatography (Cromatografia de Imunoafinidade)

IEX - lon Exchange Chromatography (Cromatografia de Troca Iénica)

25



IMAC - Immobilized Metal Affinity Chromatography (Cromatografia de Afinidade a Matais

Imobilizados)

ITR - Inverted Terminal Repeat

LPL - Lipoproteina lipase

LPLD - Deficiéncia da lipoproteina lipase

MOI - Multiplicity of infection

MWCO - Molecular Weight Cut-Off (Cut-off de peso molecular)

NADbs - Neutralizing Antibodies (anticorpos neutralizantes)

NLS - Nuclear Localization Signal (sinal de localizagao nuclear)

ORF - Open Reading Frame (pautas de leitura)

P - Promotor

PAAY - Plasmideo contendo os genoma do virus adeno-associado recombinante
PEI - Polietilenimina

pHelper — Plasmideo contendo as fungdes auxiliar

pl - Ponto Isoelétrico

ple — Ponto Isoelétrico de capside de AAV vazias

plr — Ponto Isoelétrico de capside de rAAV

PLAZ2 - Phospholipase A2 (fosfolipase A2)

PSMN - Plasmideo contendo o gene de sobrevivéncia do neurénio motor
QbD - Quality by Design

QTPP - Quality Target Product Profile (Perfil de Qualidade Alvo do Produto)
rAAVs - Virus Adeno-Associados recombinantes

Rep - Replicagao

rHSV - Virus Herpes Simplex recombinante

RNA - Ribonucleic Acid (acido ribonucleico)

RPE - Retinal Pigment Epithelium

SEC - Size Exclusion Chromatography (Cromatografia de Exclusao Molecular)
Sf9 — Células de Spodoptera frugiperda

SMA - Atrofia Muscular Espinhal

SMN - Sobrevivéncia do Neurénio Motor

TFF - Tangential Flow Filtration (Filtragao Tangencial)

VP - Viral Protein (Proteinas Virais — capside)
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Resumo

Nos ultimos anos temos assistido a progressos extraordinarios no dominio da terapia génica,
sobretudo nas terapias que fazem uso de Virus Adeno-Associados como vetores, revelando-
se uma abordagem vanguardista nos mais variados aspetos, assinalada pela aprovagao em 2012
do Glybera pela EMA. De facto, este foi o primeiro medicamento de terapia génica aprovado
no mundo ocidental, abrindo um novo capitulo na medicina moderna, juntamente com o
Luxturna e o Zolgensma, recentemente aprovados, que ao atuarem na base molecular das
patologias resultam numa melhoria significativa dos sintomas e, por conseguinte, da qualidade
de vida dos doentes. Este progresso so foi possivel através de ensaios clinicos, que
confirmaram as inUmeras aplicagoes dos vetores AAVs na terapia génica de doengas genéticas

hereditarias e doengas genéticas adquiridas.

No entanto, a acompanhar o aumento das aplicagdes clinicas, emergiu a necessidade de
produzir mais e melhor. Por um lado, a apoiar a necessidade de produzir em maior quantidade
encontra-se a crescente procura por parte dos doentes e, por outro lado, a apoiar a
necessidade de produzir com melhor qualidade encontram-se as crescentes exigéncias
regulamentares. Desta forma, surgiu a necessidade da transposi¢ao de escala da produgao de

AAVs, de modo a que esta tecnologia continue na vanguarda da terapéutica.

Contudo, existem trés aspetos que influenciam a transponibilidade de escala da produgiao de
AAVs. O primeiro aspeto aprende-se com a biologia dos AAVs, uma vez que o conhecimento
das caracteristicas basicas do genoma, dos serotipos, bem como do ciclo de infegao
desempenham um papel fundamental na introducao das transformagdes necessarias para
adaptar os AAVs a sua utilizagado como vetores para terapia génica (AAVs recombinantes —

rAAVs), assim como para otimizar as fases de producao e de purificagao.

O segundo aspeto diz respeito as estratégias atualmente disponiveis para a replicagao dos
rAAVs. Estas estratégias assentam na utilizagao de células de mamifero ou inseto as quais sao
fornecidas os elementos genéticos necessarios. Todavia, nao é possivel determinar a técnica
de “eleicao”, visto que todas apresentam algumas vantagens e desvantagens, porém, nos
ltimos anos as estratégias de produgao tém sofrido diversas modificagoes de forma a permitir

a obtencao de titulos mais elevados.

Por fim, o terceiro aspeto a considerar na transposigao de escala é a purificagao, etapa onde
se procede a separagao dos rAAVs das restantes impurezas e subsequente concentragao,

revelando-se de extrema importancia na produgao de rAAVs para a utilizagao clinica. Assim

27



para a transposi¢ao de escala da produgao de AAVs é necessario termos uma visao holistica
de todas as etapas, desde a concecao original do vetor, até ao produto final, garantido os

pilares de qualidade, de seguranca e de eficacia.

Palavras-chave: AAVs; Produgao; Purificagao; Transposi¢ao de Escala; Terapia Génica.
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Abstract

In recent years we have seen exceptional progresses in gene therapy, and more prominently
in vector-based therapy with Adeno-Associated Virus (AAVs), revealing an avant-garde
approach in a wide variability of aspects, particularly marked by the approval of Glybera in
2012 by EMA. This was the first medicine-based gene therapy approved in the western word,
opening a new chapter in modern medicine, together with newly approved Luxturna and
Zolgensma, which allows a significant improvement in symptoms and, consequently, in the
quality of life. This progress is only possible through clinical trials, which reaffirm the numerous
applications of AAV vectors in gene therapy of hereditary genetic diseases and acquired genetic

diseases.

However, to accompany the increase in clinical applications, the need to produce more and
better emerged. On the one hand, supporting the need to produce in greater quantities is the
growing demand from patients and, on the other hand, supporting the need to produce with
better quality are the growing regulatory requirements. Thus, the need for the transposition
of scale of the production of AAVs arose, so that this technology remains at the forefront of

novel therapies.

However, three aspects influence the scalability of AAVs production. The first aspect is related
to the AAV’s biology, since the understanding of the basic characteristics of the genome,
serotypes, as well as the infection cycle, play a key role in granting the transformations
necessary to adapt AAVs to its use as vectors gene therapy (recombinant AAVs — rAAVs), as

well as in the production and purification phases.

The second aspect concerns the strategies currently available for rAAV’s replication. These
strategies are based on the use of mammalian or insect cells to which the necessary genetic
elements are provided. However, it is not possible to determine the technique of "election”,
since all have some advantages and disadvantages, nevertheless, in recent years production

strategies have undergone several modifications to allow the achievement of higher titers.

Finally, the third aspect to be considered in the scale transposition is purification, a stage where
the rAAVs are separated from the remaining impurities and subsequently concentrated,
proving to be extremely important in the rAAV’s production for the clinical uses. Thus, to
scale-up the production of AAVs, it is necessary to have a holistic view of all stages, from the

original vector design to the final product, guaranteing the pillars of quality, safety, and efficacy.

Keywords: AAVs; Production; Purification; Scale Transposition; Gene Therapy
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Introducao

De acordo com a definicao da Agéncia Europeia do Medicamento, a Terapia Génica enquadra-
se, conceptualmente, no grupo dos Medicamentos de Terapia Avangada (ATMPs), sendo um
medicamento biologico que possui as seguintes caracteristicas: a) contém uma substancia ativa
que inclui ou constitui um acido nucleico recombinante usado ou administrado no ser humano
tendo em vista a regulagao, a reparagao, a substituicao, a adicao ou a supressao de uma
sequéncia genética; b) os seus efeitos terapéuticos, profilaticos ou de diagndsticos estao
diretamente relacionados com a sequéncia do acido nucleico recombinante que contém, ou
com o produto da expressao genética desta sequéncia. Para além disso, salienta-se que nos
medicamentos de terapia génica nao se incluem as vacinas contra doengas infeciosas (Directiva

2009/120/CE da Comissdo - Medicamentos De Terapia Avancada, 2009).

Atentando no suprarreferido, o principal objetivo da terapia génica é melhorar ou curar os
sintomas de doencgas genéticas, através da expressao prolongada e a um nivel suficiente, do
gene terapéutico ou “transgene”. Importa realgar que a expressao deve ser a mais proxima
possivel dos valores fisiologicos, de modo a minimizar os potenciais efeitos adversos e
promover os melhores efeitos terapéuticos (Collins e Thrasher, 2015; High e Roncarolo,
2019; Kay, Liu e Hoogerbrugge, 1997). Este objetivo é apenas alcangavel caso existam veiculos
de entrega do material genético as células, isto é, vetores, tomando como exemplos
plasmideos, nanoestruturas ou virus (Gongalves e Paiva, 2017). Um requisito essencial da
terapia génica é a capacidade de vetorizar, isto é, a capacidade de entregar o gene terapéutico
de uma forma seletiva as células alvo sem que o gene seja cedido a células para as quais nao
seja necessaria a corregao providenciada pelo transgene (Grieger e Samulski, 2012). Os
vetores virais sao os mais estudados no campo da terapia génica, uma vez que estes exibem a
capacidade natural de invadirem as células seletivamente, bem como a capacidade de inserirem
o seu material genético nas células, passando estas a expressar o genoma viral. Destaca-se
ainda que, na terapia génica o genoma inserido e expresso designado de transgene, pode ser
expresso por longos periodos de tempo (Gongalves e Paiva, 2017; Warnock, Daigre e Al-
Rubeai, 2011). Entre os virus mais ativamente estudados, destacam-se os Virus Adeno-
Associados, que devido as iniUmeras vantagens tornaram possivel que o Glybera fizesse o longo
caminho desde o laboratério até aos ensaios clinicos e por fim até a pratica clinica,
conseguindo alcangar assim o titulo de primeiro medicamento de terapia génica aprovado.
Este medicamento foi sucedido pelo Luxturna e mais recentemente pelo Zolgensma, abrindo
assim um novo capitulo na terapéutica da medicina moderna, alterando o paradigma de

doengas cronicas raras (Li e Samulski, 2020).
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Contundo, existe uma questao emergente no que diz respeito a este campo de investigacao e
desenvolvimento — os atuais métodos para a Produgao de vetores virais Adeno-Associados
nao estao a conseguir atender as quantidades crescentes exigidas tanto pelos ensaios clinicos,
como pelo consumo dos medicamentos aprovados. Por um lado, as atuais estratégias para a
producao de vetores sao dispendiosas e laboriosas e, por outro lado, nao produzem titulos
suficientemente elevados para a producao de medicamentos, revelando-se como a maior
ameaga para a manutengao dos medicamentos atualmente disponiveis, bem como para a
implementagao desta tecnologia em doengas mais prevalentes. Consequentemente, torna-se
imprescindivel proceder ao melhoramento das técnicas presentemente disponiveis,
otimizando-as tanto a nivel de recursos, como a nivel dos processos, passos essenciais para a
transponibilidade de escala da producao de virus Adeno-Associados, de forma a tornar esta

tecnologia amplamente disponivel.

31



|I. Biologia dos Virus Adeno-Associados (AAV5s)

Os Virus Adeno-Associados (AAVs) sdo virus pertencentes ao género Dependovirus e a familia
Parvovirus, inicialmente identificados em [965 como contaminantes de preparagoes de
Adenovirus (Ad) (Atchison, Casto e Hammon, 1965; Naso et al, 2017). Estes virus nao
possuem a capacidade de se replicarem naturalmente e, como tal, nos virus selvagens
encontram-se dependentes de uma coinfecgao por um outro virus (virus auxiliar), tais como
os Ad, virus Herpes Simplex (HSV), virus vaccinia ou o virus do Papiloma Humano (HPV), de
forma a assegurarem a replicagao e garantirem, deste modo, uma infe¢do produtiva (Chen,
Keiser e Davidson, 2018; Grieger e Samulski, 2012; Naso et al., 2017; Warnock, Daigre e Al-
Rubeai, 201 1). Embora a infegao por AAVs seja comum na populagao humana, a infecao nunca
foi associada a patogenicidade. Esta particularidade aliada ao facto dos AAVs serem pouco

imunogénicos faz destes bons candidatos para terapia génica (Pillay et al., 2017).

Os AAVs sao virus sem envelope (nus), com capside icosaédrica proteica, e com
aproximadamente 22-26 nm de diametro (Wang, Tai e Gao, 2019; Warnock, Daigre e Al-
Rubeai, 2011).

I.I. Genoma
Os AAVs tém um genoma constituido por DNA linear de cadeia simples com
aproximadamente 4,8 kb, com duas pautas de leitura (ORFs) flanqueadas em ambas as
extremidades por sequéncias terminais repetidas e invertidas (Inverted Terminal Repeats, ITRs)
com 145-bp. Estas sequéncias desempenham um papel fundamental na replicagio do genoma
viral e na correta formagao dos virides (Chen, Keiser e Davidson, 2018; Naso et al., 2017;
Wang, Tai e Gao, 2019). As ORFs contém os trés genes necessarios para a replicagao e
montagem dos virus, o rep (replicagao), o cap (capside) e o aap (montagem) (Naso et al., 2017;

Woarnock, Daigre e Al-Rubeai, 201 1).

A extremidade 5' contém as sequéncias de nucledtidos que codificam as quatro proteinas nao
estruturais (Chen, Keiser e Davidson, 2018) mas essenciais para a replicacio do genoma viral
e para a montagem do viriao, nomeadamente, a Rep78, Rep68, Rep52 e a Rep40, cuja
designagao tem por base o peso molecular das proteinas (Naso et al, 2017). Existem dois
promotores internos (P) na ORF 5', o P5 facilita a transcricio da Rep78 e Repé8 e o P19
facilita a transcricao da Rep52 e Rep40. Estes promotores sao ativados apés a coinfecgao com
um virus auxiliar. A Rep78 e a Rep68 sao multifuncionais e desempenham um papel em quase

todos os estadios do ciclo de vida dos AAVs, sendo responsaveis pela transcri¢ao e replicagao
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do DNA viral bem como a integragao no local especifico do cromossoma |9 humano (Grieger

e Samulski, 2012; Samulski et al., 1991).

A proteina Rep78 também demonstrou ligar-se a cromatina da célula hospedeira. A Rep68 é
uma endonuclease e, como tal, reconhece sequéncias especificas de DNA, podendo também
desenrolar o DNA de cadeia dupla. As proteinas Rep52 e Rep40 sao helicases de DNA com
polaridade 3'->5', sendo essenciais para a reunido e inser¢io do genoma viral no interior da
capside preformada no nucleo da célula hospedeira (Grieger e Samulski, 2012). Estas proteinas
Rep também desempenham um papel importante na regulagio génica, reprimindo a
transcricao a partir do promotor P5 na auséncia de uma infe¢do por um virus auxiliar

(Balakrishnan e Jayandharan, 2014).

A extremidade 3' (gene cap) codifica as proteinas da capside VPI, VP2 e VP3. A transcrigao
inicia-se no promotor P40 do gene cap, gerando as trés proteinas. Dois dos transcritos sofrem
processamento ou splicing alternativo formando as VP2 e VP3, ao passo que o transcrito que
nao sofre splicing gera a proteina VPI. Como resultado, a VP| e a VP2 possuem os mesmos
aminoacidos que a parte C-terminal da VP3 (Balakrishnan e Jayandharan, 2014; Li e Samulski,

2020).

O gene aap codifica a proteina ativadora da montagem (AAP) numa pauta de leitura alternativa
que se sobrepoe ao do gene cap (Li e Samulski, 2020; Naso et al,, 2017). A proteina AAP
facilita a importacgao nuclear das proteinas da capside e promove a sua montagem e maturagao
(Chen, Keiser e Davidson, 2018; Wang, Tai e Gao, 2019). No entanto, ha evidéncias que a
AAP nao é essencial para a montagem dos AAV4, AAV5 e AAVI| (Chen, Keiser e Davidson,
2018; Earley et al,, 2017; Naso et al., 2017).

1.2. Capside
A capside tem como principal fungao a prote¢ao do genoma viral e as suas proteinas estao
diretamente envolvidas na ligagao aos recetores da célula hospedeira, na internalizagao da
particula viral e no seu trafego dentro da célula (Balakrishnan e Jayandharan, 2014; Naso et al.,
2017). A capside dos AAVs é constituida por 60 subunidades das proteinas VPI, VP2 e VP3,
que se encontram na maioria das vezes num racio de aproximadamente |:1:10 (Naso et al.,
2017; Wang, Tai e Gao, 2019). Foi demonstrado que é possivel que os viridoes apresentem
diferentes racios das subunidades da capside, podendo estes apresentar apenas VP3, apenas
VP3-VPI ou apenas VP3-VP2. A variagao da proporg¢ao destas subunidades tem impacto na
infecciosidade dos virus, especialmente naqueles que apresentam uma baixa densidade da

proteina VPl (Grieger e Samulski, 2012). A regiao N-terminal da proteina VPl tem uma
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fosfolipase A2 (PLA2) que é responsavel pelo sinal de localizagao nuclear (NLS). A disrupgao
seletiva da PLA2 pela troca dos aminoacidos histidina e aspartato por alanina e asparagina,
diminui a eficacia da infegao viral. Esta diminuicao € atribuida a redugao da capacidade do viriao
de escapar dos endossomas, sugerindo assim que a PLA2 desempenha um papel importante
na infecao (Balakrishnan e Jayandharan, 2014). Cada subunidade tem nove regioes variaveis na
superficie do viriao que determinam o tropismo e o trafego intracelular do AAV, sendo estes
os dominios tipicamente reconhecidos pelos anticorpos neutralizantes (NAbs). Modificar
geneticamente estas regioes variaveis pode alterar a eficacia da transdugao dos AAVs e a
capacidade dos NAbs para se ligarem a superficie dos virides (Li e Samulski, 2020). Cada
serotipo dos AAVs tem uma capside caracteristica (diferentes racios das proteinas da capside
bem como da sua simetria), apresentando assim afinidade dissemelhante para os diferentes
recetores das células hospedeiras (tropismo tecidular). (Balakrishnan e Jayandharan, 2014;

Warnock, Daigre e Al-Rubeai, 201 1).

1.3. Serotipos e Tropismo
Como referido na secgao anterior, as capsides dos AAVs podem apresentar diferentes racios
e conformagoes das proteinas, sendo estas diferencas responsaveis pela preferéncia da
transducao e pelos diferentes tropismos (Balakrishnan e Jayandharan, 2014; Grieger e
Samulski, 2012; Li e Samulski, 2020; Naso et al, 2017; Wang, Tai e Gao, 2019; Warnock,
Daigre e Al-Rubeai, 201 1).

Inicialmente distinguidos serologicamente, foram identificadas centenas de estirpes de AAVs
em inumeras espécies de hospedeiros (Naso et al., 2017). Até agora, foram classificados 12
serotipos de AAV diferentes, e foram classificados 108 novos isolados (variantes séricas) com
base na analise filogenética. Os serotipos |, 3,4, 6, 7 10 e || foram isolados inicialmente de
primatas nao humanos enquanto os serotipos 2, 5, 6 e 9 foram isolados a partir de amostras

humanas (Balakrishnan e Jayandharan, 2014; Chen, Keiser e Davidson, 2018).

Estes serotipos apresentam diferentes tropismos para os tecidos tendo em conta as interagoes
que desenvolvem com os diferentes recetores (primarios) e correcetores (secundarios)
celulares. Estes podem ser agucares, tais como acido sialico, galactose, sulfato de heparina, ou
recetores proteicos (recetor AAV; AAVR) (Chen, Keiser e Davidson, 2018; Naso et al.,, 2017).
Observou-se por microscopia eletrénica de criofractura (cryo-EM) e por cristalografia que a
VP3 era a proteina mais abundante, observou-se também que cada VP podia ter conformagoes
diferentes formando regioes variaveis. Atualmente, acredita-se que as VPs sejam responsaveis
pelo tropismo celular e pela eficiacia da transdugao (Balakrishnan e Jayandharan, 2014). O

tropismo celular manifestado pelos diferentes serotipos dos AAVs é uma caracteristica
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essencial para a vetorizagao da terapia génica. Presente no ANEXO | encontram-se
sumariados os diferentes serotipos, qual a espécie de onde foi isolado, os recetores e

correcetores que medeiam o tropismo, bem como, aplica¢oes clinicas.

1.4. Ciclo de Vida/lnfecao
O Ciclo de Vida/Infegao dos AAVs é um processo dinamico que se inicia com a ligagao das
proteinas da capside aos recetores primarios da célula hospedeira. Os diferentes serotipos de
AAVs tém diferentes recetores celulares (Figura I). (Balakrishnan e Jayandharan, 2014). Apds
a ligagao aos recetores celulares, os AAVs sofrem internalizagao por endocitose dependente
ou independente de clatrina. A endocitose é procedida por uma acidificagio do endossoma
que induz alteragoes conformacionais nas proteinas da capside. Deste modo, apos acidificagao,
o dominio N-terminal da fosfolipase A2 (PLA2) e o sinal de localizagao nuclear (NLS) da VPI
ficam expostos o que facilita a libertagao do AAV do endossoma e a entrada para o nicleo da
célula (Chen, Keiser e Davidson, 2018; Grieger e Samulski, 2012; Warnock, Daigre e Al-
Rubeai, 201 1). Embora o mecanismo de translocacao do AAV através da membrana nuclear
ainda nao esteja bem estabelecido (Warnock, Daigre e Al-Rubeai, 201 I), ha evidéncias que os
AAVs deficientes na VP| nao sao infeciosos (Grieger e Samulski, 2012). Apos libertagao do
genoma no nucleo da célula hospedeira, a cadeia simples de DNA é convertida em DNA de
cadeia dupla, e esta serve de intermediario na replicagao, sendo este um passo limitante da
infecao (Balakrishnan e Jayandharan, 2014; Grieger e Samulski, 2012). Uma vez no nucleo, e
na auséncia de um virus auxiliar o DNA do AAV permanece sob a forma de um epissoma
circular, embora em casos muitos raros o DNA do AAV possa também ser integrado
preferencialmente no local S| do cromossoma 19, AAVSI [(Chr) 19 (ql3.4)], esta integracao
€ mediada pelas proteinas Rep (Chen, Keiser e Davidson, 2018; Grieger e Samulski, 2012;
Samulski et al., 1991). Na presenca de um virus auxiliares ou de stress celular, a transcrigao e
a replicacao do DNA do AAV sao reativadas (os virus auxiliares ou promovem a produgao
das proteinas do AAV necessarias para sua a replicagao ou providenciam as proteinas de
replicagao diretamente) (Chen, Keiser e Davidson, 2018), sendo este passo importante para
que o AAV selvagem complete o seu ciclo de replicagao. Os AAVs recentemente formados
sao entao libertados por lise celular induzida pelos virus auxiliares. O mecanismo de migragao
das cadeias de DNA assegura a producao de genomas de cadeia simples para a incorporagao
viral e a expressao dos genes virais através do intermediario de cadeia dupla. Durante a
insercao do genoma viral na capside, ambas as cadeias sense e anti-sense sao inseridas com uma
frequéncia e eficacia semelhante (Balakrishnan e Jayandharan, 2014; Grieger e Samulski, 2012;

Warnock, Daigre e Al-Rubeai, 201 1). Os AAVs podem infetar células com ou sem capacidade
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de divisao, contudo, o genoma epissomal nao ¢ integrado no cromossoma da célula hospedeira
sendo por isso mais rapidamente perdido durante a divisao celular (Chen, Keiser e Davidson,

2018).
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Figura | — Diagrama da via de transdu¢do do rAAV - Os virus adeno-associados (AAV) sdao reconhecidos
por recetores celulares glicosilados da superficie da célula hospedeira. Esta interagao desencadeia a
internalizagdo do virus por endocitose mediada por clatrina. O AAYV percorre entio o citoplasma pela rede
de citoesqueleto. Devido ao baixo pH do ambiente endossomal, as regides da VP1/VP2 sofrem alteragoes
conformacionais. Apos a libertagio do AAV do endossoma, este é transportado para o nucleo e sofre
desencapsidagio. O AAV pode também sofrer protedlise pelo proteossoma. Atualmente, existem duas
classes de AAVs recombinantes (rAAVs) em utilizagdo; AAVs de cadeia simples (ssAAV) e AAV
autocomplementares (scAAVs). Nos ssAAVs o genoma pode ser inseridos em cadeias sense (cadeia positiva)
ou em cadeias anti-sense (cadeias negativas). Estas formas de cadeia simples sao transcripcionalmente inertes
quando chegam ao nicleo e devem ser convertidas em DNA de cadeia dupla, como um pré-requisito para
a transcrigao. Esta conversido pode ser realizada pela sintese da segunda cadeia a partir das polimerases de
DNA da célula hospedeira ou por emparelhamento de uma cadeia positiva e negativa que tém de coexistir
no nucleo. Uma vez que os scAAVs sao concebidos de forma a ja terem cadeia dupla quando sao formados,
estas podem sofrer transcricio imediatamente. As sequéncias ITRs presentes no genoma do rAAV podem
conduzir a recombinagdes inter ou intra-moleculares formando um genoma circular epissomal que pode
persistir no nuicleo da célula. O genoma do vetor poder também sofrer integragao no genoma da célula
hospedeira, mas em muito baixas frequéncias, representado pela linha a tracejado (Adaptado de Wang, Tai
e Gao, 2019).
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2. Virus Adeno-Associados recombinantes (rAAVs)

Os virus Adeno-Associados recombinantes (rAAVs) sao em termos praticos uma
nanoparticula formada pelas proteinas da capside dos AAVs, que encapsulam uma sequéncia
genética desprovida de todos os genes codificantes de proteinas virais, sendo substituidos pelo
transgene de interesse acoplado a genes reguladores (cassette de expressao). As Unicas
sequéncias genéticas originais dos AAVs que se mantém sao as sequéncias ITRs. Estas
sequéncias vao flanquear o transgene, revelando-se essenciais para a replicagao e montagem
dos rAAVs durante a fase de produgao e induzem a expressao do transgene in vivo,
assegurando a transdugao persistente da célula (Chen, Keiser e Davidson, 2018; Grieger e
Samulski, 2012; Li e Samulski, 2020; Naso et al., 2017; Wang, Tai e Gao, 2019). Estas sequéncias
formam concatémeros (sequéncias repetitivas) que persistem como epissomas no nucleo da
célula transduzida. Como o DNA nao € integrado no cromossoma, uma vez que esta
integracao do genoma viral na célula hospedeira é mediada pelas proteinas Rep (Grieger e
Samulski, 2012), o transgene sera eventualmente diluido ao longo do tempo a medida que a
célula se divide, o que acaba por levar a sua perda e, consequentemente, a perda da sua
expressao. A taxa de perda do transgene é dependente da taxa de replicagao celular (Naso et
al, 2017). A remogao dos genes codificantes das proteinas virais dos AAVs (aproximadamente
96% do genoma do AAV) maximiza a capacidade dos rAAVs para acomodarem o transgene e
contribui também para a sua baixa imunogenicidade e citotoxicidade em administragoes in vivo
(Li e Samulski, 2020; Wang, Tai e Gao, 2019). Assim, os rAAVs podem ser produzidos através
da substituicao dos genes rep e cap pelo promotor e pelo gene terapéutico de interesse. Os
genes rep e cap podem entao ser expressos na forma trans num plasmideo diferente que nao
tenha o gene terapéutico flanqueado pelas ITRs. Esta separagao dos genes (rep e cap) do
plasmideo que contém os ITRs é critica para impedir a formagao de AAVs do tipo selvagem

(Grieger e Samulski, 2012).

Os rAAVs nao conseguem acomodar sequéncias genéticas com mais de 5,0 kb e, como tal, no
design da sequéncia de DNA a ser inserido no vetor final, deve ter-se em atengao o tamanho
dos dois ITRs em ambas as extremidades, o tamanho do transgene, bem como o tamanho de
elementos reguladores necessarios para a expressao génica (por exemplo, promotores e sinais
de poliadenilagao) (Wang, Tai e Gao, 2019). Tentativas de inser¢ao de genomas recombinantes
com mais de 5 kb podem resultar numa redugao do titulo de rAAVs final ou numa possivel
recombinagao do transgene, levando a truncagem do genoma, no entanto, surgiram estratégias
para contornar o limite de 5 kb (Naso et al, 2017; Wu, Yang e Colosi, 2010), por exemplo

através da divisao da cassette de expressao em dois (até 9 kb) (Duan, Yue e Engelhardt, 2001;
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Trapani et al, 2014; Yan et al, 2000) ou trés (até 14 kb) (Maddalena et al., 2018) vetores
distintos; uma cassette funcional é entao reconstituida a partir dos genomas dos rAAVs apos
recombinagao no nucleo da célula hospedeira (Chen, Keiser e Davidson, 2018; Warnock,
Daigre e Al-Rubeai, 201 ). Mais recentemente, e de forma a melhorar a estratégia da divisao
e recuperagao da cassette de expressao, apostou-se na utilizagao de inteinas divididas na
extremidade das proteinas (split-inteins). As inteinas sao expressas como dois polipeptideos na
parte terminal de duas proteinas (N- e C-exteinas), catalisando o seu trans-splicing ou
processamento resultando na promocao da associagao das duas proteinas numa Unica proteina

maior (Tornabene et al., 2019; Truong et al., 2015).

Deve ter-se em consideragao qual o tecido alvo e células alvo de forma a escolher qual a
melhor via de administragao e melhor serotipo dos AAVs devido as diferengas nas interagoes
com os recetores celulares e subsequente internalizagao (Balakrishnan e Jayandharan, 2014;
Chen, Keiser e Davidson, 2018; Wang, Tai e Gao, 2019). Podera ser vantajoso o
desenvolvimento de um serotipo hibrido, onde ocorre o cruzamento dos genes cap de
diferentes serotipos, tornando-se possivel obter novas propriedades e novas interagoes,
melhorando a capacidade de vetorizagao (Goswami et al., 2019). Por outro lado, também é
possivel fazer a uma combinagao entre as sequéncias ITRs de um AAV com a capside de um
outro serotipo, a esta técnica chama-se pseudo-tipagem, e permite otimizar tanto o tropismo
tecidular, proporcionado pela ciapside do AAV, como a eficicia da transdugao do rAAV,
providenciada pelas sequéncias ITRs (Burger et al., 2004; Chen, Keiser e Davidson, 2018;
Thomas et al., 2004).

2.1. Vantagens e Desvantagens
Na maioria dos casos, os AAVs nao exibem patogenicidade nem citotoxicidade nas doses
necessarias para uma transdugao efetiva. Quando administrados in vivo, a capside dos AAVs é
menos imunogénica que a dos Adenovirus. Uma vantagem dos AAVs é que o seu genoma
epissomal consegue persistir por varios anos em células sem capacidade de divisao, tais como
os neuronios, sendo assim possivel manter a expressao génica do transgene por longos
periodos. Uma vez que os rAAVs nao apresentam as proteinas Rep, nao ha integragao do
genoma recombinante no genoma da célula hospedeira, diminuindo assim o risco de inser¢oes

mutagénicas.

Por outro lado, os vetores AAVs possuem um amplo tropismo quer para varios hospedeiros,
quer para varios tipos de células pos-mitoticas. Para além disso, os vetores conseguem
transduzir tanto células em divisao assim como células sem capacidade de divisao. Uma

limitagdo desta estratégia de vetorizagao € o tamanho reduzido do gene que os AAVs
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conseguem comportar (<5 kb) que constitui um fator limitante quando se pretende vetorizar
genes grandes e com sequéncias reguladoras mais complexas. No entanto, esta desvantagem
pode ser superada através da divisao da cassette de expressao por dois ou trés vetores
distintos; uma cassette funcional é entao reconstituida apos recombinagao no nicleo da célula
hospedeira, ou com a utilizagao de inteinas que permitem o trans-splicing ou reconstituicao da
proteina de interesse (Duan, Yue e Engelhardt, 2001; Maddalena et al., 2018; Tornabene et al.,
2019; Trapani et al., 2014; Truong et al., 2015; Yan et al., 2000).

Uma outra desvantagem prende-se com o facto de a expressao génica poder ter um inicio
lento. Este atraso deve-se ao transgene inserido no vetor AAV ser de cadeia simples, o que
obriga a que apos a transdugao para a célula hospedeira necessite de ser convertido em DNA
de cadeia dupla, constituindo entao um passo limitante. A utilizagao dum transgene com a
sequéncia complementar (cadeia dupla) torna o inicio da expressao genética mais rapida, uma
vez que neste caso a traducao é independente da sintese do DNA de cadeia dupla. A Unica
ressalva desta estratégia € que a capacidade do vetor diminui para aproximadamente 3,3 kb

(Naso et al., 2017; Warnock, Daigre e Al-Rubeai, 201 1).

2.2. Estudos Clinicos
Apods o sucesso nos ensaios pré-clinicos e de forma a dar o salto para a pratica clinica, é
necessario submeter as terapias inovadoras a ensaios clinicos. Os ensaios clinicos sao
ferramentas indispensaveis para desenvolvimento de um novo medicamento, fazendo a ponte
entre a investigacao cientifica e a aprovagao do medicamento, permitindo assim avaliar tanto
a seguranga como a eficacia de uma intervengao, possibilitando deste modo a obtencao de

evidéncia clinica com elevada robustez.

Existem atualmente 213 estudos clinicos com Virus Adeno-Associados, desses 28 sao Estudos
Observacionais (sem intervengao direta) e 185 sao Ensaios Clinicos (estudos intervencionais).
(NIH - U.S. National Library of Medicine, 2020). Como é possivel observar no Grafico I, a
partir do ano de 2017 houve um aumento significativo no nimero total de estudos clinicos
com AAVs. Este aumento pode ser em parte explicado pelo sucesso da aprovagao do Glybera,
bem como pelo sucesso nos resultados dos ensaios clinicos. Embora os ensaios clinicos de
fase | e fase 2 se mantenham mais ou menos estaveis nos Ultimos anos, assistimos a uma
diminuigao dos ensaios clinicos de fase 3. Esta diminuigao pode estar associada as dificuldades
inerentes ao desenvolvimento dos processos de produgao de vetores AAVs em larga escala e

a aprovagao dos ensaios clinicos por parte das Autoridades Regulamentares.
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Grdfico | - Numero de estudos clinicos ao longo dos anos (Fonte: NIH - U.S. National Library
of Medicine, 2020).

No entanto, dos medicamentos experimentais que fizeram o caminho até aos ensaios clinicos,
houve trés que conseguiram dar o salto até a aprovagao de comercializagao e utilizagao clinica,
sendo muito provavel que nos proximos anos estes sejam acompanhados por outros
medicamentos, os medicamentos experimentais que se encontram neste momento em ensaios
clinicos de fase 3. Destes medicamentos destacam-se os aplicados a doengas genéticas da
retina, que incluem doengas como a Retinite Pigmentosa, a Acromatopsia, a Neuropatia Otica
Hereditaria de Leber e a Coroidermia, em que os rAAVs codificam os genes responsaveis pela
producao de proteinas que se encontram alteradas nestas doencas (Prado, Acosta-Acero e
Maldonado, 2020). Para além destes, salientam-se também os medicamentos aplicados a
Hemofilia A e a Hemofilia B, havendo um elevado niimero de terapias candidatas codificando
os fatores de coagulagao (Ohmori, 2020). Por dltimo acresce ainda destacar os medicamentos

aplicados a Mucopolissacaridose, que transportam uma cépia do gene SGSH (Marco, Haurigot

e Bosch, 2019).

2.3. Medicamentos Aprovados pela EMA e FDA
Atualmente existem dois medicamentos aprovados pela Agéncia Europeia do Medicamento
(EMA) e pela Food and Drug Administration (FDA) utilizando AAVs como vetores de terapia
génica.
O primeiro medicamento de terapia génica aprovado pela EMA em 2012 foi o Glybera indicado
para tratar individuos adultos com deficiéncia familiar da lipoproteina lipase (LPLD). Este
medicamento continha um vetor AAV do serotipo | que codificava uma variante da

lipoproteina lipase LPL***"* do gene da LPL humana. Destinava-se a infetar o musculo, passando
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os miocitos a produzir a proteina codificada pelo transgene da LPL. Atualmente a AIM deste
medicamento encontra-se caducada desde 2017 devido aos elevados custos de produgao e a

falta de retorno financeiro (European Medicines Agency, 2012, 2017).

Mais recentemente, um outro medicamento baseado em AAVs, o Luxturna foi aprovado pela
FDA em 2017 (Food and Drug Administration, 2018) e pela EMA em 2018, e esta indicado
para o tratamento de doentes adultos e pediatricos com perda de visao por mutagoes no gene
RPE65. Este medicamento tem como vetor um AAV do serotipo 2 que é usado como veiculo
de transporte para o DNA complementar do gene hRPE65. Este medicamento é administrado
por via subretiniana, onde o vetor infecta as células retinianas viaveis, que passam a expressar

a proteina codificada pelo rAAV (European Medicines Agency, 2018, 2020).

Por fim, o ultimo medicamento desta categoria aprovado até ao momento é o Zolgensma,
aprovado em 2019 pela FDA (Food and Drug Administration, 2020) e aprovado a |8 de maio
de 2020 pela EMA. Este medicamento contém AAVs do serotipo 9 como vetor e o transgene
codifica para a proteina de sobrevivéncia do neurénio motor (SMN). O Zolgensma esta
indicado para doentes com Atrofia Muscular Espinhal (SMA) com mutagées no gene SMN|
com diagnostico de SMA tipo | e em doentes com mutagoes no gene SMN/| e com até 3
copias do gene SMN2. O gene SMN| é responsavel pela grande parte da produgao da proteina
SMN, enquanto o gene SMN2 por apenas uma pequena parte da produgao da proteina SMN
funcional, podendo existir um numero variavel de cépias do gene SMN2. Logo, o niumero de
copias do gene SMN2 é inversamente proporcional a gravidade da doenga (Foust et al.,, 2010;
Kolb e Kissel, 2015; Mendell et al., 2017). A administragao do Zolgensma é tipicamente feita a
criangas com menos de 2 anos de idade, e com uma unica perfusao intravenosa conseguem-
se alcancar melhorias dramaticas ao nivel do fendtipo da doenga gragas a expressao da

proteina SMN funcional (European Medicines Agency, 2020).
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3. Introducdo as plataformas de producao de rAAVs

Os vetores virais Adeno-Associados tém demonstrado ser uma estratégia promissora para a
vetorizagdo de terapia génica, desde os primeiros ensaios pré-clinicos, clinicos e mais
recentemente confirmado pelos primeiros medicamentos aprovados para uso clinico. Com o
avango da tecnologia e do conhecimento sobre os AAVs foi possivel a descoberta de novos
serotipos, bem como o desenvolvimento de estratégias para melhorar esta técnica de
vetorizacao. Nos ultimos anos, com o aumento do numero de ensaios clinicos utilizando AAVs
e com a aprovagao dos primeiros medicamentos, surgiu como novo desafio a transposigao de
escala da producao de AAVs. Assim existe uma necessidade emergente de otimizar e
aperfeicoar as plataformas atualmente disponiveis, de forma a aumentar a produgao,
garantindo titulos elevados, pureza e poténcia do vetor, bem como o cumprimento das GMPs,
essenciais para a produgao de rAAVs para o uso clinico, de forma a garantir sempre a

qualidade, a seguranca e a eficacia dos vetores AAVs.

Os varios protocolos para a produgao de rAAVs em culturas de células assentam em trés
elementos basicos: (I) o transgene de interesse juntamente com as sequéncias
reguladoras/promotoras (que completam a cassette de expressao) flanqueados em ambas as
extremidades pelas sequéncias ITRs; (2) as sequéncias genéticas codificantes das proteinas Rep
e Cap do AAYV; (3) as fungoes do virus auxiliar (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Wang et al.,
2012). Estes elementos podem ser introduzidos nas diferentes plataformas recorrendo a
diversas estratégias, tais como a transfecao das células com plasmideos, a infegao de células
por virus (pode ser o préprio virus auxiliar ou um virus recombinante que ird transportar os
elementos essenciais), e por fim, estas sequéncias podem ainda ser integradas no genoma das
células que servem como plataforma para a produgao. Nos diversos protocolos pode-se usar

uma ou a jungao de varias estratégias (Naso et al., 2017).

Uma das primeiras plataformas a surgir e a mais comumente utilizada para a produgao de
rAAVs nas primeiras fases de desenvolvimento de um novo medicamento (fase pré-clinica e
primeiros ensaios clinicos) envolve a transfecao de células HEK293 aderentes (linha celular
constituida por células embrionarias de rim humano) com dois ou trés plasmideos que
introduzem no sistema os elementos necessarios para a produgao de rAAVs. Apesar de ser
uma técnica eficiente e ter como vantagem a nao utilizagao de virus auxiliar, esta apresenta
algumas limitagoes, para além de ser elaborada e morosa, apresenta desvantagens inerentes
ao facto das células serem aderentes (Wang et al., 2012). As células aderentes necessitam de
um suporte solido para aderirem e se multiplicarem, estando assim intrinsecamente ligadas

com a area de superficie do biorreator. Esta desvantagem é especialmente notéria aquando
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da transposicao de escala, como demonstrado por Cecchini, Negrete e Kotin (2008) e
presente no ANEXO 2, em que para cada aumento do nimero de cépias do genoma do
AAV é necessario um numero crescente de células e uma maior area de superficie, pelo que
o espago ocupado pelos biorreatores se torna irrealisticamente grande. Ao ser usado um
elevado numero de placas/frascos a variabilidade de rendimentos e composicao entre lotes
passa a constituir um problema (Cecchini, Negrete e Kotin, 2008; Clément e Grieger, 2016;
Kotin, 201 |; Robert et al., 2017). Por outro lado, a composicao do meio de cultura de células
HEK?293 aderentes necessita da presenga de soro para que as células se possam multiplicar,
aumentando assim a possibilidade de inserir agentes potencialmente patogénicos na producao.
E importante também denotar que diferencas entre lotes de soros podem contribuir para uma

variabilidade acrescida do rendimento da producao de rAAVs (Robert et al., 2017).

Uma das abordagens para maximizar a producao dos AAVs foi deixar de usar células aderentes
e passar a utilizar células em suspensao. Trés destas novas abordagens sao (1) Linhas celulares
HEK?293 adaptadas a suspensao, (2) Sistemas de expressao de vetores através da utilizagao de
baculovirus (BEVS) utilizando células de Spodoptera frugiperda (Sf9) e (3) Sistemas de infecao
de células de mamiferos modificadas em suspensao (infe¢ao por rHSV em células de rim de
hamster recém-nascido [BHK] ou infeao de Adenovirus em células Hela modificadas).
(Grieger e Samulski, 2012; Naso et al., 2017; Wang et al., 2012). No ANEXO 3 apresenta-se

uma tabela comparativa das diferentes plataformas para a produgao de rAAVs.

O Glybera foi inicialmente desenvolvido utilizando a transfecao de plasmideos em células
HEK?293 aderentes, tendo sido pedido aconselhamento cientifico a EMA de forma a alterar o
sistema de produgao para a utilizagao de baculovirus para a produgao a nivel comercial
(European Medicines Agency, 2012). O Luxturna é produzido através da transfegao de células
de mamifero por trés plasmideos (European Medicines Agency, 2018). Por fim, o Zolgensma é
produzido utilizando a transfegao de células HEK293 aderentes com uma solugao contendo
trés plasmideos, o plasmideo vetor (pSMN), o plasmideo AAV (pAAV2/9) que contem os
genes rep do AAV2 e os genes cap do AAV9 e por fim, o plasmideo com as fungoes auxiliares

do Adenovirus (PHELP) (European Medicines Agency, 2020).

3.1. Transfecao transiente de células HEK293 em suspensao
A transfegao transiente para a producao de rAAVs envolve a transfecao de células HEK293
com dois a quatro plasmideos (o numero de plasmideos é dependente do tipo de construgao,
isto &, que elementos cada plasmideo transporta). Geralmente um plasmideo contém o gene
de interesse flanqueado pelas sequéncias ITRs (codificadas em cis), um segundo plasmideo que

codifica para as proteinas Rep e Cap do AAV (codificadas em trans) e por fim, outro plasmideo
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que contém os genes auxiliares (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Matsushita et al., 1998; Naso

et al, 2017; Penaud-Budloo et al., 2018; Sharon e Kamen, 2018).

A transfegao transiente de células HEK293 em suspensao é uma evolugao natural da estratégia
inicial em que se utilizavam células HEK293 aderentes a um suporte sélido. Contrariamente,
nesta nova abordagem as células HEK293 foram modificadas para se adaptarem a suspensao,
ultrapassando assim a limitagao inicial da necessidade incomportavel de superficies cada vez
maiores, tornando desta forma possivel aumentar a escala de produgao. Embora tenham sido
alcangados rendimentos mais robustos com as células aderentes, nos ultimos anos foi possivel
alcangar rendimentos similares com as células HEK293 adaptadas a suspensao, sendo os
rendimentos alcancados aproximadamente de 10'* genomas do vetor rAAV por litro de
cultura de células, utilizando para isso um sistema de colheita continua de meio, em que se
fazem varias colheitas de meio ao longo do tempo e procede-se a substituicao com meio
fresco, de forma a refletir uma colheita descontinua, maximizando o output da produgao
(Grieger, Soltys e Samulski, 2016). Com a excecao da linha celular HEK293, este sistema de
producao é considerado como isento de componentes de origem animal, isto &, isento de
soro, e adicionalmente, este sistema também é isento de antibioticos. A adaptagao das células
HEK?293 a suspensao permitiu também aumentar a eficacia e reprodutibilidade da transfegao,
bem como, permitiu a transposi¢ao de escala utilizando “Shake-flasks”, biorreatores Wave e
tanques com agitacao (Clément e Grieger, 2016; Grieger e Samulski, 2012; Grieger, Soltys e
Samulski, 2016; Naso et al., 2017; Robert et al., 2017; Wang, Tai e Gao, 2019).

A composicao dos meios de cultura é conhecida por influenciar a eficicia da transfecao dos
plasmideos, por exemplo, pela presenca de dextrano. Como tal, a adigao de certos meios de
cultura (ou constituintes) deve ser evitada antes do processo de transfecao. Adicionalmente,
uma vez que a composicao do meio pode influenciar o rendimento, esta deve ser testada e

otimizada para a produgao de rAAVs por transfecao de plasmideos. (Robert et al., 2017)

Nos diferentes protocolos para a produgao de rAAVs através de transfegao estao descritos
diversos reagentes ou métodos fisicos que promovem a internalizagao do plasmideo na célula,
no entanto para células em suspensao, o fosfato de calcio e a polietilenimina (PEIl) sao os mais
utilizados. O PEl é normalmente o reagente preferido para a transfegao, uma vez que é um
reagente comercialmente disponivel e apresenta maior reprodutibilidade, bem como, uma
melhor relagao custo/efetividade quando comparado com lipidos catidnicos. Para além disso,
apresenta ainda menos sensibilidade a flutuagoes no pH e aos solutos dissolvidos no meio de
cultura quando comparado com o fosfato de calcio (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Kotin,

201 I; Loo, van der e Wright, 2016; Robert et al., 2017; Sharon e Kamen, 2018). A utilizagao
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de PEIl elimina a necessidade de alterar o meio de cultura pos-transfegao, diminuindo por sua
vez os custos associados a renovagao do meio de cultura, bem como, a diminuigao da carga
de trabalho (Grieger, Soltys e Samulski, 2016; Huang et al., 2013). O PEIl é um polimero que
apresenta varios grupos amina, sendo estes responsaveis pela elevada densidade de cargas
positivas do PEl, permitindo que sejam estabelecidas interagoes idnicas com os grupos fosfato
do DNA, condensando-o. Apés a formagao do complexo PEI-DNA, este é entao incorporado
pela célula por endocitose. Uma vez no interior da célula, a bomba de protoes presente na
membrana do endossoma promove a tumescéncia osmética do complexo até a disrupgao da
membrana do endossoma (Huang et al, 2013; Longo et al, 2012). No entanto, ainda se
desconhece o mecanismo responsavel pela migragao do plasmideo para o nucleo da célula. O
complexo PEI-DNA apresenta um racio ideal entre as unidades molares dos atomos de azoto
do PEIl (N) e as unidades molares dos atomos de fosforo do DNA (P), este é normalmente
conhecido como o racio N/P, relacionando-se com eficiéncia do processo de transfecao.
Embora os racios variem entre os diferentes protocolos, estes apresentam uma caracteristica
em comum, o excesso de PEl, uma vez que a tumescéncia no interior do endossoma é
dependente desta. Portanto a otimizacdo do racio de N/P resulta no uso de menores
quantidade de DNA (sob a forma de plasmideos), diminuindo assim a necessidade de uma
purificacao mais extensa e morosa, bem como, a diminui¢ao dos custos associados ao uso de
excesso de reagentes (Huang et al, 2013). No entanto, mesmo apos a otimizagao do racio
N/P continuam a ser necessarias elevadas quantidade de DNA sob a forma de plasmideos. Na
producao em larga escala, normalmente utiliza-se uma densidade de células no momento da
transfegdo que varia entre 1,0 e 2,0 x 10° células/ml. Para uma transfegio eficiente é requerido
aproximadamente | mg de DNA (sob forma de plasmideos) por litro de cultura de células
(Huang et al., 2013; Naso et al., 2017; Robert et al., 2017; Sharon e Kamen, 2018). Atualmente,
encontra-se comercialmente disponivel um reagente que deriva da polietilenimina, a PEI MAX,
que apresenta a mesma cadeia linear e os mesmo grupos amina que a PEl, mas que contém
aproximadamente mais | 1% de azotos livres, o que demonstrou ser superior na eficiéncia de

transdugao (Delafosse, Xu e Durocher, 2016; Grieger, Soltys e Samulski, 2016).

Adicionalmente, para que a produgao de rAAV por transfecao seja efetiva é necessario um
racio 6timo de cada um dos plasmideos, uma vez que, a auséncia ou o excesso de um
determinado plasmideo pode contribuir para a heterogeneidade do produto final. Este facto
pode levar, por exemplo, a variagado da razao entre capsides vazias/cheias na auséncia do
plasmideo que codifica o transgene. Normalmente, o nimero de capsides vazias representam

uma fragao significativa do produto final e, como tal, é necessirio o desenvolvimento de
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métodos de purificagio e métodos de controlo analitico capazes de distinguir entre as
variantes com e sem o transgene, de forma a assegurar a reprodutibilidade e similaridade entre

os lotes (Grieger, Soltys e Samulski, 2016; Naso et al., 2017; Wang, Tai e Gao, 2019).

Geralmente, os rAAVs sao recuperados entre 48 e 72 horas apos a transfegao, podendo ser
recuperados a partir das células e/ou a partir do sobrenadante. Embora alguns autores
defendam que o sobrenadante nao contribui significativamente para a titulagao final de rAAVs
(Reed et al, 2006), outros obtiveram um resultado mais satisfatério, quando procederam a
purificagao isolada do sobrenadante com subsequente adigao dos rAAVs obtidos a partir do
lisado das células, alcangando assim titulos mais elevados (Grieger, Soltys e Samulski, 2016;

Huang et al., 2013; Miyake et al., 2012). Ver secgao sobre a purificagao.

3.2. Sistema de producio de vetores baseados em expressio mediada por
Baculovirus (BEVS)

O sistema de producao de vetores através da utilizacao de Baculovirus (BEVS) utiliza como
plataforma de produgao as células de inseto da espécie Spodoptera frugiperda, mais
especificamente as células Sf9, que sao um subclone das células Sf21AE resultantes da
imortalizagao de células de ovario (Penaud-Budloo et al,, 2018). As células Sf9 estao adaptadas
a crescer em suspensao, num meio isento de soro e com uma temperatura de 27 °C (Grieger
e Samulski, 2012). Neste sistema os baculovirus infetam as células Sf9, transportando os genes
rep e cap, bem como a cassete de expressao flanqueada pelas sequéncias ITRs, nao sendo
necessarias as fungoes do virus auxiliar (Adenovirus ou Herpes virus), uma vez que o proprio
baculovirus providencia as fungdes auxiliares necessarias para a replicacao do genoma dos
AAVs (Aponte-Ubillus et al., 2018; Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Kotin, 201 |; Penaud-Budloo
et al., 2018; Sandro, Relizani e Benchaouir, 2019; Wang et al., 2012; Zolotukhin, 2005). No
entanto, o nimero de baculovirus utilizados para a produgao de rAAVs é dependente do tipo
de construgao genética dos baculovirus recombinantes e das células Sf9, bem como da
estratégia utilizada para a produgao, podendo este numero variar entre um e quatro
baculovirus (Grieger e Samulski, 2012; Naso et al., 2017). Por exemplo, num sistema que utilize
trés baculovirus, o primeiro pode conter o gene rep, o segundo conter o gene cap e, por fim,
o terceiro conter o gene de interesse. Num sistema alternativo, as células Sf9 podem ser
modificadas de forma a incluirem o gene de interesse no seu genoma, neste caso sao apenas
necessarias duas preparagoes de baculovirus (uma com o gene rep e outra com o gene cap).
Por fim, e de forma a simplificar ainda mais o sistema, desenvolveram-se células $f9 que contém
os genes rep e cap integrados no seu genoma, mas que estao sob o controlo de um

promotor/potenciador, sendo que este é ativado apenas ap6s uma infegao por um baculovirus.
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Neste sistema, a infecao pode ocorrer apenas com o baculovirus contendo o gene de interesse
flanqueado pelas sequéncias ITRs, pois este ao ativar o promotor/potenciador desencadeia a
producao dos rAAVs (Clément e Grieger, 2016; Galibert e Merten, 201 |; Naso et al., 2017;
Penaud-Budloo et al.,, 2018).

Uma vez que os baculovirus utilizados na producao de rAAVs pelo BEVS apresentam
capacidade replicativa, estes podem sofrem amplificacao durante a produgao, causando
inicialmente uma infegao produtiva, com a libertagao de aproximadamente 100 baculovirus
infeciosos por célula. Os baculovirus produzidos poderao secundariamente infetar novas
células, ficando a cultura de células completamente infetada apés um ou dois ciclos de infegao,
dependendo do numero inicial de baculovirus utilizado (Galibert e Merten, 201 |; Kotin, 201 I).
A necessidade de uma baixa Multiplicidade de infecao (MOI) melhora a transposicao de escala
do sistema, uma vez que no inicio da produgao é necessario um baixo niumero de baculovirus,
tornando o sistema mais econémico. A principal desvantagem desta abordagem é o aumento
do tempo de produgao apos infegao, passando de geralmente 72 para 96 horas (Ayuso,
Mingozzi e Bosch, 2010; Galibert e Merten, 201 |; Wang et al,, 2012). Acresce ainda referir
que a infegao constitui uma estratégia mais reprodutivel quando comparada a transfecao,

embora ambos sejam processos transientes por natureza. (Grieger e Samulski, 2012).

Um dos beneficios do BEVS ¢ a transponibilidade volumétrica, sendo que o processo ¢€ linear
entre volumes de 0,02 e 200 L (Clément e Grieger, 2016; Kotin, 201 |; Loo, van der e Wright,
2016). Foram obtidos rendimentos pelo sistema BEVS na ordem dos |0° genomas de
vetor/célula, o que da aproximadamente 10" genomas de vetor/L (Naso et al., 2017; Penaud-
Budloo et al,, 2018; Zolotukhin, 2005). Estes rendimentos sao conseguidos uma vez que as
células Sf9 sao de facil manipulagao e conseguem crescer em meios com elevada densidade
celular, tornado assim este sistema apetecivel e rentavel para a produgao em larga escala (Joshi

et al,, 2019; Naso et al.,, 2017).

No entanto, o processo de clonagem e completa caracterizagao dos baculovirus no banco
viral mae (Master Virus Bank) é um processo moroso, podendo chegar até 2 meses (Grieger e
Samulski, 2012; Wang et al., 2012). Para além da clonagem ser um processo demorado, os
baculovirus apresentam baixa estabilidade genomica, caracterizada pela perda dos genes
recombinantes ap6s multiplas passagens. Esta perda limita a expansao dos baculovirus para
menos de 6 passagens, sendo necessario recorrer regularmente a uma passagem precoce do
banco mae, uma vez que a instabilidade genética leva a quebras significativas na produgao, o
que acentua apos varias passagens (Cecchini, Negrete e Kotin, 2008; Galibert e Merten, 201 [;

Grieger e Samulski, 2012; Kotin, 201 |; Merten, Gény-Fiamma e Douar, 2005; Robert et al.,
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2017). De forma a otimizar os baculovirus e torna-los genomicamente mais estaveis,
procedeu-se a delegao dos genes do baculovirus nao essenciais para a produgao de rAAVs.
Uma outra abordagem teorica implica minimizar a produgao de baculovirus durante a
producao de rAAVs para evitar o consumo desnecessario de recursos celulares que poderiam
ser utilizados para a producio de rAAVs. E de realcar o facto dos baculovirus serem também
uma impureza da produgao de rAAVs, sendo necessario elimina-los ou inativa-los durante a

purificagao (Galibert e Merten, 201 1).

Adicionalmente, os rAAVs produzidos através do BEVS sao menos infeciosos do que os rAAVs
produzidos através de transfecao transiente de células HEK293, uma vez que os racios de
insercao das subunidades da capside sao diferentes entre estes dois sistemas. Sendo que as
VP e VP2 sao incorporadas de forma menos eficiente no BEVS e, visto que a VP| desempenha
um papel fundamental na infecao dos AAV (presenca do dominio fosfolipase A2 na regiao
N-terminal, importante para a libertacao do AAV do endossoma), baixas proporgoes desta
proteina traduzem-se numa diminuigao da infecciosidade do AAV (Balakrishnan e Jayandharan,
2014; Clément e Grieger, 2016; Galibert e Merten, 201 |; Grieger e Samulski, 2012; Kondratov
et al, 2017; Li e Samulski, 2020). Esta diminuicao na incorporagao da VPI| pode ser justificada
pelas potenciais diferencgas pos-translacionais que ocorrem nas células Sf9 quando comparadas
com células de mamifero (Felberbaum, 2015; Grieger e Samulski, 2012; Naso et al,, 2017). O
produto final da producao de rAAVs pelo BEVS apresenta também uma elevada quantidade de
capsides de AAVs vazias, que pode ser devida a expressao excessiva das proteinas da capside
ou a baixa eficacia de incorporagao do genoma do rAAV na capside (Kondratov et al., 2017;
Wang et al, 2012). No entanto, a compreensao da instabilidade dos baculovirus e das
diferengas pos-translacionais das células Sf9 permitiu a otimizagao dos codoes dos genes rep
e cap, contribuindo assim para a resolugao do problema do racio de expressao das
VP1/VP2/VP3 (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Felberbaum, 2015; Galibert e Merten, 201 1;
Kondratov et al,, 2017; Li e Samulski, 2020; Merten, Gény-Fiamma e Douar, 2005; Naso et al.,
2017; Wang et al, 2012; Zolotukhin, 2005). Acresce ainda referir que um aumento da
temperatura de 27 °C para 30 °C resulta numa capside com melhor incorporagao das

subunidades VP| e VP2 (Galibert e Merten, 201 I).

Os rAAVs sao recuperados geralmente trés dias apos a transfegao das células Sf9, sendo que
sao colhidas as células e o sobrenadante seguindo depois para a purificagao (Galibert e Merten,

2011).

Estas preocupagdes sao compensadas pelo facto dos baculovirus nao conseguirem infetar

efetivamente células de mamiferos, o que os faz inerentemente mais seguros que outros
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sistemas de producao de base viral (Galibert e Merten, 201 |; Naso et al., 2017; Penaud-Budloo
et al, 2018). Contudo, estas impurezas (baculovirus presentes no produto final) foram
identificadas pela EMA no European Public Assessment Report (EPAR) do Glybera como sendo
um assunto que deveria ser mais bem entendido, sendo pedida uma avaliagao do risco relativo
as consequéncias clinicas da administragao de quantidade significativas de baculovirus e
subsequente expressao de proteinas virais (mesmo que tedrica) (European Medicines Agency,

2012; Penaud-Budloo et al.,, 2018).

3.3. Linhas celulares produtoras de mamifero
As células de mamifero produtoras/packaging, sao células geneticamente modificadas de forma
a integrar no seu genoma um ou mais dos elementos genéticos necessarios a produgao de
rAAVs. As células produtoras podem ser um sistema incompleto, isto é, apenas é fornecida
uma parte dos genes necessarios para a producao de rAAVs, geralmente os genes rep e cap.
Por outro lado, as células produtoras podem conter todos os elementos necessarios para a
producao de rAAVs, isto é, os genes rep e cap, bem como, o transgene a ser incluido nos
rAAVs (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Clément e Grieger, 2016; Merten, Gény-Fiamma e
Douar, 2005; Robert et al.,, 2017; Sharon e Kamen, 2018). No entanto, existem elementos
genéticos que nao sao expressos de forma estavel em células de mamifero, nomeadamente as
fungoes auxiliares, dominios importantes para a producao dos rAAVs. Excecionalmente, foi
possivel recombinar células HEK293 com os genes Ela e Elb de Ad, todavia, a sua expressao
em células contendo os genes rep conduz a toxicidade celular provocada pela expressao das
proteinas Rep. Consequentemente, foram utilizadas duas abordagens diferentes para o
desenvolvimento de linhas celulares de produtoras (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Naso et

al, 2017; Robert et al., 2017; Sharon e Kamen, 2018).

A primeira abordagem, é baseada na coinfecgao de células de rim de hamster recém-nascido
(BHK) com dois Virus recombinantes derivados do Herpes Simplex (rHSV), cujos genomas
foram modificados (delegao de uma proteina essencial para a replicagao) de forma a nao
possuirem capacidade replicativa. Os elementos necessarios a produgao de rAAVs sao
inseridos nos rHSV, e a produgao inicia-se apds um unico passo de infegao com os dois rHSV.
Um dos rHSV contém os genes rep e cap, enquanto que o outro rHSV codifica para a cassette
de expressao flanqueada pelas sequéncias ITRs (GOI). Contudo, recentemente foi possivel a
inclusao de todos os elementos no mesmo rHSV, transportando este a cassette de expressao,
bem como, os genes rep e cap. No entanto, o uso de rHSV com os elementos em separado
permite otimizar o racio de cada um dos elementos (Grieger e Samulski, 2012; Naso et al.,

2017; Penaud-Budloo et al, 2018; Robert et al, 2017). A titulo de exemplo, num trabalho
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desenvolvido por Conway et al. (1999), o racio 6timo entre HSV-Rep/Cap para HSV-GOI foi
de 12 para 2, todavia, este racio deve ser otimizado individualmente (Robert et al., 2017).
Neste sistema, nao é necessario fornecer fungoes auxiliares adicionais, uma vez que o proprio
HSV é capaz de induzir a replicagao dos AAVs (Grieger e Samulski, 2012; Warnock, Daigre e
Al-Rubeai, 2011). Inicialmente utilizaram-se nesta estratégia de produgao células HEK293
aderentes, mas com o intuito de aumentar o potencial de transponibilidade de escala desta
tecnologia passaram-se a utilizar células BHK em suspensao. Esta alteragao possibilitou a
redugao da quantidade de rHSV, o aumento da densidade celular no tempo de infegao, bem
como, a diminuicao do tempo até a colheita dos rAAVs. No entanto, a semelhanga da
desvantagem do sistema BEVS o processo de gerar e caracterizar totalmente os rHSV é
moroso. Acresce ainda o facto dos rHSV nao possuirem capacidade de multiplicagao (de forma
a torna-los seguros para a administragao in vivo), o que reduz os titulos finais da produgao de
rHSV, tornando-os mais sensiveis as condi¢oes de producao e de processamento. Ainda que
os rHSV nao tenham a capacidade de se replicarem, estes ainda permanecem no produto final
como um contaminante, pelo que se torna importante que a purificagdo seja eficaz para a

remocao destes (Grieger e Samulski, 2012; Robert et al., 2017).

A segunda abordagem é baseada na produgao estavel de linhas celulares HelLa em suspensao
e na utilizagao de meios de cultura isentos de soro. As células Hela foram modificadas para
conter integradas no seu genoma o transgene flanqueado pelas sequéncias ITRs e os genes rep
e cap. As proteinas Rep nao sao expressas uma vez que as células Hela nao tém os genes
auxiliares, necessarios a sua expressao. Deste modo, para que se inicie a producao de rAAVs
€ necessaria a infegao com um Adenovirus (Ad) do tipo selvagem. A inclusao de virus com
capacidade de replicagdo no processo de produgao levanta uma questao que deve estar
presente durante a purificacio, a fim de os inativar e eliminar. E possivel mitigar em parte a
presenca de Ad no fim da produgao através do uso de Ad adaptados ao frio. Estes sao
atenuados durante o processo de produgao, no entanto, expressam quantidades suficientes
dos genes auxiliares para produgao dos rAAVs. A capacidade natural dos AAVs para reprimir
a replicagao dos Ad presumivelmente também limita a contaminagao por Ad. Adicionalmente,
para que este método esteja em conformidade com as GMPs, o processo de remogao dos Ad
necessita de estar completamente validado (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Naso et al., 2017;
Robert et al, 2017; Sharon e Kamen, 2018). A infecao com Adenovirus no processo de
producao de rAAVs apresenta algumas vantagens em relagao a transfegao por plasmideos
contendo as fungdes auxiliares, uma vez que, a infegao € um processo mais reprodutivel

fazendo com que a transposicao para larga escala seja menos complexa que as estratégias que
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utilizam a transfecao. Adicionalmente, as linhas celulares Hela apresentam rendimentos
volumétricos similares a transfecao transiente e foram bem sucedidas na transposicao de
escala, sendo possivel utilizar um biorreator de tanque com agitacao de 250 L (Clément e

Grieger, 2016; Penaud-Budloo et al., 2018; Robert et al., 2017; Sharon e Kamen, 2018).

Contudo, estas abordagens apresentam algumas desvantagens que limitam o uso de linhas
celulares estaveis para a produgao de rAAVs para uso clinico. Por um lado, a criagao de linhas
celulares estaveis € um processo moroso e complexo, existindo ainda a necessidade de
estabelecer uma linha celular para cada rAAV diferente, isto é, caso se queira modificar o
serotipo ou o transgene € necessario gerar uma nova linha celular, tornando o sistema muito
pouco flexivel (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Clément e Grieger, 2016; Robert et al.,, 2017).
Por outro lado, a caracterizagao e estabilizagao das linhas celulares é um processo complicado,
sendo necessario incluir os riscos relacionados com o impacto negativo do historial das
passagens na cinética de crescimento das células e na produgao de rAAVs, de forma a limitar

o numero de passagens e otimizar a produgao (Clément e Grieger, 2016).

3.4. Ideias a reter sobre a Producio
As diferentes estratégias para a producao de rAAVs assentam na utilizagao de células, quer de
mamifero quer de inseto, as quais sao fornecidas os trés elementos basicos para a produgao,
o gene de interesse, os genes rep e cap e as fungoes auxiliares. A forma como os elementos
sao inseridos no sistema depende das células utilizadas, podendo estes ser inseridos sob a
forma de plasmideos, de baculovirus, de rHSV ou de Ad. A conjugacao destes fatores dita a
transponibilidade de escala da producio que mesmo assim niao é linear, destacando-se
igualmente a importancia de todas as outras varidaveis do processo de produgio que
necessitam de ser otimizadas, nomeadamente, a composi¢ao do meio, a concentragao de
0,/CO,, a velocidade de agitagao, o reagente utilizado na transdugao, a estabilizagao e
caracterizagao dos baculovirus, entre outras variaveis, de forma a potenciar as atuais

plataforma de produgao de rAAVs.
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4. Introducao a Purificacao de rAAVs

A Purificagao corresponde ao processo que sucede a produgao de rAAVs, revestindo-se de
uma extrema importancia e criticidade no processo de obtengio de rAAVs com as
caracteristicas de pureza adequadas a pratica clinica, uma vez que esta é a fase antes da
formulagao do medicamento e que tem como objetivo primordial a remogao das impurezas
introduzidas na produgao, indo ao encontro das exigéncias das Agéncias Regulamentares
relativamente aos medicamentos de uso Humano. A semelhanca do que acontece com a
produgao, a necessidade da transposicao de escala da purificagdo é também justificada pelo
aumento de numero dos ensaios clinicos e primeiros medicamentos aprovados contendo
rAAVs. A procura crescente requer um aumento na quantidade de rAAVs produzidos, como
visto anteriormente, de forma a satisfazer as necessidades emergentes e, por conseguinte,
existe um aumento na exigéncia da capacidade dos métodos de purificagao. Por outro lado,
os métodos de purificagdo devem garantir que o produto final tem um titulo elevado,
mantendo sempre a poténcia do vetor in vivo intacta e um elevado grau de pureza. Com o
objetivo de Produgao em larga escala, € também necessario que a purificagao seja um processo
reprodutivel entre lotes, permita uma elevada recuperagao do vetor e seja flexivel a
posteriores transposigoes de escala expectaveis com o aumento da procura (Clément e

Grieger, 2016; Robert et al., 2017).

A purificagao e a produgao sao processos que se encontram intimamente ligados, uma vez que
a purificagao se inicia apds o final da produgao e é durante este processo que ocorre a
separacao e a eliminagcao de impurezas, bem como, a concentragao dos rAAVs a partir da
producao. Como descrito no capitulo anterior, para a multiplicagio dos rAAVs existem
diversas estratégias e plataformas que recorrem a diferentes matérias primas e, como tal, no
final da produgao iremos ter as impurezas resultantes dos materiais utilizados, (por exemplo,
baculovirus, plasmideos, rHSV, Ad, PEl) e impurezas comuns as diferentes estratégias (por
exemplo, organelos celulares, proteinas, lipidos, acidos nucleicos, metabolitos celulares).
Adicionalmente, iremos ter duas populagdes de particulas virais, os rAAVs (contendo o
transgene de interesse) e capsides de AAVs vazias/capsides com genoma incompleto (Naso et
al, 2017; Nass et al., 2018; Schnodt e Biining, 2017). As particulas virais vazias partilham a
mesma estrutura proteica (capside) que os rAAVs, mas estas nao contém no seu interior o
transgene, ao passo que as capsides com genoma incompleto resultam de copias truncadas do
transgene (Schnodt e Blning, 2017). A eficiéncia do processo de produgao é afetada por um
conjunto de fatores, incluindo o tamanho e a sequéncia do genoma do vetor, a integridade das

sequéncias ITR, o sistema de cultura de células, o promotor utilizado para a expressiao dos
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genes virais e a eficiéncia do processo de transfegao/infecao utilizado para providenciar os
varios elementos. Estes fatores, em combinagdo com outros, afetam negativamente a
producao do vetor resultando num excesso de capsides vazias e de variabilidade entre lotes
(Schnodt e Biining, 2017). O nivel de capsides vazias pode variar entre 10% e 90% (Wang et
al, 2019). Embora nao exista consenso sobre a importancia das capside vazias para a terapia
génica, a sua presenga é considerada danosa, apresentando-se como uma fonte desnecessaria
de material antigénico que possivelmente pode induzir ou elevar a resposta imune inata e
adaptativa contra os AAVs. Este facto pode também levar a perda total da transdugao do
rAAV. Adicionalmente, as capsides vazias podem inibir a transducio dos rAAVs
competitivamente, bem como levar a sua agregagao (Naso et al, 2017; Nass et al., 2018; Qu
et al, 2015; Schnodt e Bining, 2017; Wang et al, 2019). Deste modo, e atendendo as
composicao e abundancia das impurezas obtidas pelos varios métodos de produgao, as
técnicas de purificacao a utilizar poderao também ser diferentes, de forma a assegurar a pureza
desejada. A quantidade e qualidade das impurezas é também influenciada em parte pela
composicao dos meios de cultura, como por exemplo, a utilizagao de meios isento de soro e
de antibioticos o que facilitam a purificagao (Burova e loffe, 2005; Segura, Kamen e Garnier,

2011).

Todavia, existem passos que sao comuns a todos os esquemas de purificacao de vetores virais.
O primeiro passo em qualquer esquema de purificagao é a colheita dos vetores virais a partir
da cultura de células (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Clément e Grieger, 2016). Neste passo,
pode-se colher a fragao celular, o sobrenadante, ou ambas as fragoes. A escolha da fragao a
colher é dependente da estratégia utilizada para a multiplicagao dos rAAVs, do serotipo
utilizado para a sua construgao, bem como, do tempo decorrido apos a infegao/transfegao.
(Adams, Bak e Tustian, 2020; Burova e loffe, 2005; Clément e Grieger, 2016; Qu et al., 2015;
Robert et al., 2017). Nos casos em que os vetores se encontram na fragao intracelular é
necessario proceder a lise das células, de forma a libertar os vetores do seu interior. A lise
pode ser alcangada através de ciclos de congelagao/descongelagao (Burova e loffe, 2005; Kotin,
201 I; Matsushita et al, 1998), no entanto, quando se pretende efetuar a lise em larga escala
este método nao é aplicavel, devido aos elevados volumes a serem processados (Ayuso,
Mingozzi e Bosch, 2010; Segura, Kamen e Garnier, 201 I). Desta forma, a escala industrial opta-
se por outras estratégias como a lise quimica, através da diminuigao da forga i6nica do meio
(choque hipoténico) ou através da adicdo de detergentes (Triton X-100 e Tween®20), ou de
estratégias de lise fisica (Microfluidizer) (Adams, Bak e Tustian, 2020; Ayuso, Mingozzi e Bosch,

2010; Burova e loffe, 2005; Kotin, 201 1). Apos a lise celular, os rAAVs sao libertados para o
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meio, bem como, DNA, RNA, proteinas e lipidos das células produtoras. A libertagao do
material celular é acompanhada por um aumento da viscosidade do meio, dificultando assim
os processamentos subsequentes. Para contornar este aumento da viscosidade adicionam-se
nucleases (por exemplo, Benzonase®) que fazem a digestio enzimatica do DNA e RNA,
permitindo assim uma diminuicao da viscosidade do meio (Burova e loffe, 2005; Clément e
Grieger, 2016; Kotin, 201 |; Robert et al., 2017; Schnodt e Blining, 2017; Snyder e Flotte, 2002).
Nesta fase pode ainda ser vantajoso adicionar sais ao lisado de forma a prevenir a agregagao
dos rAAVs ou a ligagao dos mesmos a outras proteinas celulares e/ou detritos celulares

(Robert et al.,, 2017).

Quando utilizados na producao de rAAVs, os virus auxiliares necessitam de ser eliminados ou
inativados. Os AAVs sao resistentes as elevadas temperaturas (Kotin, 201 1; Robert et al.,
2017), e portanto, pode utilizar-se a temperatura para inativar os virus auxiliares. Nos casos
dos Ad e dos rHSV, estes podem ser inativados a temperaturas de 52 °C e 56 °C,
respetivamente (Penaud-Budloo et al., 2018; Robert et al., 2017). No entanto, em larga escala
opta-se pela utilizagdo de detergentes no momento da colheita, como o Triton X-100 a uma
concentragao de 1%, ou floculagao das proteinas do rHSV induzida por pH baixo (Adams, Bak
e Tustian, 2020; Penaud-Budloo et al., 2018). Adicionalmente, os Baculovirus necessitam
também de ser inativados no caso da utilizagao do método BEVS para a producao. A adicao
de Triton X-100 numa concentragao de 0,5% v/v no momento da colheita permite a disrupgao
do envelope dos baculovirus. Este passo inativa-os, mas nao altera a integridade das
nucleocapsides. Estas apresentam aproximadamente 50 nm em diametro e 300 nm em
comprimento, sendo facilmente removida durante os processos de filtragao (Penaud-Budloo

et al, 2018).

Posteriormente segue-se o processo de clarificagao da produgao (sobrenadante e/ou lisado)
de forma a eliminar os detritos celulares (Segura, Kamen e Garnier, 2011). A clarificagao é
alcangada através de técnicas de centrifugagao continua, geralmente utilizadas em pequenos
laboratorios, ou através de técnicas de microfiltragao terminal/microfiltragao de fluxo cruzado
(Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Kotin, 2011). As técnicas de microfiltracao sao mais
adequadas a produgao a larga escala, com a ressalva de que a microfiltragao de fluxo cruzado
apresenta como vantagem em relagao a microfiltragao terminal o facto da colmatagao da
membrana filtrante estar significativamente diminuida (Robert et al.,, 2017; Segura, Kamen e
Garnier, 2011), (Figura 2). Adicionalmente, durante a clarificagdo da preparagao pode

recorrer-se a utilizagdo de um sistema com multiplos filtros, apresentando um tamanho de
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poro sucessivamente menor e minimizado assim a colmatagao (Kotin, 201 I; Segura, Kamen e

Garnier, 2011).
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Figura 2 — Métodos de filtracgdo membranar — (A) Filtragao terminal. (B) Filtragao de fluxo cruzado.

(Adaptado de Segura, Kamen e Garnier, 201 1)

Geralmente, ap0s a clarificagao, procede-se a uma concentragao do vetor que permite reduzir
o volume de trabalho total e consequentemente o tamanho dos esquipamentos necessarios
para as operagoes subsequentes. Esta concentragao inicial do vetor é especialmente vantajosa
quando os rAAVs se encontram no sobrenadante, uma vez que estes se encontram diluidos
no meio (Robert et al., 2017; Segura, Kamen e Garnier, 201 ). Estes passos comuns sao nao
especificos, servindo essencialmente para remover células, detritos celulares e agua, obtendo
assim um grau grosseiro de purificagao. No entanto, na produgao de rAAVs para uso clinico,
€ obrigatorio que o grau de pureza seja superior, sendo necessarios processos de purificagao
adicionais, com maior especificidade e que permitam atingir o grau de pureza desejado (Segura,

Kamen e Garnier, 201 1).

A escolha das técnicas de purificagao € um processo multifatorial e dependente nao sé da
estratégia de produgao utilizada (que influencia na quantidade e qualidade das impurezas), mas
também do grau de pureza e titulo do vetor no produto final, das caracteristicas fisicas,
quimicas e de estabilidade dos rAAVs e, por fim, da adequagao dos métodos de purificagao
para a transposicao de escala (Robert et al, 2017; Segura, Kamen e Garnier, 2011). Ha
portanto necessidade de identificar e sistematizar estas variaveis através de ferramentas de
avaliagao de risco da qualidade, como por exemplo, através de uma abordagem de Quality by
Design (QbD), que se inicia através da predefinicao de objetivos e enfatiza o entendimento do
produto e do processo, bem como do controlo do processo (Adams, Bak e Tustian, 2020;

ICH, 2009).

Deste modo e segundo uma abordagem QbD, antes da escolha das técnicas de purificagao é
necessaria a escolha do Perfil de Qualidade Alvo do Produto final (QTPP), que é um resumo
prospetivo das caracteristicas de qualidade do medicamento que idealmente deverao ser
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alcangadas de forma a assegurar a qualidade desejada, tendo em consideragao a seguranga e a
eficicia do medicamento. Consequentemente, estes ideais de qualidade nao tém apenas em
vista o grau de pureza e o titulo de vetor no produto final, mas também a finalidade (utilizagao
in vitro, ex vivo, ou in vivo) e a via de administragao no caso de aplicagdes in vivo. Assim apos a
definicaio do QTPP ¢ indispensavel proceder a determinagao dos Atributos Criticos de
Qualidade (CQAs), que poderao ser atributos fisicos, quimicos, biologicos ou microbiologicos
(Adams, Bak e Tustian, 2020; ICH, 2009). Um desses CQAs podera ser a presenga de
impurezas e agentes potencialmente patogénicos provenientes dos processos de produgao e
de purificagdo que poderao ser toxicos para as células, ou para o organismo, desencadeando
reagoes imunoldgicas e inflamatérias nocivas. Torna-se entao imprescindivel que durante uma
avaliagao tedrica da qualidade se tenham em consideragao estas possiveis impurezas (Adams,
Bak e Tustian, 2020; ICH, 2009; Qu et al.,, 2015). Adicionalmente, o QTPP e as CQAs de
produtos contendo vetores virais destinados a ensaios clinicos ou ao uso clinico necessitam
de ir ao encontro das exigéncias das autoridades regulamentares. No ANEXO 4 encontram-
se elencadas as impurezas mais comummente associadas aos rAAVs, bem como, as
especificagoes impostas tanto pela EMA, como pela FDA (European Commission, 2017;
European Medicines Agency, 2010, 2018, 2019; Robert et al., 2017; Segura, Kamen e Garnier,
201 1). Posteriormente a identificagio do CQAs, deve proceder-se a uma avaliagao do risco
relacionando o impacto das caracteristicas criticas das matérias primas (CMAs) (resultado da
producao e reagentes utilizados durante a purificagdo) e o impacto das
caracteristicas/parametros criticos do processo (CPPs) com as CQAs. O produto desta
avaliagao do risco podera ser a definigao de Design Space, que é a combinagao e interagao
multidimensional das variaveis (CMAs e CPPs) que demonstraram ter impacto nas CQAs. O
Design Space permite através do entendimento do processo como um todo facilitar a

transposicao de escala da purificagao (Adams, Bak e Tustian, 2020; Okada et al., 2009).

Um outro aspeto a ter em consideragao aquando da selegao das técnicas de purificagao é a
caracterizagao completa dos rAAVs, uma vez que as técnicas mais avangadas e especificas de
purificagdo se encontram intrinsecamente ligadas as propriedades fisicas e quimicas dos
rAAVs, auxiliando assim no desenho de um esquema de purificagao adequado. Estas
caracteristicas incluem, mas nao estao limitadas ao tamanho da particula viral, a densidade do
vetor, a carga ionica de superficie do rAAV e a sua variagao com o pH (Qu et al., 2015; Segura,
Kamen e Garnier, 2011). Por outro lado, as técnicas de purificagao tém de garantir a
estabilidade do vetor evitando a sua inativagdo, uma vez que, na terapia génica, é

extremamente importante que os rAAVs mantenham a sua atividade bioldgica intacta, sob
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prejuizo da diminuigao da sua poténcia in vivo. Em geral, é relevante a escolha de um esquema
de purificagao que contenha o minimo de alteragoes significativas na composigao e no pH do

tampao (Segura, Kamen e Garnier, 201 I).

Por fim, durante a selegao das técnicas de purificagdo € necessario ter em consideragao que
nem todos os métodos sao suscetiveis de transposicao de escala. A titulo de exemplo, os
esquemas de purificagao a escala laboratorial utilizam recorrentemente métodos baseados em
ultracentrifugagao e gradientes de densidade, recorrendo ao uso de cloreto de césio (CsCl)
ou de iodixanol. Embora sejam métodos universais, isto &, nao dependem do serotipo do
vetor, e permita a remocao de capsides vazias, sao inadequados para produgao a larga escala,
uma vez que sao demorados e laboriosos (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; Blessing et al., 2019;
Naso et al., 2017; O’Riordan et al., 2000; Qu et al,, 2015; Robert et al., 2017; Segura, Kamen e
Garnier, 2011; Zolotukhin, 2005). Frequentemente, resultante da purificagio por
ultracentrifugagao por gradientes de densidade surgem impurezas que sao conhecidas por
causar inflamagao no local de administragao (Blouin et al.,, 2004). Assim, na produgao em larga
escala, os métodos de purificagao utilizam preferencialmente tecnologias como a
microfiltragdo membranar e cromatografia (Segura, Kamen e Garnier, 2011). O ANEXO 5
resume alguns esquemas frequentemente utilizados na purificagio de rAAVs, encontrando-se
exposto o grau de pureza obtido, bem como, a sua transponibilidade de escala (Qu et al.,

2015).

4.1. Cromatografia
A cromatografia € uma técnica separativa que permite o fracionamento seletivo de produtos
biolégicos tendo em conta as interagoes e/ou propriedades dos diferentes constituintes da
mistura com o suporte cromatografico (fase estacionaria) e com o eluente (fase movel). As
diferentes técnicas cromatograficas assentam todas neste principio comum, contudo,
exploram interagoes e/ou propriedades diferentes. O primeiro constituinte a eluir (sair da
coluna cromatografica) € o que sofre menos interagdoes com o suporte cromatografico e os
restantes saem por ordem crescente de interagoes até ao constituinte que sofre mais
interagoes, que sera o Ultimo a ser eluido. As condi¢oes usadas durante a eluicao dos vetores
da coluna cromatografica permitem manter a atividade bioldgica do vetor, excetuando os
casos em que as interagoes estabelecidas sao irreversiveis, ligagoes antigénio-anticorpo, sendo
por isso necessarias condigoes mais drasticas de eluigao (por exemplo baixo pH, elevadas

concentragoes de sais ou uso de agentes desnaturantes (Segura, Kamen e Garnier, 201 1).

A cromatografia é o método de eleicao para o fracionamento seletivo de biomoléculas no

contexto industrial, uma vez que apresenta especificidade, reprodutibilidade, garante a
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estabilidade do vetor, é facilmente transponivel de escala, apresenta capacidade para o
automatismo e ainda capacidade de processamento assético, indo ao encontro dos requisitos
das agéncias regulamentares e das GMPs (Ayuso, Mingozzi e Bosch, 2010; European
Commission, 2017; Qu et al, 2015; Robert et al, 2017; Segura, Kamen e Garnier, 201 |;
Zolotukhin, 2005).

De forma a atingir os niveis de pureza requeridos para a aplicagoes in vivo, sao geralmente
necessarias duas cromatografias, sendo que os melhores resultados sao obtidos quando sao
utilizadas cromatografias que tém por base interagoes e/ou propriedades diferentes (por
exemplo, uma cromatografia com base na carga idnica de superficie e outra com base na
hidrofobicidade). Visto que alguns dos eluentes usados na cromatografia nao sao compativeis
com a administragao in vivo, pode ser necessario um passo adicional de purificagao, tal como

a dialise ou ultra/diafiltragao (Segura, Kamen e Garnier, 201 1).

4.1.1. Cromatografia de Exclusdo Molecular

Os Virus Adeno-Associados apresentam um tamanho que varia entre 22 e 26 nm (Wang, Tai
e Gao, 2019; Warnock, Daigre e Al-Rubeai, 2011), sendo o tamanho dos AAV
significativamente superior a impurezas proteicas (< 5nm), inferior ao dos Adenovirus (cerca
de 80 nm) (Qu et al, 2015; Segura, Kamen e Garnier, 201 1) e inferior as nucleocapsides de
Baculovirus (50 nm x 300 nm) (Penaud-Budloo et al., 2018). Adicionalmente, e tomando como
exemplo o AAV do serotipo 2, de acordo com estimativas preliminares, a massa total da
capside proteica do AAV2 é mais de 600 kDa. O rAAV é aproximadamente 170 kDa mais
pesado do que a capside de AAV2 vazia, uma vez que o rAAV contém cerca de 4,7 kb de DNA
de cadeia simples no seu interior. Assim sendo, os rAAVs podem ser separados
adequadamente das capsides vazias, das proteinas, dos Ad e das nucleocapsides de Baculovirus
utilizando a Cromatografia de Exclusao de Molecular (SEC) (Qu et al, 2015; Smith, Ding e
Kotin, 2003; Zolotukhin, 2005).

A SEC também conhecida como a cromatografia de gel-filtragao € um método universal para
separar biomoléculas com base no seu tamanho/peso, sendo possivel separar os rAAVs de
outras impurezas de tamanho inferior/superior (Burova e loffe, 2005; Qu et al., 2015). Por
exemplo, a coluna Superdex® 200 tem um limite de exclusio de aproximadamente 1,3 x 10°
Da para proteinas globulares, que € um peso significativamente inferior ao dos rAAVs, sendo
excluidos do Superdex®. A maior parte das proteinas celulares sio retidas pela coluna e sendo
apenas eluidas com volumes elevados (Burova e loffe, 2005; Qu et al., 2015). A atividade
biologica dos rAAVs é preservada e nao existem perdas significativas dos rAAVs, uma vez que

estes nao interagem com a fase estacionaria (Qu et al., 2015). A SEC pode ser utilizada ainda
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no processo de troca de tampao (Robert et al, 2017), contudo, esta cromatografia é
considerada como tendo baixa resolu¢ao uma vez que é necessario que exista uma diferenga
de pelo menos 10% no tamanho/peso para que haja separagiao efetiva. Portanto, esta
tecnologia é reservada frequentemente para um processo de “polimento” na produgao em
grande escala (Burova e loffe, 2005; Kotin, 201 |; Robert et al., 2017; Segura, Kamen e Garnier,
2011).

4.1.2. Ponto Isoelétrico (pl) dos AAVs e Cromatografia de Troca Iénica (IEX)

O Ponto Isoelétrico (pl) corresponde ao valor de pH no qual a carga total de uma proteina
ou virus € igual a zero. Quando o pH da solugao ¢ igual ao pl da biomolécula dissolvida, esta
apresenta o seu minimo de solubilidade o que leva a sua precipitagao. Para valores de pH
inferiores ao pl, as proteinas apresentam uma carga total positiva e para valores de pH
superiores ao pl, o balango de cargas total é negativo (Qu et al,, 2015). A capside proteica dos
vetores AAVs apresenta um ponto isoelétrico, no qual o balanco das cargas de todas as
proteinas é igual a zero. Adicionalmente, como os serotipos apresentam estruturas da capside
dissemelhantes, os varios serotipos apresentam um ponto isoelétrico distinto, sendo por isso
necessaria a otimizagao por serotipo (Clément e Grieger, 2016; Robert et al., 2017; Wang et
al, 2012). Distintamente da maioria das impurezas, os rAAVs apresentam multiplos locais de
ligacao a catides fazendo da Cromatografia de Troca Anidnica (AEX) uma técnica amplamente

utilizada na purificacao de rAAVs (Qu et al,, 2015).

Existem atualmente quatro métodos cromatograficos que fazem uso do Ponto Isoelétrico dos
rAAVs, sendo eles a Cromatografia de Troca Aniénica (AEX) e a Cromatografia de Troca
Cationica (CEX) que utilizam como suporte cromatografico resinas. Por outro lado, existem
as membranas adsortivas de troca ionica (Dual lon-exchange Adsorptive Membranes — DIAM),
que utiliza membranas adsorventes, apresentando uma menor distincia de difusido, e
permitindo assim uma diminuigao do tempo até ao equilibrio, da aplicagao de amostra e da
eluicao (Okada et al, 2009; Qu et al, 2015). Por fim, no meio de interagao convectiva
(Convective Interaction Media — CIM), em que o suporte cromatografico sao mondlitos, estes
apresentam poros de diferentes tamanhos, permitindo assim uma redugao da pressao
necessaria quando comparada com colunas cromatograficas packed-bed. Os mondlitos
poderao ainda apresentar grupos funcionais, como por exemplo metacrilatos, aumentando a

capacidade separativa (Adams, Bak e Tustian, 2020; Qu et al., 2015).
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4.1.2.1. Cromatografia de Troca Aniénica (AEX) e Cromatografia de Troca
Catiénica (CEX)

O principal desafio das técnicas de purificagao é a separagao de impurezas com uma estrutura
relacionada com a biomolécula de interesse, neste caso, sao as capsides de AAV vazias (sem
o transgene), quando comparadas com outras impurezas nao relacionadas estruturalmente,
como é o caso de proteinas e acidos nucleicos, as capsides de AAV vazias sao mais dificeis de
separar dos rAAVs. No entanto, recorrendo a AEX e a CEX é possivel separar as capsides
vazias dos rAAVs através das diferengas nos pl que ambas apresentam (Burova e loffe, 2005;
Nass et al., 2018; Qu et al, 2015; Robert et al., 2017; Wang et al, 2019). O valor médio
calculado do pl das capsides de AAV de vazias (plg) € cerca de 6,3. O valor médio calculado
do pl de capsides de rAAV que contém genoma (plf) é aproximadamente 5,9 (Figura 3B)
(Adams, Bak e Tustian, 2020; Qu et al., 2015; Wang et al., 2019). Quando o pH da solugao é
superior ao plg, a AEX deve ser escolhida, uma vez que ambas as populagoes de AAVs vao
apresentar cargas negativas e a coluna cromatografica apresenta cargas positivas, neste caso
as capsides vazias vao eluir em primeiro lugar, sendo seguidas pelos rAAVs, apds um aumento
da forga idnica do meio (Figura 3C). No caso contrario, quando o pH apresenta um valor
inferior ao plr, ambas as populagoes de AAVs estao positivamente carregadas, sendo a CEX

favorecida, neste caso, os rAAVs vao ser eluidos primeiramente, seguidos das capsides vazias

(Figura 3A) (Qu et al, 2015).
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Figura 3 — Separacdo de rAAVs através de cromatografia de troca iénica. (A) Separagao dos rAAVs e
das capsides vazias por Cromatografia de Troca Cationica (CEX). O rAAV encontra-se positivamente
carregado para valores de pH inferiores ao pl;. A eletronegatividade das capsides vazias é mais forte do que
a dos rAAVs. O rAAV ira ser eluido primeiramente, seguido pelas capsides vazias com o aumento da forga
ionica. (B) Os pontos isoelétricos (pl) dos rAAVs e das capsides vazias. A média calculada do pl da capside
do AAV com genoma (pl;) é inferior que o valor das capsides vazias (plg). (C) Separagdao dos rAAVs e das
capsides vazias por Cromatografia de Troca Anidnica (AEX). As capsides vazias encontram-se
negativamente carregadas quando o pH é superior a plg. A eletronegatividade das capsides vazias é inferior
que a dos rAAVs. As capsides vazias irdo ser eluidas primeiramente, sendo seguidas pelo rAAV com o
aumento da forga ionica (Adaptado de Qu et al,, 2015).
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A Cromatografia de Troca Iénica permite a obten¢ao de purezas superiores a 98% quando
utilizados dois a trés suportes cromatograficos diferentes, apresentando reprodutibilidade
entre os lotes. Uma vez que o processo de separagao € dindmico, as interagoes sao reversiveis,
€ possivel manter a atividade do rAAV. Adicionalmente os suportes cromatograficos podem
ser regenerados permitindo multiplas utilizagdes. Contudo, os suportes nao sao universais,
isto &, podem nao ser adequados aos varios serotipos, sendo por isso necessario a selecao do
suporte em linha com as propriedades dos diferentes serotipos. Os suportes cromatograficos
apo6s varios ciclos de utilizagao/regeneragao perdem resolugao, levando ao surgimento de
picos de interferéncia. Importa ainda referir que o processo de regeneragao utiliza condi¢oes
drasticas e caso o suporte seja inadequadamente acondicionado pode contribuir para o

surgimento de contaminag¢oes bacterianas (Qu et al., 2015; Wang et al,, 2012).

4.1.3. Estrutura da capside e Cromatografia de Afinidade (AC)
A Cromatografia de Afinidade separa as biomoléculas com base em interagoes especificas
entre a molécula alvo e um ligando que se encontra acoplado ao suporte cromatografico. Estas
interagoes podem ser por ligagdes de hidrogénio, forcas de van der Waals, interagoes
electroestaticas e hidrofobicas. A eluicdo das particulas virais a partir da coluna pode ser
alcangada simplesmente por reversao da interagao, esta pode ser especifica quando usado um
ligando competitivo ou nao especifica quando alterado o pH ou a forga idnica do tampao de
eluicao. Devido a elevada seletividade e eficiéncia, a cromatografia de afinidade tem o potencial
de separar os rAAVs com o uso de um passo Unico de cromatografia, permitindo assim a

minimizacgao das perdas quando comparada as esquemas com multiplos passos (Burova e loffe,

2005; Segura, Kamen e Garnier, 2011).

A estrutura da capside proteica dos AAVs é responsavel pela ligagao dos AAVs a célula alvo
(Balakrishnan e Jayandharan, 2014; Naso et al., 2017). Os AAVs apresentam varios serotipos,
que por sua vez apresentam diferentes tropismos tecidulares (Balakrishnan e Jayandharan,
2014; Grieger e Samulski, 2012; Li e Samulski, 2020; Naso et al., 2017; Wang, Tai e Gao, 2019;
Warnock, Daigre e Al-Rubeai, 2011), sendo esta diferenca de tropismo causada pelas
diferengas na estrutura da capside que os serotipos de AAV apresentam. Portanto, a AC tira
proveito dessas interagoes especificas com a capside de forma a separar os rAAVs das

restantes impurezas (Clément e Grieger, 2016; Naso et al., 2017).

Surgiu assim, a Cromatografia de Afinidade a Heparina (HEAC) que faz uso da interagao que
alguns serotipos apresentam com a Heparina (Naso et al., 2017; Robert et al., 2017; Wang et
al., 2012; Zolotukhin, 2005; Zolotukhin et al., 1999). A Cromatografia de Imunoafinidade (IAC)

utiliza uma interagao altamente especifica e forte de antigénio-anticorpo, sendo necessarios
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anticorpos monoclonais para cada rAAV. Adicionalmente, de forma a quebrar a ligagao forte
sao necessarias condigoes drasticas e desnaturantes (Kotin, 201 |; Qu et al., 2015; Robert et
al, 2017). A Cromatografia de Afinidade a Metais Imobilizados (IMAC), que através de
tecnologias de DNA recombinante conseguem associar elementos metalicos em proteinas,
contudo, esta associa¢ao a proteinas da capside pode levar a perda do tropismo dos rAAVs
(Burova e loffe, 2005; Qu et al.,, 2015). Por fim, na Cromatografia de Interacao Hidrofobica
(HIC), que tira proveito dos hidrofobicidade das particulas virais, estas irao interagir com o
suporte cromatografico. Uma vez que sao necessarias elevadas quantidades de sal na HIC, esta
pode ser utilizada apos a IEX, visto que esta ultima utiliza elevadas concentragoes de sal
durante a eluicao dos vetores (Burova e loffe, 2005; Qu et al., 2015; Robert et al., 2017). No

entanto, este método cromatografico apresenta baixa resolucao (Qu et al,, 2015).

4.1.3.1. Cromatografia de afinidade a Heparina (HEAC)

Os AAV2 usam com recetor primario o proteoglicano sulfato de heparina (HSPG). (Burova e
loffe, 2005; Qu et al, 2015; Wang et al, 2012; Zolotukhin, 2005). Consequentemente, a
Cromatografia de Afinidade a Heparina é usada com sucesso para a purificagao em grande
escala de rAAV2, uma vez que estes conseguem estabelecer uma interagao com a Heparina
presente no suporte cromatografico (Burova e loffe, 2005; Qu et al.,, 2015; Robert et al., 2017;
Wang et al., 2012). No entanto, como presente no ANEXO I, nem todos os serotipos usam
a proteoglicano sulfato de heparina como recetor, logo esta cromatografia nao ¢ aplicavel a
todos serotipos, sendo bem sucedida para a purificacao de AAV2, AAV3 e AAV6 (Robert et
al, 2017).

Similarmente a Cromatografia de Afinidade a Heparina, surgiram outras cromatografias que
assentam no mesmo principio, mas fazem uso de recetores diferentes reconhecidos pelos
outros serotipos de rAAVs, no ANEXO | é possivel observar que recetores cada serotipo
usa, permitindo fazer uma escolha racional. Assim surgiu a cromatografia que utiliza residuos
de Acido Sidlico da mucina, que consegue separar os AAV |, AAV4, AAV5 e AAV6 (Auricchio
et al, 2001; Burova e loffe, 2005; Robert et al., 2017; Walters et al., 2001; Wang et al., 2012;
Zolotukhin, 2005).

4.2. Filtracdao Tangencial
A Filtragao Tangencial (TFF) é um processo essencial na purificagao de rAAVs, uma vez que
permite a concentragao do produto, permitindo a redugao de 2 a 50 vezes do volume inicial
(Qu et al, 2015; Robert et al., 2017). Na concentragao de rAAVs, a escolha do tamanho de
poro da membrana de filtragao é essencial de forma a poder-se separar os rAAVs de outros

compostos com tamanho molecular inferior. Por exemplo, de forma a enriquecer a fragao
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retida com rAAVs (massa superior a 600 kDa), a utilizagao de uma membrana com um Cut-
Off de peso molecular (MWCO) de 100 kDa, permite que os sais, agua e proteinas de baixo
peso molecular passem pela membrana, ficando os rAAVs retidos, aumento assim a
concentragao dos rAAVs no retido (Figura 4) (Qu et al., 2015). Por outro lado, a TFF pode
ser utilizada para separar células ou detritos celulares dos rAAVs, utilizado para este efeito
uma membrana com um MWCT de 500-1000 kDa, ficando as células retidas e permitindo a
recuperacao dos rAAVs no permeado. A TFF pode entiao ser adaptada a qualquer fase do
processo de purificagao, apos a selegao da membrana com o MWCO adequando para a
finalidade. Adicionalmente a TFF pode ser utilizada para alterar o tampao, revelando-se
importante para a remogao de solventes incompativeis com a administragao in vivo (Burova e

loffe, 2005; Kotin, 201 I; Qu et al,, 2015; Robert et al., 2017).

A B @ Vetor rAAY
&) Cipside vazia
() Proteina de elevado peso molecular

 Proteina de baixo peso molecular

Membrana

P
0O
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Figura 4 — Concentracdo de rAAVs através de Filtracdo Tangencial. (A) O lisado celular contém rAAVs,
capsides vazias, proteinas de elevado peso molecular e proteinas de baixo peso molecular. (B) Apés a TFF,
as proteinas de baixo peso molecular passam pela membrana, enquanto que o vetor e outras proteinas de
elevado peso molecular sao concentradas (Adaptado de Qu et al., 2015).

4.3. Ideias a reter da Purificacdao
A selecao do esquema de purificagao de rAAVs para a transposicao de escala é um processo
altamente dependente nao so6 das caracteristicas do vetor, bem como da estratégia utilizada
durante a multiplicagcao do vetor, do Perfil de Qualidade Alvo do Produto final em linha com
as exigéncias regulamentares e GMPs e a ainda da adequagao dos métodos a larga escala. No
entanto, € necessario encontrar o equilibrio entre a pureza e o titulo, visto que cada passo da
purificagao acarreta potenciais perdas do vetor. Normalmente, e de forma a alcangar o grau
de pureza desejado, é necessario recorrer a combinagao de varios passos de purificagao. Os
métodos de purificagao que utilizam interagoes mais especificas permitem geralmente a
obtencao de graus de pureza superiores comparativamente as técnicas mais universais que

assentam em principios como o tamanho.
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Conclusao

Os Virus Adeno-Associados como vetores para a terapia génica tém demonstrado,
consecutivamente, serem uma abordagem promissora e com elevada potencialidade tanto no
tratamento de doengas genéticas hereditarias como no tratamento de doengas genéticas
adquiridas, possibilitando uma cura ou melhoria significativa da qualidade de vida dos doentes,

como comprovado pelos medicamentos atualmente aprovados.

Os varios marcos e avangos na historia dos AAVs como vetores foram somente exequiveis
devido ao entendimento da sua biologia, desde a sua identificagao como um contaminante de
preparagoes de adenovirus, passando pela descoberta dos varios serotipos e tropismos, até a
completa caracterizagao tanto do genoma como das proteinas da capside. Todo este

conhecimento revelou-se indispensavel para o desenvolvimento e produgao dos rAAVs.

Atualmente, e dentro das plataformas de produgao disponiveis, sobressaem trés, a transfegao
transiente de células HEK293 em suspensao, o sistema de expressao de vetores através da
utilizagao de baculovirus e as linhas celulares estaveis de mamifero, no entanto, nenhuma
destas plataformas se apresenta isenta de desvantagens nem se pode considerar como “a

plataforma de eleicao” para a produgao a larga escala.

Por um lado, na produgao através da transfegao transiente de células HEK293, a principal
desvantagem ¢€ a eficacia da transfecao dos plasmideos, um processo altamente dependente
do numero e do racio de plasmideos utilizados, da quantidade de reagente utilizado para a
transfegao, bem como da composicao do meio de cultura, tornando assim indispensavel a

otimizacao destas variaveis de forma a obter titulos elevados.

Por outro lado, no que diz respeito a producao pelo sistema de expressao de vetores através
da utilizacao de baculovirus, salienta-se que, nao obstante a transponibilidade volumétrica, o
processo de gerar e caracterizar totalmente os baculovirus € moroso e estes apresentam ainda
uma elevada instabilidade genética que pode levar a variagdes no produto final. Para além disso,
destaca-se que os rAAVs produzidos por este sistema apresentam uma menor infecciosidade

que os rAAVs produzidos por transfecao.

Por fim, na producao com linhas celulares produtoras estaveis de mamifero, a maior parte dos
elementos genéticos necessarios encontram-se integrados no genoma das células, o que torna
esta plataforma altamente especifica e pouco flexivel, sendo necessario a geragao de uma nova
linha celular para cada rAAYV diferente. Adicionalmente, importa salientar a utilizagao de rHSV

ou Ad que terao de ser eliminados, posteriormente, durante a purificagao.
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Na produgao de rAAVs para o uso clinico, um passo de extrema importancia € a purificagao,
uma vez que é durante esta etapa que vamos concentrar o rAAV e eliminar as impurezas
provenientes do processo de producao. Por conseguinte, destaca-se a intima relagao entre os
processos de producao de purificagao. Para além disso, os processos de purificagao baseiam-
se nas diferengas de propriedades que os rAAVs e as impurezas demonstram, sendo a
cromatografia a técnica geralmente selecionada para tirar proveito dessas diferengas, uma vez

que apresenta elevada especificidade e permite a obtencao de resultados reprodutiveis.

Em suma, por muito conveniente e vantajoso que fosse, nem todos os métodos de producao
e purificagao apresentam uma transponibilidade linear e, como tal, muitas vezes um ligeiro
aumento na produgao resulta num aumento imensuravel de custos ou de carga de trabalho.
Deste modo, o processo de transposicio de escala da produgao de AAVs tem de ser
considerado desde o desenvolvimento precoce do produto, de forma a delinear uma estratégia
capaz de comportar as crescentes exigéncias na quantidade. O Quality by Design é uma
abordagem que podera beneficiar positivamente a transposicao de escala da Produgao de
rAAVs, uma vez que estd na sua génese a sistematizagao e o conhecimento do processo como
um todo, sendo aplicavel nao s6 a purificagao, mas também a produgao dos vetores. Acresce
ainda referir que, com o objetivo de produgao de rAAVs para o uso clinico, € imprescindivel
que no processo de transposicao de escala se tenha em consideragao nao so todas as

exigéncias regulamentares, mas também o cumprimento das GMPs.
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ANEXOS

ANEXO | - Propriedades e aplicagdes clinicas dos diferentes serotipos de AAVs

Origem

Serotipo Recetor Tropismo Doenga Medicamentos
do o Correcetores . . . L .
do AAV isolado primario tecidular (identificador clinicaltrials.gov) aprovados
AAVI Macaco  Acido AAVR Musculo, Doengas musculares Nenhum
sialico SNC, coragio  (NCTO01519349)
Insuficiéncia cardiaca
(NCTO01643330)
Deficiéncia em AAT
(NCTO01054339,
NCT00430768)
AAV2 Homem  Heparina Integrina, Figado, SNC, Doengas oculares Luxturna para
FGFR, HGFR,  Musculo (NCT00643747) a perda de
LamR, AAVR Hemofilia(NCT00515710) visao por
Doengas do SNC mutagoes no
(NCT00400634) gene RPE6S
Deficiéncia em AAT
(NCTO00377416)
AAV3 Humano Heparina FGFR, HGFR Musculo, Nenhum ensaio a decorrer Nenhum
LamR, Células
AAVR estaminais
AAV4 Macaco  Acido Desconhecido  Olhos, SNC Doencas oculares Nenhum
Sialico (NCTO01496040
AAV5 Humano Acido PDGFR, SNC, Pulmio, Hemofilia (NCT03520712 Nenhum
Sialico AAVR olhos Doengas oculares
NCT02781480)
AIP (NCT02082860)
AAV6 Humano Heparina, EGFR, AAVR Musculo, Hemofilia (NCT03061201) Nenhum
Acido SNC, Doengas do SNC
Sialico Coragio, (NCTO02702115)
pulmio
AAV7 Macaco Desconheci Desconhecido  Musculo, SNC  Nenhum ensaio a decorrer Nenhum
do
AAV8 Humano Desconheci LamR, AAVR Figado, Doengas oculares Nenhum
do Musculo, (NCT03066258)
Pancreas, Hemofilia (NCT00979238)
SNC Doengas musculares
(NCTO03199469)
AAV9 Humano  Galactose LamR, AAVR  Todos os Doengas do SNC Zolgensma
tecidos (NCT02122952) para a atrofia
Doengas musculares muscular
(NCT03362502) espinhal
AAVIO0 Macaco Desconheci  Desconhecido  Musculo Nenhum ensaio a decorrer Nenhum
do
AAVII Macaco Desconheci  Desconhecido Desconhecido Nenhum ensaio a decorrer Nenhum
do
AAVI[2 Humano Desconheci  Desconhecido  Nasal Nenhum ensaio a decorrer Nenhum
do

AAT, al-antitripsina; AAV, virus adeno-associados; AAVR, recetor AAV; AlP, porfiria aguda intermitente; EGFR, recetor do
fator de crescimento epidérmico; FGFR, recetor do fator de crescimento de fibroblastos; HGFR, recetor do fator de crescimento

de hepatdcitos; LamR, recetor laminina I; PDGFR, recetor do fator de crescimento derivado de plaquetas; SNC, sistema nervoso

central

(Adaptado de Li e Samulski, 2020)
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ANEXO 2 - Area de superficie vs. Volume na producio rAAVs

As abordagens que utilizam para a produgao de rAAVs células aderentes estao limitadas pela
area de superficie disponivel. Tomando por exemplo, células HEK293 transfretadas com um
densidade celular de 10° células por cm?” produzem 104 cépias de rAAVs, utilizando uma drea
de superficie de 10 cm’ o titulo sera aproximadamente |x10' particulas, se posteriormente
aumentarmos a area de superficie para 100 cm? o titulo sera I1x10', e assim sucessivamente.
A relagao entre a area de superficie (células aderentes) e o volume (células em suspensao) é
aproximadamente 10 cm” = 0,5 cm’. Como ilustrado na tabela abaixo, 3 medida que o sio
necessarias mais copias do genoma do vetor (vg), torna-se incomportavel providenciar suporte
solido para as células aderirem, ao passo que, em termos volumétricos, para obter o mesmo

numero de vg o volume necessario é mais toleravel para a produgao em larga escala.

Tabela | — Comparacdo entre area de superficie e o volume para a producdo de rAAVs

Vg Células Volume (L) Area de superficie (cm?)
Ixlolo Ix1086 0,0005 10
Ix10!! Ix107 0,005 100
Ix10!2 Ix108 0,05 I 000
Ix1013 Ix10° 0,5 10 000
Ixl10M4 Ix10'0 5 100 000
Ix1013 Ix10! 50 1 000 000
Ixl10'¢ I1x1012 500 10 000 000
Ix10!7 Ix1013 5000 100 000 000
Ixl0'8 Ix1014 50 000 I 000 000 000
Ix101? Ix10!5 500 000 10 000 000 000

A primeira coluna, vg, representa o objetivo de numero de copias do vetor. A segunda coluna
representa o nimero de células necessario para produzir os vetores elencados na primeira
coluna, assumindo que cada célula produz 104 vg. A terceira e quarta coluna elencam o volume
. . , ; . 2 . ’ ,
relativo (em litros) e area de superficie (cm”) requeridos para comportar o numero de células.
Assim, para produzir 10" particulas sio necessirios ou 50 L ou | 000000 cm? que
corresponde a biorreator de pequenas dimensoes ou cerca de 5 700 placas de cultura com
|5 cm de diametro. Aumentar a produgao 10 vezes requeria ou um biorreator com 500 L ou

57 000 placas, e assim sucessivamente.

(Adaptado de Cecchini, Negrete e Kotin, 2008)
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ANEXO 3 - As plataformas para a producao de rAAVs para o uso clinico

Transfecéo tripla

Transfecédo tripla

Sistema de
Expressdo de

Coinfec¢do com
virus Herpes

Células produtoras
infetadas por
adenovirus

REPICAP

ITR-Transgene-
ITR

Genes auxiliar

Linha celular

Sistema de
producdo

Eficacia de
transducdo do

DNA

Transponibilidade
de escala

Titulo (genoma de
vetor/célula)

Constrangimentos
de seguranca

Vantagens

transponibilidade da

Desvantagens

(aderentes) (suspensdo) Vetores através
Baculovirus
Plasmideo Plasmideo Integrados na linha
celular
Plasmideo Plasmideo Baculovirus
B B Baculovirus (mesmo
Plasmideo Plasmideo .
que anterior)
HEK293
HEK293 (suspensdao)  Células de inseto Sf9
(aderentes)

CellFactory, roller, Biorreator Wave

CellCube (dezenas de litros)
++ +
- ++
4
5x10* (AAV6) 9x10 5(AAV4)
3,5x10° (AAVY) 210" (AAV2,
’ AAV9)
Nenhum Nenhum

Producio rapida de
rAAVs em pequena

Produgio rapida de
rAAVs em pequena
escala escala
AAVs isentos de
virus auxiliar

AAVs isentos de virus
auxiliar

Baixa Baixa

transponibilidade da

transfecao tripla transfecao tripla

Biorreator de tanque
com agitagdo de 200 L

+++

+++

8x10% (AAV12)
5x10° (AAV3)

Nenhum

Maior seguranga das
células de inseto e
dos baculovirus

Produgao em larga
escala eficiente

Potencial baixa
estabilidade dos BEV

1° rHSV

2° rHSV

rHSV (mesmo que o
anterior)

BHK (suspensio)

Biorreator Wave de
0L

+++

+++

7x10* - Ix10°

Contaminagao com
virus auxiliar

Nio é necessiria a
estabilizagido da linha
celular

Produgao em larga
escala eficiente

Produgao de dois
rHSV auxiliar

rHSV sensiveis as
condi¢des de
produgao

Integrados no genoma
celular

Integrados no genoma
celular

Ad

Hela S3 (suspensao)

Biorreator de tanque
com agitagao de 250
L

+++

+++

5x10*

Contaminagao com
virus auxiliar do tipo
selvagem

O mesmo virus para a
producao de varios
serotipos

Produgao em larga
escala eficiente

Uma linha celular
produtora estavel
para cada projeto

(Adaptado de Naso et al., 2017)
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ANEXO 4 - Ensaios e Especificacoes de Pureza e Seguranca — rAAVs

Teste

Seguranca

Endotoxinas

Esterilidade/atividade
bacteriostatica e fungistatica

AAYV competentes de replicagao
Pureza

Pureza geral

Proteinas

BSA residual b
Reagentes da producio residuais ©
Proteinas da célula hospedeira

DNA celular residual
DNA residual proveniente de

matérias primas 9

Particulas vazias/incompletas

Qualidade

Proteinas total

Aparéncia

pH

Osmolalidade

Agregacao

Método

Ensaio LAL (EP 2.6.14, USP85)

Ensaio em coelho de pirogénios (EP
2.6.8)

Ensaio de esterilidade (EP 2.6.1, USP71)

Infegoes em serie em células
permissivas/qPCR dos genes rep ou cap

SDS-PAGE/silver staining

SDS-PAGE/Coomassie blue
HPLC
ELISA
HPLC, MS, ELISA.
ELISA, MS

qPCR, HTS
qPCR, HTS

Ratio vg (QPCR)/vp (ELISA)

Microscopia Eletréonica, AUC

Ensaio proteinas de Bradford, BCA,
NanoOrange

Inspegdo visual

Potenciometria

Osmometria

DLS

Especificacdao

< 2 EU/dose injetada 2

Negativo

Negativo 2

< rcAAV em |x|08 vg

Identidade de proteinas excetuando a
VP (ou produtos da sua degradagio)

2 80%

< 50 ng/mL 2
Segundo relatério de resultados
Segundo relatério de resultados

< 10 ng/dose injetada 2

Segundo relatério de resultados

\Segundo relatorio de resultados

Segundo relatério de resultados

Transparente a ligeiramente
opalescente, isento de particulas em
suspensao

pH 6,58

Especifico do produto, Segundo
relatorio de resultados (250 — 350
mOsm/kg)

Segundo relatério de resultados

AUC, ultracentrifugagdo analitica, BCA, bicinchoninic acid protein assay; BSA, soro bovino fetal; DLS, dynamic light

scattering, , unidade de endotoxinas; , high-performance liquid chromatogra s , high-throu ut sequencing,
ing; EP, unidade de endotoxinas; HPLC, high-perf liquid ch graphy; HTS, high-throughput sequencing

LAL, limulus amebocyte lysate; MS, espectroscopia de massa; USP, Farmacopeia Norte Americana;

a — Especificagdes da farmacopeia USP ou da Farmacopeia Europeia; especificagdes adicionais sio recomendadas.

b — Apenas processo que usem soro bovino fetal.

c — Dependendo do processo de purificagdo (Benzonase, detergente, BSA, Césio, PEG, ligandos de afinidade).

d — DNA de Plasmideos, baculovirus, adenovirus ou HSV.

(Adaptado de Penaud-Budloo et al., 2018)
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ANEXO 5 - Purificacdao de rAAVs utilizando diferentes estratégias

Serotipos
dos rAAVs

Todos os
Serotipos

rAAVI

BAP
rAAVI

rAAV2

His6rAAV
2

Io

CsClI

CsCl
Poros 50 HQ

lodixanol

AVB sepharose
HP

CsCl

CHT

Monomeric
avidin agarose

Poros 20PI
Poros 50HQ
Poros 50HS

Poros 50HS

SP Sepharose
HP

SP Sepharose
HP

Poros 20 HE
lodixanol

lodixanol

Sulfonated
cellulose

lodixanol

lodixanol
HPLC heparin

Poros HE

Poros 20 HE
CHT
Heparin

Heparin

AVB sepharose
HP

Mono Q HR

Ni-NTA
agarose

Passos e Tipo de Purificacdo

20
CsCl
CsCl
Poros 10 HQ

HiTrap Q

Mustang S

AEX

Poros 50HQ
Poros 50HS

Q-Sepharose xl

HiTrap Q

Source 15Q

HiTrap Q

Heparina

UNO-SI

Poros HE

Poros 50 PI

DEAE
Macroprep

Phenyl-
Sepharose

Superdex 200

30

CsClI

Sephacryl
$-300 HR

Mustang Q

HIC/SEC

Cellufine

sulfate

Heparin

Tipo

UC/uc/ucC

ucC/ucC

AEX/AEX/SE
C

UC /AEX
IAC

UC/ DIAM

Apatite/ AEX/
HIC/SEC

IAC
AEX
AEX/AEX
CEX/CEX

CEX /AEX

CEX/AEX

CEX/AEX

HEAC
UC/AEX

UC/HEAC
AC

UC/CEX
UC/HEAC
HEAC
HEAC

HEAC /AEX

Apatite
/AEX/AC

HEAC

HEAC/HIC/
HEAC

IAC
AEX/SEC

IMAC

Pureza

< 90%

> 98%

> 95%

> 95%

> 90%

> 99%

> 95%

> 90%

> 90%

> 90%

> 90%

> 90%

> 98.5%

> 98.5%

> 99%

> 99%

> 99%

> 90%

> 90%

> 90%

> 98%

> 95%

> 90%

> 90%

> 99%

> 90%

>97%

> 90%

Transponibilidade

de escala

Nao

Nao

Sim

Nao

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao
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rAAV4

rAAV5

rAAVé

rAAVS

HisérAAV
8

rAAV9

Poros PI
Poros HQ
Mustang S

Mono Q HR

lodixanol

SP Sepharose
HP

Poros PI

Mucina
acoplada a
Sepharose

Poros 50HQ

SP Sepharose
HP

CsCl

Sephacryl S-300
HR

Pep8-agarose

Ni-NTA
agarose

CHT

Poros HQ

Mustang Q
Superdex 200
HiTrap Q

Source |15 Q

Poros 50HQ

Source 15Q
Mustang S

Poros 50HQ

HiTrap Q

Poros 50HS

Mustang Q

CsCl

AEX/AEX
AEX
DIAM
AEX/SEC

UC/AEX
CEX/AEX

AEX

AC

AEX/AEX
CEX/AEX
UC/DIAM
SEC/AEX
IAC/AEX

IMAC

apatite
/CEX/UC

> 90%

> 90%

> 90%

>97%

>99%

> 98.5%

>99%

> 90%

> 90%

> 98.5%

> 99%

98%

> 90%

> 90%

> 99%

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Nao

Sim

Nao

Nao

Sim

(Adaptado de Qu et al,, 2015)
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