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Relatorio de Estagio em Farmacia Hospitalar
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l. Introducao

O presente relatorio corresponde ao estagio realizado em Farmacia Hospitalar, no
ambito da unidade curricular Estagio Curricular, que integra o 2° semestre do 5° ano do
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF). O referido estagio foi realizado no
Hospital Distrital da Figueira da Foz (HDFF, EPE), de 6 de janeiro de 2020 a 24 de fevereiro
de 2020, sob a notavel orientagao da Dra. Maria Teresa Pereira, Diretora Técnica dos Servicos

Farmacéuticos (SF) deste hospital, e coorientagao da restante equipa.

O setor hospitalar, em parte por ser uma realidade até entao desconhecida, sempre
me suscitou interesse dado a multidisciplinariedade da profissao. Deste modo, optei por
realizar parte do estdgio nesta area, com o intuito de compreender melhor o papel do

Farmacéutico Hospitalar (FH), assim como o circuito do medicamento.

Com este relatério, pretendo demonstrar a aplicagao dos conhecimentos teoricos,
adquiridos durante o MICF, num contexto profissional, e os conhecimentos adquiridos
durante o estagio, exemplificando algumas situagoes praticas que considero relevantes e nas
quais tive oportunidade de intervir. Para tal, o relatério consiste numa breve descrigao dos SF
do HDFF, EPE e numa analise SWOT, que engloba uma dimensao interna, constituida por
pontos fortes (Strengths) e pontos fracos (Weaknesses), e uma dimensao externa, que integra

as oportunidades (Opportunities) e as ameagas (Threats).

2. Os Servicos Farmacéuticos do HDFF, EPE

O HDFF, EPE localiza-se na Gala, concelho da Figueira da Foz, distrito de Coimbra,
dispondo de 154 camas na sua totalidade, distribuidas pelos diversos servigos, tais como
Medicina Interna, Ortopedia, Cirurgia, entre outros. Os SF funcionam de segunda a sexta-
-feira, das 9h as I18h, e sabado das 9h as [3h. Fora do horario normal, ha sempre um

farmacéutico que assegura o servico, deslocando-se ao hospital sempre que solicitado.

Os SF siao departamentos dotados de autonomia técnica e cientifica, sujeitos a
orientagao geral do Conselho Administrativo (CA) do hospital. Sendo o foco assegurar que o
medicamento correto chegue ao doente correto, na dose correta, pela via de administragao
correta e em tempo correto, os SF compreendem todas as atividades inerentes a selegao,
aquisigao, preparagao, manipulagao, armazenamento e distribuicao de medicamentos e outros
produtos de saude. Assim, ao FH, cabe assegurar nao sé a qualidade dos medicamentos, mas

também o seu uso seguro, eficaz e eficiente [I].



No HDFF, EPE, os SF sao constituidos por 5 Farmacéuticas, incluindo a Diretora
Técnica, 5 Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica (TSDT), 2 Assistentes
Operacionais (AO) e 3 Administrativas, sendo que cada elemento possui fungoes definidas. As
farmacéuticas também integram diferentes Comissoes Técnicas, nomeadamente, a Comissao
de Farmacia e Terapéutica (CFT), a Comissao de Nutricao, o Programa de Prevencao e

Controlo de Infecio e Resisténcias aos Antimicrobianos (PPCIRA) e a Comissio de Etica.

O software utilizado é o programa de Gestao Hospitalar de Aprovisionamento e
Farmacia com Prescri¢ao Eletronica (GHAF com PrEL), sendo que os FH tém acesso ao
SClinico Hospitalar. Deste modo, é possivel um melhor controlo de todo o circuito do
medicamento dentro do hospital, assim como aceder ao processo clinico do doente,

permitindo uma maior rapidez no esclarecimento de duvidas na validagao das prescrigoes.

3. Analise SWOT

Com o objetivo de fazer uma avaliagao critica do meu estagio no HDFF, EPE, apresento,
de seguida, andlise SWOT. Com esta ferramenta pretendo evidenciar tanto os pontos fortes

e fracos, como as oportunidades e ameagas que identifiquei durante o estagio.

Tabela | — Andlise SWOT relativa ao estagio em farmacia hospitalar, realizado no HDFF, EPE

e Recursos humanos e plano de estagio.
o Selecao e aquisicao de medicamentos e dispositivos médicos.
Pontos Fortes e Distribuicao de medicamentos.
Strengths e Cedéncia de medicamentos em ambulatério.
e Hospital de dia e preparagao de citotoxicos.

e Colaboracao com os Servicos Clinicos.

Pontos Fracos ¢ Duragao e componente observacional do estagio.
Weaknesses e Plano curricular do MICF.
Oportunidades e Aquisicao de conhecimentos através de formagoes e trabalhos.
Opportunities e Participagao em informagoes farmacéuticas.
Ameacas e Distanciamento Farmacéutico-Doente.
Threats e Dificuldade de acesso ao setor.




3.1 Pontos Fortes

3.1.1 Recursos humanos e plano de estagio

Os SF do HDFF, EPE sao constituidos por uma equipa de profissionais experientes e
dedicados, na qual existe um ambiente de entreajuda e cooperagao. O excelente ambiente foi

deveras importante para a minha integragao, nao s6 no servigo, mas também na equipa.

Todos colaboradores possuem fungoes e responsabilidades individuais definidas. Deste
modo, foi possivel elaborar um plano de estagio completo, em que tive a oportunidade de
passar por todos os setores do circuito do medicamento, obtendo informagoes detalhadas
sobre cada um. Tal permitiu-me compreender aprofundadamente as diversas fungdes que o
FH desempenha, essenciais para assegurar a terapéutica medicamentosa aos doentes com

critérios de qualidade, seguranga, eficacia e eficiéncia.

3.1.2 Selecao e aquisicao de medicamentos e dispositivos médicos

O FH é responsavel pela aquisicio de medicamentos, produtos farmacéuticos e
dispositivos médicos, em articulagio com o Servico de Aprovisionamento. Deste modo,
pretende-se assegurar estes produtos aos doentes, com a melhor qualidade e ao custo mais

baixo possivel [1].

A selegao dos medicamentos a incluir na adenda do HDFF, EPE ¢é feita pela CFT, de
acordo com as necessidades terapéuticas dos doentes e com base no Formulario Nacional do
Medicamento (FNM). Ha medicamentos que constam no formulario do hospital, estando
definido quais os que necessitam de JCM ou JMA, como, por exemplo, o Degarrelix e a
Colistina, respetivamente. Nestes casos, o médico prescritor tem de justificar esta utilizagao,
que sera analisada pelo farmacéutico. Consoante o medicamento em causa, podera ser
necessario realizar um estudo comparativo entre o medicamento que se pretende utilizar e
as alternativas terapéuticas possiveis para as mesmas indicagoes terapéuticas (Anexo |). Assim,
sao comparadas indicagoes terapéuticas, posologia, prego por tratamento, entre outros,
concluindo-se o medicamento mais vantajoso, sendo ou nao autorizada a sua utilizagao. Deste
modo, € fundamental um estudo de varios medicamentos, permitindo manter uma formagao

atualizada sobre as terapéuticas disponibilizadas pelo hospital, assim como alternativas a estas.

Contudo, podera ser necessario utilizar outros medicamentos que nao constem no

Formulario do Hospital. Tal é possivel apds uma avaliagao, caso a caso, pela CFT, tendo em



conta vantagens, desvantagens e critérios farmaco-economicos relativos ao medicamento em

causa. Esta avaliacao resulta na inclusao ou nao do medicamento na adenda do HDFF, EPE.

Geralmente, os medicamentos sao adquiridos por catidlogo dos SPMS. Este processo
inicia-se com um Concurso Publico aberto pelo HDFF, EPE, sendo estabelecido um prego
base. Os fornecedores concorrem com as suas propostas, que serao avaliadas por um juri, ao
qual pertencem 2 FH. O jdri faz a adjudicagao ao fornecedor com a melhor oferta, tendo em
conta fatores economicos e de qualidade (por exemplo, possibilidade de adaptagao a DID em
DU). Para medicamentos de uso exclusivo hospitalar, apenas podem ser adquiridos
medicamentos que possuam AIM e avaliagao prévia do INFARMED. Atualmente, ha um grande
numero de medicamentos que estdao em rotura em Portugal, sendo necessario recorrer a
medicamentos sem AIM. Nestas situagoes, € solicitada uma Autorizagao de Utilizagao Especial
(AUE) ao INFARMED, que autoriza o uso do medicamento importado, durante um

determinado periodo de tempo.

Foi-me possivel observar todos os processos inerentes a selegio e aquisicao de
medicamentos para o HDFF, EPE, processos esses complexos e dificultados pelo elevado
numero de roturas que subsistem. No entanto, considero este topico um ponto forte do meu
estagio, uma vez que me permitiu adquirir uma maior percegao sobre o importante papel que
o FH desempenha, assim como medidas alternativas necessdrias, para que nunca falte

medicamento ao doente, garantindo a melhor terapéutica possivel.

3.1.3 Distribuicao de medicamentos

A distribuicio dos medicamentos é um ponto crucial no circuito do medicamento,
envolvendo uma série de atividades que visam, entre outros, assegurar o cumprimento da
terapéutica prescrita ao doente e minimizar erros relacionados com a medicagao. Assim, é
possivel racionalizar custos e garantir a correta administragao do medicamento [|]. No HDFF,
EPE, existem varios sistemas de distribuicao, adaptados ao tipo medicamento, necessidades
dos Servigos Clinicos (SC) e dos doentes, que serao descritos de seguida. Estes iniciam-se
com uma a prescricao no GHAF, que sera validada por um farmacéutico. Quando sao
detetados erros de prescricao ou sempre que surja questoes relativas a, por exemplo,

posologia, via de administragao, forma farmacéutica, o FH contacta o médico prescritor.



Distribuicao Individual Diaria em Dose Unitaria (DID em DU)

Este método de distribuicao surge com o objetivo de aumentar a seguranga no circuito
do medicamento, reduzir desperdicios e racionalizar melhor a terapéutica [1], sendo o regime
ideal de distribuigao, quando aplicavel. O FH é responsavel por validar a prescrigao médica e
processar a saida dos produtos farmacéuticos para um periodo de 24 horas, de segunda a
quinta-feira, ou de 72 horas, na sexta-feira. Os servigos validados sio enviados para o
equipamento semiautomatico de armazenamento e distribui¢ao, “Megadosis”, sendo atendido
pelo TSDT e transportado para os SC pelo AO, através de modulos de gavetas individuais,

identificadas com o nome, processo e nimero da cama do doente.

Reposicao de stock de enfermaria em nome do doente

Caso seja necessario administrar um medicamento imediatamente apds a prescrigao
médica ou fora do horario normal de funcionamento dos SF, recorre-se a stock previamente
definido existente nas enfermarias dos SC. Se tal nao for possivel, a farmacéutica de servigo é
contactada. No dia seguinte, é feita uma requisicao automatica no GHAF, que vai ser atendida
pelo TSDT. Este tipo de distribuicao pode estar associado a erros, uma vez que o FH apenas
valida a prescrigao apés o medicamento ser administrado. Contudo, € utilizada, uma vez que

facilita o acesso ao medicamento, em situagoes de urgéncia.

Distribuicao tradicional (DT)

Este sistema de distribuicao aplica-se a todos os SC e justifica-se sempre que a DID
em DU nao é viavel, tratando-se de produtos de maior volume, como antissépticos,
desinfetantes e soros. Contrariamente a DID em DU, a DT é apenas realizada periodicamente,
em dias previamente definidos. O enfermeiro do SC faz um pedido pelo GHAF, que sera
atendido pelo TSDT. A semelhanca do método anterior, este processo de distribuicio
também pode estar associado a dificuldades na racionalizagio dos produtos, havendo
possibilidade de acumulagao dos mesmos e consequente risco de desperdicio por prazo de
validade expirado. Comparativamente com a DID em DU, a grande desvantagem da DT ¢é o

facto de o FH nao ter acesso, na maioria dos casos, a prescrigao.

Reposicao de stocks por niveis

Atualmente, este tipo de distribuicao aplica-se a Unidade de Cirurgia do Ambulatério
(UCA). Foram definidos niveis de stocks maximos e minimos e, quando € atingido o nivel
minimo, é despoletada automaticamente uma encomenda de quantidade fixa para repor o stock

até ao nivel maximo.
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Distribuicao de medicamentos sujeitos a legislacao restritiva

Devido a questoes de seguranga, hd medicamentos que tém de seguir um circuito de
distribuicao especial, sendo rigorosamente legislados. Destacam-se os estupefacientes,

psicotropicos e benzodiazepinas (EPBs) e os derivados do plasma humano (DPH).

Os EPBs, apesar dos seus beneficios, apresentam risco de induzir habituagao e
dependéncia, estando também, normalmente, associados a pratica de crimes. Como tal,
exigem um controlo mais apertado para garantir a sua correta utilizagao. Segundo o Decreto-
-Lei n.° 15/1993 de 22 de janeiro e respetivas alteragoes, estes medicamentos apenas podem
ser dispensados por farmacéuticos. No HDFF, EPE, os EPBs encontram-se armazenados em
cofre fechado, segregados dos restantes medicamentos. Cada SC possui um stock bem
definido, de acordo com as necessidades daquele servico. Apos a administragio dos
medicamentos deste stock, o enfermeiro faz uma requisicio em nome do doente, através do
Anexo X do modelo n° 1509, INCM (Anexo 2). Posteriormente, o enfermeiro chefe requisita,
no GHAF, a quantidade consumida durante um periodo de tempo e envia os respetivos

Anexos X aos SF.

Os DPH, tais como a Albumina Humana, sao legislados pelo Despacho Conjunto n.°
1051/2000, de 14 de setembro. Sendo o plasma humano a matéria-prima para obter estes
produtos, ha uma elevada preocupagao com a transmissao de agentes infetocontagiosos e com
a possibilidade de ocorrerem reagoes adversas. Estes medicamentos sao prescritos no GHAF
e através do preenchimento do modelo n° 1804, INCM (Anexo 3). O FH é responsavel pela
recegao, conferéncia, armazenamento, registo e dispensa do medicamento em causa,
garantindo a total rastreabilidade, essencial em situagoes em que seja necessario verificar o

circuito deste produto.

Durante o estagio, foi possivel acompanhar e executar as atividades inerentes aos
diferentes métodos de distribuigao, motivo pelo qual considero este topico um ponto forte
do estagio. Assim, ganhei uma nogao aprofundada das diferentes fun¢oes que o FH
desempenha para assegurar e otimizar este setor do circuito do medicamento. Tive, ainda, a
oportunidade de atender diversas requisicoes de EPBs e DPHs, de forma autonoma. Esta
funcao que desempenhei foi importante, uma vez que me permitiu uma maior proximidade ao

medicamento, tendo sido possivel familiarizar-me com os diferentes medicamentos.



3.1.4 Cedéncia de medicamentos em ambulatoério

A cedéncia de medicamentos em ambulatorio permitiu uma redugao nos custos e
riscos associados ao internamento hospitalar, possibilitando que inumeros doentes
continuassem o tratamento em ambiente familiar. Assim, este regime de distribuicao tem por
objetivo controlar e vigiar a adesao dos doentes ao tratamento e os efeitos secundarios graves
que possam surgir. Para tal, os SF dispoem de um gabinete de atendimento personalizado,

destinado a esta pratica, de modo a garantir a confidencialidade dos dados [1].

Esta distribuicao inicia-se com uma prescricio eletronica no GHAF com PrEL,
plataforma que permite consultar os dados do doente, o historico de prescricao e de
medicamentos dispensados, entre outros. Para efetuar o levantamento da medicagao, ¢
necessaria a identificagao do utente, comprovada através do cartao de cidadao (do utente ou
dos seus cuidadores) e do cartio do hospital do utente. Na primeira cedéncia, € entregue um
folheto informativo (Anexo 4) do medicamento ao doente, acompanhado de uma explicagao
detalhada sobre a posologia, modo de administragao e possiveis efeitos secundarios. Os
medicamentos sao dispensados com periocidade mensal, a excec¢ao de situagoes devidamente
autorizadas pelo CA. Dentro deste setor, existem varios tipos de cedéncia de medicamentos,
dos quais se destacam os medicamentos legislados (sujeitos a prescricao restrita, para
patologias com legislagao propria), medicamentos nao legislados (que tém de ser previamente
autorizados pela CFT e pelo CA), venda de medicamentos (quando nao existem no mercado
local ou quando nao existe Farmacia Comunitaria na localidade) e situagoes especiais como

acidentes em servico e servico social.

Ao longo do estagio, observei diversos atendimentos em ambulatério, permitindo-me
vivenciar o importante papel do FH no controlo da adesao a terapéutica e no aconselhamento
ao doente. Adicionalmente, pude assistir a explicagoes ao utente sobre varios medicamentos,
possibilitando aprofundar conhecimentos sobre esquemas terapéuticos até entio pouco

conhecidos.

3.1.5 Hospital de dia e preparacao de citotoxicos

Em abril de 2019, no HDFF, EPE, a preparagao de citotoxicos passou a ser da
responsabilidade dos SF. Com isto, pretendeu-se maximizar a qualidade consistente do
produto obtido, assim como a seguranga do manipulador [2]. O HDFF, EPE dispoe de uma

sala para preparagao destes medicamentos, situada na unidade de hospital de dia. Esta sala é
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constituida por uma antecamara que da acesso a sala de preparagao. Aqui, a farmacotecnia é

realizada numa camara de fluxo laminar vertical.

Para a preparagao destes medicamentos, o FH averigua os doentes agendados para o
dia seguinte, o técnico prepara os farmacos necessarios por doente e o farmacéutico confere.
No dia da administragao do medicamento, a enfermagem do hospital de dia da luz verde no
GHAF, indicando que o doente esta apto a receber o tratamento. O farmacéutico desloca-se
a unidade de preparagao de citotoxicos, onde se prepara, por doente, os produtos que serao
necessarios para a manipulagao, passando-os por alcool 70°. De seguida, movimenta os
produtos por lote. A funcao do farmacéutico nesta secgao passa por supervisionar a
farmacotecnia, realizada pelo TSDT, confirmando os volumes a serem utilizados. Por fim, o
produto final é entregue as enfermeiras, que irao fazer a administragao. O produto é sempre
identificado com o nome e processo do doente, assim como os componentes, as doses € a
velocidade de administragao que nele constam, sendo protegido da luz, caso tal seja

necessario.

Considero este setor um ponto forte do meu estagio, dado que me permitiu contactar
com uma area desconhecida, tanto em termos praticos como teoricos. Assim, pude
enriquecer a minha formacao sobre as fungoes de grande responsabilidade que o FH
desempenha na preparagao deste tipo de medicamentos, para assegurar a seguran¢a do

manipulador e a qualidade do produto.

3.1.6 Colaboracdao com os Servicos Clinicos

O FH desempenha um papel fundamental no hospital. Sendo o especialista do
medicamento, € sua fungdo intervir sempre que for pertinente, assim como informar os
diferentes profissionais de saide em questoes relacionadas com o medicamento. No ambito
da informagao ativa, tive a oportunidade de assistir a algumas intervengoes farmacéuticas, das
quais destaco a intervengao 8 que consta no Anexo 5. Nesta situagao, o farmacéutico detetou
um erro na prescri¢ao, que foi resolvido apos didlogo com o médico. Na vertente da
informagao passiva, foi-me possivel assistir e intervir em diversos telefonemas feitos aos SF,
como sera referido na categoria “Oportunidades”. A titulo de exemplo, refiro as informagoes

farmacéuticas que constam no Anexo 6.

Face as situagoes referidas, considero que a colaboragao que existe com os diferentes

SC constitui uma oportunidade de o FH intervir onde seja oportuno e demonstrar o seu valor
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enquanto parte integrante do hospital. Assim, considero um ponto forte do meu estagio o
facto de ter sido possivel assistir as diversas situagoes que surgiram, enriquecendo os meus

conhecimentos.

3.2 Pontos Fracos

3.2.1 Duracao e componente observacional do estagio

Como referido anteriormente, o setor hospitalar era uma area que desconhecia, mas
com a qual tive oportunidade de contactar, gragas a possibilidade de realizar parte do estagio
curricular em farmacia hospitalar. De acordo com as normas orientadoras do estagio, realizei

280 horas, ao longo de 2 meses, nos SF do HDFF, EPE.

Os SF englobam diversos setores, anteriormente elucidados. Aliado ao facto de que as
atividades inerentes aos diferentes setores sao complexas e constituem uma experiéncia nova,
considero que a duracao do estagio foi, efetivamente, curta. Consequentemente, nao foi
possivel realizar as tarefas de maior responsabilidade de forma auténoma, a excegao da
cedéncia de EPBs e DPHs, tendo sido maioritariamente um estagio observacional. Deste
modo, julgo que seria vantajoso alargar a duragao do estagio, para que a componente pratica
superasse a observacional, essencial para interiorizar conhecimentos e permitir a adaptagao a

realidade profissional, com o grau de autonomia que a mesma exige.

3.2.2 Plano curricular do MICF

O plano curricular do MICF proporciona uma grande diversidade de conhecimentos
em varios setores das Ciéncias Farmacéuticas, de entre os quais destaco a Farmacia
Comunitaria e Indastria Farmacéutica. No entanto, na minha opiniao, a area da Farmacia

Hospitalar poderia ser mais aprofundada.

Sendo a preparagao de citotoxicos uma das fungoes do FH, penso que seria uma mais
valia existir uma unidade curricular para este fim, uma vez que os conhecimentos que o MICF
transmite nesta area sao escassos. Assim, estariamos mais familiarizados com esta vertente,
sendo possivel compreender a partida os diferentes protocolos que se praticam. Do mesmo
modo, julgo que o plano curricular deveria contemplar também a area das analises clinicas e
nutricao parentérica. Estas sao competéncias essenciais para o FH aquando da validagao de
prescrigoes médicas, uma vez que é necessario consultar frequentemente as analises clinicas

do doente, no SClinico, de modo a ajustar doses (como, por exemplo, no caso da vancomicina)
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e estipular a bolsa de nutrigao parentérica mais adequada as necessidades do doente, com

base nas suas necessidades proteicas, caldricas, hidricas e eletroliticas.

3.3 Oportunidades

3.3.1 Aquisicao de conhecimentos através de formacoes e trabalhos

Ao longo do meu estagio, tive a oportunidade de adquirir continuamente diversos
conhecimentos. A titulo de exemplo, destaco a leitura dos Procedimentos Técnicos, que me
permitiu interiorizar o modo de funcionamento de cada setor dos SF. Assisti, ainda, a uma
formacao promovida pela PPCIRA do HDFF, EPE, intitulada “Antisséticos e Desinfetantes”,
onde adquiri conhecimentos sobre o tipo de antisséticos e desinfetantes que o HDFF, EPE

possui, bem como o seu espetro de agao.

Nao obstante, realizei diversos trabalhos, requeridos tanto pela Diretora Técnica
como pela restante equipa dos SF. Face ao elevado niUmero de medicamentos em rotura, foi-
-me solicitada a criagao de um ficheiro, com informacgao recolhida do GHAF e dos arquivos
do hospital, onde constam as roturas que se verificaram, desde 2017. Este trabalho permitiu-
-me ganhar uma nogao do elevado niumero de roturas que existem e do impacto negativo que
tém na disponibilizagao do medicamento ao doente. Outro trabalho que realizei foi elaborar
um ficheiro Excel, que indicasse o custo de todos os protocolos de quimioterapia disponiveis
no HDFF, EPE, ficheiro que foi apresentado na CFT (Anexo 7). Assim, foi possivel familiarizar-
-me com alguns protocolos de quimioterapia, ampliando os meus conhecimentos na area da

oncologia.

3.3.2 Participacao em informacg¢des farmacéuticas

Como referido anteriormente, assisti a diversas intervencoes e informagoes
farmacéuticas que sucederam durante o estagio. Inclusive, tive oportunidade de participar, no
ambito da informagao passiva, dando resposta as duvidas dos profissionais de satide. Destaco
a informagao farmacéutica que consta no Anexo 6. Apos contacto do servigo de Pediatria, foi-
-me proposto averiguar se a morfina sob a forma intravenosa poderia passar a ser

administrada, por via oral, a criangas.

No seguimento da proatividade do farmacéutico, foi possivel participar ativamente na
criagao de Protocolos de Administragao de Metoprolol, Hexafluoreto de Enxofre e

Dipiridamol (Anexo 8). O Servigo de Cardiologia do HDFF, EPE implementou um novo teste
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de diagnostico: a ecografia cardiaca transesofagica para detegao de patologias cardiacas mais
severas, que requer a utilizagdo de farmacos que nao estao disponiveis em Portugal. Assim,
foi-me solicitada a criagao deste Protocolos de Administragao para auxiliar a enfermagem na

correta administragao destes farmacos.

Deste modo, considero este ponto uma oportunidade que o estagio me proporcionou,
uma vez que, ao poder intervir, adquiri novos conhecimentos, demonstrando as minhas

capacidades enquanto estagiaria.

3.4 Ameacas

3.4.1 Distanciamento Farmacéutico-Doente

Atualmente, o contacto do FH com o doente tem lugar, essencialmente, na cedéncia
de medicamentos em ambulatério. Contudo, o farmacéutico desempenha um papel
fundamental na terapéutica do doente, especialmente no momento da validagao das

prescrigoes, processo ao qual esta associado um grande sentido de responsabilidade.

Para validar a prescrigao médica, o FH apenas se pode basear no processo clinico do
doente, uma vez que nao tem qualquer contacto com o utente. Este distanciamento dificulta
o trabalho do farmacéutico, ja que os processos clinicos estao frequentemente incompletos.
Consequentemente, torna-se dificil fazer uma correta avaliagao do estado do doente, de modo
a garantir que a medicagao prescrita esteja efetivamente adequada. Assim, uma maior
proximidade ao doente iria minimizar erros de prescricao a priori, tais como possiveis

interagoes medicamentosas e ajustes de doses.

Considero que a falta de recursos humanos contribui para este facto. As poucas
farmacéuticas que integram a equipa dos SF do HDFF, EPE desempenham diversas fungoes
morosas, nao restando tempo para fazer visitas aos SC. Por ser o especialista do medicamento,
é imperativo que o FH tenha uma opiniao ativa nas decises terapéuticas e que volte a realizar
as visitas clinicas, eliminando, assim, esta ameaga a nossa profissdao. Adicionalmente, a
importancia do FH podera ser reconhecida entre, nao sé os demais profissionais de salde,

mas também o proprio utente.



3.4.2 Dificuldade de acesso ao setor

Apesar da falta de recursos humanos que se verifica no setor da farmacia hospitalar, a
situagao econdmica do pais nao permite novas contratualizagoes, o que dificulta o acesso a
esta area, principalmente por parte de farmacéuticos sem experiéncia. O FH desempenha um
papel importantissimo em todo o circuito do medicamento, pelo que, como referido no ponto
anterior, deve ter mais contacto com o doente. Tal sera possivel com a expansao dos recursos
humanos, uma vez que, ao criar novos postos de trabalho, a dificuldade de ingressar por esta
vertente profissional é diminuida. No entanto, recentemente, foi aprovada a Residéncia
Farmacéutica, sendo expectavel uma maior facilidade de ingressar na carreira, reforgando,

assim, os recursos humanos no SF dos diversos hospitais.

4. Conclusao

A oportunidade de ter realizado um estagio em farmacia hospitalar foi uma experiéncia
enriquecedora, a nivel de formagao tanto profissional como pessoal. Embora a duragao do
estagio tenha sido curta, permitiu-me comprovar a importancia do farmacéutico em ambiente
hospitalar, nao sé no contexto dos SF, mas também no apoio aos diversos servigos do hospital.
Foi-me possivel passar por todos os setores dos SF, a medida que fui relembrando e, na maior
parte das situagoes, adquirindo novos conhecimentos. A area da oncologia é pouco abordada
no plano curricular do MICF, pelo que tive oportunidade de contactar com este setor e
familiarizar-me com os diversos protocolos de quimioterapia, constituindo um grande ponto

forte do estagio.

Contudo, apercebi-me de que o farmacéutico é muitas vezes subvalorizado pelos
restantes profissionais de salide. Como tal, é importante reforgar os recursos humanos, de
modo a que o farmacéutico consiga realizar, por exemplo, as visitas clinicas, fungao de elevada
relevancia da atividade farmacéutica. Consequentemente, seria uma oportunidade de o

farmacéutico demonstrar o seu valor e a sua importancia no setor hospitalar.

O facto de ter realizado o estagio num hospital pequeno permitiu-me ganhar uma
nog¢ao mais aprofundada dos diversos setores, assim como ter tido a oportunidade de realizar
diversos trabalhos. Estes permitiram-me obter uma perce¢ao de temas atuais, como, por
exemplo, o elevado nimero de roturas que existem e o seu impacto na disponibilizagao do
medicamento ao doente. Assim, e apesar dos pontos fracos e ameagas identificadas, fago um

balango positivo do estagio, como refletido na analise SWOT.

20



5. Referéncias Bibliograficas

Brou, M. H. L., Feio, J. A. L., Mesquita, E., Ribeiro, R. M. P. F,, Brito, M. C. M., Cravo, C,,
Pinheiro, E. — Manual da Farmacia Hospitalar. Ministério da Saude (2005) [Acedido
a | de fevereiro de 2020]. Disponivel em: https://www.infarmed.pt/documents/15786/
| 7838/manual.pdf/a8395577-fb6a-4a48-b295-6905ac60ecébc

Gouveia, A. P. N. M,, Silva, A. S. B,, Bernardo, D. M. B, Fernandes, J. M. S. S., Martins, M.
A. E,, Cunha, M. T. F,, Borges, S. I. T,, Sernache, S. A. M. — Manual de Preparacao de
Citotoxicos. Ordem dos Farmacéuticos. Conselho do Colégio de Especialidade de
Farmacia Hospitalar (2013) [Acedido a |5 de fevereiro de 2020]. Disponivel em:
https://www.ordemfarmaceuticos.pt/pt/publicacoes/manuais/manual-de-preparacao-de-

citotoxicos/

21



6. Anexos

Anexo | - Estudo comparativo

(Leuprorrelina)

)
HDFF e@ig
Hospital Distrital da
Figueira da Foz, €.PE.

Nome: J. R.

Data Nascimento: 79 anos

JCM: Degarrelix
Firmagon® 120 mg/80 mg

Diagnéstico: Adenoarcinoma da préstata localmente avangado

SERVICOS FARMACEUTICOS

N2 processo:

Tratamento proposto. Degarrelix, Dose inicial de 240 mg administradas sob a forma de duas
injeccdes subcutineas consecutivas de 120 mg cada, dose de manutenciio 80 mg mensalmente.

Histérico do doente: Doente com adenocarcinoma da préstata de grau intermédio (PSA 18.55) com

risco cardiovascular elevado

Degarrelix 120 mg/80 mg

Leuprorrelina 22,5 mg

Mecanismo de acgdo

Degarrelix é um antagonista seletivo
da  hormona libertadora de
gonadotrofinas (GnRH) que se liga de
forma competitiva e reversivel aos
receptores GnRH da hipéfise,
reduzindo assim rapidamente a
libertacdo das  gonadotrofinas,
hormona luteinizante (LH) e hormona
foliculoestimulante ( FSH), e
reduzindo  consequentemente a
secrecao de testosterona (T).0
carcinoma prostatico é conhecido por
ser sensivel aos androgénios e
responder a tratamentos que
removam a fonte de androgénio. Ao
contrario dos agonistas GnRH, os
antagonistas GnRH ndo induzem um
pico de LH com o consequente pico
de testosteronafestimulacio do
tumor e potencial aumento
sintomatico apdés o inicio do

tratamento.

O fator de crescimento endotelial
vascular-A (VEGF-A) e o fator de
crescimento  placentar  (PIGF)  sdo
membros da familia VEGF de fatores
angiogénicos que podem atuar como
potentes fatores 11  mitogénicos,
guimiotdticos e de permeabilidade
vascular a nivel das células endoteliais. O
VEGF atua através de dois recetores da
tirosina quinases, VEGFR-1 e VEGFR-2,
presentes na superficie das células
endoteliais. O PIGF liga-se apenas ao
VEGFR-1, que também esta presente na
superficie dos leucécitos. A ativacdo
excessiva destes recetores pelo VEGF-A
pode resultar numa neovascularizagdo
patolégica e permeabilidade vascular
excessiva. O PIGF pode ser sinérgico com
o VEGF-A nestes processos, sendo
também conhecido por favorecer a
infiltragdo leucocitaria e a inflamagdo

vascular.
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entre o Degarrelix e uma alternativa terapéutica
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)
HDFF el
Hospital Distrital da
Figueira da foz, €.P.€.

SERVICOS FARMACEUTICOS

Avaliacdo prévia

CHNM CHNM 10096351 CHNM 10042706
Formuldrio Sim
= 7 SIM
NacionalMedicamentos
Formuldrio do HDFF Niao Sim
Catélogo da ACSS Nio SIM
siMm Sim

Indicagbes constantes

FIRMAGON é um antagonista da
Hormona Libertadora de
Gonadotrofinas (GnRH) indicado
para o tratamento de doentes

O ELIGARD 22,5 mg esta indicado para
o tratamento do cancro da préstata
avancado hormonodependente e para
o tratamento do cancro da prostata

consecutivas de 120 mg cada,
dose de manutengdo 80 mg
mensalmente.

no RCM adultos do sexe masculino com | de alto risco localizado e cancro da
cancro da préstata hormono- | prostata localmente avancado
dependente avancado. hormono-dependente em

combinacdo com radioterapia.

Dose inicial de 240 mg | O ELIGARD 22,5 mg é administrado
administradas sob a forma de | trimestralmente como uma Unica
duas injecgdes  subcutdneas | injecdo subcutdnea.

Posologia

Adverténcias e
precaugdes especiais
de utilizagdo

Efeito sobre o intervalo QT/QTc O
tratamento a longo prazo por

supressdo  androgénica

intervalo QT. No

pode
prolongar o
estudo confirmatério de
comparacio entre o FIRMAGON e
a leuprorrelina foram realizados
(ECGs)

periddicos (mensais); ambos os

eletrocardiogramas

tratamentos revelaram intervalos
QT/QTc excedendo 450 mseg em
20%  dos
doentes, e 500 mseg em 1% e 2%

dos doentes

aproximadamente
tratados com
degarrelix e leuprorrelina,

respetivamente.
FIRMAGON néo foi estudado em
doentes com uma historia de

intervalo QT corrigido acima de

Reconstituicdo correta.

Terapéutica de privacdo androgénica

pode prolongar o intervalo QT: Em
doentes com histéria ou fatores de

risco de prolongamento do intervalo
Gl e e

concomitantemente

doentes  tratados

com
medicamentos que podem prolongar
o intervalo QT (ver sec¢do 4.5), os
médicos devem avaliar a relagdo
beneficio-risco, incluindo o potencial
de Torsade des pointes antes de

iniciar ELIGARD 22,5 mg.

Doencas cardiovasculares: Foi

notificado, associado ao tratamento
com agonistas da GnRH em homens, o
risco aumentade de desenvolver
enfarte do miocéardio, a morte subita

cardiaca e acidente vascular cerebral.

Pag. 2/3
1.02.1
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I =
HDFF wmcns~
Hospital Distrital da
Figueira da Foz, €.L.€.

SERVICOS FARMACEUTICOS

450 mseg em doentes com
histéria de ou fatores de risco
para torsades de pointes e em
doentes a receberem medicagdo
concomitante que podera
prolongar o intervalo QT.
Consequentemente nestes
doentes a relacdo beneficio/risco
do FIRMAGON tem que ser
extensivamente avaliada. Um
estudo QT minucioso demonstrou
que ndo existe nenhum efeito
intrinseco do degarrelix sobre o
intervalo QT/QT

O risco parece baixo baseado na
notificacdo através da taxa de
probabilidade e deve ser
cuidadosamente avaliado, juntamente
com fatores de risco cardiovasculares,
quando se determina o tratamento
para doentes com cancro da préstata.
Os doentes que recebem agonistas da
GnRH devem ser monitorizados para
sintomas e sinais sugestivos de
desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e devem ser tratados
de acordo com a pratica clinica atual.

Contra indicagdes

Hipersensibilidade a substancia
ativa ou a qualquer dos
excipientes.

Hipersensibilidade ao acetato de
leuprorrelina, a outros agonistas da
hormona libertadora da
gonadotropina (GnRH) ou a qualquer
um dos excipientes

Preco/ tratamento

2amp 120mg : 222,56 €
1amp80mg:124,57€

Custo total 1 ano: 2 amp 120
mg,11 amp 80 mg: 1592,83 €

1 ampola 22,5 mg =264,26
Custo totai para 1 ano : 1057,04 €
(4 amp)

Pag.3/3
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Servigos Farmacéuticos
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Anexo 2 - Anexo X do modelo n° 1509, INCM para requisicao de EPBs

REQUISIGAO DE SUBSTANCIAS E SUAS PREPARAGOES COMPREENDIDAS NAS TABELAS |, Il, lll E IV, COM EXCEGAO DA II-A, o
ANEXAS AQ DECRETO-LEI N.° 15/83, DE 22 DE JANEIRO, COM RETIFICAGAO DE 20 DE FEVEREIRO N. m
e auti Cadigo
Servigos Fgrmaceutucos SERVICO 9
o SALA
Medicamento (DCI) Forma farmacéutica Dosagem Cédigo
Quantidade | Enfermeiro cque administra o medicamento i
Cama/ - Quantidade
Nome do doente priteEas oupﬁsd;ﬂa - — Tairiatids Observagdes
Total Total

Assinatura legivel do diretor do servigo ou legal substituto Assinatura legivel do diretor dos servigos farmacéuticos Entregue por (ass. legivel)
ou legal substituto

Data____/____/ __ N°Mec. | Data sy (N Megp e = Dl e ol = o INEEMBG:

Recebido por (ass. legivel)

Data S f— N Mec.

Modelo n.> 1509 (Exciusivo da INcW, . o) IINIGIW
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Anexo 3 - Modelo n° 1804, INCM para requisicao de DPHs

Numero de série 2080163 VIA FARMACIA
MEDICAMENTOS HEMODERIVADQOS
REQUISICAQ/DISTRIBUIGAQ/ADMINISTRAGAO
(Arquivar pelos Servigos Farmacéuticos ™)
] HOSPITAL
MINISTERIO
DA SAUDE  SERVIGO 1
Identificagao do doente QUADRO A
G =t (nome, n.° de identificagdo civil, n.° do processo,
Médica n.° de utente do SNS)

(Nome legivel)

N.? Mec. ou Vinheta

Assinatura

Apor etiqueta autacolante, citdgrafo ou outro. Enviar tantos autocolantes, com
7 SR | S identificagdo do doente, quantas as unidades requisitadas.

HEQUIS[QAOIJUSTIHCAQAO CL"'HCA (a preencher pelo médico)

Data

Hemoderivado QUABRO B

(Nome, forma farmacéutica, via de administragdo)

Dose/Frequéncia Duragao do tratamento

Diagnostico/Justificagdo Clinica

REGISTO DE DlSTR|BU|GAD N.° L {a preencher pelos Servicos Farmacéuticos) QUADRO C
Hemoderivado/dose Quantidade Lote Lab. erigem/Fornecedor N.? Cert. INFARMED

Enviado i / Farmacéutico N.° Mec.

(") Excecionalmente, o plasma fresco congelado inativado podera ser distribuide e ter registo e arquivo nos Servigos de Imunc-Hemolerapia.

Recebido /[ Servigo requisitante (assinatura) N.® Mec.

I. Instrugoes relativas a documentacao:

A requisigdo, constituida por 2 vias (VIA FARMACIA e VIA SERVICO), é enviada aos Servigos Farmacéuticos
apés preenchimento dos Quadros A e B pelo servigo requisitante. O Quadro C & preenchido pelos Servigcos
Farmacéuticos.

VIA SERVIGCO - A preencher pelo servico requisitante e arquivar no processe clinico do doente.
VIA FARMACIA - Permanece em arquivo nos Servigos Farmacéuticos. Excecionalmente, a distribuicdo e

registo_do plasma fresco congelado inativado, bem como o arquivo da via farmdcia, podera ser feito pelos
Servigos de Imuno-Hemoterapia.

II. Instrugdes relativas ao produto medicamentoso:

a) Cada unidade medicamentosa fornecida sera etiquetada pelos Servigos Farmacéuticos com as respetivas
condigbes de conservagdo e identificagdo do doente e do servigo requisitante;

b) Os produtos ndo administrados no prazo de 24 horas e atendendo as condigdes de conservagao do rétulo
serdo obrigatoriamente devolvidos aos Servigos Farmacéuticos. No Quadro D sera lavrada a devolucao,
datada e assinada (n.° mecanografico).

Despacho n.® 1051/2000 (2.* série), dos Ministérios da Defesa Nacional e da Saude, publicado no Didrio da Republica, 2.* série, n.” 251, de 30 de cutubro de 2000.

Modelo n.” 1804 (Exclusivo da INCM, 5. A) i“:“



Anexo 4 - Folheto informativo do Anastrozol | mg, entregue aquando da cedéncia em

Ambulatério

«» Conserve este folheto. Pode ter
necessidade de o reler.

++ Caso ainda tenha duvidas, consulte o
seu médico ou farmacéutico.

%+ Este medicamento foi receitado para
si. Ndo deve dalo a outros; o
medicamento pode ser-lhes prejudicial
Mesmo que apresentem os mesmos
sintomas.

%

Os medicamentos nao devem ser
eliminados na canalizagdo ou no lixo

doméstico.

ao seu far como
eliminar os medicamentos de que ja ndo
necessita.

Estas medidas irdo ajudar a proteger o
ambiente.

1. O que é Anastrozol e para que é utilizado?
Anastrozol pertence a um grupo de medicamentos
denominados “inibidores da aromatase” e é utilizado
para tratar o cancro da mama em mulheres na pds-
menopausa. Reduz a quantidade de uma hormona
designada por estrogénio que o corpo produz através
do bloqueio de uma substincia natural (uma enzima)
que existe no corpo chamada “aromatase”.

2. Antes de tomar Anastrozol:

Informe o seu médico se:

+ Ainda é menstruada e ndo estiver na menopausa;
o Tem problemas hepéaticos ou renais graves ou
moderados;

e Esta a tomar um medicamento chamado
tamoxifeno ou medicamentos que contém
estrogénio;

« Sofre de doenca que afecte a resisténcia dssea
(osteoporose);
e Esta gravida ou a amamentar.

3. Ao
medicamentos:

tomar  Anastrozol com outros
Informe o seu médico ou farmacéutico se estiver a
tomado recentemente outros

medicamentos, incluindo medicamentos obtidos sem

tomar ou tiver

receita médica efou a base de plantas.

E especialmente importante mencionar:

+ Tamoxifeno (cancro da mama),

* Medicamentos que contenham estrogénios (como
a terapéutica hormonal de substitui¢io);

e Medicamentos utilizados para tratar o cancro da
mama, determinadas doencas ginecoldgicas e
infertilidade (gonadorrelina, buserrelina, goserrelina e
triptorrelina).

Se algum dos efeitos secundarios se
agravar ou se detectar guaisguer efeitos
mencionados

secundarios nao neste

folheto, informe o seu médico ou

farmacéutico.

2

Servigos Farmacéuticos, HDFF,EPE

Contactos

Telefone:
233 402 000 - extensao: 591

farmacia@hdfigueira.min-saude.pt
Fax:
233431 862

http://www.hdfigueira.min-saude pt/
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4. Como tomar Anastrozol:

Salvo outra indicacao médica, deve tomar um
comprimido uma vez por dia, preferencialmente
sempre a mesma hora.

0s comprimidos devem ser engolidos inteiros, com
um copo de agua.

A toma pode ser efectuada antes, durante ou apds as
refeicdes.

Caso se tenha esquecido te tomar o comprimido &
hora habitual, ndo tome uma dose a dobrar para
compensar uma dose que se esqueceu. Espere pela
hora da préxima toma e continue a tomar de acordo
com o prescrito pelo seu médico.

0 tratamento € prolongado e pode manter-se durante
varios anos.

Nio pare de tomar este medicamento mesmo que se
sinta saudavel, a menos que o seu médico lhe tenha
dito para suspender o tratamento.

5. Efeitos secundarios possiveis:

Afrontamentos;

Dor ou rigidez das articulagdes;

Reacgdes alérgicas na pele;

Diarreia;

Dor de cabeca;

Nauseas;

Enfraquecimento moderado do cabelo;

Perda de apetite;

Hemarragia vaginal (geralmente durante as primeiras
semanas do tratamento - se a hemorragia persistir deve
contactar o seu médico)

Secura vaginal;

Sindrome do tdnel cérpico (adormecimento ou sensagdo de
farmigueiro, frio, dor, fraqueza em partes da méo);

de fraq /sanoléncia.

Pag. 2/2
1.02.1

Servigos Farmacéuticos

E—
HDFF g

Hospital Distrital da
Figueira da Foz, €.P.€

Anastrozol 1 mg

FOLHETO
INFORMATIVO

INFORIMACAQ PARA O DOENTE

Como algumas pessoas podem ter sensagdo de
fraqueza e/ou sonoléncia durante o tratamento com
este medicamento, devera ter cuidado enguanto
conduz ou opera maguinas.

6. Como conservar Anastrozol:

Manter fora do alcance e da vista das criancas.
Conservar na embalagem de origem ao abrigo do
calor e da luz.

N3o utilizar apés o prazo de validade impresso na
embalagem exterior.

O prazo de validade corresponde ao ultimo dia do
més indicado.

7. Outras informagdes:

Os comprimidos de Anastrozol contém lactose.

Se foi informado pelo seu médico que tem
intolerancia a alguns agucares, contacte-o antes de
tomar este medicamento.
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Anexo 5 - Registo de intervengoes farmacéuticas

a oy —
HDFF
Hospital Distrital da .
Figueira da Foz, €.pe SERVICO FARMACEUTICO
Intervencoes Farmacéuticas 2020
. Dkt Eoie Situagdo Proposta do farmacéutico/ Resultado da
Farmacéutica o . . o P " o
. Farmaco/posologia Intervencdo farmacéutica intervengdo
profissional
Data: 15/01/2020 Foi dada indicaca lo D CDP
o n ofeadain .|ca;~ao pelo r_[ ) Como a priridoxina 300 mg Aceite.
Servico: Esp Cir ors [ para realizacdo de profilaxia da TB com te fraci : Realizacio de 150
30| N2 Processo:25000487 | Teresa Pereira | g piridoxina 40 mg e isoniazida 300 mg. No peNrml € Iraclonamento ea IZEI(,.“,EI-O e. me
_ ‘. C e ) propde-se o uso de 150 mg 2 de piridoxina 3x
formuldrio do HDFF s¢ estd disponivel
. ou 3x/semana. semana
priridoxina 300 mg
Data: 15/01/2020 Ver anterior. No seguimento Aceite.
L ) D . o R
9 Servico: Esp Cir Vania Pereira ra- Piridoxina 150 mg 24/24 H solugdo oral . _fOI prescrito Reallza%‘a-o de. 150 mg
N Processo:25000487 - Piridoxina 150 mg 24/24 H de piridoxina 3x
solucio oral. semana
Anexo 6 - Registo de informagoes farmacéuticas
3 T E—
HDFF SERVICO FARMACEUTICD
Hospital Distrital do
Figuaira da oz, €.re
REGISTO DE INFORMACAD FARMACEUTICA
sERVIGD: | Pediatria | DATA: | 07/01/2020 |
PROFISSIONAL: | | reDIDO A OUTRA ENTIDADE | |

DESCRICAD:

O Servigo de Pediatria pretende elaborar um de Procedimento para a dor aguda em criancas, onde deveria
constar a Morfina numa formulagdo oral liguida, farmaco inesxistente no Formulario do Hospital.

RESUMO DAS QUESTOES COLOCADAS:

1. A Morfina injetdvel existente no hospital pode ser administrada por via oral?
2. Caso ndo seja possivel, qual a solugdo?

RESPOSTA:

Apds pesquisa nos RCM da maorfina injetavel e contacto com os diretores técnicos dos labaratdrios fornecadores
deste medicamento, conclui-se ndo haver informacdo disponivel nem trabalhos que sustentem a possibilidade de
administrar este medicamento por via oral, com garantia.

Apods contacto com os CHUC, informaram-nos que a Technimed comercializava morfina em solucdo oral
{Oramorph 20 mg/mL), pelo que se solicitou pregos. Perante o valor de encomenda minima exigido para
aquisicdo deste estupefaciente, fica inviabilizada a sua aguisicao dada a baixa previsao de consumo.

Apos didlogo com o Diretor de Servigo, Dr. fica decidido a possibilidade de aguisicdo 3 Farmacia
Comunitaria aquando necessario, respeitando os requisitos legais.

. Teresa Pereira/firing Fernandes
O/A RESPOMSAVEL: MEC. N.2:

1015
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Anexo 7 - Trabalho pregos dos protocolos de quimioterapia

Precos com IVA por protocolo (assumindo m2 = |,7 e peso do doente = 70 kg)

Carcinoma do Estomago Carcinoma Colorretal

ELF {Etoposido + Levofolinato de Calcio + 5-Fu) FOLFOX (Oxaliplatina + 5-Fu + Levofolinato de Calcio)
Farmaco Dose Preco Prego total Farmaco Dose Preco Prego total
Cloreto de Sédio 0,9% 1000 ml 0,99 £ 5T £ Glucose 5% 1000 ml [E:g4  55,20€
Ondansetrom IV & mg 030€ Ondansetrom IV & mg 0,30€
Etoposido 120 rr'g;'m2 15,54 £ELELES Dexametasona 20 mg 5,84 £
Levofolinato de Caldo 150 mg/m’ 19,62 € Owaliplatina 85 mg/m’ 13,08 €
5-Fluorouracilo 500 mg/m? 598 £ Levofolinato de Calcio 200 mg/m? 1962 €
Cloreto de Sédio 0,9% 500 mil 050€ 5-Fluorouracilo 400 rﬂgfm2 S,08€
Cloreto de Sodie 0.9% 50/100 ml 0,51 € 5-Fluorouracile 2400 mgfm’ 598€
Ondansetrom gmg 0,70€
CF {Cisplatina + Levofolinato de Calcio + 5-Fu) Cloreto de Sodio 0,9%: 100 ml 0,32€
Farmaco Dose Preco Prego total Glucose 5% 250 ml 148€
Cloreto de Sédio 0,9% 500 mil 0,90 =R K Cloreto de Sédio 0,9% 50,100 mi 061lE
Cloreto de Potdssio 7,5% 40 ml 272¢ Cloreto de Sodio 0,9%: 250 ml 0,44€
Sulfato de Magnésio 20% 40 ml 278E
Aprepitant 125 mg 1325¢ FOLFOX (Oxaliplatina + 5-Fu + Levofolinato de Calcio) - Diabéticos
Ondansetrom IV 8 mg 030€ Farmaco Dose Preco Prego total
Dexametasona 12 mg 1,29¢ Cloreto de Sodio 0,9%: 1000 ml (R::Rd 5652 €
Cisplatina 50 n’lg,{'n’l2 907 £ Ondansetrom IV gmg 0,30€
Levofolinato de Calcio 200 rr'g;'m2 1962 £ Dexametasona 20 mg 5,84 €
5-Fluorouracilo 400 mg/m? 598 £ Glucose 5% 100 ml 0,58¢
5-Fluorouracilo 2400 mg/m’ 5,98 £ Oxaliplatina 85 mg/m? 13,08 €
Aprepitant 20 mg 1590 € Levofalinato de Calcio 200 r'r'gfr'ﬂ2 1962 €
Dexametasona Emg 129€ Glucose 5% 100 mi 0,59€
Cloreto de Sédio 0,9% 1000 ml 198 € 5-Fluorouracilo 400 r'r'gfr'ﬂ2 S,98€
Cloreto de Sodio 0,9% 100 mil 032¢ S5-Fluorouracilo 2400 mg,’m2 S598€
Cloreto de Sodio 0,9% 250 ml 132€ Ondansetrom 8mg 0,70€
Cloreto de Sédio 0,9% 50100 ml 061 £ Glucose 5% 250 ml 148€
Cloreto de Sadio 0,9% 50,100 mi 0,61€
Cloreto de Sodio 0,9%: 250 ml 044€
Cloreto de Sodio 0,9% 100 mi 0,32€




Anexo 8 - Protocolo de Administragao do Dipiridamol

a—

HDFF oy -
||||'|’bi!-ﬁ| Distrital do
Figueira do Foz, €.°.( SERVICOS FARMACEUTICOS

Preparagio e Administracio

Dipiridamol 10 mg/2 ml (Persantin® i.v.)

- Auxiliar de testes diagnosticos de esforgo (teste ergométrice), na avaliagio da perfus3o

IndicacGes miocdrdica com talio.
- Auxiliar na ecografia de stress para avaliagdo de coronariopatias isquémicas
Cada ampola de 2 ml contém:
. - 10 mg de Dipiridamol
Apresentacaoc

Excipientes: acido tartarico, macrogel, acido deridrico, agua para injetaveis

A solugdo é clara, amarela e praticamente isenta de particulas.

Reconstituicdo

Antes da infusdo intravenosa, o dipiridamol deve ser diluido em solugdo de doreto de sadio
a 0.45% ou 0.9%, ou em solugdo glicosilada a 5%, numa proporcao minima de 1:2, para
produzir um velume total de, aproximadamente, 200 a2 50 ml. A infus3o de dipiridamol n3o

diluido pode provecar irmitagdo local.

Administracao

A dose intravenosa de dipiridamol come adjuvante na avaliagio da perfus3e miccardica por
tdlic deve ser ajustada de acordo com o peso do doente. A dose recomendada € de 0.142
mig/kg/minute, infundida durante 4 minutos. A dose maxima & de 0.84 mg/kg, infundida
durante £-10 minutos. M3c se recomenda exceder a dose maxima. O talio-201 deve ser

injetade no prazo de 5 minutos apés a infusdo de 4 minutos de dipiridamol.

Incompatibilidades

N30 deve ser misturado com cutres farmaceos na mesma seringa nem no mesmo frasco de

infusdo.

Conservagao

Manter & temperatura ambiente [152C a 302C), protegide da luz e da humidade.

Antes de usar, observar o aspeto do medicamento.

Bibliografia

RCM do medicamento

Data: 21/01/2020

O Farmacéutico: Teresa Pereira
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PARTE Il

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Saude

Sob orientagao da Dra. Ana Marta Dias

fa Wmé@g@
saude




Lista de Abreviaturas

DCI - Denominagao Comum Internacional

FS — Farmacia Saude

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MSRM - Medicamentos Sujeitos a Receita Médica
MNSRM - Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
PIM = Preparagao Individualizada da Medicagao

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats
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l. Introducao

No seguimento da unidade curricular Estagio Curricular, realizei a segunda parte do
meu estagio em Farmacia Comunitaria. Este estagio teve lugar na Farmacia Saude (FS), na
Figueira da Foz, de 2 de marco de 2020 a 3| de agosto de 2020, orientado pela Dra. Ana Marta

Dias e coorientagao da restante equipa.

O Farmacéutico Comunitario € um profissional de salde altamente competente em
farmacoterapia [1]. Assim, a sua principal responsabilidade passa por promover um tratamento
com qualidade, eficacia e seguranga, visando a saude e bem-estar do doente e do cidadao em
geral [2]. Para tal, é fundamental aliar uma boa preparagao tedrica a pratica.
Consequentemente, o estagio curricular representa um elo de ligagao entre ambas as
componentes, permitindo ao aluno contactar com a realidade profissional, ainda que num

ambiente de aprendizagem.

Este relatorio consiste numa breve descricao da Farmacia Saide e numa analise SWOT,
constituida por pontos fortes (Strengths) e pontos fracos (Weaknesses), que integram a
dimensao interna, e por oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats), que constam na
dimensao externa. Assim, a finalidade do relatério passa por demonstrar a consolidagao de
conhecimentos teoricos adquiridos ao longo do MICF, assim como a aquisicio de novos

conhecimentos noutras nas mais diversas vertentes que constituem a farmacia comunitaria.

2. A Farmacia Saude

A FS esta localizada no centro comercial E. Leclerc, na Figueira da Foz, tendo como
horario de funcionamento, de segunda a sabado, das 9h as 20h, e das 9h as |3h, aos domingos
e feriados (exceto no verao, em que o domingo partilha do mesmo horario da restante
semana). Adicionalmente, como definido pela Administragao Regional de Saude do Centro,
I.P. (ARSC), realiza servigo de regime permanente, a cada |3 dias. A FS encontra-se inserida
na rede Farmacias Portuguesas da Associagao Nacional das Farmacias (ANF), dispondo dos

servicos inerentes a esta, tais como o cartio Salda e o Sifarma 2000°.

A equipa da FS conta com 17 elementos, entre eles, 8 farmacéuticos, 4 técnicos de
farmacia (licenciados), | técnico de farmacia, 2 técnicas auxiliares de farmacia e 2 técnicas
indiferenciadas. A direcao técnica é da responsabilidade da Dra. Anabela Mascarenhas,

proprietaria conjunta com o Engenheiro Flavio Maia.
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3. Analise SWOT

Segue-se uma analise SWOT relativa ao meu estagio na Farmacia Saude. Através desta
andlise, foi-me possivel fazer uma avaliagao critica do estagio, com base em pontos fortes,

pontos fracos, oportunidades e ameagas que identifiquei no decorrer do estagio.

Tabela | — Analise SWOT relativa ao estagio realizado na Farmacia Saude

e Recursos humanos.
e Plano de estagio.
Pontos Fortes ¢ Diversidade de utentes.
Strengths o Servigos farmacéuticos.
e Preparacao Individualizada da Medicagao.

e Preparagao de Medicamentos Manipulados.

Pontos Fracos ¢ Inseguranca no aconselhamento ao utente.
Weaknesses e Plano curricular do MICF.
Oportunidades e Formagoes.
Opportunities e Unidade curricular Gestao de Informagao em Salde.
Ameacas e Pandemia SARS-CoV-2.
Threats e lliteracia em sade dos utentes.

3.1 Pontos Fortes

3.1.1 Recursos humanos

A equipa da FS é dotada de profissionais experientes, na qual predomina a boa
disposicao e entreajuda. O facto de ter realizado um estagio de verao neste local, facilitou a

minha integragao na equipa, tornando a adaptagao a esta realidade profissional mais rapida.

Embora a autonomia seja fortemente encorajada, toda a equipa da FS sempre se
demonstrou prontamente disponivel para esclarecer qualquer duvida que surgisse em qualquer
fase do estagio. Considero que esta realidade foi deveras importante para a minha

aprendizagem, uma vez que sempre me senti a vontade para expor qualquer tipo de questoes.

Cada elemento da equipa esta direcionado para uma vertente especifica, tal como a
veterinaria, ortopedia e puericultura, sendo, por isso, dotado de conhecimentos aprofundados
nessa mesma area. Adicionalmente, ha profissionais responsaveis por certos setores, como,
por exemplo, a preparagao individualizada da medicagao (PIM), a manipulagio de
medicamentos, gestdao de encomendas, entre outros. Por conseguinte, ao longo do estagio,

tive oportunidade de obter explicagbes mais detalhadas sobre os diferentes produtos da
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farmacia, assim como os diversos processos inerentes a rotina do farmacéutico, o que

possibilitou adquirir e aprofundar conhecimentos em diversas areas.

3.1.2 Plano de estagio

O plano de estagio sugerido pela FS visa uma familiarizagdo com o espago e o sistema
informético Sifarma 2000®, motivo pelo qual considero um ponto forte do meu estagio. Para

tal, pode ser dividido em trés fases, a seguir explanadas.

Numa primeira fase, com cerca de | més de duragao, as minhas fungoes passaram pelo
back-office. Procedi ao armazenamento de medicamentos e outros produtos, seguindo o
método “first expired, first out”’, gestao de encomendas e devolugdes, controlo de prazos de
validade e reposicao de stocks. Na FS, os medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM)
estao armazenados em gavetas, consoante a forma farmacéutica (comprimidos, pomadas, pos,
etc.) e de acordo com a via de administragao a que se destinam (ginecologicos, injetaveis,
oftalmologicos, etc.). Os medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM) estao
organizados em prateleiras e gavetas, sendo expostos consoante a sua sazonalidade. Com
excecao dos comprimidos e capsulas, todos os MNSRM no backoffice e os restantes MSRM
estao organizados por ordem alfabética de marca. Os MSRM de excegao estao organizados

por Denominagao Comum Internacional (DCI).

Assim, esta fase inicial € uma fase de adaptagao, essencial a um bom desempenho a
nivel do atendimento, dado que permite ao estagiario contactar em primeira mao com os
medicamentos antes de passar para o front-office. Por sua vez, ja ha uma boa nogao da

disposicao dos produtos e a associagao marca-DCI é, também, facilitada.

A segunda fase do estdgio passa pela observagao dos atendimentos. Foi-me possivel

. ~ ;. . ®
realizar as operagoes necessarias no Sifarma 2000, enquanto atentava o aconselhamento por
parte do farmacéutico nas diversas situagoes que surgiam. Considero que esta fase de
transicao foi crucial para o restante estdgio, visto que me permitiu adquirir/consolidar
conhecimentos quanto ao aconselhamento, além de permitir a minha adaptagao ao sistema

informatico.

O plano de estagio culmina numa terceira e ultima fase, caracterizada pelo atendimento
autonomo supervisionado pelo farmacéutico presente. Desta forma, tive oportunidade de

aplicar todos os conhecimentos que fui adquirindo ao longo do MICF e do estagio curricular.
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3.1.3 Heterogeneidade de utentes

Como referido anteriormente, a FS esta localizada no centro comercial E. Leclerc, o
que permite uma facil acessibilidade a farmacia, devido a elevada quantidade de lugares de
estacionamento. Este fator aliado a densa area populacional onde se insere e ao horario
alargado da FS, traduzem-se numa grande diversidade de utentes, tanto em termos de faixa

etaria como de estratos socioeconomicos.

Esta heterogeneidade de utentes constituiu um grande desafio e uma mais valia na
minha aprendizagem durante o estagio por varios motivos. Consegui desenvolver capacidades
de adaptagao e personalizagao do meu discurso consoante o tipo de utente que atendia, de
modo a garantir que a informagao que passava era bem recebida e compreendida. Do mesmo
modo, permitiu-me consolidar conhecimentos nas mais variadas areas da farmacia comunitaria.
Por exemplo, o utente habitual (normalmente idoso), esta interessado na medicagao que toma
cronicamente, como € o caso de antihipertensores, antidiabéticos, etc. Ja o utente esporadico
tem maior interesse em resolver uma patologia transitéria (tosse, constipagao, alergia,
queimadura) ou procura um aconselhamento de puericultura e dermocosmética. Por outro
lado, dado que o estdgio curricular abrangeu os meses de verao, tive oportunidade de
contactar com utentes de diferentes nacionalidades, o que constituiu uma oportunidade de

comunicar noutra lingua.

3.1.4 Servicos farmacéuticos

Atualmente, a farmacia tem um grande impacto na salde do doente, dado que é um
local onde é possivel avaliar a adesao do utente a terapéutica, a sua correta administragao e
se o seu efeito é o pretendido, além de ser um local onde o bem-estar geral do doente ¢
prioridade. Existe uma elevada prevaléncia de doentes hipertensos, diabéticos e/ou
hipercolesterolémicos na populagao, pelo que é fundamental avaliar os parametros
bioquimicos de forma a vigiar estas patologias e, também, a adesao a terapéutica. Do mesmo
modo, os utentes preocupam-se cada vez mais com a sua saude e sao proativos na medida em

que vao regularmente a farmacia avaliar os diversos parametros.

A FS fornece aos utentes a possibilidade de realizar diversos testes, com o intuito de
avaliar o seu estado de saude geral. Falamos, entao, de medigoes da pressao arterial, gilcémia
e colesterol. Além destes, € ainda possivel medir o INR, para ajuste de dose em doentes que
tomam varfarina ou acenocumarol, e realizar testes a urina, de modo a despistar alguma
infecao urinaria.
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Durante o estagio tive oportunidade de realizar/observar os referidos testes aos
utentes, interpretando os resultados e esclarecendo eventuais ddvidas que estes apresentavam

relativamente a medicagao que estavam a tomar-.

3.1.5 Preparacao Individualizada da Medicacao

A principal fungao do farmacéutico comunitario € assegurar a utilizagao correta, segura
e efetiva do medicamento [3]. Contudo, muitas vezes verifica-se a nao adesao a terapéutica,
que pode ter na sua génese diversas causas. Uma das mais comuns sao os regimes terapéuticos
complexos ou pessoas que possuam algum tipo de limitagao, seja ela fisica ou cognitiva, que
acaba por constituir uma barreira a toma da medicagao de forma correta. Este tipo de nao
adesdao nao intencional pode ser minimizada através da intervengao do farmacéutico, com

recurso a Preparagao Individualizada da Medicagao (PIM).

A PIM consiste na utilizagao de caixas dispensadoras para organizagao, pelo
farmacéutico, da medicagao do utente. Assim, a medicagao de forma farmacéutica sélida para
uso oral que integra o regime terapéutico do utente é disposta por dia da semana e por altura
do dia em que deve ser tomada (jejum, almogo, deitar, etc), de acordo com a posologia

prescrita (Anexo |).

Atualmente, na FS, a PIM é elaborada para utentes mais idosos cujas limitagoes e
complexidade dos regimes terapéuticos os impedem de gerir corretamente a sua medicagao
diaria. Este servico, no qual tive oportunidade de participar ativamente na sua execugao, torna-
-se uma excelente ferramenta para auxiliar o utente, uma vez que, através de dispensadores
semanais ou mensais, o utente dispoe de toda a medicagao necessaria, sem haver ddvidas no

horario da toma dos medicamentos.

3.1.6 Preparacao de Medicamentos Manipulados

Apesar da grande diversidade de medicamentos que existem atualmente no mercado,
ha algumas situagoes para as quais nao ha opgoes terapéuticas adequadas. Sao exemplos a
inexisténcia da substancia ativa na forma farmacéutica pretendida e a necessidade de adaptagao

de dosagens ou formas farmacéuticas a populagoes como a geriatria e a pediatria [4].

A FS tem instalagoes e pessoal qualificado para a preparagao de manipulados, tendo
muitas requisi¢oes para esse efeito, tanto a nivel de MSRM como MNSRM, tais como champo

solido, balsamos labiais, suplementos, entre outros. Assim, durante o estagio, tive
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oportunidade de assistir e intervir na preparagao de alcool gel, de um creme de piperina 4% e

uma suspensao de propanolol 5 mg/mL.

Apesar de nao ter sido possivel intervir na preparagao de mais manipulados, considero
que as preparagoes que fiz foram uma otima oportunidade para recordar conhecimentos de
farmacia galénica e aprofundar conhecimentos na area da manipulagao, no que diz respeito a

precos e técnica.

3.2 Pontos Fracos

3.2.1 Inseguranca no aconselhamento ao utente

Atualmente, os utentes sao cada vez mais exigentes, pretendendo ser atendidos com
a maior qualidade, no menor tempo possivel. Consequentemente, durante a fase inicial de
atendimento ao balcao, senti alguma inseguranca em realizar atendimentos, uma vez que
receava transmitir alguma informagao incorreta ao utente ou até mesmo enganar-me ao

realizar as operagdes no Sifarma 2000°.

No entanto, a equipa da FS esteve sempre disposta a esclarecer qualquer tipo de
duvidas, auxiliando-me a superar esta inseguranga inicial e a desenvolver autonomia no

aconselhamento ao utente.

3.2.2 Plano curricular do MICF

Ao MICF, esta associado um plano curricular vasto, caracterizado por uma grande
diversidade de unidade curriculares que visam abranger todas as saidas profissionais possiveis
que o curso oferece. Por um lado, este fator € uma mais-valia para o estudante, na medida em
que nos permite ter nogao das diferentes areas do mercado de trabalho que podemos seguir,
sendo possivel adquirir bastantes conhecimentos em cada area. Porém, torna-se também um
ponto fraco, visto que nao permite uma preparagao completa e aprofundada para uma saida

profissional especifica, a seguir fundamentado.

Areas como a suplementagao alimentar e dispositivos médicos apenas sao abordadas
em unidades curriculares opcionais. No entanto, considero que estas sao matérias de elevada
importancia na farmacia comunitaria, dado que eram muitas vezes solicitados, por exemplo,

suplementos para combater a falta de atengao, falta de memoria e fadiga, entre outras. Sendo
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estas preocupagoes transversais a maioria dos utentes, considero que estes temas nao

deveriam ser de caracter opcional.

Do mesmo modo, na unidade curricular de Preparagoes de Uso Veterinario, deveriam
ser abordadas de forma mais aproximada ao dia a dia numa farmacia, dado que o
desconhecimento dos produtos de uso veterinario era notoério. Numa fase inicial do
atendimento ao balcao, tive de recorrer a ajuda de uma farmacéutico para aconselhar o utente

da melhor maneira possivel.

Por fim, dado que todos os estudantes contactam com a area da farmacia comunitaria,
considero vantajosa a introdugao mais componentes praticas ao longo do curso, tais como
estagios de verao. Isto permitira um prévio contacto com esta area, sendo possivel
ambientarmo-nos a vasta gama de produtos disponiveis na farmacia, assim como consolidar
conhecimentos a medida que sao lecionados, permitindo uma adaptagao mais rapida aquando

do inicio do estagio curricular.

Nao obstante, sendo o estagio curricular um momento de aprendizagem, procurei
sempre aprofundar os meus conhecimentos, tanto através de exposicao de duvidas a equipa

da FS, como através de formacgoes e consulta de documentos.

3.3 Oportunidades

3.3.1 Formacoes

O farmacéutico deve estar constantemente atualizado quantos a novos produtos e
tratamentos que vao surgindo. Para tal, na FS, a participagio da equipa em formagoes é

bastante incentivada.

Durante o estagio, tive oportunidade de assistir a diversas formagoes nas mais variadas
areas (Anexo 2). Isto foi crucial para aprofundar e alargar os meus conhecimentos sobre
produtos existentes no mercado e em areas como a veterinaria, dermocosmética,
suplementos, entre outros. Por sua vez, foi notéria a autonomia desenvolvida no

aconselhamento ao utente, sentindo-me mais segura e confiante na informagao que passava.
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3.3.2 Unidade curricular Gestao de Informacao em Saude

No 5° ano do MICF, o estudante tem oportunidade de escolher uma unidade curricular
opcional, com a finalidade de complementar a sua formagao numa dada vertente. Ao realizar
um estagio de verao no 3° ano, notei que a farmacia comunitaria abrange uma grande
diversidade de produtos que ainda nao tinham sido abordados. Por conseguinte, decidi optar

pela unidade curricular opcional Gestao de Informagao em Saude.

Esta unidade curricular demonstrou ser uma mais-valia na minha formacao e,
consequentemente, no meu desempenho durante o estagio. Foram abordados temas como
suplementagao alimentar, ortopedia e homeopatia, o que permitiu colmatar lacunas no meu
conhecimento. Além disso, foi possivel consolidar e complementar conhecimentos lecionados
noutras unidades curriculares, nhomeadamente na area da veterinaria, dermocosmeética,

puericultura e material de penso.

3.4 Ameacas
3.4.1 Pandemia SARS-CoV-2

Devido a pandemia do virus SARS-CoV-2, em Portugal, foi declarado Estado de
Emergéncia no dia 20 de margo. Tal obrigou a uma interrup¢ao do estagio, desde essa data

até dia 4 de maio.

Como os conhecimentos da fase inicial do estagio (que compreendeu as tarefas
inerentes ao back-office) ainda nao estavam bem consolidados, tiveram de ser relembrados
aquando do recomego do estagio. Do mesmo modo, a FS teve de se adaptar a esta nova
realidade. Para tal, a equipa foi dividida, trabalhando em semanas alternadas. Dado que eramos
4 estagiarias, seguimos também este horario, durante o més de maio. Posteriormente, o
estagio decorria em apenas 2 ou 3 dias por semana, uma vez que nao era permitido
aglomerados em espagos fechados e a FS ja possuia uma vasta equipa. Todos estes fatores se
tornaram uma ameag¢a no decorrer do estagio, dado que o processo de aprendizagem se
tornou mais lento. Adicionalmente, a quantidade e diversidade de utentes que frequentavam
a farmacia foi também drasticamente reduzida, visto que a populagao optava por sair menos
vezes de casa e apenas para situagoes estritamente necessarias. Por conseguinte, a
heterogeneidade de casos que surgiam foi diminuida, o que dificultou a transposi¢ao de alguns

conhecimentos tedricos para a pratica.
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3.4.2 lliteracia em saude dos utentes

Literacia em saude é definida, pela Organizagao Mundial da Saide, como o conjunto de
“competéncias cognitivas e sociais que determinam a motivagao e capacidade dos individuos
acederem, compreenderem e usarem informagao de forma a promover e manter boa satde”
[5]. Por conseguinte, como profissionais de saude especialistas do medicamento, temos o
dever de fornecer informagoes complementares a terapéutica, que visem o correto uso dos
medicamentos, assim como alertar para possiveis efeitos adversos que possam surgir. Durante
O meu estagio, tive oportunidade de por em pratica estas premissas, averiguando se o
medicamento solicitado era a melhor op¢ao para a condigao em causa e informando o utente

do seu correto uso.

Contudo, em diversas situagoes, foi-me solicitado um MNSRM especifico, motivado
pela visualizagao da sua publicidade ou opiniao de familiares ou amigos, e nao pela sua
adequagao a condigao em causa. Nestas situagoes, alguns utentes questionam o nosso saber

sobre o medicamento, devido a fase de aprendizagem em que nos encontramos.

Do mesmo modo, foram inimeros os atendimentos em que me era solicitado algum
MSRM sem a apresentagao de receita médica valida. Nestas situagoes, era claro o
desconhecimento do conceito de “medicamento sujeito a receita médica”, uma vez que muitos
utentes alegavam que, como o medicamento nao era comparticipado, também nao era sujeito
a receita médica. Quando tentava explicar a situagao, a maioria dos utentes nao aceitava a
informagao que estava a ser passada, alguns deles acabando por expressar a sua frustragao, o

que criava um ambiente constrangedor na farmacia.

4. Casos Clinicos

Tal como referido anteriormente, o estagio curricular permite a consolidagao de
conhecimentos e a sua aplicagao em situagoes reais, inerentes a rotina diaria do farmacéutico.
Como tal, apresento a seguir alguns casos que surgiram durante os atendimentos que realizei,

nos quais refiro o problema exposto e respetiva resolugao farmacéutica.

Caso Clinico |

Utente do sexo masculino dirige-se a farmacia para adquirir Amoxicilina 3000 mg, po
para suspensao oral, conforme indicagdo do médico dentista, mas nao apresenta receita
médica. Expliquei ao utente que apenas posso ceder MSRM mediante apresentagao de receita

médica valida, ao que refere que o médico nao teve oportunidade de passar a receita. Em
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conversa com o senhor, o mesmo indica que ira realizar cirurgia no dia seguinte as 10h, e que

o médico indicou a toma do antibiético 2h antes da cirurgia.

Perante a situagao exposta, contactei, com a supervisao do farmacéutico presente, o
médico dentista, o qual confirmou a situagao, indicando o niumero da sua carteira profissional
e a dosagem e posologia do medicamento (Amoxicilina 3000 mg, pé para suspensao oral).
Realizei uma venda suspensa do antibiético, indicando a posologia e modo de administragao e
referindo que, assim que possivel, o utente teria de trazer a receita médica para regularizar a
venda suspensa. No dia seguinte, o mesmo utente dirige-se a FS para regularizar a venda

suspensa e adquirir a segunda embalagem de antibidtico.

Caso Clinico 2

Um senhor chega a FS com uma receita eletrénica, da qual pretendia adquirir, entre
outros medicamentos, Quetiapina 100 mg. Apds conversa com o utente, este referiu ter vindo
de uma consulta do Hospital de Sobral Cid, onde lhe foi passada a receita da sua medicagao

habitual, pelo médico que o seguia.

Aquando da consulta do histérico do utente, verifiquei que o utente nunca adquiriu
outra dosagem que nao a de 25 mg, ao que questionei se o médico tinha comunicado a
alteragao da dosagem. Perante desconhecimento do utente e uma vez que este referiu ainda
ter medicagao em casa para 5 dias, sugeri que contactasse o médico para averiguar se a
alteragao da dosagem foi intencional. Mais tarde, o utente regressou a farmacia com a situagao

devidamente corrigida.

Caso Clinico 3

Uma senhora solicita Imodium Rapid® para tratar a diarreia que surgiu no dia anterior
a noite. Apos negar febre, questionei se tinha ingerido algo diferente, ao que respondeu ter
comido marisco ao jantar do dia anterior, sendo o que o marido apresenta os mesmos
sintomas. Informei que nesta situagao a loperamida nao é aconselhavel, pois impede a expulsao
do fator causador da diarreia. Assim sendo, aconselhei os probiodticos Lacteol® para ambos,
indicando a posologia a realizar e salientei a importancia de ingerir bastante agua, assim como
evitar laticinios e alimentos ricos em fibras e gorduras. Alertei, ainda que caso surja febre, a

utente deve dirigir-se as urgéncias.

42



5. Conclusao

Terminada a etapa final do MICF, concluo que o estagio curricular foi uma experiéncia
preponderante na minha formagao, tanto a nivel profissional como pessoal. Noto que o estagio
foi fundamental para a consolidagao dos conhecimentos cientificos adquiridos ao longo de 5
anos no MICF, enquanto possibilita a exploragao de vertentes de cariz humanistico, tais como

a postura e a adaptacao do discurso perante o utente que temos perante nos.

Ao longo do estagio, tive oportunidade de desempenhar todas as fungdes do
farmacéutico, permitindo-me, assim, compreender o dinamismo da profissao e a importancia
que o farmacéutico comunitario assume perante a populagao em geral. De facto, ser
farmacéutico é um profissao desafiante, pois implica uma constante atualizagao de
conhecimentos e a procura pela melhor forma possivel de transmitir os conhecimentos aos
utentes. Todavia, torna-se também uma area bastante gratificante, uma vez que o farmacéutico
constitui, simultaneamente, a primeira e Gltima linha de contacto com o utente, sendo possivel

ajudar o proximo através da aplicagao dos nossos conhecimentos.

Por conseguinte, fago um balango positivo do estagio, tal como evidenciado na analise
SWOT, uma vez que permitiu desenvolver um maior grau de autonomia, responsabilidade e
confianga no desempenho das tarefas didrias, assim como no aconselhamento ao utente. Nao
obstante, tenho ainda um longo caminho a percorrer no sentido de me tornar uma profissional
de salde de exceléncia, mas considero que adquiri as ferramentas essenciais para dar inicio a

esta nova jornada que é a profissao farmacéutica.
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7. Anexos

Anexo | - Dispensadores de PIM

Bwrrms

rmacila
SERVICOS FARMACEUTICOS

Preparagdo Individualizada

Figura | - Dispensador de PIM. Na parte da frente do
dispensador, consta o nome do utente, a identificagdo da farmacia e

da Medicacas (PIM) respetivo contacto, a data da preparagao do dispensador e a semana
a que se destina o seu uso.

Figura 2 - Interior do
dispensador de PIM. Os
medicamentos sao dispostos
consoante a altura do dia em que
devem ser tomados, ao longo da
semana. Consta sempre uma tabela
resumo, identificando o nome do
medicamento no dispensador e a
quantidade.
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Anexo 2 - Formagoes realizadas durante o estagio curricular

Europeia ao aconselhamento

Apresentagao da gama existente e de novos Caudalie 26 de maio
produtos
Anthelios Cosmética Ativa 3 de junho
Caladryl Dermatite Atopica & Caldryl Derma Perrigo 4 de junho
Solares
Articulagoes Saudaveis Pharma Nord 16 de junho
FreeStyle Libre FreeStyle Libre |9 de junho
SFVETI Farmacia Saude 22 de junho
Protecao Solar ISDIN 22 de junho
O avango na terapéutica do doente com Dermatite . ~
- : . | Escola Pos-graduagao .
Atopica moderada a grave — Do desenvolvimento a . - 25 de junho
. - em Saude e Gestao
pratica clinica
Gama Patta e produtos de veterinaria Espago Animal 26 de junho
Paranix Extra Forte, Arterin Colesterol, Perriso 30 de iunho
Dafalgan/Efferalgan g :
Prescricao no Exercicio Fisico e Nutri¢cao no Bene | de iulho
Combate ao Sedentarismo. O que mudou!? :
Estratégias de Marketing Digital com sucesso na Escola Poés-graduagao .
- . - 8 de julho
Farmacia em Salde e Gestao
MentalAction & Viterra Perrigo 9 de julho
Caladryl Derma & Bio-oll Perrigo 14 de julho
Arnigel Boiron |6 de julho
Desparasitagao Externa nos Animais de Companhia KRKA 22 de julho
A utilizagao dos dleos essencais — Gamas . .
Purificante/SOS Insetos/Anti-Piolhos Puressentiel 23 de julho
Paranix & Jungle Formula Perrigo 28 de julho
Flabien — Diosmina Micronizada: da Farmacopeia KRKA 28 de julho
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PARTE llI

Edicao de Bases: o futuro da edicao de genes?

Sob orientagao do Professor Doutor Luis Almeida



Resumo

A edicao de genes, com recurso ao sistema CRISPR-Cas9, é capaz de corrigir uma
mutagao num gene, através da substituicdo da por¢ao mutada por uma sequéncia de DNA
exogeno. No entanto, o primeiro passo para esta corregao € o corte da dupla cadeia de DNA.
Este fendmeno esta associado a uma elevada prevaléncia de produtos indesejados, uma vez
que estes, devido aos processos de reparacao celular do DNA, vao conter pequenas insergoes
e delegoes, denominadas de indels. Por outro lado, a maioria das doengas genéticas humanas
sao causadas por mutagoes pontuais num unico nucleétido. Consequentemente, emergiu o
interesse pelo desenvolvimento de uma técnica que apenas alterasse o alelo mutante e a qual

nao estivessem associadas elevadas taxas de indels.

Surgiu, entao, a edicao de bases. Esta técnica é capaz de converter, de forma
programada, um nucleétido noutro, sem a necessidade de cortar a dupla cadeia de DNA.
Recorrendo ao sistema CRISPR, associado a variantes da Cas9 cataliticamente desativadas e a
desaminases, foram desenvolvidos dois tipos de editores de bases — editores de bases citosina
e editores de bases adenina — que, em conjunto, permitem realizar as seguintes transi¢oes:
C—-T, G—A, T—>C e A—G. Atualmente, existem diversas versdoes de ambos os editores,
resultado de sucessivas otimizagoes com o intuito de melhorar a eficacia e a pureza do produto
obtido. Do mesmo modo, as estratégias de entrega as células tém de ser adaptadas, uma vez
que o tamanho dos editores de bases é superior a capacidade de carga dos vetores
convencionais. Uma das estratégias passa por dividir o editor e entrega-lo a célula em dois
vetores AAV distintos, sendo posteriormente reconstituido dentro da célula alvo. No entanto,
outros métodos também tém sido utilizados, tais como os vetores nao virais, através de

eletroporagao ou transporte mediado por lipidos.

Apesar de esta técnica acarretar, ainda, muitos obstaculos que tém de ser
ultrapassados, a edigao de bases € uma técnica bastante versatil, que tem sido utilizada no
estudo de diversas patologias genéticas e seu potencial tratamento. Tal, pode ser conseguido
através da introducao de codoes STOP, de mutagoes no codio de iniciagao ou da corregao
de mutagoes nonsense, entre outros. Consequentemente, perante os resultados obtidos, pode
afirmar-se que estamos a caminho do dominio de uma tecnologia revolucionaria, que se espera
que venha a permitir manipular o genoma com grande precisao e, assim, tratar ou curar

multiplas doengas.

Palavras-chave: Editor de bases, CRISPR, Cas9 desativada, desaminase da citidina, adenina

desaminase, entrega a célula.
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Abstract

By taking advantage of the CRISPR-Cas9 system, gene editing is able to correct a gene
mutation through replacement of the mutated portion with an exogenous DNA. However,
the first step for this correction is to generate double-stranded DNA breaks. This process is
associated with a high prevalence of unwanted products, because cellular DNA repair will
introduce in high rates small insertions or deletions, called indels. On the other hand, most
human genetic diseases are caused by point mutations in a single nucleotide. Therefore, the
interest in developing a technique that only changes the mutant allele and that is not associated

with a high rate of indels arised.

Thus, base editing was developed. This technique is able to convert, in a programmable
manner, one base into another, without the need to introduce the double-stranded DNA
breaks. Using the CRISPR system, associated with catalytically deactivated Cas9 variants and
deaminases, two types of base editors were created — cytosine base editors and adenine base
editors — which, together, can perform the following transitions: C—T, G—A, T—C and
A—G. Currently, there are several versions of both editors as a result of successive
optimizations in order to improve the efficiency and the final product purity. Likewise, the
delivery strategies to the cells needs to be tailored, once the size of the base editors is larger
than the load capacity of most known vectors. One of the strategies is to split the base editor
and deliver each half to the cell into two different AAV vectors, where the full-length base
editor is then reconstituted within the target cell. Nevertheless, other methods have also been

used, such as non-viral vectors, through electroporation or transport through lipids.

Despite the many hurdles that are yet to be overcome, base editing is a very versatile
technique, which has been used in both study of several genetic pathologies and potential
treatments. This can be achieved through the introduction of STOP codons, changes in the
initiation codon or correction of nonsense mutations, among others. Therefore, the results

indicate that we are in the right path towards future successful application of gene editing.

Keywords: Base editor, CRISPR, deactivated Cas9, cytidine deaminase, adenine deaminase,

delivery to the cell.
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Lista de Abreviaturas

A - Adenina
AAY - Adeno-associated virus
ABE - Editores de Bases Adenina

APOBEC - Apolipoprotein B mRNA editing

enzyme, catalytic polypeptide-like

BE - Editores de Bases

BER - Reparagao por Excisao de Bases
bp — Pares de bases

C - Citosina

Cas9 - CRISPR associated protein 9
CBE - Editores de Bases Citosina

CRISPR - Clustered Regularly Interspaced

Short Palindromic Repeats

dCas9 — CRISPR associated protein 9

desativada
DNA - Acido desoxirribonucleico

DSB - Quebra simultanea de ambas as

cadeias de DNA

G - Guanina
HDR - Homology-directed repair
HR - Recombinagao Homologa

ITR - sequéncia de repeticao terminal

invertida

nCas9 - CRISPR associated protein 9

nickase

NHE]) - Non-homologous end-joining
PAM - Protospacer Adjacent Motif
RNA - Acido ribonucleico

RNP - Ribonucleoproteinas

sgRNA - Single-guided RNA

SNP - Single-Nucletotide Polymorphism
ssDNA - Single-standed DNA

T = Timina

U - Uracilo

UGI - Inibidor do uracil N-glycosylase

UNG - Uracil N-glycosylase
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l. Introducao

A capacidade de editar eficientemente sequéncias de DNA, no genoma de células vivas,
tem sido um objetivo central nas ciéncias da vida. A aplicacao do sistema CRISPR-Cas9 (do
inglés: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats associated protein 9) revolucionou
o campo da engenharia genética, uma vez que, numa grande variedade de células e organismos,
permitiu cortar a dupla cadeia de DNA (DSB; do inglés: Double-strand DNA break), num local
especifico do genoma (Hess et al., 2017; Rees e Liu, 2018).

No entanto, a eficacia desta técnica — edicao de genes — é baixa, gerando uma grande
proporc¢ao de produtos indesejados. Aliado ao facto de que, para a maioria das doengas
genéticas conhecidas, € necessaria a corregao de uma mutagao pontual no gene de interesse
em vez de uma alteragao substancial do gene, surgiu a necessidade de desenvolver uma técnica

que nao exigisse esta quebra na dupla cadeia de DNA (Komor et al., 2016; Wu et al., 2019).

Neste sentido, foi desenvolvida uma nova abordagem a esta técnica, denominada de
edicao de bases. Esta recente tecnologia tira partido de componentes do sistema CRISPR,
associado a variantes da Cas9 (do inglés: CRISPR associated protein 9) e a uma desaminase
(Hess et al., 2017; Rees e Liu, 2018). Deste modo, deixou de ser necessario recorrer a DSB,
assim como fornecer um DNA molde a célula (Kim, Komor et al., 2017; Lee, Park et al., 2019).
Tal como esperado, a eficacia do processo foi aumentada, uma vez que a quantidade de

produtos indesejados obtidos € significativamente menor (Wu et al., 2019).

Recorrendo a edigao de bases, é possivel substituir uma base ou um par de bases por
outro diferente, de forma programada, permitindo estabelecer mutagoes pontuais em células
que nao se dividem (Kim, Komor et al., 2017; Rees e Liu, 2018). Esta técnica pode, entao,
representar a melhor ou, em alguns casos, a Unica estratégia para tratar este tipo de patologias

que tém na sua génese mutagoes pontuais (Liang et al., 2017).

Assim, a edicao de bases tem vindo a ser utilizada para diversas finalidades e em varios
sistemas (Koblan et al., 2018). Porém, ha ainda alguns obstaculos que dificultam a aplicagao
ideal deste sistema (Lee e Kim, 2019), tais como a entrega as células (Kim, Komor et al., 2017)
e efeitos off-target (Zuo et al., 2019). Estes assuntos tém vindo a ser abordados por diversos
autores, tendo sido possivel encontrar estratégias para ultrapassar estes obstaculos, que serao

referidas ao longo desta monografia.
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2. Da edicao de genes a edicao de bases

2.1 Edicao de genes: breves consideracoes e inconvenientes

A edicao de genes permite a introdugao de DNA exogeno num local especifico do
genoma, de modo a substituir a por¢ao que se encontra mutada (Hilton e Gersbach, 2015).
Na maioria das situagoes em que se pode aplicar a edicdo de genes utilizando o sistema
CRISPR-Cas9, sao utilizados RNAs guia (sgRNAs; do inglés: Single-guided RNA) para conduzir
a nuclease Cas9 a um local especifico do genoma, onde vai inserir uma DSB (Figura 1) — passo
inicial para a corregao de genes (Hess et al,, 2017; Hilton e Gersbach, 2015; Kim, Komor et

al, 2017; Salsman e Dellaire, 2017; Wu et al., 2019).

Cas9

Figura | — Estrutura e mecanismo

de acao do sistema CRISPR-Cas9. O

sgRNA reconhece e hibridiza com um

sgRNA Ioc‘:al especifico do DNA, Para o qual vai

DNA L guiar a Cas9, onde esta vai cortar ambas

as cadeias de DNA (representado pelas
tesouras), dando origem a uma DSB.

Os mecanismos celulares de reparagao do DNA reconhecem o corte e reparam-no,
preferencialmente, por mecanismos de NHE] (do inglés: Non-homologous end-joining) (Hilton e
Gersbach, 2015; Kim, Komor et al, 2017; Salsman e Dellaire, 2017). Este processo de
reparagao pode levar a alteragoes da sequéncia genética, através da introdugao de insergoes,
delegoes, translocagoes ou outro tipo de rearranjos no local do corte. Consequentemente, a
maioria dos produtos que resultam deste processo vao conter pequenas insergoes ou

delegoes, denominadas de indels (Hilton e Gersbach, 2015; Rees e Liu, 2018).

Na presenga de um molde de DNA, homdlogo as sequéncias delimitadas pela DSB,
esta porgao do genoma pode ser reparada por reparagao homologa HDR (do inglés: Homology-
-directed repair), processo que vai competir com a reparagao por NHEJ, durante a resolugao
das DSB (Hilton e Gersbach, 2015). Contudo, em organismos eucarioticos superiores, a HDR
é ineficaz devido a baixa taxa de recombinagao homologa e a dificuldades em entregar o DNA
molde a célula. Deste modo, obtém-se mais frequentemente indels do que substituicao de
genes (Komor et al., 2016; Molla e Yang, 2019). Por conseguinte, a identificagao do corte da
dupla cadeia como principal problema da edi¢cao de genes, conduziu a ideia que era necessario

desenvolver um método que dispensasse o corte da dupla cadeia de DNA (Wu et al., 2019).
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2.2 Edicao de bases: uma nova abordagem a edicdao de genes

A maioria das mutagoes patogénicas conhecidas do ser humano pertencem ao grupo
das mutagoes pontuais, denominadas de SNP (do inglés: Single-Nucletotide Polymorphism) (Rees
e Liu, 2018). Tendo isto em conta, e considerando a baixa eficacia da edicao de genes, surgiu
o interesse de corrigir apenas estas bases mutantes, sem alterar o restante genoma e sem
gerar efeitos off-target, de modo a ser possivel tratar e estudar doengas genéticas (Lee, Park

et al,, 2019; Rees e Liu, 2018; Wu et al., 2019).

Surgiu, entao, a edigao de bases. Esta técnica permite substituir, de forma programada,
um par de bases alvo por outro, sem a necessidade de introduzir DSBs, de fornecer a célula
um molde ou depender dos mecanismos de reparacgao celulares (Kim, Komor et al., 2017;
Rees e Liu, 2018). Deste modo, é possivel aumentar a eficiéncia do método, diminuindo a

ocorréncia de indels (Komor et al., 2016).

A edicao de bases permite executar todas as transi¢oes possiveis: C—T, T-C, G—A
e A—G. Para tal, sao utilizados editores de bases (BE; do inglés: base editor) (Figura 2) do
sistema CRISPR/Cas, Cas9 desativada (dCas9; do inglés: deactivated Cas9 ou dead Cas9) e uma
desaminase (Molla e Yang, 2019).

2.2.1 Desativacdao da Cas9

Como referido anteriormente, a edicao de bases surgiu com o intuito de excluir a
necessidade cortar a cadeia dupla de DNA, que se verificava na edicao de genes. Sendo a Cas9
responsavel por esta DSB (Hess et al, 2017), contornou-se este problema através da

desativagao catalitica desta nuclease (Komor et al., 2016).

Assim, foram adicionadas mutages a Cas9, dando origem a dCas9. Desta forma, a
atividade catalitica da Cas9 é inativada, mas a sua capacidade de se ligar ao DNA continua
intacta. Consequentemente, a dCas9 nao consegue hidrolisar a ligacao fosfodiéster do DNA,

nao ocorrendo DSBs (Komor et al., 2016; Wu et al., 2019).

O direcionamento especifico da dCas9 depende da complementaridade entre o sgRNA
e a sequéncia de DNA alvo (Shvets e Kolomeisky, 2017). Apos reconhecimento da PAM
(pequena sequéncia de nucleétidos no DNA alvo adjacente a sequéncia especificada pelo
sgRNA; do inglés: Protospacer Adjacent Motif), a dCas9 promove a desnaturagao progressiva do
DNA alvo e inicia o emparelhamento de bases entre a cadeia de DNA alvo e o sgRNA

(Sternberg et al., 2014). Deste modo, forma-se um R-loop (Figura 2), com cerca de 20
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nucleétidos de comprimento, que consiste num hibrido de RNA:DNA entre a cadeia alvo do
DNA e o sgRNA ligado a dCas9 (Laughery et al., 2019). E, entio, neste R-loop que se encontra

o nucledtido alvo a ser alterado pela desaminase (Komor et al., 2016).

Desaminase

Figura 2 — Estrutura e mecanismo de acdo do BE. A dCas9 esta ligada na por¢ao N-terminal
a uma desaminase e vai-se associar a uma sgRNA. Apos reconhecimento da PAM, a dCas9 liga-se
ao DNA, orientada pela sgRNA, formando um R-loop que envolve apenas uma cadeia de DNA.
(Adaptado de Hess et al., 2017)

2.2.2 Editores de bases e sua otimizacao

Os editores de bases sao proteinas quiméricas (Eid et al., 2018) que, normalmente, nao
criam DSBs, pelo que a formagao de indels e a ocorréncia de efeitos off-target sio minimizadas
(Eid et al., 2018; Molla e Yang, 2019; Rees e Liu, 2018). Este sistema tira partido da atividade
de uma desaminase, em conjunto com o direcionamento preciso da dCas9 (através de um
sgRNA (Eid et al., 2018)), sendo uma estratégia robusta para converter um par de bases noutro

diferente (Hess et al., 2017; Levy et al., 2020; Wu et al., 2019).

Estdo descritas 2 classes de editores de bases (BE) diferentes: os editores da base
citosina (CBE), que convertem o par C-G no par T-A, e os editores da base adenina (ABE),
que convertem o par A-T no par G-C (Levy et al., 2020; Molla e Yang, 2019; Rees e Liu, 2018).
Conjuntamente, os CBEs e os ABEs conseguem realizar as 4 transi¢oes possiveis: C — T,
T—>C G— AeA — G (Rees e Liu, 2018). A escolha do BE a usar vai depender do alvo, da

disponibilidade da PAM e do modo como o BE é entregue a célula (Eid et al., 2018).
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2.2.2.1 Editores da Base Citosina

A primeira geragao de BEs é denominada de Editores da Base Citidina, realizando a
conversao do par C-G no par T-A. Para tal, tira partido da atividade de desaminases da citidina
(Rees e Liu, 2018; Wu et al., 2019). As desaminases sao essenciais a diversos processos no
corpo humano, tais como, no desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso central
e nas vias de imunidade inata e adaptativa. Particularmente, a familia das APOBEC (do inglés:
Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) sao responsaveis pela restrigao
das infegoes virais, através da edicao de bases do genoma viral (Eid et al., 2018; Hess et dl.,
2017). A primeira enzima a ser identificada foi a APOBECI| (do inglés: Apolipoprotein B mRNA
editing enzyme, catalytic polypeptide-like) (Wu et al., 2019), tendo sido a que demonstrou maior
atividade de desaminagao em DNA de cadeia simples (ssDNA; do inglés: Single-standed DNA)
(Komor et al., 2016). Através da fusao desta desaminase com a dCas9, proveniente do

Streptococcus pyogenes, criou-se o BE| (Rees e Liu, 2018; Wu et al,, 2019).

As desaminases da citidina catalisam a desaminagao da citosina (C), dando origem a
uracilo (U), que, por sua vez, possui as propriedades de emparelhamento com a timina (T)
(Komor et al.,, 2016). A maioria das desaminases da citidina conhecidas atuam no RNA, que
nao precisa de ser submetido a processamento adicional. No entanto, algumas desaminases

da citidina sao capazes de atuar no DNA, mas apenas no ssDNA (Rees e Liu, 2018).

No caso do ssDNA, o R-loop formado pela dCas9 permite que a desaminase da citidina
faca a conversao de C a U (Figura 3), fendmeno que ocorre de forma programada (Komor et
al, 2016). A posterior reparagio do R-loop da-se segundo varios processos: () por
substituicao de U por T, durante a replicagao do DNA, ou (2) por reparagao por excisao de
bases (BER; do inglés: Base Excision Repair) (Hess et al., 2017; Komor et al., 2016; Wu et dl.,
2019). Este ultimo processo é iniciado pela UNG (do inglés: Uracil N-glycosylase), que,
reconhecendo a incompatibilidade do par U-G no genoma, corta a ligagao glicosidica entre o

uracilo e a desoxirribose (Rees e Liu, 2018).

Deste modo, recorrendo ao BEI, é possivel obter a desaminagao de uma citosina de
forma localizada e eficiente in vitro, restrito a uma janela de atividade de cerca de 12 a |6 pares
de bases (bp; do inglés: base pair) a partir da PAM do sgRNA (Eid et al., 2018; Hess et al., 2017;
Wau et al., 2019).
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Figura 3 - Conversdo do par de bases C-G pela desaminase da citidina. Apos formagao
do R-loop pela dCas9, a desaminagao da C, realizada pela desaminase da citidina, da origem a um
U. A posterior reparagao da incompatibilidade U-G da-se por duas vias diferentes: (1) o U é
substituido por uma T durante a replicagio do DNA, ou (2) ha reparagao por BER. Neste segundo
processo, o UNG corta a ligagao glicosidica entre o U e a desoxirribose, levando a excisao do U.
Posteriormente, pode ser inserido qualquer nucleétido, dando origem aos pares T-A, A-T, G-C ou,
novamente, ao par C-G. (Adaptado de Hess et al., 2017)

Embora o BE| seja geralmente eficaz in vitro, nao o é em células humanas. Este facto
deve-se a reparagao celular do intermediario U-G que se forma no DNA, por processos de
BER. Tal como referido anteriormente, este par de bases é reconhecido como um erro pela
célula, sendo removido pela UNG (Molla e Yang, 2019) que, ao reconhecer a incompatibilidade
U-G, cliva a ligacao glicosidica entre o uracilo e a desoxirribose (Rees e Liu, 2018), resultando
na introdugao de um nucledtido aleatério (Figura 3) (Molla e Yang, 2019).

Para ultrapassar este obstaculo, foi adicionado, ao BEI, um inibidor da UNG (UGlI),
dando origem a uma segunda geragao de BEs, o BE2 (Hess et al., 2017; Rees e Liu, 2018; Wu
et al., 2019). O UGI liga-se diretamente ao UNG, inibindo-o (Rees e Liu, 2018). Com esta
otimizagao, foi possivel aumentar a eficiéncia do BE, uma vez que a BER é desfavorecida (Figura

4) (Eid et al., 2018; Hess et al., 2017; Wu et al., 2019).
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Figura 4 — Otimizacao da edi¢dao de bases. Apos conversao do par C-G no par U-G, a via da
UNG é inibida, uma vez que o UGI esta presente nos BE2, BE3, e BE4. O BE3 e o BE4 estao dotados
da nCas9 (em vez da dCas9), pelo que se observa um corte na cadeia de DNA nao editada
(representada por uma tesoura). Consequentemente, a célula é induzida a reparar o par U-G, o
que favorece a obtencdo do par U-A, em detrimento do par inicial C-G. Por fim, através da
replicagdo do DNA, obtém-se o par T-A. (Adaptado de Rees e Liu, 2018)

Replicagio\

A eficiéncia da edi¢ao de bases com o BE2 é limitada, uma vez que apenas é possivel
editar uma das cadeias de DNA. Para substituir diretamente a guanina (G), que se encontra
na cadeia nao desaminada, foi criado um terceiro editor — BE3 — que corta especificamente a
cadeia de DNA nao editada, recorrendo a nCas9 (do inglés: CRISPR associated protein 9
nickase) (Hess et al., 2017; Rees e Liu, 2018; Wu et al, 2019). Esta variante parcialmente
inativada da Cas9 é capaz de cortar uma cadeia simples de DNA, mas nao a cadeia dupla, pelo
que nao ha risco de formar DSBs. Deste modo, a nCas9 vai clivar a cadeia de DNA inalterada.
Por conseguinte, consegue-se induzir a célula a reparar o par U-G, o que favorece a obtencao
do par U-A (representado na Figura 4 pelo processo A) (Komor et al., 2017). A cadeia nao

cortada vai, entao, servir de molde (Rees e Liu, 2018) e o par U-A é posteriormente
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convertido no par T-A durante a replicagio do DNA (Hess et al., 2017; Rees e Liu, 2018).

Assim, consegue-se aumentar eficiéncia da edicao de bases em células de mamiferos (Rees e

Liu, 2018).

Apesar de a introdugao da nCas9 se traduzir numa maior pureza dos produtos obtidos,
a formagao de indels ainda continua presente (Komor et al., 2017; Li, Wang et al., 2018). Tal
pode ser devido a uma enzima de BER, denominada de DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase
ou AP lyase, que cliva cadeias de ssDNA nos locais onde nao existem bases (Komor et al.,
2017). Visto que a nCas9 corta a cadeia oposta ao U, a clivagem da ligagao glicosidica pelo
UNG, seguida do processamento pela AP lyase, pode resultar em DSB, o que promove a
formagao de indels (Komor et al., 2017; Wang, Ding et al., 2020). Para solucionar este
inconveniente, adicionou-se, aos BEs, uma proteina Gam, proveniente de bacteriéfagos Mu
(Komor et al., 2017; Rees e Liu, 2018). Esta proteina liga as extremidades livres das DSBs,
reduzindo, assim, a formagao de indels durante a edicao de bases (Komor et al., 2017). Por

conseguinte, surgiu um novo CBE, o BE4-Gam (Komor et al., 2017; Rees e Liu, 2018).

Para maior otimizagao da eficacia e pureza dos produtos obtidos, tém sido utilizadas
outras variantes da desaminase da citidina, assim como outros tipos de proteinas Cas. A titulo
de exemplo, destaca-se a APOBEC3A (Gehrke et al., 2018; Wang, Ding et al., 2020; Zong et
al., 2018), a AID (do inglés: activation-induced cytidine deaminase) (Liu et al., 2019) e a Casl2a,

também conhecida por Cpfl (Li, Wang et al., 2018; Wang, Ding et al., 2020), respetivamente.

2.2.2.2 Editores da Base Adenina

A distribuicao dos SNPs patogénicos nao é uniforme (Rees e Liu, 2018), uma vez que,
no genoma humano, a transicao C—T representa a maioria das mutagoes pontuais
(Christensen et al., 2019). Tal é concordante com a taxa relativamente alta de desaminagoes
espontaneas da citosina (Christensen et al., 2019; Rees e Liu, 2018). Por conseguinte, se for
possivel reverter esta mutagao, consegue-se corrigir o tipo mais comum de SNPs patogénicos
(Rees e Liu, 2018). Contudo, os CBEs nao sao capazes de corrigir este tipo de SNP
(Christensen et al, 2019), pelo que foi necessario desenvolver outro tipo de BEs para

solucionar este problema. Assim, surgiram os ABEs (Rees e Liu, 2018).

A semelhanga da citosina, a adenina também pode ser desaminada de modo a ser

possivel alterar as suas propriedades de emparelhamento. Desta desaminagao resulta a inosina
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(Rees e Liu, 2018), que apresenta propriedades semelhantes a guanina, sendo reconhecida pela

polimerase como tal (Eid et al., 2018; Wu et al., 2019).

O desconhecimento de uma desaminase da adenosina capaz de atuar no DNA de
cadeia simples constitui o maior obstaculo ao desenvolvimento de ABEs (Eid et al., 2018; Rees
e Liu, 2018; Wu et al.,, 2019). Algumas tentativas de, no BE3, substituir a APOBEC| por uma
desaminase do RNA da adenosina, nao demonstraram edi¢ao da adenina no DNA (Gaudelli et
al, 2017; Rees e Liu, 2018; Wu et al., 2019). Para ultrapassar este problema, desenvolveu-se a
TadA, uma desaminase da desoxiadenosina, proveniente da desaminase da adenosina do RNA
de transcrigao (tRNA) da Escherichia coli, capaz de atuar em ssDNA (Eid et al., 2018; Rees e
Liu, 2018).

A primeira geracao de ABEs foi desenvolvida tirando partido da resisténcia bacteriana
a antibioticos. A E. coli, foram adicionadas TadA mutantes e genes defeituosos de resisténcia
ao cloranfenicol. Para sobreviver na presen¢a do antibiotico, a fusao mutante TadA-dCas9
teve de converter, no gene defeituoso de resisténcia ao cloranfenicol, a desoxiadenosina em

desoxininosina (Eid et al., 2018; Gaudelli et al., 2017; Rees e Liu, 2018).

Tal como os CBEs, os ABEs tiram partido da dCas9 associada a um sgRNA para realizar
a desaminagao de uma por¢ao de DNA de cadeia simples. De entre os diferentes ABEs
desenvolvidos, o ABE7.10 é o mais eficiente, convertendo o par A-T no par G-C dentro de
uma janela de atividade de 4 a 9 bp a partir do PAM (Eid et al., 2018). No entanto, outros
ABEs, nomeadamente o ABE6.3, apresentam uma maior eficiéncia de edicao em posigoes
proximas do PAM (Rees e Liu, 2018), pelo que os limites exatos da janela de atividade variam

consoante o alvo (Wu et al,, 2019).

2.2.2.3 Comparacao dos Editores de Bases
De modo a comparar nao soé eficiéncia, mas também as suas construgoes, encontram-
-se, de seguida, esquematizadas as arquiteturas de alguns CBEs e ABEs mais relevantes (Tabela

), assim como as respetivas janelas de atividade e PAM (Anexo |).

Comparativamente aos CBEs, os ABEs produzem um produto mais puro, ou seja,
geram menos indels (Lee et al., 2018; Molla e Yang, 2019; Rees e Liu, 2018). A excisao da
inosina € menos eficiente que a remogao do uracilo, o que se deve-se ao facto de ser
necessario uma glicosilase, ou outra enzima envolvida na reparagao do DNA, para remover a

inosina. Assim, €& expectavel que haja menos cortes na cadeia desaminada e,
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consequentemente, menos DSBs, o que, por sua vez, leva a uma menor prevaléncia de indels
quando se usam ABEs. Ainda no seguimento deste facto, praticamente nao ha evidéncias de
conversoes de A para outro nucleétido que nao G (Molla e Yang, 2019; Rees e Liu, 2018; Wu

et al., 2019), o que sustenta a afirmagao anterior.

Tabela | = Construgao de alguns BEs (Adaptado de Rees e Liu, 2018).

Arquitetura

BEI APOBECI | 1 | dcasy 4

BE2 apoBect 1 dcass 4 ual

BE3 APOBECI | 1 | nCas9  * UGl

BE4 apoBecl | 32 | nGas9 |’ UGI 2 UG

pery | ma | B T 2 NG
ABE7.10 TadA | 32 | TadA | 2 e
BE4-Gam Gam ::;’1 APOBECI 23 nCas9 :a UGl a9a UGl
Casl2a-BE | APOBECI 'afi dCasl2za 4 UGI‘

3. Estratégias para entrega a célula

Um grande obstaculo a edigao de genomas in vivo, recorrendo ao sistema CRISPR, é a
sua entrega a célula através de um veiculo eficiente e especifico para o alvo (Glass et al., 2018).
Isto é transversal a todas as biomoléculas, uma vez que, por mais eficientes que sejam do
ponto de vista da sua construgao, nao vao ser Uteis se nao forem entregues ao local alvo (Lee
e Kim, 2019). No entanto, a entrega eficiente de editores de bases a animais vivos permanece

um desafio (Levy et al., 2020).

Seguidamente, sdo indicadas algumas estratégias para entregar os BEs as células. Uma
vez que todas as técnicas utilizadas possuem vantagens e desvantagens (Tabela 2), tém vindo

a ser desenvolvidos diferentes métodos, numa tentativa de otimizar esta etapa.
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3.1 Vetores Virais

Lentivirus, Adenovirus e Virus Adeno-associados (AAV; do inglés: adeno-associated
virus) sao alguns dos vetores virais utilizados para a entrega de sistemas CRISPR-Cas9 as células
(Huang et al., 2018). Entre estes, os AAVs, virus pequenos pertencentes a familia Parvoviridae
(Reisinger, 2019), sao os vetores virais mais utilizados para a entrega (Glass et al., 2018; Levy
et al., 2020; Xu et al., 2019; Zhou et al., 2019), uma vez que sao nao patogénicos e sao os
menos imunogénicos de todos os vetores virais conhecidos até a data (Reisinger, 2019; Xu et
al., 2019). Tal deve-se, em parte, ao facto de o DNA transportado permanecer no estado
epissomal, em vez de ser integrado no genoma do hospedeiro, o que resulta num baixo risco
de interferéncia com outros genes. Obtém-se assim uma expressao persistente do material
genético transportado, em células que nao se dividem (Broeders et al., 2020; Nidetz et al.,
2020; Reisinger, 2019; Xu et al., 2019). Existem diferentes serotipos de AAVs, cada um com
diferentes tropismos (Glass et al., 2018; Xu et al., 2019). Deste modo, a entrega a célula de

interesse pode ser otimizada através da escolha do serotipo mais adequado (Broeders et al.,

2020; Glass et al.,, 2018; Lee e Kim, 2019).

Contudo, a capacidade de transporte de um AAV ¢ inferior a 5 kb (Chadwick et al.,
2017; Levy et al., 2020; Reisinger, 2019), constituindo uma limitagdo ao transporte genes
grandes (Chew et al., 2016; Lim et al., 2020; Xu et al., 2019). Dado que os BEs tém um tamanho
de cerca de 5.2 kb, excluindo o sgRNA, nao é possivel utilizar este vetor viral para os
transportar até a célula alvo (Chadwick et al., 2017; Levy et al., 2020; Lim et al., 2020). Para
ultrapassar este obstaculo e ser possivel recorrer aos AAVs para entregar os BEs as células,
foram desenvolvidas técnicas para dividir a sequéncia do BE em duas metades, cada uma de
dimensao inferior a capacidade maxima do vetor (Levy et al., 2020). Consequentemente, passa
a ser possivel entregar o BE em dois vetores em vez de apenas um (Huang et al., 2018; Lee e
Kim, 2019; Levy et al., 2020). Deste modo, consegue-se expandir a capacidade de transporte
dos vetores para 9 kb (Xu et al,, 2019). Para tal, um dos métodos ao qual se pode recorrer é

a reconstituicao de split-inteins (Levy et al., 2020).

Neste sistema, o BE é dividido em dois fragmentos, cada um deles ligado a um intein,
posteriormente inseridos em vetores adenovirais distintos. Apés co-infe¢ao da mesma célula
pelos dois vetores, os inteins vao promover a reconstituicao do BE, obtendo-se, assim, um

transgene Unico com sequéncia idéntica ao BE intacto (Levy et al., 2020; Xu et al., 2019).

Varios autores reproduziram esta técnica para entregar tanto CBEs como ABEs as

células de tecidos como o figado, o coragao, o musculo, a retina e o cérebro, obtendo
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resultados bastante promissores. Verificou-se que a eficiéncia da edicao de bases, nestes
tecidos, vai de encontro ou excede os limiares de edigao terapeuticamente relevantes para o
tratamento de algumas doengas genéticas humanas, em dosagens de AAV reconhecidas como
bem toleradas em humanos (Levy et al., 2020; Lim et al., 2020). Os resultados de varios estudos
indicaram que a eficiéncia de edicao destes editores divididos (split-intein) era comparavel com
a dos BEs intactos (Levy et al.,, 2020; Lim et al., 2020; Villiger et al., 2018), significando que,
apos splicing, os split-intein sao capazes de reconstituir CBEs e ABEs sem gerar perda
significativa de eficiéncia de edicao (Levy et al., 2020; Lim et al., 2020). Adicionalmente, nao se
verifica a inducao de indels indesejados nem efeitos off-target detetaveis (Lim et al., 2020; Ryu

et al., 2018), apresentando uma janela de atividade idéntica a do BE original (Lim et al., 2020).

Apesar de todas as vantagens que os vetores virais apresentam, estes também
acarretam algumas desvantagens relevantes. Embora os AAV apresentem baixa
imunogenicidade, a expressao persistente dos BEs nas células editadas pode gerar uma
eventual resposta por parte do sistema imunoldgico (Broeders et al., 2020; Chew et al., 2016;
Huang et al., 2018; Nidetz et al., 2020; Reisinger, 2019), assim como potenciar efeitos off-target
e instabilidade do genoma (Huang et al., 2018). Outra grande desvantagem dos AAVs ¢ a
imunidade pré-existente a estes vetores virais. Uma fracao significativa da populagao possui
anticorpos anti-AAYV, o que dificulta ou impossibilita este tratamento (Broeders et al., 2020;

Nidetz et al., 2020).

3.2 Vetores Nao Virais

Tendo em conta as desvantagens referidas, surgiu uma abordagem alternativa que visa
ultrapassar estes obstaculos: os vetores nao virais (Huang et al., 2018). Embora a entrega a
célula mediada por estes vetores seja relativamente ineficiente, tém sido feitos progressos
nesse sentido e foram identificadas algumas vantagens (Lee e Kim, 2019). Os vetores nao virais
apresentam uma capacidade de carga superior e nao realizam integragao no genoma da célula
(Huang et al., 2018). Assim, através destes vetores, € possivel manter uma expressao
transitoria das moléculas entregues, o que previne a ocorréncia de efeitos off-target e a

instabilidade do genoma da célula (Huang et al., 2018; Lee e Kim, 2019; Yeh et al., 2018).

Existem diversos métodos de entrega a célula com base em vetores nao virais, sendo
alguns destes descritos a seguir. Para tal, a entrega dos BEs é mediada por ribonucleoproteinas
(RNP; do inglés: ribonucleoproteins), uma vez que, desta forma, a edi¢ao off-target é reduzida a

niveis inferiores aos mensuraveis (Rees et al., 2017).
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Eletroporagao

Este método consiste em fornecer pulsos elétricos locais que vao aumentar
transitoriamente a permeabilidade das membranas celulares (Bordet e Behar-Cohen, 2019;
Lee e Kim, 2019), permitindo a entrega do BE sob a forma de RNPs a célula (Kim, Ryu et dl.,
2017). Apesar de esta técnica poder causar danos celulares, o que limita as suas aplicagoes
terapéuticas (Lee e Kim, 2019), in vitro verifica-se uma edi¢ao de bases altamente eficiente,

sem efeitos off-target detetaveis (Kim, Ryu et al., 2017).

Entrega mediada por Lipidos

Este método tira partido do facto de os reagentes lipidicos catidonicos serem capazes
de entregar proteinas carregadas negativamente ou complexos proteina-acido nucleico, tais
como os RNPs, a células de mamiferos (Huang et al., 2018; Rees et al, 2017).
Consequentemente, através de uma injegao local in vivo (Yeh et al., 2018), este tipo de vetor
permite entregar a célula o BE complexado com o sgRNA sob a forma de RNP, sendo possivel
obter melhorias a nivel da especificidade, sem aparente redugao da edicao de bases no alvo
(Rees etal.,, 2017; Yeh et al., 2018). Isto deve-se ao facto de esta estratégia evitar que o genoma
da célula sofra uma exposigao prolongada ao BE, minimizando, assim, a possibilidade de serem

editados locais off-target apos o local alvo ser modificado (Rees et al., 2017).

No entanto, apesar das suas vastas aplicagoes, esta técnica tem sido restringida por
varios fatores. Entre eles, incluem-se o desenho de um lipossoma com tamanho adequado,
uma vez que este fator pode estar relacionado com a eficiéncia da entrega, a possibilidade de

desencadear uma resposta imunoldgica e a instabilidade dos reagentes lipidicos cationicos no

soro (Lee e Kim, 2019).
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Tabela 2 - Vantagens e desvantagens de alguns métodos para entrega de BEs as células

e Entrega eficiente in vivo . .
| . o Capacidade de carga reduzida
e Tropismo para diferentes

. i e Pode desencadear resposta imune | Lee e Kim, 2019;
tecidos/células

AAV

o o ou ser inativado por esta Ainetal, 2015
e Baixa imunogenicidade . . -

. e Risco de integracdo no genoma
e Estado epissomal

< | * Entrega eficiente in vitro

O = s i :
8 | e Expressao transitoria e Pode provocar danos celulares ka2 @ (N0, 20053
) . .. . . Ain et al., 2015;
g | * Simplicidade e Geralmente usado in vitro/ex vivo

2 Bordet e Behar-
.3 o Alta reprodutibilidade e Geralmente ineficaz in vivo Cohen, 2019

i | ® Sem limite de carga

w |l Entrega eficiente e Instavel no soro Lee e Kim, 2019;
S | * Expressio transitoria e Pode desencadear resposta imune | Bordet e Behar-
ﬁ- o Grande capacidade carga (problema menor) Cohen, 2019;

¢ Grande eficiéncia de encapsulagido | ® Baixa eficacia in vivo Xiao et al., 2019

4. Aplicacoes da edicdo de bases

Os BEs tém vindo a ser vastamente utilizados em diversos sistemas, tais como
procariotas, peixes, mamiferos e embrides humanos (Koblan et al., 2018). A edigao de bases
demonstrou-se bastante versatil, podendo ser usada de diversos modos, desde o tratamento
de doengas genéticas até a criagao de modificagoes genéticas em modelos animais, de modo a
permitir o estudo das mesmas (Billon et al., 2017; Zhang et al., 2017). Deste modo, varios
autores tém utilizado a edigao de bases na terapia de doengas genéticas, através de diferentes
métodos, tais como a criagao de coddes stop (Huang et al., 2018; Kuscu et al., 2017), reversao
destes (Lee, Jo et al., 2019) e alteracao do codao de iniciagao (Wang, Liu et al.,, 2020). De
seguida, apresentam-se exemplos de algumas patologias cujo tratamento podera recorrer a

edicao de bases, assim como esclarecidas algumas destas aplicagoes.
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O codigo genético é constituido por 64 codoes, dos quais 3 sao codoes stop (TAG,
TGA e TAA). Contrariamente aos restantes, os codoes stop nao possuem um tRNA
correspondente, fazendo com que o ribossoma termine a sintese peptidica (Li e Zhang, 2019).
Consequentemente, ao introduzir num gene um codao deste tipo, conseguimos suprimir a
expressao desse mesmo gene (Kuscu et al., 2017). Surgiu, entao, uma técnica denominada de
iSTOP (Billon et al., 2017) ou CRISPR-STOP (Kuscu et al., 2017), que, com recurso ao BE3, é
capaz da alterar um s6 nucleétido, de modo a converter codoes codificantes de aminoacidos
em codoes stop (mutagao nonsense), tal como indicado na Figura 5 (Billon et al., 2017; Kuscu

et al,, 2017).

Uma grande vantagem da técnica iSTOP ¢ a inexisténcia do risco de ser afetada por
eventuais desaminagoes de citosina nao intencionais, catalisadas pelo BE3, dentro da janela de
atividade. Isto deve-se ao facto de esta técnica causar perturbagdes nos genes em vez de
criar/corrigir mutagoes missense (Billon et al, 2017). Consequentemente, esta estratégia
demonstrou elevado perfil de seguranca e eficiéncia no silenciamento de genes (Billon et al,
2017; Kuscu et al., 2017). Contudo, a técnica iSTOP apresenta algumas limitagoes, tais como,
a dificuldade de desenhar sgRNAs, uma vez que requer a presenga dos codoes CAA, CAG,
CGA e TGG e, ainda, uma PAM localizada a 13-17 bp de distancia do nucleotido alvo.
Conjuntamente com o facto de o BE3 nao ser eficiente a editar C que possuam um G

imediatamente no lado 5’, é previsivel que a eficiéncia de edigao desta técnica seja limitada a

24% dos locais alvo (Billon et al., 2017).

CAA (GIn) — TAA (STOP)
CAG (GIn) —— TAG (STOP)

CGA (Arg) ——— TGA (STOP)

TGG (Trp) — - TAG (STOP)
TGG (Trp) —— TGA (STOP)
TGG (Trp) —— TAA (STOP)

Figura 5 — CRISPR-STOP/iSTOP: Conversao de coddes codificantes de aminoacidos em
coddes stop. Com recurso ao BE3, é possivel converter os nucledtidos a vermelho nos
nucleétidos a verde. Obtém-se, assim, coddes stop quando o alvo é a cadeia codificante (GIn e
Arg) ou a nao codificante (Trp). (Arg — Arginina; Gln — Glutamina; Trp — Triptofano). (Adaptado
de Billon et al,, 2017)
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Nao obstante, o sistema iSTOP apresenta particular interesse, uma vez que pode ser
aplicado a toda a parte codificante do genoma, permitindo criar modelos de doengas humanas
e estudar as diferentes fungoes dos genes (Billon et al., 2017; Kuscu et al., 2017), como, por
exemplo, as fungoes de mutagoes nonsense associadas ao cancro (Billon et al., 2017). Esta
técnica tem sido utilizada no tratamento de algumas patologias aqui mencionadas, tais como
Esclerose Lateral Amiotrofica (Lim et al., 2020), dislipidemia (Chadwick et al., 2017; Chadwick
et al., 2018), Tirosinemia Hereditaria tipo | (HTI; do inglés: Hereditary Tyrosinemia type I)
(Rossidis et al., 2018) e infecao pelo virus da hepatite B (Yang et al., 2020).

Uma nova estratégia, denominada de i-Silence, surgiu também com o objetivo de
silenciar genes. No entanto, fa-lo nao através da criagio de um codao stop, mas sim através
da introdugao de uma mutagao no codao de iniciagao (ATG). Deste modo, obtém-se um
codao codificante de um aminoacido que nao a metionina (Figura 6), suprimindo, assim, a
expressao do gene. Consequentemente, esta técnica permite averiguar a fungao de diferentes
isoformas de um gene através da mutagao do codao de iniciagao dessa isoforma especifica. O
sistema i-Silence pode ser utilizado para simular 147 das 247 doencas patogénicas humanas
causadas por mutagoes no codao de iniciagao. Tirando partido de um ABE, é possivel alcangar

uma edicao segura, precisa e eficiente do codao de iniciagdo, sem gerar edigdes nao

pretendidas (Wang, Liu et al., 2020).

A maior parte dos genes que nao podem ser alvo da iSTOP podem, no entanto, ser
alvo da i-Silence, pelo que a combinagao de ambas as técnicas pode permitir cobrir todo o

genoma humano (Wang, Liu et al., 2020).

ATG (Met)
ATG (Met)

GTG (Val)
ACG (Tre)

Figura 6 - i-Silence: Conversdo do codiao de iniciacio em coddes codificantes de
aminoacidos. Com recurso a um ABE, é possivel induzir mutagées num nucleétido do codao de
iniciacdo, representado a vermelho, obtendo-se um codao que codifica a Val ou a Tre. (Met —
Metionina; Tre — Treonina; Val — Valina). (Adaptado de Wang, Liu et al., 2020)

Além destas técnicas, foi desenvolvida outra estratégia para a utilizagio dos BEs,
denominada de CRISPR-Pass, com o objetivo de corrigir as mutagoes nonsense que estao na
base de patologias. Como indicado na Figura 7, este método é capaz de converter os codoes
stop em codoes codificantes de aminoacidos, através da alteragao de um Unico nucleétido,

com recurso a um ABE. O sistema CRISPR-Pass, aplicavel a cerca de 95,5% das mutagoes

nonsense clinicamente relevantes (presentes na base de dados ClinVar), foi utilizado no
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tratamento da doenga Xerodermia Pigmentosa. Obteve-se reconstituicao da sintese de
proteinas nos fibroblastos derivados destes doentes, o que se traduziu em resisténcia
significativa das células a radiagao ultravioleta, durante, pelo menos, 4 semanas. Deste modo,
os resultados indicam que a técnica CRISPR-Pass é uma abordagem relevante na terapia de

doengas associadas a mutagoes nonsense (Lee, Jo et al., 2019).

TAG (STOP) —— TGG (Trp)
TGA (STOP) ——— TGG (Trp)
TAA (STOP) ——— TGG (Trp)

TAG (STOP) —~ CAG (Gln)
TGA (STOP) — CGA (Arg)
TAA (STOP) — CAA (GIn)

Figura 7 — CRISPR-Pass: Conversio do coddo stop em coddes codificantes de
aminoacidos. Com recurso a um ABE, ¢ possivel editar um nucleétido do codao stop, representado
a vermelho, de modo a obter um codao codificante de aminoacidos. (Arg — Arginina; GIn — Glutamina;
Trp — Triptofano). (Adaptado de Lee, Jo et al., 2019)

Outras aplicagoes dos BEs passam por gerar modelos animais para o estudo de diversas
doengas. A titulo de exemplo, temos a criagao de modelos de porco da Sindrome Abléfaro-
-Macrostomia (AMS; do inglés: Ablepharon Macrostomia Syndrome) e do Albinismo
Oculocutaneo tipo | (OCAI; do inglés: Oculocutaneous Albinis type ), doengas causadas por
uma mutagao pontual no gene TWIST2 e TYR, respetivamente. Utilizando o BE3, foi possivel
fazer a conversao C—T (G—A) em culturas de fibroblastos de porco, tanto para uma sé cépia
do gene como para até 20 copias do gene. Na AMS, esta conversao caracteriza-se por uma
mutagao missense, uma vez que resulta na transi¢ao do acido glutamico na lisina (GAC—AAG).
Ja na OCAI, ocorre uma mutagao nonsense, visto que o codao que codifica a glutamina é
convertido num codao stop (CAG—TAG). Deste modo, obtiveram-se eficacias de edigao de
84% do gene TWIST2 e 12% do gene TYR, sem detegao de efeitos off-target. Estes resultados
sugerem que a edicao de bases € um meio seguro e eficaz para obter modelos animais de
doengas, uma vez que os fenotipos de AMS e OCA| foram bem reproduzidos através destes

modelos (Li, Duan et al., 2018).

Além das possiveis aplicagoes da edicao de bases supramencionadas, explorou-se
também a possibilidade de editar embrides humanos, com o intuito de impedir que uma

doenga seja transmitida a descendéncia (Liang et al., 2017). Como exemplos, salienta-se a
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corregao da B-talassemia (Liang et al., 2017) e do sindrome de Marfan (Zeng et al., 2018).
Ambos os autores obtiveram resultados positivos, demonstrando uma edicao de bases

eficiente e precisa, permitindo a corregao das mutagoes que causam estas doengas (Liang et

al, 2017; Zeng et dl., 2018).

Dado que existem doengas genéticas associadas a elevada morbilidade e mortalidade
antes ou pouco apos o hascimento, procedeu-se ao seu tratamento in utero através da edigao
de bases. O feto em desenvolvimento possui propriedades que o tornam favoravel a edigao
genética, nomeadamente, a sua imaturidade imunoldgica. Este fator faz com que nao haja
resposta imune contra o vetor viral quando este é entregue antes do nascimento,

demonstrando, também, a tolerabilidade do feto ao transgene (Rossidis et al., 2018).

Procurou-se, entao, editar, in utero, o gene PCSK9 e o gene Hpd, com o objetivo de
tratar a dislipidemia e a HTI, respetivamente. Entregando o BE3 através de um vetor
adenoviral, observou-se uma edigao de bases eficiente, que se traduziu em persisténcia pos-
-natal ao longo prazo das células editadas, resultando na redugao dos niveis plasmaticos de
PCSK9 e de colesterol. De notar que nao se verificou edigao de bases na progenitora do feto,
nem taxas elevadas de indels, suportando a ideia que a edi¢ao de bases atua de forma eficiente
mesmo antes do nascimento. Resultados semelhantes foram obtidos no tratamento da HTI,
tendo-se registado uma redugao do fendtipo letal da desta doenga, devido a introdugao de
uma mutagao nonsense que levou a supressao da expressao do gene Hpd. Perante estes
resultados, pode-se afirmar que a edigao de bases é uma potencial abordagem a terapia de um

conjunto de doencgas congénitas genéticas (Rossidis et al., 2018).

Os exemplos referidos anteriormente demonstram a utilidade da edigao de bases para
diversas finalidades. Contudo, esta técnica apresenta também potencial para tratar outras
doengas, nomeadamente a anemia falciforme (SCD; do inglés: Sickle Cell Disease) e a B-
-talassemia, através da edicao de células hematopoiéticas estaminais e progenitoras (HSPCs;
do inglés: hematopoietic stem and progenitor cells). Assim, através da entrega do BE3 sob a forma
de RNP por eletroporagao, é possivel induzir de forma potente a hemoglobina fetal (HbF) na
descendéncia eritroide, em ambas as patologias. Como resultado desta indugao, observou-se
uma maior eficiéncia de enucleagao, assim como células eritroides maiores e mais circulares,
consistente com uma eritropoiese melhorada. Em suma, estes resultados indicam uma edigao
de bases altamente eficiente e especifica na atenuagao da SCD e da B-talassemia, sugerindo
potencial tratamento de doengas que podem beneficiar da corregao/aumento da

hematopoiese (Zeng et al., 2020).
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De facto, a edicao de bases tem potencial para ser aplicada a diversas situagoes, nas
mais variadas doengas, seja com o intuito de as tratar quer de as estudar. Assim, a Tabela 3
resume algumas aplicagdes mencionadas neste topico, referenciando a mutacao introduzida
pelo BE. Do mesmo modo, o Anexo 2 pretende elucidar, além das patologias em que foram

utilizadas a edicao de bases, o modo de entrega dos BEs as células e os resultados obtidos

pelos respetivos autores.

Tabela 3 — Aplicagoes dos BEs e respetivas mutagoes introduzidas

ABE Atrofia Muscular SMN2 T—C Silenciosa Lin et al., 2020
Espinhal
BE3 B-talassemia HBB-28 G—>A | - Liang et al., 2017
BE3 Dislipidemia ANGPTL3 Cc-T Nonsense | Chadwick et dl, 2018; Li
e Lieber, 2019
Carreras et al., 2019;
BE3 Dislipidemia PCSK9 C—>T Nonsense Chadwick et al., 2017;
Li e Lieber, 2019
ABE Distrofia Muscular de Dmd A—-G Missense Ryu et al., 2018
7.10 Duchenne
pe3 | Esclerose Lateral soD/ coT Nonsense Lim et al., 2020
Amiotrofica
Deficiéncia na
g3 | regeneracaocelular | oy CcoT Missense Yeh et al, 2018
sensorial no ouvido
interno
. , . Trevisan et al., 2020;
BE3 Fenilcetonuria PAH C—>T Missense Villiger et al,, 2018
ABE Fibrose Cistica CFTR T—-C Missense Guerts et al., 2020
cccDNA e
~ - gene de
BE4 Infegao cronlca.pelo superficie e C—>T Nonsense Yang et al., 2020
Gam Virus da Hepatite B da
polimerase
Doeng¢a Niemann- .
CBE “Pick tipo C NPCI C—-T Missense Levy et al., 2020
BE3 Sindrome de Marfan FBNI G—oA Missense Zengetal, 2018
':B3E HTI FAH A—-G Missense Song et al., 2020
BE3 HTI Hpd CoT Nonsense Rossidis et al., 2018
ABE Tumor cerebral TERT T-C | - Li et al., 2020
ABE Reversao da
max XPC XPC A—G mutagao Lee, Jo et al., 2019
nonsense
Legenda: ANGPTL3 — Angiopoietina 3 (do inglés: Angiopoietin-like 3); cccDNA — DNA circular covalentemente fechado
(do inglés: covalently closed circular DNA); CFTR — Regulador de conduténcia transmembranar da Fibrose Cistica (do inglés:
Cystic Fibrosis transmembrane conductance regulator); FAH — Fumarilacetoacetato Hidrolase (do inglés: Fumarylacetoacetate
Hydrolase); HT | — Tirosinemia Hereditaria tipo | (do inglés: Hereditary Tyrosinemia type ); PAH — Fenilalanina Hidroxilase
(do inglés: Phenylalanine Hydroxylase); PCSK9 — Proproteina Convertase subtilisina/cexina tipo 9 (do inglés: Proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9); SMN2 — Neurénio Motor de Sobrevivéncia 2 (do inglés: Survivor Motor Neuron 2); SODI
— Superoxido Dismutase | (do inglés: Superoxide Dismutase |); XPC — Xerodermia Pigmentosa, grupo de complementagao
C (do inglés: Xeroderma Pigmentosum, complementation group C).
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5. Obstaculos a ultrapassar

A edicao de bases demonstrou ser Util, segura e precisa quando aplicada as diversas
finalidades acima mencionadas. No entanto, apresenta, ainda, algumas limitagdes e pontos
negativos que se devem ter em consideragao na escolha desta técnica. Entre estas, destacam-
-se a dependéncia da PAM (Sternberg et al., 2014) e consequente janela de atividade (Eid et al.,
2018), os efeitos off-target (Zuo et al., 2019), desvantagens relacionadas com o método de
entrega a célula (Bordet e Behar-Cohen, 2019; Broeders et al., 2020; Colella et al., 2018), entre

outros.

No que diz respeito a PAM, os BEs necessitam de uma sequéncia NGG adequadamente
posicionada, de modo a manter o nucleétido alvo numa janela de atividade estreita, de cerca
de 5 bases (Eid et al., 2018; Lv et al., 2020; Schatoff et al., 2019). Deste modo, a disponibilidade
de locais alvos é drasticamente restringida (Eid et al., 2018; Molla e Yang, 2019), nao cobrindo
a maioria dos locais de interesse, nomeadamente varios locais patogénicos (Lu e Huang, 2018).
Esta limitagao podera ser ultrapassada com recurso a outras variantes da Cas9, de modo a

expandir a janela de atividade dos BEs (Eid et al., 2018; Lu e Huang, 2018).

Outro obstaculo associado a edigdio de bases é a impossibilidade de realizar
transversoes de bases (Lu e Huang, 2018; Lv et al., 2020; Niggemann et al., 2020; Schatoff et
al, 2019). Apesar de, ao associar CBEs e ABEs, ser possivel realizar substituigoes entre
pirimidinas ou purinas (C— T, T — C, G — Ae A — G) (Rees e Liu, 2018), é dificil converter
pirimidinas em purinas e vice-versa, devido as suas estruturas moleculares distintas (Figura 8).
No entanto, é de particular interesse ultrapassar esta limitagao, dado que as transversoes de
bases s3ao responsaveis por uma elevada proporg¢ao de doengas, superior as causadas por

substituicoes A — G ou C — T (Lu e Huang, 2018).

0 NH, 0 NH,

HC H\
N . N
NH N NH S Y "NH / = N
\ \ C )
N~ il 5 ’,':; - G N S
o} o) H N NH, H N

Timina Citosina Guanina Adenina

Figura 8 — Estrutura das bases. A Timina e a Citosina assumem as conformagoes de purinas,
enquanto que a Guanina e a Adenina sao classificadas como pirimidinas.
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O proprio sistema CRISPR-Cas9 também apresenta algumas desvantagens. A maioria
das variantes da Cas9 sao derivadas da Streptococcus pyogenes e da Staphylococcus aureus (Moon
et al., 2019), bactérias que infetam a populagao humana em elevadas frequéncias (Charlesworth
et al., 2019). Consequentemente, € de esperar que esta exposicao resulte no desenvolvimento
de anticorpos anti-Cas9 (Moon et al., 2019; Simhadri et al., 2018). Esta imunidade pré-existente
pode reduzir a eficacia da terapia, assim como causar problemas relativos a seguranga da
mesma (Wagner et al., 2019), visto que ha risco de se desenvolver uma resposta imune contra
a Cas9 ou contra células que apresentam os epitopos deste antigénio (Simhadri et al., 2018).
Tendo sido demonstrada a presenga de anticorpos anti-Cas9 em varios estudos (Charlesworth
et al., 2019; Simhadri et al., 2018; Wagner et al., 2019), deve-se testar cada doente para a
presenca ou auséncia de imunidade contra a variante da Cas9 a ser utilizada (Charlesworth et
al, 2019), bem como monitorizar a resposta imunologica antes e durante o tratamento
(Wagner et al., 2019). Para tentar ultrapassar este obstaculo, devem ser investigadas e testadas,
em termos de imunogenicidade, proteinas Cas que derivem de organismos com menor

prevaléncia de infegao do Homem (Moon et al.,, 2019).

Quanto aos efeitos off-target, apesar de, em muitas situagoes, nao serem detetaveis ou
estarem presentes em niveis baixos (Anexo 2), ha evidéncia da sua ocorréncia. Em embrioces
de murganhos, verificou-se que tanto o BE3 como o ABE7.10 geraram variantes de um
nucledtido — SNVs (do inglés: single-nucleotide variants), embora neste Gltimo em muito menor
frequéncia. As SNVs off-target produzidas pelo BE3 sao independentes do sgRNA e sao,
provavelmente, devidas a uma sobre-expressao da APOBECI. Isto é particularmente relevante
dado que foram encontradas SNVs em supressores tumorais e em proto-oncogenes,
levantando questoes quanto ao risco oncogénico do BE3 (Zuo et al., 2019). Outros estudos
verificaram que, tanto os CBEs como os ABEs, sao capazes de editar todo o transcriptoma do
RNA, podendo-se manifestar em alteragoes fenotipicas das células, tendo implicagoes tanto
na investigagdo como na clinica (Griinewald et al., 2019a). Além destas edigoes nao
pretendidas, verificou-se que os CBEs e os ABEs sao capazes de editar o sgRNA e de se editar
a si proprios, o que leva a heterogeneidade nas sequéncias de codificagao dos BEs (Grinewald

et al., 2019b).

Algumas solug¢oes podem passar por expressar quantidades mais baixas do BE.
Contudo, ao reduzir a quantidade de BE3, estamos igualmente a reduzir a eficiéncia da edigao
(Zuo et al., 2019). E possivel, também, criar outras variantes dos BEs, nomeadamente através
da indugao de mutagoes na desaminase, com o objetivo de diminuir os efeitos off-target sem

alterar a eficiéncia e precisao da edicao do alvo (Griinewald et al., 2019a, 2019b). Podera,
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ainda, ser benéfico limitar a duracao da expressao dos BEs nas células alvo, uma vez que a
presenca prolongada destes na célula pode ser prejudicial devido ao aumento da possibilidade

de ocorrerem efeitos off-target (Li e Lieber, 2019).

Por ultimo, as estratégias de entrega as células também apresentam alguns obstaculos
que devem ser ultrapassados. As respostas imunes aos vetores virais, nomeadamente aos
AAVs, podem neutralizar a terapia, através da indugao de células T citotoxicas que eliminam
as células que foram alvo do vetor. Ora, sendo os AAVs virus que ocorrem naturalmente,
mais de 40% da populagao é portadora de anticorpos contra as proteinas da capside deste
vetor. Isto significa que uma porgao significativa da populagao podera no momento atual nao

ser elegivel para um tratamento com estes vetores (Broeders et al., 2020).

Na tentativa de minimizar os efeitos de uma potencial reagao imune, a edi¢ao de bases
pode ser combinada com terapias imunossupressoras ou ser direcionada para 6rgaos ditos
imunotolerantes, tais como o figado, ou 6rgaos com uma relativa independéncia do sistema
imunitario, tais como o olho. Consequentemente, é essencial uma avaliagio prévia das
abordagens a utilizar, assim como dos potenciais efeitos adversos, de modo assegurar uma

utilizacao segura da edigao de bases na clinica (Broeders et al., 2020).

Algumas propriedades biolégicas dos AAVs no contexto do hospedeiro humano ainda
tém de ser esclarecidas. Destaca-se a imunogenicidade do vetor, a sua poténcia terapéutica,
persisténcia e a sua potencial genotoxicidade (Colella et al., 2018). A expressao a longo prazo
destes vetores, assim como a sua eficacia, continuam questoes em aberto. Embora a expressao
sustentada do transgene possa ser importante para a terapéutica, a seguranga desta expressao

prolongada é questionavel (Bordet e Behar-Cohen, 2019).

Por ultimo, as terapias que recorrem aos AAVs como modo de entrega as células estao
associadas a problemas econémicos, dado que o rendimento da produgao destes vetores é
muito baixo, o que resulta em custos de produgao exorbitantes. Por conseguinte, € essencial

o desenvolvimento de métodos de producao mais eficientes (Bordet e Behar-Cohen, 2019).

Os exemplos supramencionados revelam a necessidade e urgéncia em desenvolver BEs
mais precisos e com menos efeitos off-target, de modo a permitir uma utilizagao segura dos
BEs nos campos da terapia e da investigacao (Lv et al., 2020). Do mesmo modo, evidenciam a
necessidade de realizar mais estudos de forma a compreender melhor propriedades relevantes
dos métodos de entrega as células dos BEs e estratégias para ultrapassar os obstaculos até

agora identificados.
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6. Conclusao

A edicao de genes tem vindo a ser utilizada no genoma eucariota, com o intuito de
tratar doencgas genéticas. Assim, esta técnica é capaz de substituir a por¢ao do genoma mutada
por um segmento de DNA que codifica o fenotipo normal. No entanto, um dos passos
fundamentais a esta reparagao é o corte da dupla cadeia de DNA. Este fendmeno esta
associado a uma elevada taxa de insergoes e delegoes de nucleotidos, devido a baixa precisao
dos mecanismos celulares de reparagao de cortes que ocorrem simultaneamente nas duas
cadeias do DNA. Esta grande desvantagem da edigcao de genes criou a necessidade de métodos
alternativos, de modo a otimizar a terapia de doengas genéticas. Além disso, a maioria das
doengas genéticas sao causadas por mutagoes pontuais (SNPs), sendo ideal desenvolver uma

técnica que apenas altere o alelo mutante, sem interferir no restante genoma.

Deste modo, tirando partido do sistema CRISPR, de nucleases Cas9 desativadas e
desaminases, surgiu uma nova técnica de edicao do genoma, a edigao de bases. Com recurso
a dois tipos de editores de bases, é possivel converter de forma programada um nucleétido
noutro, permitindo realizar as seguintes transicoes: C—T e G—A, através dos CBEs, e T—C
e A—G, através dos ABEs. Com este sistema foi possivel eliminar a dependéncia de DSBs,
obtendo-se um produto mais preciso e puro, ou seja, com menor prevaléncia de indels.
Atualmente, existe uma elevada variedade de BEs, visto que a sua estrutura é alvo de

constantes otimiza¢oes, de modo a obter o melhor resultado possivel.

E igualmente importante adaptar os sistemas de entrega a célula existentes aos BEs,
uma vez que o sucesso da técnica depende da sua chegada ao alvo. Contudo, o elevado
tamanho dos BE obriga a modificagoes das construgoes que permitam a utilizagao dos vetores
virais convencionais. Assim, novas estratégias com base tanto em vetores virais como nao

virais, tém vindo a ser elaboradas, de forma a otimizar esta etapa.

A edicao de bases demonstra ser bastante versatil, uma vez que a mesma construgao,
o BE, pode ser aplicada de diversos modos para atingir diversas finalidades, sejam elas o
tratamento ou o estudo da patologia em causa. Consequentemente, esta técnica pode
representar a melhor e, muitas vezes, a Unica op¢ao na terapia de doengas genéticas para as

quais nao existe, ainda, um tratamento eficaz.

Nao obstante, persistem ainda obstaculos que terao de ser ultrapassados para tirar o
maximo partido desta técnica. Contudo, a edigao de bases demonstra ser superior em termos
de precisao e baixo numero de indels, relativamente aos métodos mais comuns de edicao de

genes, indicando que estamos no caminho correto do futuro da edigao de genes.
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8. Anexos

Anexo | - Janela de atividade e PAM de alguns CBEs e ABEs mais relevantes. A PAM esta
sombreada a azul e as janelas de atividade estao sombreadas a verde, nos CBEs, e a vermelho,
nos ABEs. A seta vermelha indica o local de corte pela nCas9. (Adaptado de Rees e Liu, 2018)
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Anexo 2 - Aplicagoes dos BEs, respetivos modos de entrega as células resultados

Efeitos
BE Modo Patologia Gene Resultados off-target | Referéncias
usado | Entrega alvo
| Indels
Atrofia ~ .- ~ .
ABE | e Muscular SMN2 Cort:et;ao do splicing do Na? Lin et al.,
) exao 7 do gene alvo detetavel 2020
Espinhal
o . o 4~ Nao Liang et al.,
BE3 Injecao B-talassemia HBB-28 >23% edicao detetavel 2017
Adenovi- Chadwick et
BE3 enov Dislipidemia | ANGPTL3 35% edigio | - al, 2018; Li e
rus Lieber, 2019
24% edicio, levando a (CEITEES o
Adenovi- >50% redugao da Sem il 2200128
BE3 Dislipidemia PCSK9 : R Chadwick et
rus proteina Pcsk9 no evidéncia :
lasma al,2017; Lie
P Lieber, 2019
ABE AAV Distrofia Expressao distrofina Nao Ryu et al.,
trans- Muscular de Dmd o X
7.10 - restaurada em 17% detetavel 2018
splicing Duchenne
AAVY Esclerose Redugao da atrofia Nio Lim et al
BE3 split- Lateral SoD| muscular (Reducao de detetavel 2020 ”
-intein Amiotrofica 65% da proteina SOD1)
Deficiéncia na .
regeneragao Niveis
Mediada 3 Evita a fosforilagao da B- baixos/ Yeh et al.,
BE3 . celular CTNNBI . o 1 ~
por lipidos ) catenina (31% edigao) nao 2018
sensorial no .
S detetavel
ouvido interno
Trevisan et
AA.V . , Niveis de Phe reduzidos Nao al., 2020;
BE3 split- Fenilcetonuria PAH R ; oTF
o a niveis fisiologicos detetavel | Villiger et al.,
-intein
2018
ABE | Eletro | g oce Cistica | CFTR 8.88% edicio Nio | Guertsetal,
poragao detetavel 2020
CC.CDNA Redugao da secregao de
epissomal
Infecao cronica viral iR
BE4 » £ il Niveis Yang et dl.,
Lentivirus pelo Virus da Gene da .
Gam . , - .. baixos 2020
Hepatite B polime- Supressao da replicagao
rase e de viral
superficie
AAV Doenca Aumento do n° de N3 Levy et al
CBE split- Niemann-Pick NPCI neurénios Purkinje de detei;vel ev2)2)20 v
-intein tipo C 24% para 38%
Transfe-
¢do do Sindrome de T . - Niveis Zeng et al.,
BE3 erpEe Marfan FBN| Alta eficiéncia de edigao baixos 2018
RNP
ABE Mediada HTI FAH Baixa eficiéncia (6.9% Niveis Song et al.,
6.3 por lipidos edicio) baixos 2020
o = Nao Rossidis et
BE3 | - HTI Hpd 15% edicao detetavel al. 2018
ABE AAV2 Tumor TERT Indugz}o de senescéncia Na? Li et l., 2020
cerebral das células cancerosas detetavel
Taxa de conversao
ABE Eletro- XPC XPC coddo stop em Trp Nao Lee, Jo et al,
max poragao >10%. Expressao total da | detetavel 2019

proteina XPC
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Legenda: ANGPTL3 — Angiopoietina 3 (do inglés: Angiopoietin-like 3); cccDNA — DNA circular covalentemente fechado
(do inglés: covalently closed circular DNA); CFTR — Regulador de conduténcia transmembranar da Fibrose Cistica (do inglés:
Cystic Fibrosis transmembrane conductance regulator); FAH — Fumarilacetoacetato Hidrolase (do inglés: Fumarylacetoacetate
Hydrolase); HBsAg — Antigénio de superficie viral (do inglés: Hepatitis B surface antigen); HT| — Tirosinemia Hereditaria
tipo | (do inglés: Hereditary Tyrosinemia type 1); LDL — Lipoproteina de Baixa Densisade (do inglés: low-density lipoprotein);
PAH — Fenilalanina Hidroxilase (do inglés: Phenylalanine Hydroxylase); PCSK9 — Proproteina Convertase subtilisina/cexina
tipo 9 (do inglés: Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9); Phe — Fenilalanina (do inglés: Phenylalanine); SMN2 — Neurénio
Motor de Sobrevivéncia 2 (do inglés: Survivor Motor Neuron 2); SODI — Superdxido Dismutase | (do inglés: Superoxide
Dismutase 1); Trp — Triptofano; XPC — Xerodermia Pigmentosa, grupo de complementagao C (do inglés: Xeroderma
Pigmentosum, complementation group C)
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