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|. Introducao

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Universidade de Coimbra
requer a realizagao de um Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria. Esta Gltima etapa antes
da conclusao do curso permite que os estudantes tenham o primeiro contacto com o mercado
de trabalho e desenvolvam diversas aptidoes técnicas e organizacionais essenciais para se
tornarem bons profissionais de salde.

A farmacia comunitaria representa um dos setores da saude e é nela que desempenham
funcoes a maioria dos farmacéuticos. Estes profissionais, por serem, em muitos casos, o
primeiro contacto da populagio com um elemento ativo do sistema de saude, tém um papel
fundamental na Salde das populagdes, nao s6 por possuirem o conhecimento profundo do
medicamento como também por, de uma forma apurada e individualmente adaptada a cada
utente, contribuirem para uma adequada adesao aos tratamentos prescritos.

As farmacias sao, em Portugal, servigos assistenciais privados e autonomos, o que
obriga os farmacéuticos a desempenhar igualmente fungdes de gestio. E, por isso, essencial
que estes profissionais estejam na posse de conhecimentos basicos nesta area (gestio de
stocks, de encomendas, de vendas...). Atualmente de forma menos frequente, ainda que fulcral,
€ Unico e fundamental o seu papel na execugao de medicamentos manipulados. Assim, ainda
que umas fungoes estejam mais presentes que outras na sua atividade profissional, todas
elas s3o essenciais para o sucesso funcional de uma farmacia.

Em suma, um estdgio em farmacia comunitaria é considerado indispensavel para a
formagio de um futuro farmacéutico. Nao s6 permite consolidar e por em pratica
conhecimentos adquiridos ao longo do curso de ciéncias farmacéuticas, mas também
possibilita experienciar “in locu” a propria profissao. O presente relatorio descreve o trabalho
desenvolvido durante o meu estidgio na Farmacia Silcar (FS) sob a tutela da respetiva
Farmacéutica Diretora Técnica Maria Isabel Belchior.

Em consequéncia do plano de contingéncia contra a infegao por COVID-19, vi-me na
obrigacao de interromper temporariamente o meu estagio em farmacia comunitaria. Em todo
o territdrio portugués as farmicias agiram em conformidade com a circular nominativa' para
as farmacias no ambito da pandemia COVID-19 relativamente a diregao técnica, fornecimento
de medicamentos, dispensa ao domicilio e encerramento temporario. Este novo normativo
articulado pela Ordem dos Farmacéuticos, Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos
de Saude, I.P. (INFARMED) e as associagoes de farmacias pretende assegurar a cobertura
farmacéutica em todo o territério nacional, zelando pela seguranga quer dos utentes como

dos proprios profissionais de saide. Sao varias as medidas excecionais e procedimentos de



seguranga apresentados nesta circular com vista a minimizar o risco de propagagao do novo
coronavirus. Mais uma vez nao foi tido em consideragao o nivel de exposi¢ao dos farmacéutico
apesar das farmacias serem, muitas vezes, o local de primeiro contacto do doente com um

profissional de saude.

2. Analise SWOT

Tal como consta nas “Normas Orientadoras de Estagio do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas”, o relatério de estagio encontra-se na forma de andlise SWOT, do
inglés: Strenghts, Weaknesses, Opportunities and Threats®. Apesar de ter sido desenvolvida na
década de 60 num contexto empresarial’, trata-se de uma técnica de avaliagdo estratégica que
me permitiu realizar uma avaliagdo critica da minha experiéncia profissional enquanto
estagidria integrada na equipa da FS, através de uma analise profunda e fundamentada tanto do
ponto de vista interno, maximizando os pontos fortes e contemplando, sem nunca
negligenciar, os pontos fracos, como do ponto de vista externo, realgando as oportunidades

concebidas e as ameagas sentidas no decorrer desta etapa.

2.1. Pontos Fortes (Strengths)
2.1.1. Localizagcao da Farmacia

A FS tem uma excelente localizagio, visto encontrar-se situada no centro da cidade de
Coimbra, préximo de uma zona residencial, escolas, supermercados e outros locais de
interesse publico. Dada a sua localizagao estratégica, € uma farmacia visitada por pessoas de
diferentes faixas etarias, residentes e de passagem, o que tornou o meu contacto com o
publico bastante mais enriquecedor e diversificado. Estando esta localizada num ponto de
passagem, tive um contacto com diferentes casos e experiéncias que, sem duvida, me ajudaram
a ter uma percecao diversificada de como lidar com cada atendimento e aprender a estar mais

atenta a cada detalhe.

2.1.2. Instalagdes Funcionais e Modernas

A FS abriu portas na sua nova localizagao na Rua do Brasil em 2011 colocando a
disponibilidade dos seus utentes um espago moderno de elevada qualidade e funcionalidade.

A farmacia possui apenas um piso com uma sala de atendimento, ampla, de forma a
favorecer a livre circulagao de utentes e colaboradores, sendo bastante iluminada, quer por

luz natural como artificial, o que aumenta a atratividade do espago. Nesta divisao estao
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disponiveis bancos que permitem, se necessaria, uma espera mais confortavel a utentes mais
idosos e/ou de mobilidade reduzida assim como apoio no aconselhamento de material
ortopédico e sapataria; um ecra central para visualizagao de imagens, noticias farmacéuticas e
campanhas de sensibilizagdo relevantes; uma mesa de diversao infantil garantindo o
entretenimento das criangas enquanto os familiares estdo a ser tranquilamente atendidos; e,
finalmente, 4 balcoes de atendimento individualizados. A zona de atendimento esta preparada
para acolher um sistema de atribuigao de senhas, no entanto, durante o meu estagio, este nao
esteve funcional. Numa abordagem mais atenta e tirando partido dos pontos de passagem
mais comuns dento da farmacia, é visivel a utilizagdo de material de merchandising, expositores
e testers de forma a dar a conhecer os produtos e as promogoes em vigor. Disponibiliza,
também, um conjunto vasto de lineares com produtos de dermocosmética separados por
marca e uma zona de sapataria ortopédica. Atras dos balcoes de atendimento, é evidente uma
grande area de exposicao de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM),
inacessivel ao publico, organizada por patologia sendo esta alterada consoante a época do ano
e as patologias mais comuns na sociedade. Na parte inferior destes lineares, existem ainda
algumas gavetas com outros MNSRM, ordenados por ordem alfabética e forma farmacéutica.
Mais distante da entrada, encontramos 3 gabinetes (um maior e dois mais pequenos). Nos dois
gabinetes mais pequenos, ditos gabinetes de apoio, sao realizadas as medigoes da tensao
arterial e prestado o servigo de troca de seringas. Para além disso, ai também encontramos
alguma literatura cientifica disponivel para consulta pelos colaboradores. No gabinete maior,
dotado de uma casa de banho (destinada aos utentes), sao realizadas as medi¢oes de
parametros bioquimicos tais como a glicémia, colesterol e triglicéridos; aqui também se
procede a administragao de injetaveis. Este mesmo gabinete, é disponibilizado, para a
realizagao tanto de consultas de podologia como de aconselhamento nutricional. Todos estes
espagos estao igualmente disponiveis para reunides com delegados de informagao médica e
formagoes internas.

Sucedem-se, a zona de armazenamento de medicamentos sujeitos a receita médica
(MSRM) com gavetas extensiveis; a zona de rececao de encomendas; o gabinete do diretor
técnico; o laboratorio destinado a preparagio de medicamentos manipulados; uma parede
extensa com estantes de arrumacao destinadas ao armazenamento de medicamentos e outros
produtos, organizados por ordem alfabética; a zona comum, onde se encontra exposta a tabela
de divisao de tarefas, horarios e objetivos de todos os membros da equipa, com o objetivo de
agilizar e gerir, de forma mais eficiente, o trabalho e responsabilidades de cada membro da
equipa; e, por fim, uma casa de banho destinada aos colaboradores da FS. E importante notar

que a organizagao nos espagos de armazenamento é cuidadosamente regida por tipo de



produto (medicamento genérico, medicamento de marca, produtos de higiene oral, produtos
de dermocosmética, dispositivos médicos, sapatos, entre outros) bem como, por prazo de
validade, vigorando constantemente a maxima “first in/expired, first out”, isto é, os produtos
com o prazo de validade mais curto serao os primeiros a sair. A implementagao desta regra

permite uma gestao de stocks mais eficiente e evita facilmente quebras desnecessarias.

2.1.3. Inovagao na Prestagao de Servigos de Saude Publica

No que diz respeito aos servigos de saiude publica em vigor, realgo o programa de
troca de seringas, a ValorMed e a reciclagem de radiografias.

A FS foi das primeiras farmacias no distrito de Coimbra a fazer parte do programa de
troca de seringas, iniciado em 1993 sob a al¢ada da Direcao Geral de Saude (DGS) e do
programa Nacional para a Infegao HIV/SIDA em parceria com os Servigos Partilhados do
Ministério da Saude (SPMS). Este programa foi criado com o objetivo Ultimo de reduzir o
numero de infetados por doengas infeciosas (como HIV e Hepatites B e C) no grupo de
pessoas que usam drogas injetaveis’. Num espaco reservado para este propdsito, sdo cedidos
gratuitamente kits novos e recolhidas seringas usadas.

A ValorMed, uma sociedade sem fins lucrativos criada em 1999 sob a tutela da Agéncia
Portuguesa do Ambiente e Direcdo Geral das Atividades Econdmicas (DGAE), foi
implementada na FS tendo em vista a preservagao do ambiente e da salde publica permitindo
a recolha de embalagens vazias e medicamentos fora do prazo de validade, para posterior
tratamento dos mesmos®.

Por fim, realgo o Programa de Reciclagem de Radiografias, dinamizada pela Assisténcia
Médica Internacional (AMI) em colaboragio com as Farmacias Portuguesas. A farmacia
disponibiliza-se para a recolha de radiografias antigas ou sem valor diagnostico e possibilita o
seu tratamento posterior pela instituicao permitindo tanto uma melhor gestao de residuos
como a recuperagao dos sais de prata contidos nas mesmas. De facto, a venda desta matéria
prima tornou-se uma fonte de receitas muito importante para o trabalho social da AMI em

territorio nacional®.

2.1.4. Estrutura do Plano do Estagio

A FS destaca-se pelo facto de acompanhar os seus estagiarios ao longo de todas as
fungoes e valéncias de um farmacéutico na farmacia comunitaria, acabando por me fornecer

uma base informativa altamente completa. Considero que todo o plano de estagio estava bem



organizado e delineado por forma a que garantisse a minha passagem por todas as areas
fundamentais para uma gestao e funcionamento de uma farmacia comunitaria.

Assim sendo, o meu estagio foi constituido pelas seguintes etapas:

* Avaliagdo e Discussao de Casos Praticos onde me foram apresentadas diferentes
situagdes comuns onde o farmacéutico é capaz de acompanhar e aconselhar o(s)
interveniente(s) tanto com medidas nao farmacolodgicas como recorrendo a MNSRM
ou MNSRM de dispensa exclusiva em farmacia (MNSRM-EF).

* Enquadramento Legal e Nogoes Basicas de Contabilidade em Farmacia Comunitaria
mostraram-se bastante (teis na medida em que me permitiram ver a farmacia como
empresa, enquadrada numa estrutura legislativa com as suas particularidades.
Efetivamente, esta é uma area bastante importante na formagao de um farmacéutico e
que, a meu ver, deveria ser parte integrante da nossa formagao a nivel universitario.

=  Gestao de Encomendas e Armazenamento de Produtos, onde se rececionava, conferia
e criava encomendas sob a supervisao do farmacéutico responsavel. Somente apos a
validagao e atualizagao do prazo de validade, confirmagao dos precos de venda ao
publico (PVPs), confirmagao do valor total da encomenda e da verificagdo do nimero
de embalagens no sistema é que se procedia ao respetivo armazenamento dos
produtos rececionados, dando especial atengao aos medicamentos com condigoes
especiais de conservagao que, por forma a manter a sua qualidade e estabilidade, eram
logo rececionados e armazenados. Para além disso, procedia-se de imediato a
reclamagao e/ou devolugao quando se verificava alguma irregularidade como produtos
danificados, produtos faturados incorretamente, produtos faturados e nao enviados
como produtos nao faturados e enviados.

= Gestio Comercial e Contabilidade mostrou-se extremamente importante para a
geréncia de uma farmacia de qualidade. De facto, a gestao dos stocks maximos e
minimos dos diferentes produtos de acordo com a procura, assim como o controlo
dos respetivos prazos de validade, mostraram-se tarefas fundamentais permitindo
evitar perda de vendas por falta de produtos ou perda de produtos por rotura de stock.
Mostrou-se evidente a necessidade da farmacia de adaptar a escolha de produtos de
acordo com a estagao do ano e em fungao dos desejos da populagao. Para além disso,
a escolha de distribuidores e o estabelecimento de contactos na procura das condigoes
e descontos mais vantajosos para a farmacia, exige, efetivamente, uma busca incessante
pelas melhores oportunidades revelando-se, mais uma vez, como desafiantes as

diferentes apeténcias do farmacéutico comunitario.



Na Preparagio de Medicamentos tive a oportunidade de contactar e reconstituir
algumas preparagoes extemporaneas de antibioticos orais que sao comercializados sob
a forma de po liofilizado (devido a sua instabilidade em solugao) que, aquando da sua
administragao, necessitam de ser transformados numa suspensao com a simples adigao
de agua purificada. Tive ainda a oportunidade de assistir e auxiliar na preparagao de
um medicamento manipulado ainda que a sua procura tenha diminuido
consideravelmente nos ultimos anos resultado de uma industria farmacéutica cada vez
mais evoluida. Este tipo de medicagao justifica-se em casos especificos de
personalizagdo da terapéutica, de preenchimento de lacunas terapéuticas ou ainda
quando a forma farmacéutica nao é comercializada. Ainda que a FS nao possua muita
procura deste tipo de medicamentos por parte dos seus utentes, fui capaz de por em
pratica os conhecimentos adquiridos em Farmacia Galénica e Tecnologia Farmacéutica
na preparagao de uma pomada de vaselina salicilada a 6%, com propriedades
queratoliticas (uma vez que esta estava presente numa concentragao superior a 2%) e
30g de Diprosone® 0,5mg/g (dipropionato de betametasona) creme, um
corticosteroide tépico para alivio das manifestagoes inflamatérias e pruriginosas
associadas a dermatoses sensiveis a corticosteroides, cuja ficha de preparagao
encontra-se no Anexo I’. Este preparado trata-se de uma Férmula Magistral uma vez
que foi preparado segundo uma prescri¢gio médica para um doente em particular e,
portanto, recai no farmacéutico a responsabilidade da correta interpretagao da receita,
selecao de matérias-primas, manipulagdo com vista a garantir a qualidade do produto
final, acondicionamento, rotulagem e aconselhamento do doente no momento da sua
dispensa (posologia/modo de utilizagao, condicdes de conservagao e prazo de
validade)®.

Atendimento ao Publico, talvez a fungao mais desafiante de todo o estagio. Comegou
calmamente, com um cardter meramente observacional para que me fosse
ambientando a toda a dindmica e imprevisibilidade do ato de dispensa ao publico.
Posteriormente, comecei a realizar alguns atendimentos acompanhada, com o intuito
de me comecar a familiarizar tanto com o contacto direto com o utente assim como
com o funcionamento do Sifarma 2000° e de todas as suas funcionalidades. Nesta etapa
mais tardia do meu estagio, os meus erros foram reconhecidos e gradualmente
ultrapassados. Gradualmente fui ganhando alguma confianga e sendo capaz de integrar
os meus conhecimentos de Farmacologia, Indicagao Farmacéutica e Farmacia Clinica
num aconselhamento cada vez mais completo a cada dia que passava. Neste

enquadramento, com a interagao com o publico foi possivel desenvolver algumas
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competéncias como o espirito critico, a confianga, destreza informatica e adequagao
da linguagem cientifica de acordo com as diferentes situagoes com que me deparava.

Como irei referir adiante, o rendimento do meu estagio e a estruturagao do mesmo
ficou, no entanto, comprometida devido a interrupgao do mesmo durante o estado de
emergeéncia nacional derivado da pandemia pela COVID-19 durante grande parte dos

meses de marco e abril de 2020.

2.1.5. Dermofarmacia e Cosmética

As doencas de pele sao muito frequentes na populagao e motivo de procura de ajuda.
As farmacias em conjunto com os dermatologistas preocupam-se em fornecer produtos e
infformagao de qualidade a estes doentes. Algumas doengas sao autoresolutivas, outras
apresentam apenas um defeito estético e podem ser corrigidas por técnicas de
dermocosmética e outras ainda sao cronicas, como a psoriase, que apresentam um grande
impacto na qualidade de vida e, mesmo que n3ao tenham cura definitiva, o cuidado
dermatoldgico permanente permite aliviar sintomas e melhorar a qualidade de vida do
doente’. O papel do farmacéutico é aqui importante sendo capaz de intervir em todas estas
dimensoes dos cuidados de pele e seguir, em primeira mao, os efeitos destes produtos. Posto
isto, considero que estar numa farmacia com uma equipa entendedora e experiente neste
campo foi uma mais valia para o meu estdgio uma vez que os conhecimentos adquiridos ja que
o contacto com este tipo de produtos, matérias primas, marcas e gamas, durante a minha
formagao na universidade, foi bastante limitado. Ao longo do meu estégio foi evidente o quanto
a area da dermofarmacia e o aconselhamento farmacéutico nesta area é importante na

manutencao da sadde tanto fisica como psicologica do utente.

2.2. Prontos Fracos (Weaknesses)
2.2.1. Interrupgao do Estagio por Declaragao do Estado de Emergéncia

Em consequéncia da declaragao do estado de emergéncia nacional devido a COVID-
|9 no dia 18 de margo de 2020, vi-me na obrigagdo de suspender o meu estagio na FS por
tempo indeterminado. Com o desenvolver da situagao, apos aproximadamente dois meses e
meio de interrupgao, no dia 5 de maio reuniram-se as condigoes necessarias para a retoma
dos estagios em farmacia comunitaria pelos alunos da Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra (FFUC).

Aquando da minha interrupgao, a FS permaneceu aberta adaptando-se sempre as

exigéncias da comunidade, tendo atuado na linha da frente na assisténcia direta a populagao
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nas alturas mais criticas. Como consequéncia, no momento em que retomei o meu estagio na
FS foi evidente o cansago fisico e psicologico de todos os elementos da equipa. Assim, a parte
final da minha formagao viu-se um tanto comprometida, uma vez que o meu tempo no
atendimento ao publico foi bastante limitado, influenciando a minha confianga no
aconselhamento, agilidade no atendimento e destreza informatica. Ainda que, apds a retoma,
tenha tido a oportunidade de fazer alguns atendimentos, a suspensao do estagio veio, de certo

modo, restringir a minha experiéncia em farmacia comunitaria.

2.3. Oportunidades (Opportunities)
2.3.1. Formacodes Internas

Uma vez que a formagao técnico-cientifica € uma constante na pratica da atividade
farmacéutica, a FS deu-me a oportunidade de participar em diversas formagoes internas
cedidas por delegados de informagio médica pertencentes as diferentes industrias
farmacéuticas e laboratérios, por forma a apreender novos conhecimentos e consolidar
outros ja adquiridos. Na sua generalidade eram de curta duragao, durante o periodo de
funcionamento da farmacia e consistiam, essencialmente, na apresentagao de produtos
(MNSRM, dermofarmacia ou medicamentos veterinarios), das respetivas indicagoes
terapéuticas, vantagens, e estratégias de venda. Neste ambito, tive a oportunidade de
experienciar cerca de 4 formagdes internas, desde a area da dermocosmética a dos
medicamentos veterinarios, o que me permitiu adquirir conhecimentos essenciais para o

aconselhamento e atendimento ao publico.

2.3.2. Acompanhamento Farmacoterapéutico

Por regra, a FS tem afluéncia de um elevado nimero de utentes fidelizados,
maioritariamente residentes, de todas as idades, incluindo estudantes e trabalhadores das
redondezas. Desta forma, o farmacéutico consegue ter um papel ativo no seguimento
farmacoterapéutico sendo, para tal, bastante util a ferramenta “Historico” presente na ficha
de utente do Sifarma 2000® que me possibilitou consultar a medicagio habitual de cada utente

em particular, garantindo um aconselhamento otimizado, fidedigno e informado.

2.3.3. Dispensa de Medicamentos Hospitalares

Perante o contexto da pandemia por COVID-19, por forma a diminuir a afluéncia de
doentes do ambulatério hospitalar aos hospitais centrais (locais mais propicios de contagio),

foi criado um circuito secundario de entrega e dispensa de medicamentos hospitalares nas
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farmacias comunitarias. Posto isto, no passado dia 7 de abril de 2020, o Ministério da Saude
publicou o Despacho n°® 4270-C/2020'° que veio autorizar o fornecimento de medicamentos
dispensados pelos servigos farmacéuticos hospitalares aos doentes em regime de ambulatoério,
a pedido do utente, através das farmacias comunitarias e da entrega ao domicilio. Na sequéncia
deste despacho, no mesmo dia, o INFARMED emitiu a Circular Normativa n°
005/CD/550.20.001 com “orientagoes sobre acesso de proximidade a medicamentos
dispensados em regime ambulatorio de farmacia hospitalar no atual contexto de pandemia por
covid-19""". Esta medida de “carater excecional e temporario” vigorou somente durante o
estado de emergéncia. Durante este periodo foi também permitida a dispensa de quantidades
adicionais de medicamentos, tornando mais flexiveis algumas obrigagoes dos servigos
farmacéuticos hospitalares'>. Neste contexto, foi-me possivel contactar com novos

medicamentos e guias terapéuticos aos quais, sem esta medida, nao teria tido acesso.

2.3.4. Venda de Medicamentos de Uso Veterinario

A partir de 2007, com o programa piloto de venda de medicamentos de uso veterinario
nas farmdcias, tornou-se possivel a venda de produtos veterinarios aproveitando a extensa
rede de farmacias por forma a alargar a oferta destes produtos a generalidade do territorio
nacional, movida pela conviccao de que as farmacias estdo nas melhores condigoes para
regularizar a distribuicio e comercializagado dos medicamentos e produtos veterinarios,
prestando um servico seguro e de qualidade. E notério que a venda destes produtos nas
farmacias veio trazer a possibilidade de promover uma utilizagao correta e racional deste tipo
de medicamentos, uma vez de venda livre, alicergcada com a abertura de um nicho de mercado,
levando ao aumento de lucros para a farmacia. Neste sentido, por forma a garantir um
aconselhamento correto sobre a forma como estes medicamentos devem ser administrados
sem riscos quer para os animais como para os proprios utentes, a formagao constante destes

profissionais de saude junto de clinicos e delegados de informagao médica é imperativa.

2.4. Ameagas (Threats)
2.4.1. Medicamentos Esgotados e Alteragoes de Pregos dos MSRM

Estive perante situagoes em que me deparei com o descontentamento e frustragao dos
utentes perante a impossibilidade de lhes serem dispensados os medicamentos prescritos e ja
de toma habitual ou mesmo de medicamentos sem alternativa terapéutica, pelo facto de estes
se encontrarem indisponiveis nos armazenistas e sem previsao de chegada a farmacia. A maior

parte das vezes, ndao € a imagem do laboratério que produz o medicamento, nem do
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distribuidor, que fica denegrida, mas sim a do farmacéutico e da farmacia que nao consegue
disponibilizar o medicamento em causa.

Realco o exemplo do Victan® - embalagem de 20 e 60 comprimidos revestidos
contendo Loflazepato de Etilo como principio ativo - indicado para perturbagoes da ansiedade
e sintomas ansiosos. Apesar de nao ser considerado um medicamento de uso cronico, a falta
no stock das farmacias a nivel nacional originou uma grande exaltagao e preocupagao tanto nos
doentes como de toda a equipa técnica. De facto, no dia 21/07/2020, o INFARMED emitiu
uma circular informativa' relativa a rutura do fornecimento deste medicamento as farmacias
pela incapacidade temporaria da empresa Sanofi Produtos Farmacéuticos Lda. (detentora da
Unica autorizagao de introdugao do mercado deste farmaco) de abastecer o mercado.

Durante o meu estagio também surgiram algumas situagoes relacionadas com as
constantes alteragoes dos pregos dos MSRM, especialmente quando essa alteragao se traduzia
no seu aumento. Na generalidade destas situagoes, a interagao utente-farmaceutico ficava
comprometida uma vez que os utentes se sentiam indignados, culpando a farmacia por esse
aumento. Nestas circunstancias, tentamos ao maximo explicar e esclarecer o doente de que
o preco dos medicamentos é estabelecido pelo laboratorio/industria farmacéutica que o
produz, nao estando dependente da politica de vendas da FS. Por outro lado, a alteragao de
precos dos medicamentos também se mostrou um obstaculo no momento de regularizagao
de vendas de medicamentos uma vez que, utilizando uma receita médica em formato
eletronico, se tornava impossivel a regularizagao da venda caso estes sofressem uma alteragao
do seu PVP entre o momento da chamada da venda suspensa (dispensa do medicamento) e a

respetiva regularizagao.

2.4.2. Venda de MNSRM fora das Farmacias

Perante o Decreto-Lei n° 134/2005 de |16 de Agosto, foi legalizada a venda de MNSRM
fora das farmacias, uma vez que foram reconhecidos, pelo governo, beneficios dados aos
consumidores quer em termos de acessibilidade, uma vez que aumentariam o niimero de
postos de venda, como em termos de prego'. E bastante visivel a crescente dominancia destes
estabelecimentos, essencialmente nas grandes superficies, ameagando a profissao farmacéutica
nao s6 por motivos economicos, mas também pela banalizagao do estatuto do medicamento.
Para além do forte impacto na viabilidade econémica da farmacia, uma vez que as grandes
superficies efetuam grandes volumes de vendas permitindo-lhes a pratica de PVPs inferiores,
verifica-se ainda um apelo desmedido e imprudente a automedicagdo, muitas vezes

irresponsavel, sem que seja efetuado o devido aconselhamento e acompanhamento
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farmacoterapéutico ao utente para que o medicamento seja tomado com a maior pertinéncia
e seguranga. Tudo isto se deve ao simples facto da rentabilidade destes postos de venda de
MNSRM fora das farmacias ser medida meramente pelo volume de vendas e nao pelo

viabilidade terapéutica e qualidade do aconselhamento.

2.4.3. Solicitagao Abusiva de MSRM

Durante todo o meu estagio foi evidente uma solicitagdo exagerada de MSRM sem
apresentagcao da respetiva prescricao médica, colocando o farmacéutico numa posicao
complicada perante o utente. As justificagoes eram varias, desde o facto do(s) medicamento(s)
em causa nao serem comparticipados pelo estado até o valor da consulta médica necessaria
para a renovagao da medicagao ser superior ao valor da comparticipagao nao se justificando,
portanto, a deslocagao até ao centro de saude ou centro hospitalar para a obten¢ao da mesma.
Adicionalmente, por causa do Sars-CoV-2, os portugueses deixaram de recorrer aos
estabelecimentos de salde por receio de contacto e contragao da doenga, o que também veio
contribuir para a exacerbagao desta problematica. Esta forma de pensar é assustadoramente
generalizada na populagdo mais velha tornando-se uma ameaga direta a responsabilidade do
farmacéutico como profissional de saiide que sempre procura zelar pela seguranga e saide da
sua comunidade. Este comportamento nao sé promove uma desvalorizagao do medicamento,
mas também fomenta a ideia errada de que a prescrigao médica existe simplesmente por forma
a diminuir os custos em saude.

Desta forma, considero importante a sensibilizagado da populagao no sentido de
fomentar respeito pela prescricao médica e realgar a sua importancia na manutengao de uma

terapéutica segura, acompanhada e rentavel.

2.4.4. Estatuto do Medicamento Genérico

Segundo o estipulado pelo Decreto-Lei n° 176/2006 de 30 de agosto, um medicamento
genérico tem “a mesma composicao qualitativa e quantitativa em substancias ativas, a mesma
forma farmacéutica, dosagem e a indicagao terapéutica que o medicamento original, de marca,
que serviu de referéncia”". Estes medicamentos, apesar de demonstrarem bioequivaléncia
através de estudos de biodisponibilidade, traduzida na mesma eficacia e seguranca que os
medicamentos de marca correspondentes, muitos sao os utentes reticentes quanto a sua
dispensa. Trata-se de um tema bastante importante e delicado que exige uma atengao
redobrada pela comunidade farmacéutica no sentido de informar e desmistificar falsos receios

de forma a evitar que os utentes nao iniciem ou continuem o tratamento por indisponibilidade
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do medicamento de marca havendo a opgao de uma marca genérica igualmente eficaz e

confiavel, muitas vezes economicamente mais acessivel.

2.4.5. Pandemia COVID-19

Em consequéncia do surto pandémico pela Covid-19 e posterior declaragao de estado
de emergéncia nacional'®, o meu estégio foi interrompido no dia 13 de margo.

Desde o inicio do més de fevereiro de 2020 as farmacias viveram numa constante
azafama. A declaragao dos primeiros casos em Portugal veio trazer um ambiente de incerteza,
receio e desconfianga no outro e no futuro entre a populagao. Durante este més intenso ainda
me encontrava em estagio na FS. Na semana anterior a data de declaragao do Estado de
Emergéncia Nacional, houve uma solicitagao desmedida de mascaras de protegao e alcool gel,
deixando o stock comprometido. Nesta fase, houve, também, um grande afluxo de pessoas a
farmacia a solicitar, principalmente, MNSRM para sintomatologia de gripe e constipagao, assim
como, suplementos alimentares com indicagao de refor¢o imunitario essencialmente a base
de vitamina C, D, zinco e selénio. Em contrapartida, verifiquei utentes indiferentes e
despreocupados com a situagao, nao seguindo as regras de higiene e etiqueta respiratoria,
nem respeitando as recomendagoes de distanciamento e isolamento social.

O abastecimento de medicamentos a farmacia também foi um problema grave que
tomou de surpresa a FS, uma vez que, em muitas encomendas estavam associadas faltas de
produtos, medicamentos esgotados e erros de faturagao, para além da diminuigao repentina
do nimero de entregas didrias por parte de alguns fornecedores. Como seria espectavel, esta
situagao criou uma enorme preocupagao e inquietagio em toda a equipa levando a uma
alteragao repentina e inevitavel de toda a dinamica de gestao e trabalho na FS.

Gostaria de ressalvar que, desde o inicio, as farmacias tiveram um papel trivial na gestao
do clima de inseguranga, ansiedade e preocupagao da populagao perante esta doenga infeciosa
que tomou de surpresa todo o mundo. De um ponto de vista pessoal, encaro, o surto
pandémico pela Covid-19, como uma ameaga para o meu estagio curricular uma vez que veio
afetar todo o seu desenvolvimento numa fase importante em que ja me encontrava a aplicar
muitos dos conhecimentos adquiridos durante os primeiros meses de estagio. Nao obstante,
estou consciente que a decisao foi tomada mediante a existéncia de riscos e ameagas a

seguranca e saude da populagao.
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3. Conclusao

Dado por terminado o meu estagio curricular na FS, reconhego que estes seis meses
resultaram na preparagao para um servigo de exceléncia em conjunto com uma aprendizagem
profunda sobre o papel do farmacéutico como profissional de saiide multivalente, que me
permitiram encarar o meu futuro profissional com otimismo e confianga. Considero que todas
as dificuldades, receios e incertezas ao longo do meu percurso me ajudaram a crescer como
profissional de saide competente e responsavel.

Sem duvida que o aumento das fungoes e dos servigos disponibilizados pelas farmacias
a sociedade sao exemplos da mudanga de atitude dos farmacéuticos e da propria sociedade
perante estes profissionais de salide indispensaveis a manuten¢ao da saide comunitaria.

Posto isto, considero um farmacéutico competente aquele que sera um eterno
estudante, um profissional de salde preocupado, capaz de ouvir e satisfazer, com o maior
rigor cientifico e plenitude, as necessidades do utente e da comunidade. Sem duvida que o
estagio curricular em Farmacia Comunitaria prepara os alunos do MICF para o futuro
exercicio da profissao farmacéutica neste setor e, como tal, agradego a equipa da FS por todo
o apoio, paciéncia e conhecimento valioso que me transmitiram, assim como a FFUC por esta
oportunidade, defendendo a continuagao da sua inclusao na formagao dos alunos nos anos

vindouros.
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5. Anexo — Ficha de Preparagao do Medicamento Manipulado

Receita Médica N°

REPUBLICA
= 46 $NS _
v = - <A -
MM
i . _
Tolfore: RC

Ertidacks reaporsdeel SNS

N*. de BerwSicidrio

Especiatidade

Tekdore

Ry DCI/ Nome. dosagem forma ) = ¢ N° Exnso Mentitcacko _f_*nca
J FSA, vaselina saliclada 6%, betametasona 0.5 mg-creme 30 Uma
g Manipulado

Posologla: aplicar

et e

=T

2557000 Lo Scunces Comeusng SA

Valioade. 30 dus

Data:  2020-05-29
faaninadons o MiIco prascaton)

‘ lL :\-m!«u-‘bumo«w‘]

\ i 30 Bewsd SR 30N TT3 (hortrs
120 080

- — .

T I R T W ——

| OvaPpenis DG JOGAQ, oweimenie DG JOALIO




FARMACIASILG b
ci2 {aabel Belchior Unigessua: L. .
HIF 513 334 863

do Drauil, 518, 3030-775 COIMBR cha de Preparaciio |
5l 238 M5 690 Far 239406 l Sk de
(Cartsbo Ja Farmicia)

Medlmmenw:.igxam&_f_\mxAmmke;Mo o Y.
Teor em substéncia(s) activa(s): 100 g (ml ou unidades) contém _Gf_ls_ma_g (ml) dem:_tm

Forma farmacéutica: __Sexad =_so@id o Data de preparagio: /6 /G /2020

Nimero do lae:_ﬁ’_w_)_. Quantidade a preparar: _.\9_0_§_
o ubriade | Rabrica e

Matérias-primas Loten® | Origem |Farmacopels Quanddeds | Quantidade | "oy 00 oger

(nminn calculada pesada cdata  data
e [N ubdun FR | 6 | 65 | 6o | AV
Dijoosens® [s022300(NsD | — | 304 | 205 | 30 | 49

m woao0ss| Muide |FP. fabpf | 6L | bug CW/

- 1

Preparagdo . Rubrica 4o Opesador
L Wemhax o Noee ds eshalidoee ecom dlecal o ¥oo. V
2. Pasox an anetdxion- Pioman ﬁ
3. Jmesoxoss, fot ophoTillog, o de- saliglico ma vosalime. | (K

4.}.\@”‘\,9“»«, ot &b\\m@, 0 Dipxosome m}xkxoaoo;gzw @/
5. E5heludox L2 e 30 e fomadon eoom aofelo v

6. Aeo.“dieiomx e, )uh“w..n’ m-tl. OA;quo.A.o M

K=l

FGOP 2001 - 1* Adenda (2005)



8 -

7. anhox o Noga. du arjaluloess + 0 xeadonly amalisead 459’

9.

10.

1.

12,

13.

14,

15.

16.

Aparelhagem usada:

Bollomgen Moo, du wpelilaess , 1 palulle,, uidxo da xddgro

Embalagem

Tipo de embalagem:___ Um N colax

Capacidade do recipiente:__ 100 {140 o)

3 Material de embalagem N’ do lote Origem
| Pxohilimo | SAARAAAMASIG Galka
Operador: ﬁ
o i Daa
Ml

s

FOP 2001 - [* Adenda (2005)

26



.
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ABSTRACT

mRNA-based structures have biologically various functions ranging from the regulation of gene
expression to the ability to trigger pro-inflammatory effects. These functions make it a versatile
tool that may be applied in various scientific fields. In recent years, these molecules have arisen
a special interest in the scientific community due to their potential in the development of
innovative therapies in vivo, in particular in immunotherapy. Regarding solid tumours, their
therapeutic application is extremely interesting once they make immunomodulation possible
directly in the unregulated tumour microenvironment.

This work explores the particular characteristics of MRNA molecules and the different factors
that can influence their effectiveness, especially in oncology. To that end, it is not only
necessary to guarantee its safety as well as quality during its manufacturing process, but also
is imperative to promote an effective delivery to the action site. The chosen delivery system
must be able to overcome all biological barriers, avoid its extra and intracellular degradation
and hence bring the therapeutic agent to the target in therapeutically relevant concentrations.
In fact, efficient delivery remains a technical barrier to the application of mMRNA molecules in
vivo, only being somewhat overtaken by some non-viral drug delivery vehicles such as lipid

nanoparticles, charge-altering releasable transporters and other few systems.

Keywords: mRNA, Immunotherapy, Inmunomodulation, Tumours, Delivery Systems.
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RESUMO

As estruturas bioquimicas a base de RNA mensageiro desempenham diferentes fungdes no
nosso organismo, desde a regulagao da expressao genética a capacidade de desencadearem
efeitos pro-inflamatorios. Sao, portanto, uma ferramenta util, inovadora e versatil com uma
vasta aplicagao. Recentemente, a ciéncia reconheceu nestas moléculas um enorme interesse,
devido ao potencial que apresentam no desenvolvimento de terapéuticas inovadoras in vivo,
em particular na imunoterapia. Relativamente aos tumores solidos, a aplicagao destas
moléculas na terapéutica é especialmente interessante uma vez que estas permitem induzir
uma agao imunomoduladora diretamente no microambiente tumoral desregulado.

As caracteristicas particulares destas moléculas e os fatores que influenciam a sua eficacia,
serao discutidas neste trabalho, incidindo especialmente na area da oncologia. Por forma a
garantir tratamentos eficazes, nao s6 é fundamental garantir a seguranga e qualidade destas
moléculas durante o processo de fabrico, mas também tornar possivel a sua entrega no local
de agao. O veiculo de entrega escolhido devera ser capaz de transpor barreiras biologicas,
evitar a sua degradagao tanto extra como intracelular para assegurar que o agente terapéutico
atinge o local de agao em concentragoes terapeuticamente relevantes. De facto, a entrega
eficiente desta molécula in vivo deve ser estrategicamente melhorada, embora se tenham
reconhecido vantagens, quando se recorre a veiculos de entrega de firmacos nao virais como

as nanoparticulas lipidicas, charge-altering releasable transporters, entre outros.

Palavras-chave: mRNA, Imunoterapia, Inunomodulagao, Tumores, Veiculo de Entrega.
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Lista de Abreviaturas

AAT — Antigénios Associados a Tumores

AET - Antigénios Especificos de Tumores

AT — Antigénios Tumorais

BsAbs — Anticorpos Biespecificos

CCR - Carcinoma das Células Renais

CPI — Immune Check-point Inhibitors

HLA — Human Leukocyte Antigen — Antigénio Leucocitario Humano
i.d. — Intradérmica

i.m. — Intramuscular

i.nod. — Intranodal

IT — Intratumoral

i.v. — Intravenosa

mADb — Monoclonal Antibody — Anticorpo Monoclonal

MHC — Moléculas do Complexo Major de Histocompatibilidade
NK — Natural Killer Cells — Linfocitos T Citotoxicos

NPL — Nanoparticulas Lipidicas

PD-1 — Programmed Cell Death Protein |

PD-LI — ligando da Programmed Cell Death Protein |

PEG — Poli(etilenoglicol)

s.c. — Subcutaneo

TIV — Transcrito in vitro

VAN - Vacinas de Acidos Nucleicos

VE — Vesicula Extracelular

3’UTR — 3’ Untranslated Region — Regiao Nao-Codificante 3’
5’UTR — 5’ Untranslated region — Regiao Nao-Codificante 5’
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|. Introducao

Apesar da terapia génica ja ser utilizada ha mais de 30 anos, s6 recentemente se
comegaram a utilizar acidos nucleicos na terapéutica em humanos. Anticorpos, proteinas e
células podem ser considerados os agentes terapéuticos de eleigido na imunoterapia no
tratamento do cancro. Sao, de facto, inquestionaveis todas as vantagens que estes trazem a
pratica clinica, no entanto, a imunoterapia possui ainda uma grande margem para melhoria. A
auséncia de resposta, avangos limitados no tratamento e tolerancia especifica a farmacos, sao
alguns dos problemas com que nos deparamos frequentemente neste campo.

Do ponto de vista historico, as moléculas de RNA nunca foram utilizadas como
primeira linha na imunoterapia, provavelmente pelo facto de outras abordagens terapéuticas
como os anticorpos monoclonais (mAb), proteinas recombinantes assim com as terapias
celulares e as terapias génicas ex vivo, terem sido melhor estudadas, documentadas e aplicadas
mais prontamente na clinica. Para além disso, a terapia génica com base em plasmideos DNA
ofuscou facilmente as estratégias a base de RNA por estas ultimas apresentarem um conjunto
de limitagOes técnicas relativamente a sua estabilidade, indugao de efeitos imunes inatos
indesejados — imunogenicidade — e problemas na chegada ao local de agao — entrega. Mais
tarde, no final do ano 2000, importantes avangos na area da tecnologia farmacéutica ajudaram
a ultrapassar algumas das limitagoes na entrega de farmacos. Assim, com o aparecimento dos
lipossomas e das nanoparticulas foi possivel facilitar a penetragao das moléculas de RNA na
membrana celular e melhorar a sua resisténcia a degradagao pelas RNases, com o objetivo de
melhorar a sua estabilidade em circulagao. De facto, ao contrario dos plasmideos de DNA, ao
utilizar moléculas de mRNA nao existe qualquer risco de mutagoes nem da sua integragao no
genoma da célula uma vez que sio moléculas de expressdo transitoria'. Esta caracteristica
pode ser considerada vantajosa em muitos cotextos terapéuticos em relagao a expressao
permanente de proteinas. Para além disso, o mRNA consegue atingir células que nao estejam
em divisdo por nao necessitar de chegar ao seu nucleo para ser transcrito, como acontece
com os plasmideos. Assim, do ponto de vista teorico, a imunoterapia a base de RNA é muito
atrativa visto que nao acarreta um conjunto de limitages inerentes as proteinas
recombinantes e aos plasmideos de DNA (Tabela 1).

E igualmente importante referir que o MRNA pode ser utilizado quer para aumentar a
expressao de proteinas e péptidos no meio intracelular como na indugao da geragao de células
estaminais pluripotentes”. Adicionalmente, estas moléculas tém sido utilizadas para codificar
ZNF (Zinc Finger Nucleases), TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nucleases) ou mesmo

CRISPR-Cas9 (Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats e nuclease Cas9), que,
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apos a sua administragdo, poderdo ser utilizados para edigio genética local’. No que diz

respeito as tecnologias que permitem a edigao genética do proprio genoma, estas devem ser

discutidas separadamente uma vez que apresentam diferengas significativas.

Tabela I: Comparagao entre duas VAN: vacinas de DNA e vacinas de mRNA

Vacinas de mRNA Vacinas de DNA Refs.
Moléculas grandes e hidrofilicas, carregadas , ,
. g ’ § Moléculas hidrofilicas, neutras, de
negativamente, que podem apresentar estrutura . , 150
L . estrutura bem definida e estavel.
secundaria e tercidria.
Vias de administragio mais favoraveis: i.d., i.nod. Via de administracao mais favoravel: i.m. | 31, 33, 34
.. . Possuem tanto sequéncias eucariotas
Incluem somente sequéncias eucariotas. .
como procariotas. |
. L . . Maior probabilidade de contaminagao
Menor risco de contaminagao por microrganismos. ; . i
bacteriana e por outros microrganismos.
Nao necessitam de NLS (o mRNA é transcrito no . . i .
. - ) i A inclusdao de NLS é essencial uma vez
citoplasma, nao necessita de entrar no nicleo da i | I51
, que atuam no nucleo das células.
célula).
. L . Processo de produgao mais complexo,
Processo de produgao mais simples, rapido e barato. L .
moroso e mais dispendioso.
Produgao nao esta dependente de células (obtidas Produgao dependente de células (inclui L 152
por transcrigao in vitro usando moléculas lineares de | fermentacdo bacteriana para a '
DNA ou bibliotecas de cDNA e sua posterior amplificagao do plasmideo, isolamento e
purificagao). posterior purificagao).
. L. . Tempo de semivida plasmatico mais
Tempo de semivida plasmatico mais curto.
longo.
Melhor estabilidade global - melhor
Menor estabilidade (alteragoes na sua estrutura e estabilidade ao calor o que permite uma 43
respetivo veiculo de entrega permitem aumentar a melhor diferenciagio e transporte
sua estabilidade). subcelular (necessita sempre de um
veiculo de entrega).
Ambas induzem uma resposta pro-inflamatoéria e a produgao de interleucinas, citocinas,
quimiocinas como o IFN-I. 54
Induzem mais facilmente uma resposta imune contra | Induzem uma resposta imune contra o
o proprio vetor. proprio vetor mais raramente.
Ambas necessitam de sofrer otimizagao dos seus coddes.
151

E extremamente relevante a inclusao de nucleétidos
modificados na sua estrutura.

O design do promotor é muito
importante.

Menor risco de mutagénese (expressao no estado
episomal ou expressao temporaria).

Maior risco de integragao do material
genético no genoma da célula
aumentando, assim, o risco de
mutagénese.

Natureza pro-inflamatoéria mais pronunciada -
propriedade intrinseca self-adjuvant vantajosa.
Maior probabilidade de desencadear inflamagao
sistémica e/ou respostas autoimunes.

Pouca natureza pro-inflamatéria — nao
induz imunidade anti-vetor.

Menor probabilidade de desencadear
uma resposta autoimune.

cDNA, DNA complementar; i.d., intradérmica; i.m., intramuscular; i.nod., intranodal; NLS, Nuclear Localization

Signal — Sequéncia Sinal de Localizagao Nuclear.
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Posto isto, apesar do sucesso da imunoterapia, as estratégias ja aplicadas na clinica
ainda apresentam algumas falhas relevantes fazendo sentido o desenvolvimento de uma
plataforma de agentes terapéuticos a base de moléculas e derivados de RNA que, dado o seu
potencial terapéutico, deverio ser considerados complementares ou alternativos as
abordagens ja existentes. O crescente interesse nestas moléculas fez com que, nos ultimos
anos, inumeras industrias farmacéuticas se debrugassem no estudo da aplicagio do mRNA na
produgao de anticorpos in situ, isto €, na otimizagao das moléculas de mRNA com o objetivo
de, apos a sua administragao, serem capazes de induzir a produgio de anticorpos sem
provocar uma resposta imune no doente, contrastando com varias estratégias de imunoterapia
e tratamentos biologicos disponiveis. Em suma, estes anticorpos nao sé tém potencial para
nos protegerem contra virus e toxinas, mas também podem ser utilizados e otimizados para
outras indicagoes terapéuticas incluindo no cancro, doengas cardiovasculares e doengas
autoimunes.

Ao longo deste trabalho basear-me-ei, essencialmente, nas novas aplicagoes
terapéuticas que utilizam o RNA mensageiro como agente terapéutico na area do cancro,
avangos tecnoldgicos na area, evidéncias pré-clinicas e clinicas, limitagoes e perspetivas futuras

desta tecnologia emergente.

2. Estrutura Bioldgica do RNA

As moléculas de RNA sido estruturas bastante diversas, apresentando as mais variadas
fungoes e estruturas bioquimicas. As suas fungoes estruturais, enzimaticas e de codificagao e
regulagio genéticas sio, efetivamente, caracteristicas chave para a vida**. E possivel distinguir
diferentes tipos de RNA de acordo com a sua fungao: o mRNA codifica toda a informagao
necessaria para a sintese proteica; os RNAs estruturais (como o rRNA e o tRNA) tém
atividade enzimatica especifica ou de ligando; o RNA de interferéncia (RNAI) é capaz de
modula a tradugao do mRNA endégeno; e o RNA nao codificante de cadeia longa (IncRNA),
nio codifica proteinas e normalmente tem fungdes suporte — scaffolding functions®. Existe
também o RNA viral que constitui o genoma de um importante conjunto de genes.

Neste trabalho darei especial importancia as moléculas de mRNA. Estas moléculas sao
unidades intermedidrias que transportam informagao genética derivada do DNA (genes).
Existem trés fases principais através das quais a célula obtém proteinas funcionais a partir das
moléculas de DNA — transcrigao, processamento e tradugao. A transcrigao divide-se, por sua
vez, em iniciagdo, elongacao e terminagao. Na iniciacao, sequéncias especificas na regiao

promotora sao reconhecidas pelo complexo de transcricio do qual faz parte a RNA

37



polimerase Il em associagao com os fatores gerais de transcri¢cao, formando o complexo de
pre-iniciagdo (PIC)’. Na elongagio, ocorre a remogao do complexo de iniciagio, verifica-se a
entrada dos fatores de elongacio e a RNA polimerase Il comega, a partir da sequéncia
promotora do gene, a etapa de elongagio propriamente dita. A medida que esta avanga,
desdobra a cadeia de dupla hélice de DNA na direcao 5-3’, copiando a sequéncia
complementar da cadeia correspondente de DNA®’. Nos eucariotas, cada uma das RNA
polimerases tem mecanismos de terminagao distintos. A terminagao é controlada pelo
complexo do fator especifico de clivagem e poliadenilagao (CPSF), localizado a montante - na
extremidade 5 — do exonucledtido conservado, conhecido por sinal de poliadenilagao
(AAUAAA)'. O transcrito nascente de mRNA conhecido por pré-mRNA vai entio sofrer
maturagao de forma a ser posteriormente traduzido em proteinas. Esta etapa esta dividida em
trés fases: Capping (formagao 5’cap), processamento (splicing) e poliadenilagao. O Capping
ocorre ao longo da transcrigao, antes da RNA polimerase Il se destacar, e é mediada por trés
enzimas — mMRNA trifosfatase, mRNA guanililtransferase e guanina-N7 metiltransferase. O
facto da extremidade 5° do mRNA se encontrar trifosfatada, permite que a polimerase se
desligue do complexo e avance ao longo do gene. Esta fosforilagio da cauda CTD (carboxi-
terminal domain) também atrai a enzima guanililtransferase. Apos sofrer capping, o mRNA passa
a ter uma guanosina N7-metilada ligada na extremidade 5°. Esta modificagao é essencial para
a viabilidade das moléculas de mRNA uma vez que as protege da degradagao por exonucleases,
sinaliza-as para subsequentes modificagdes (processamento e poliadenilagao) e permite o seu
transporte para o citosol (onde se levara a cabo a tradugao). Para além disso, ja no citosol,
permite controlar o inicio da sua transcrigio pelo ribossoma''. Apds a sua transcrigdo, o
mRNA sofre um processo complexo através do qual fragmentos de RNA — introes — sao
removidos levando a formagao do RNA maduro derivado da uniao de diferentes exdes que
poderao posteriormente ser traduzidos numa proteina. Este processo é conhecido por
processamento ou splicing. Por outro lado, o uso alternativo de exdes nao contiguos — spicing
alternativo — permite a geracao de diferentes transcritos, que codificam diferentes isoformas
de proteinas, a partir do mesmo gene'*". O final da transcri¢do é marcado, por sua vez, pela
poliadenilagao. Nesta etapa, o mRNA ¢ clivado na extremidade 3’ seguido da adicao de uma
cauda poliadenosina (poli(A)) pela poli(A) polimerase'®.

Conhecem-se mais de 100 tipos de modificagoes quimicas levadas a cabo dentro das
células e que afetam diretamente a estabilidade e distribuicao das moléculas de RNA. O
conjunto dessas modificages denomina-se epitranscriptoma. Das modificagdes mais comuns
no mRNA temos a adi¢io de bases modificadas como a N®-metiladenosina (m®A) — que

permite aumentar o turnover de mRNA'* — e a pseudouridina (W) — que afeta a estrutura das
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moléculas de mRNA e aumenta a sua estabilidade”. Dado o seu papel fundamental na
determinagao da expressao das moléculas de mRNA, nao surpreende que modificagoes nestas
bases tenham um profundo impacto na diferenciagao celular, no seu crescimento normal e no
aparecimento de doengas. Recentemente, tem-se verificado que algumas destas modificagoes
estao efetivamente relacionadas com o cancro, uma vez que promovem a proliferagao das
células cancerigenas e o desenvolvimento de resisténcias a radioterapia'®".

Finalmente, para ocorrer a tradugao do mRNA formado, este necessita de migrar para
o citoplasma onde se encontram os ribossomas. Ai, os ribossomas ligam-se as moléculas de
mRNA na se¢dao 5’UTR (regiao nao-codificante) procurando um codio de iniciagao que,
frequentemente, se encontra na proximidade de uma sequéncia Kozak. O tamanho da regiao

5’'UTR e a presenca de elementos cis, conhecidos por reguladores, controlam e determinam

a eficacia da leitura do mRNA pelos ribossomas e, por sua vez, a taxa da tradugio'®.

3. Entrega in vivo de mRNA

Inicialmente, mRNA foi utilizado in vivo sem veiculo de entrega — mRNA livre nao
otimizado — o que desencadeou uma forte resposta imune alicergada a uma taxa de efeitos
secundarios muito reduzida'®. Por este motivo, demonstrou, desde logo, a possibilidade da sua
utilizagao na vacinagao. Apesar de uma grande quantidade de mRNA se manter na corrente
sanguinea ou ser degradado pelas células nos lisossomas, alguma quantidade tem a capacidade
de chegar ao citosol da célula e, por conseguinte, sofrer tradugio. E importante referir que
foram obtidos resultados positivos principalmente apés administragao subcutinea (s.c.) ou
intramuscular (i.m.) de mRNA nao otimizado, enquanto que a administragao deste mRNA por
via intravenosa (i.v.) induz uma forte resposta imune contra estas moléculas e leva a uma
degradagao rapida das mesmas por ribonucleases presentes na corrente sanguinea. Esta
abordagem tem vindo a ser largamente estudada e utilizada no desenvolvimento de novas
vacinas profilaticas. De momento, estao a decorrer numerosos ensaios clinicos nesta area
entre os quais uma vacina contra o virus zica®’, uma para a Raiva’ e outra para o
citomegalovirus (CMV)*. Mais recentemente, sio varias as companhias que estio a utilizar
vacinas a base de mRNA contra o novo coronavirus SARS-CoV-2. As que tém mostrado
resultados mais promissores sao: uma vacina de mRNA (mRNA-1273), desenvolvida pela
industria Moderna TX, Inc. em colaboragao com o US National Institute of Allergy and Infectious

332 e uma vacina, também a base

Diseases, e que esta prestes a iniciar ensaios clinicos de fase
de mRNA, que codifica para o receptor-bindig domain deste coronavirus, desenvolvida pela

empresa BioNTech em parceria com a Pfiser”. De facto, é evidente que as vacinas de mRNA
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tém uma capacidade para competirem com as vacinas convencionais de virus atenuados
permitindo obter, por vezes, uma agao superior as ultimas relativamente ao nimero de
anticorpos viaveis em circulagio e a estimulagio das células imunitarias®. Contudo, a
administragao direta de mRNA nao otimizado apresenta uma eficacia limitada uma vez que
nao promove a expressao significativa da(s) proteina(s) de interesse codificada(s) por esse
nucleotido, sendo, por isso, a utilizagito de MRNA nao otimizado somente relevante para o
desenvolvimento de vacinas profilaticas.

Para além disso, a escolha dos acidos nucleicos sintéticos a serem utilizados na pratica
clinica é extremamente importante por forma a obter uma agao terapéutica de qualidade.
Estes sao selecionados quer através da selecio de modificagoes que permitem criar
resisténcias as nucleases, sem afetar a sua fungao, quer pela sua eficiéncia na entrega no local
de agao especifico, sendo este um tecido ou mesmo diretamente no interior de células. O
método utilizado para a entrega dos acidos nucleicos € um processo complexo uma vez que
estes tém de ter a capacidade de ultrapassar varias barreiras biologicas até atingirem o citosol

das células do tecido alvo (Figura I).
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Figura |: Barreiras biolégicas que as moléculas de mRNA tém que transpor para chegar ao local
de agdo, ap6s administragdo sistémica. Depois da sua administragao, as moléculas de mRNA deparam-se
com diversos desafios fisiologicos que terao de ultrapassar por forma a conseguirem ser traduzidas em proteinas
funcionais com sucesso. Inicialmente, devem ser capazes de evitar a agao das endonucleases e fugir a possivel
endocitose e inativagao pelo proprio sistema imunitario. Uma vez em circulagao, devem conseguir ultrapassar as
diversas membranas e barreiras extracelulares para, por fim, serem capazes, ap6s endocitose pelas células alvo,
de fugir a agao lisossomal de forma eficiente e serem libertadas no citosol onde se encontra toda a maquinaria
celular necessaria para promover a expressao da proteina terapeuticamente relevante.
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Em primeiro lugar, estes tém de ser capazes de atingir, em concentragao suficiente, o

orgao ou tecido alvo. De seguida, deverao passar a membrana celular para finalmente sofrerem
tradugao, no citosol, utilizando a prépria maquinaria da célula.
A principal limitagao na entrega deste tipo de farmaco é fazer com que os acidos nucleicos
tenham a capacidade de ultrapassar a membrana celular sem sofrerem qualquer tipo de
degradagao. Por serem moléculas de elevado peso molecular, anidnicas e hidrofilicas, nao
conseguem penetrar naturalmente através da bicamada fosfolipidica que constitui a membrana
celular. Para além disso, as células animais desenvolveram naturalmente mecanismos de defesa
contra acidos nucleicos exégenos possivelmente patogénicos. Assim sendo, o sistema de
entrega ideal pode ser considerado como aquele que permite a passagem dos acidos nucleicos
através da membrana celular, garantindo-lhes protegao contra nucleases e a libertagao
consequente dos endossomas sem degradagao, apés endocitose, para posterior tradugao, sem
que haja ativagao do sistema imunitario.

Durante bastante tempo a comunidade cientifica estudou o potencial terapéutico dos
plasmideos e do mRNA de interferéncia (Small Interfering mRNA — siRNA) o que levou ao
desenvolvimento de inlmeros veiculos de entrega destas ferramentas de edigao genética. Nao
obstante, nem todos os veiculos podem ser utilizados para transportar as diferentes moléculas
de RNA. Ja foi demonstrado que o uptake do mRNA pela célula pode ser influenciado pela
composi¢io da solugio de injegdo”. Por exemplo, a otimizagio de uma solugio de mRNA
com Ca*, antes da sua administragio in vivo, é suficiente para melhorar a sua expressio no
local da administracao®.

Em suma, é indiscutivel que a entrega de mRNA in vivo seja crucial para o sucesso da
terapéutica e, para isso se verificar, o mMRNA tem de penetrar a bicamada fosfolipidica de
modo a chegar ao citoplasma e ser traduzido numa proteina funcional. Assim sendo, é
importante ter em conta que os mecanismos pelo qual o mRNA é distribuido pelos diferentes
orgaos e internalizado pelas células parecem ser dependentes nao s6 das propriedades fisico-
quimicas dos complexos de mRNA mas também do tipo de célula alvo. Até ao momento
foram descritas duas estratégias principais para a entrega de mRNA — manipulagio e
introdugao de mMRNA em células dendriticas ex vivo seguido de reinfusio dessas células
transfetadas; e a inje¢do parentérica direta de mMRNA com ou sem sistema de transporte”.
Ambas as estratégias tém vantagens e desvantagens. A terapéutica ex vivo permite o controlo
preciso do alvo celular, da eficiéncia da transfecao e de outras condicionantes celulares, no
entanto, sendo uma terapia celular, trata-se de um método caro e trabalhoso. Por outro lado,

temos a inje¢ao direta de mRNA que se trata de uma abordagem mais econémica e rapida,
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mas ainda nao permite um controlo preciso e eficiente da entrega celular, embora se tenha

progredido no sentido de melhorar estas limitagoes™.

3.1. Administragao ex vivo de mRNA em Células Dendriticas

As células dendriticas sao as células do sistema imunitario mais eficientes na
apresentagao de antigénios. Estas tém a capacidade de internalizar, processar antigénios e de
os apresentar aos linfécitos T CD8* e CD4™ utilizando as principais moléculas do complexo
major de histocompatibilidade (MHCs) — MHC classe | e MHC classe I, respetivamente,
desencadeando, assim, uma resposta imune adaptativa. Para além disso, as células dendriticas
sao capazes de apresentar antigénios aos linfécitos B induzindo uma resposta humoral
(mediada por anticorpos). Uma vez que é possivel transfectar as células dendriticas com
mRNA, estas células sao consideradas um alvo bastante apelativo tanto para abordagens in vivo
como ex vivo’'. Embora se tenha demonstrado que as células dendriticas tém a capacidade de
internalizar moléculas de mRNA livre através de uma variedade de vias endociticas, a
eletroporagao é ainda uma das técnicas mais eficientes neste aspeto. Nesta técnica, as células
sao submetidas a um impulso elétrico de alta voltagem que cria poros na membrana celular
permitindo a entrada das moléculas de mRNA diretamente no citoplasma celular®.
Efetivamente, este mecanismo de entrega de mRNA tem sido bastante utilizado uma vez que
permite uma transfecao eficiente sem necessidade de um complexo de transporte para o
mRNA. Por fim, estas células transfectadas ex vivo sdo reintroduzidas no doente recetor da
vacina autodloga de modo a gerar uma resposta imune eficaz mediada por células sendo, por

isso, sobretudo utilizadas na area do cancro?.

3.2. Injecao de mRNA Livre in vivo

Como vimos anteriormente, o mRNA livre consegue, com sucesso, induzir uma
resposta imune in vivo essencialmente quando o seu alvo principal sao as células apresentadoras
de antigénios. Nestes casos, a sua administracio é preferencialmente intradérmica (i.d.)*' e
intranodal (i.nod.)****. Um estudo recente demonstrou que imunizagdes repetidas com mRNA
livre, nao modificado, que codifica para antigénios associados a tumores (AAT), foi capaz de
gerar uma reposta robusta de linfécitos T com aumento da sobrevida geral dos doentes,

inibindo a progressio tumoral, como sera referido posteriormente®.
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3.3. Métodos Fisicos de Entrega in vivo

A aplicagao in vivo de métodos fisicos é bastante limitada uma vez que estes provocam
morte celular e restringem o acesso somente as células do tecido alvo. Em consequéncia, a
utilizagdo dos restantes métodos enunciados tem sido preferencial no campo da terapéutica

com mRNA.

3.4. Protamina

O primeiro sistema de entrega de mRNA in vivo a ser desenvolvido utilizou a
capacidade das protaminas (proteinas nucleares ricas em arginina com uma massa molecular
de aproximadamente 4 kDa*®) de formarem complexos com os acidos nucleicos protegendo-

os contra nucleases®®?,

Porém, estes complexos nao se mostraram particularmente
vantajosos no campo da imunoterapia e em terapéuticas de substituicdo, uma vez que
desencadearam uma elevada imunogenicidade. De facto, um modelo de vacina para o cancro
que utiliza um complexo de mRNA com protamina como agente ativo, mostrou uma
expressao proteica limitada e, por conseguinte, uma eficacia reduzida, provavelmente devido
a forte associagdo entre a protamina e o mRN*. Foi entido desenvolvida uma plataforma de
vacinas - RNActive® — na qual o RNA formulado associado a protamina serve apenas como

ativador imunoldgico e nio como vetor de expressio®*. Por exemplo, a CureVac AG, uma

industria biotecnoldgica alema, comercializa este tipo de agentes terapéuticos.

3.5. Lipidos Cationicos e Veiculos Poliméricos

Encontram-se comercialmente disponiveis varios reagentes de transfecao com base em
lipidos cationicos e polimeros, contudo, muitos deles possuem uma aplicabilidade limitada in
vivo devido a sua toxicidade. Na tentativa de solucionar este problema, tém-se verificado
bastantes progressos nesta drea com o objetivo de desenvolver reagentes mais seguros e
eficazes para utilizagdo in vivo*'***.

Nos dltimos anos, lipidos e polimeros cationicos, incluindo dendrimeros, tém sido
amplamente utilizados na administragio de mRNA. De facto, o campo da terapéutica com
mRNA beneficiou bastante de todo o conhecimento no que diz respeito a administragao de
nucledtidos in vivo desenvolvido para a administragao de siRNA, onde estes veiculos ja sao
utilizados ha mais de uma década. As nanoparticulas lipidicas (NPL) tornaram-se, assim, uma
das ferramentas de entrega de mRNA mais utilizadas. Na sua generalidade, consistem em

quatro componentes, nomeadamente, um lipido catiénico ionizavel, que permite a formagao

de micelas (de aproximadamente 100nm), capaz de induzir a libertagao endossomica do
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mRNA no citoplasma; poli(etilenoglicol) (PEG) ligado a outros lipidos que permitem aumentar
a estabilidade das formulagoes prolongando o seu tempo de semivida plasmatico; colesterol
que funciona como agente estabilizante; e fosfolipidos que tém a capacidade de formar uma
bicamada lipidica tendo, assim, uma fun¢ao de suporte. Os estudos que demonstram eficacia
na utilizagio de NPL na entrega tanto de self-amplifying RNA** como de mRNA convencional
in vivo* sdo bastante recentes. Na utilizagio de vacinas de mMRNA-NPL é possivel controlar a
intensidade e duragao da produgdo de proteinas in vivo, em parte variando a via de
administragao. De facto, foi demonstrado que a administragao i.d. e i.m. de mMRNA-NPL resulta
numa expressao proteica mais prolongada do que pelas vias sistémicas. Um estudo mostrou
que o tempo de semivida plasmatico da luciferase codificada por mRNA foi aproximadamente
trés vezes mais longo que apds a sua administragdo i.v.*. Para além disso, a administracio
sistémica destes complexos tem como alvo principal o figado devido a sua forte ligagao a
apolipoproteina E o que leva a sua subsequente captagao pelo seu recetor na superficie dos
hepatocitos®.

Na dltima década surgiram as Lipid Polymer Hybrid Nanoparticles (LPHNs) que combinam
as vantagens dos veiculos poliméricos e dos lipidicos. Este veiculo de entrega de firmacos é
biodegradavel, estdvel e possui um tempo de circulagio naturalmente longo*. Adicionalmente,
alterando a sua composicao e polaridade lipidica, este veiculo consegue adquirir caracteristicas
especificas que favorecem a entrega do farmaco. Apos encapsulagao com LPHNSs, é possivel
ocorrer evasao do tecido endotelial e internalizagao pelas células uma vez que estas particulas
ultrapassam a membrana celular de forma eficiente, promovem uma libertagio endossomal
bastante eficaz e, caso seja necessario, migragao nuclear®.

De um modo geral, para a entrega destas moléculas procuram-se polimeros de baixo
peso molecular uma vez que estes geram particulas de pequeno tamanho o que, por sua vez,
favorece a absorgao celular. Efetivamente, particulas de baixo peso molecular permitem uma
ligacao superficial mais firme resultando num revestimento mais duradouro. Como
consequéncia, uma variedade de nanoparticulas tanto lipidicas como poliméricas tém sido
desenvolvidas para promover a entrega de moléculas de mMRNA*’. No entanto, ambos os tipos
ainda apresentam uma fraca transfecao celular. As LPHNs carregadas com mRNA ja foram
utilizadas na transfecao de células dendriticas de forma eficaz e rapida, promovendo tradugao
proteica. No entanto, a expressao do gene de interesse ainda é superior utilizando outros

°52 Consequentemente, serdo provavelmente necessarias pesquisas

veiculos de entrega
adicionais nesta area uma vez que os processos através dos quais o mRNA ¢ internalizado

pelas células e libertado no citoplasma ainda sao bastante desconhecidos.
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3.6. Vesiculas Extracelulares

As vesiculas extracelulares (VE) sio um grupo mais heterogéneo de elementos
vesiculares de origem celular que podem derivar ou de um compartimento intracelular —
exossomas (50 — 150 nm) — ou de excertos da membrana celular — microvesiculas (100 —
1,000 nm), oncossomas (1,000 — 10,000 nm) e corpos apoptéticos (100 — 5,000 nm). Estas
vesiculas sao bastante heterogéneas no que diz respeito ao seu tamanho, morfologia e
conteludo. De facto, o conteido em RNA das VE reflete tanto o tipo como o estado
fisiolégico/patolégico da célula que lhes deu origem>***>. Do mesmo modo, esse contelido
em RNA pode diferir bastante entre vesiculas, mais especificamente, no que diz respeito ao
tipo e as concentragdes relativas de sequéncias especificas de RNA,

Estas vesiculas sao capazes de transportar uma variedade de compostos incluindo
proteinas, lipidos, DNA e RNAs, que posteriormente serao internalizados por outras células
quer na sua vizinhanga como em locais mais distantes, podendo induzir uma variedade de
respostas fenotipicamente distintas. Uma vez que as VE transportam conteudo especifico
derivado das células que as produziram, estas podem ser utilizadas como biomarcadores para
uma variedade de doencgas. Por outro lado, o potencial que as vesiculas extracelulares
demonstram tanto na protegao dos acidos nucleicos e de outras macromoléculas da
degradagao in vivo como na entrega seletiva em células alvo especificas, sem induzir a ativagao
do sistema imunitario, tem despertado, essencialmente durante a Gltima década, um interesse
especial da comunidade cientifica na utilizagao destes sistemas como veiculos de entrega de
moléculas terapeuticamente relevantes (incluindo mRNAs) com o objetivo de modular a
expressao genética e a fungao da célula alvo.

Caracteristicas especificas das moléculas de RNA como o seu pequeno tamanho, alta
abundancia, capacidade de se associarem a membranas e localizagao citoplasmatica favorecem
a sua internalizagio em vesiculas extracelulares®. Para além disso, a internalizacio destas
vesiculas pelas células alvo pode, também, ser favorecida na sua superficie através da inclusao
de algumas moléculas, entre as quais proteinas/peptidos, anticorpos, compostos lipidicos e
mesmo aptdmeros de RNA?*. Foi j descrita a integragio de recetores da integrina em VE com
o objetivo de induzir a sua internalizagio de forma seletiva por células de alguns tumores®,
assim como, a inclusao de um “nanocorpo” relacionado com o recetor do fator de
crescimento epidérmico na sua superficie por forma a permitir o direcionamento das vesiculas
para células tumorais que expressem este recetor””. Como nenhuma estratégia é perfeita, ha
sempre o risco destes ligandos expostos na superficie das VE — especialmente aqueles na forma

de oligonucledtidos nao protegidos e péptidos/proteinas — de poderem ser degradados nos
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fluidos biologicos por RNases e proteases respetivamente, impedindo, assim, a sua
sinalizacao®¢'.

No que diz respeito a transferéncia funcional da VE, é extremamente importante ter
em conta o tipo de célula de qual as vesiculas sao obtidas uma vez que estas vesiculas podem
ter diferentes fontes celulares, dependendo da sua finalidade terapéutica®*®’. As VE derivadas
de células tumorais, carregadas com AATs, também podem ser usadas na indugao de respostas
imunes antitumorais, contudo, ha um risco acrescido que as VE derivadas de células
imortalizadas ou de células tumorais possam transportar fatores oncogénicos e contribuir para
o desenvolvimento do cancro®.

Relativamente ao carregamento das VEs, este pode ser realizado de duas formas:
endogenamente, por modulagao da célula doadora por forma a promover a inclusao da carga
selecionada nas vesiculas produzidas; ou exogenamente, caso a carga a incluir nas VEs seja
carregada em vesiculas isoladas in vitro.

Na maior parte dos casos, estas vesiculas serao utilizadas como veiculo de entrega de
moléculas terapéuticas em tecidos lesados ou em tecidos tumorais e a sua administragao tera
de ser repetida no decorrer do tratamento. Relativamente a utilizagdo de VEs como veiculo
para administrar terapéuticas com RNA, estas apresentam diversas vantagens entre as quais
menor risco de resposta imune contra o veiculo de entrega, uma vez que estas vesiculas
podem ser obtidas de uma variedade de fontes incluindo de células do proprio doente (neste
caso seriam imunologicamente neutras); permitem a incorporagao de diversos tipos de
ligandos na sua superficie (agao direcionada); formam uma bicamada lipidica protetora; e
permitem o transporte de RNA e de outros agentes terapéuticos, em simultaneo. Ainda que
apresentem algumas limitagoes associadas essencialmente com a fraca homogeneidade e
complexidade do processo de produgao, ja existem ensaios clinicos a utilizarem VEs como
veiculos de entrega de RNA®2,

As principais vantagens associadas ao uso de VE em comparagao com outras estratégias
de entrega de RNA como as NPL sintéticas ou moléculas de RNA livres modificadas incluem

menor imunogenicidade e toxicidade®*

, melhor capacidade de atravessar barreiras
bioldgicas®’ e o potencial de alcangar uma entrega mais eficiente, mantendo a possibilidade de
incorporar moléculas sinalizadoras e de carregar moléculas de RNA tanto endégenas como
sintéticas®®. Seria importante que tanto a investigagio em VEs como em NPL/lipossomas se
cruzasse e cooperasse no sentido de desenvolver novas estratégias terapéuticas aproveitando
as vantagens de ambos os sistemas de entrega.

Os principais ensaios clinicos em que foram aplicados estes veiculos de entrega usaram

VEs como vacinas para tumores. De facto, VEs derivadas de células dendriticas, que expressam
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na sua superficie moléculas MHC e que transportam peptideos especificos do tumor no seu
interior, mostraram-se uma estratégia de entrega de antigénios imunogénicos tumorais
eficiente®”. Por conseguinte, no sentido da aplicagao das VEs como vacinas, estas foram
igualmente utilizadas na entrega in vivo de mRNAs que codificam para proteinas patogénicas
de modo a induzindo uma resposta imune e potenciando a vacinagao sem a necessidade de
gerar e desativar virus ou bactérias patogénicas’. Para além disso, com a utilizagdo de VEs
derivadas de células dendriticas carregadas com RNA total ou derivado de lizados tumorais
foi possivel induzir a produgio local de Antigénios Especificos de Tumores (AET)’'. Foi de
igual forma demonstrada a aplicagdo destas vesiculas como vacinas antitumorais uma vez que
VEs derivadas de tumores sao capazes de induzir uma agao antitumoral mediada por células
dendriticas, capaz de diminuir a taxa de crescimento tumoral. Neste caso, VEs tumorais podem
ser usadas diretamente ou entdao serem isoladas e posteriormente introduzidas em células
dendriticas ex vivo antes da sua reintrodugao no doente — vacinas para o cancro a base de

células dendriticas — apresentando um grande potencial terapéutico.

4. Aplicagoes Terapéuticas do mRNA

O mRNA apresenta diferentes aplicagdes promissoras nas mais diversas areas
cientificas. Podera nao so ser Util na imunoterapia no tratamento do cancro como na vacinagao
contra doengas infeciosas, na terapia de substituigdo ou mesmo na medicina regenerativa.
Essencialmente irei fazer referéncia as possiveis aplicagoes desta tecnologia no campo da
imunoterapia, dando especial atengao a sua aplicabilidade no tratamento de tumores soélidos.

Na sua generalidade, as moléculas de RNA tém a capacidade de induzir a libertagao de
diversas citocinas proé-inflamatoérias como TNF-a, IL- 1B, IL-6, IL-8 e IL-12. Apds terem entrado
em contacto com as células sanguineas, as moléculas de mMRNA também estimulam a secregao
de interferdes do tipo | (INF-a e INF-B), quimiocinas GRO, MCP-1, RANTES e MDC". De
um modo geral, estas substancias ativam tanto as células imunitarias da resposta imune inata
como da adaptativa. As células ativadas responsaveis pela resposta imune adaptativa sao as
células apresentadoras de antigénios tais como as células dendriticas, os linfocitos B
(produtores de anticorpos, células de memoria) e os macrofagos ativados. Convém realgar
que a ativagao destas células pode nem sempre ser benéfico para o fim terapéutico pretendido,
por exemplo, no campo da terapéutica de substituicao, a ativagao destas células pela utilizagao
de moléculas de mRNA podera agravar o prognéstico.

Presentemente, estdo a ser estudados e desenvolvidos diversos mMmRNAs

anticancerigenos, ou seja, que tém a capacidade de estimular uma resposta imune do proprio
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individuo contra as suas células cancerigenas. Por conseguinte, o potencial terapéutico desta
nova ferramenta esta ja a ser estudado em diversos ensaios pré-clinicos e clinicos (Tabela 2).
A sua principal vantagem baseia-se na capacidade de se vir a desenvolver uma terapia

personalizada para o cancro, tendo em conta as mutagoes individuais de cada doente.

Tabela 2: Ensaios clinicos de terapéuticas contra o cancro usando moléculas de mMRNA — vacinas de

mRNA e vacinas de mRNA personalizadas para o cancro.

Referéncia do

Instlt.mg:ao Tipo de .Vflcma Swa de Alvos ensaio clinico Estado
Patrocinadora administracao)
(Fase)
BNTI12 Cancro Prostatico NCTO04382898 | A recrutar
PRO-MERIT lipoplexos de (171
mRNA AAT (i.v.)
BNTIII Melanoma NCT02410733 | A recrutar
Lipo-MERIT N
Complexo Lipossomico de
mRNA AAT (i.v.)
BNTIII Melanoma NCTO1684241 Completo
mRNA livre AAT (i.nod.) (n
BNT122/RO7198457 Melanoma NCTO03815058 | A recrutar
mRNA neoantigénios (rn
individualizados (i.v.)
BNTI122/RO7198457 Melanoma; NSCLC; Cancro NCT03289962 A recrutar
mRNA neoantigénios de bexiga; Cancro colorretal; | (la/lb)

BioNThech RNA

individualizados (i.v.)

Cancro da mama (TNBC);
Cancro renal; HNC

Pharmaceutical Outros cancros solidos
GmbH BNTII13 HPVI6+ HNC NCT03418480 | Temporariamente

Complexo lipossomico de (171 suspenso

mRNA AAT (i.d.)

BNTI 14 Cancro da mama (TNBC) NCTO02316457 | Ativo

MERIT N

IVAC®

Complexo lipossomico de

mRNA AAT e Neoantigénios

(i.v.)

BNTII5 Cancro dos ovarios NCTO04163094 | A recrutar

Complexo lipossomico de (n

mRNA AAT (i.v.)

BNTI3I AST NCTO03871348 | A recrutar

SAR441000 o

mRNA de moléculas

imunomoduladoras (inj.int.)

Personalized mRNA Tumor AESC; Adenocarcinoma NCT03468244 A recrutar

Changhai Hospital Vaccine. q’ue. codifica para Géstric?; Adenocarcin.oma (n.a.)
neoantigénios (s.c.) Prostatico; Adenocarcinoma
Colorretal.

CVv9202 NSCLC NCT00923312 | Completo

mRNA RNACctive® AAT (i.d.) (7
NCTO01915524 | Interrompido
()

Cure Vac AG NCTO03164772 | A recrutar
(7
Cancro da Prostata NCT02140138 | Interrompido

(11)

48




National Cancer
Institute USA (NCI)

Vaccine: NCI-4650 (i.m.)

Colorretal; Cancro
Gastrointestinal; Cancro
Geniturinario; Cancro
Hepatocelular.

@y

NCT00831467 Completo
(1/11)
NCTO01817738 | Interrompido
(1/11)

CVv8102 cMEL; ¢SCC; hnSCC; ACC NCT03291002 A recrutar

TLR7/8/RIG-1 agonista (n

ssRNA (inj.int.)

mRNA-2416 Tumores sélidos; Linfomas; NCT03323398 A recrutar

mRNA que codifica para Cancro dos ovarios. (/1)

OX40L encapsulado numa

NPL (inj.int.)

mRNA-4157 Tumores Solidos NCTO03313778 A recrutar

PCV )

ModernaTX, Inc. Melanoma NCT03897881 A recrutar

()

mRNA-2752 Tumores solidos refratarios NCTO03739931 A recrutar

mRNAs que codificam para o | ou linfoma; TNBC; hnSCC; (n

tripleto de moléculas NHL; Cancro urotelial.

imunomoduladoras - OX40L,

IL-23 e IL36y (inj.int)

Personalized mRNA Cancer Melanoma; Cancro NCTO03480152 Terminado

mRNA que codifica para
AAT (i.d)

Stemirna Personalized mRNA Tumor Cancro Esofagico; NSCLC. NCT0390867 Ainda n3o esta a
. Vaccine que codifica para (na) recrutar
Therapeutics L
neoantigénios (s.c.)
mRNA que codifica para Melanoma NCT00204516 | Completo
AAT associado a proteina ()]
_ . GM-CSF (i.d. e s.c.)
v Hospital
mverfltx ospita Complexo de protamina com | Melanoma NCT00204607 | Completo
Tiibingen .
mRNA que codifica para ()]
AAT associado a proteina
GM-CSF (i.d. e s.c.)
RNActive® — CV9103 Cancro Prostatico NCT00906243 | Terminado
(desenvolvido pela CureVac ()]
University of Florida | AG)

Esta tabela sumariza os ensaios clinicos registados em ClinicalTrials.gov a 3 junho 2020.

AAT, antigénio associado ao tumor; AESC, advanced esophageal squamous carcinoma; AST, advanced solid tumour; GM-CSF,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; HNC, Head and Neck Cancer; i.d., intradermico; inj.int., injecdo intratumoral;
i.m., intramuscular; i.nod., injegdo intranodal; i.v., intravenoso; IVAC, Individualized Cancer Immunotherapy; MERIT, The
Mutanome Engineered RNA Immuno-Therapy; n.a., nao aplicavel; ND, nao disponivel; NHL, Non-Hodgkin Lymphoma; NPL,
Nanoperticula Lipidica; PCV, Personalized Cancer Vaccine; s.c., subcutaneo; TNBC, Triple Negative Breast Cancer.

Como ja foi referido, estes farmacos a base de mRNA provocam a ativagao de
respostas imunes mediadas pelo Interferao do tipo | o que podera ter um impacto negativo
na tradugao das proteinas e, por conseguinte, no efeito terapéutico. No caso das vacinas
antitumorais a base de mRNA, a ativagao prematura de respostas mediadas pelo INF tipo |
poderad ser prejudicial para o desempenho da vacina provocando um bloqueio na tradugao do
mRNA, levando a uma diminuicao da quantidade de antigénio expresso. Este efeito podera

também ser causado pelo IFNa e IFNS devido a sua agao antiproliferativa e proapoptotica
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sobre os linfocitos T73. Assim, a ativaciao tanto dos sensores celulares de RNA exdgeno como
de uma resposta mediadas pelo INF tipo | causam um efeito negativo na tradugao do mRNA
que codifica proteinas terapéuticas sendo, por isso, considerado um obstaculo relevante a
utilizacao de moléculas de mRNA terapeuticamente. Na tentativa de atenuar estas respostas
pro-inflamatodrias foi estudado o efeito da incorporagao de nucledsidos modificados nas
moléculas de mMRNA — como a pseudouridina, 5-metiluridine, Nl-metilpseudouridina, 2-
tiouridina, m®A ou m>C — verificando-se um impedimento da sinalizagao dos recetores de
mRNA intracelulares — TLR3, TLR7 e TLR8 — bem como a proépria ligagao a TLR3, TLR7, TLR8
e RIG-I"*7, Estes Ultimos podem reduzir a libertagio de citocinas e/ou melhorar a expressio
proteica em comparagio com os mMRNAs niao modificados’**7¢,

Em suma, podemos concluir que moléculas de mMRNA modificadas sao uma mais valia
para a terapéutica permitindo uma tradugao mais eficaz do mRNA e, por sua vez, um melhor
efeito terapéutico. Efetivamente, o impacto de todas as modificagdes no mRNA tais como a
adicao de nucledtidos modificados, a purificagao das moléculas, a sua otimizagiao, a sua
capacidade de ativagao dos recetores de RNA celulares e o desencadear de uma resposta
imune inata, muito provavelmente dependerao do veiculo de entrega e dos tecidos, células e
compartimentos intracelulares alvo destas moléculas terapéuticas.

Atualmente existem duas abordagens terapéuticas nas quais a utilizagao de moléculas
de mRNA apresenta um maior potencial terapéutico no tratamento de tumores: as vacinas
para o cancro convencionais e a imuno-oncologia intratumoral. Mais recentemente surgiram
outras duas aplicagoes destas moléculas na oncologia: as vacinas de mRNA personalizadas para
o cancro e as vacinas de mRNA que codificam para anticorpos. O conhecimento clinico destas
duas Ultimas abordagens ainda é bastante limitado, contudo, surgem cada vez mais resultados

promissores de ensaios clinicos que apoiam a sua breve introdugao na pratica clinica corrente.

4.]. Vacinas Antitumorais

As vacinas para o cancro tém sido estudadas durante décadas, mas sé agora se esta a
constatar o seu verdadeiro potencial terapéutico. Estas incluem as vacinas peptidicas, as
vacinas de base celular, vacinas de vetores virais e as vacinas de acidos nucleicos (VAN). Todas
estas vacinas tém como finalidade desencadear ou aumentar uma resposta imune contra
antigénios expressos mais ou menos especificamente pelas células tumorais. Estes antigénios
podem ser, por exemplo, fatores de crescimento tumoral ou entio antigénios que sao Unicos
para células malignas devido a mutagdes somaticas’”’. Os neoantigénios, ou mesmo os

neoepitopos que os constituem, foram considerados alvos para as vacinas de mRNA em
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humanos’®. Entre os diferentes tipos de vacinas contra o cancro estudadas, as VAN, como as
vacinas de mRNA, foram consideradas bastante relevantes uma vez que o seu processo de
fabrico é seguro, simples e rapido”.

A maioria das vacinas contra o cancro sao terapéuticas, ou seja, tém como objetivo
induzir uma resposta imune mediada por células, contra antigénios derivados de tumores ou
antigénios tumorais (AT). De uma forma geral, os ATs tém um papel central tanto no inicio
como em todas as etapas de desenvolvimento do tumor”®. Estes incluem tanto os AATs
como os AETs (Figura 2). Alguns AAT, para além de serem bastante especificos e muito pouco
ou nada expressos em células somaticas adultas saudaveis, apresentam o mesmo perfil de
expressao em varios doentes e em varios tipos de tumores o que os caracteriza como bons
candidatos para a imunoterapia. Por outro lado, os auto-antigénios mutados ou AETs, também
conhecidos por neoantigénios, requerem a sua detecao e identificagao individual no tecido
tumoral. Apesar deste processo ser bastante moroso e trabalhoso, a sua utilizagao apresentou
uma eficacia aumentada em ensaios clinicos em comparagao com os AATs. Note-se ainda que
os AAT tém sido mais estudados do que os neoantigénios em VAN para o cancro®'.

De modo a compreender o mecanismo de atuagao das vacinas a base de mRNA, é
importante ter em consideragao o papel indispensavel das moléculas MHC | na apresentagao
de antigénios tumorais e, por conseguinte, no sucesso da imunoterapia baseada nas células
T®. De um modo geral, os epitopos dos antigénios tumorais ligam-se as moléculas de classe |
e Il do MHC localizadas na superficie das células dendriticas. Estas tém a capacidade de ativar
a resposta imunitaria humoral (produgao de anticorpos) assim como de induzir a imunidade
mediada por células.

Ja foi verificada, em varios tipos de cancro, uma expressao reduzida ou mesmo perda
de expressao das moléculas MCH de classe | pelas células tumorais o que esta, por sua vez,
associado a uma capacidade reduzida dos linfécitos T em infiltrar o tecido tumoral e na fuga

das células imunitarias®.

51



/ \ | / \
[ |
Proteossoma % y : \ Proteossoma

/{*
( ” ,’ TCR o TCR ‘( ‘\ \
) ‘4 : ®
Proteina ' Proteina
: Complexo glicoproteico mutante
/ ' AN MHC | e

® 7 & % o, S

y
)
y

Complexo de Golgi
%

N |
\

Mutagso no

genoma da
célula tumoral

Nicleo I : Ndicleo

Antigénios Associados a Tumores Neoantigénios

Caracteristico de cada tumor;
Menor risco de auto-tolerancia;
Resistente a selecao imune;

Menor risco de resposta autoimune.

Expressos em mdltiplos tumores;

Risco elevado de auto-tolerancia;
Suscetiveis a selecao imune;

Risco aumentado de resposta autoimune.

Figura 2: Os antigénios tumorais incluem tanto os AATs como os AET ou neoantigéneos.
Tipicamente, os AATs sao derivados de proteinas normais com alta expressao no tecido tumoral, mas com
expressao limitada nos tecidos normais. Embora ambos os tipos de ATs estejam presentes no desenvolvimento
e progressao do tumor, eles sao distintos do ponto de vista imunolégico. O mesmo AAT pode ser expresso por
varios tipos de tumores e o organismo facilmente desenvolve tolerancia imune a estas moléculas.
Contrariamente, os AETs sdo caracteristicos de cada tumor e as terapéuticas imunologicas direcionadas para
estes antigénios tém menor probabilidade de induzirem respostas autoimunes que os anteriores. E importante
notar que o padrao mutagénico dos AETs varia consideravelmente entre os diferentes tipos histologicos de
cancro. (Adaptado de Zhang et al.,, 2017).

Tanto inoculagdes i.m. como cutaneas de cassettes de DNA mostraram-se eficazes na
indugao de respostas especificas mediadas por anticorpos e células T contra os antigenos
codificados tendo surgido, deste modo, um interesse na vacinagdo com acidos nucleicos
(vacinagdo genética)®. Particularmente nas vacinas contra o cancro, as vacinas de DNA
mostraram-se pouco Uteis, uma vez que induzem fracamente o sistema imunitario e nao
permitem uma diferenciagio sélida dos linfécitos CD4* produtores de IFNy e dos linfécitos
CD8"®. Estas vacinas ja foram extensamente descritas na literatura cientifica, nio obstante,
nesta secgao irei abordar essencialmente as VAN que utilizam mRNA como ferramenta
terapéutica e os avangos mais recentes neste campo.

Posto isto, os primeiros estudos publicados datam desde ha duas décadas e, nao s6
apresentaram a ideia de vacinas de RNA contra o cancro, mas provaram também a sua
viabilidade®®. Desde entdo, varios estudos pré-clinicos e clinicos tém vindo a comprovar a

mais valia na utilizacao das vacinas de mRNA no combate do cancro (Tabela 2).
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O objetivo principal das vacinas para o cancro é induzir ou aumentar a reposta imune
especifica contra as células cancerigenas expondo o corpo aos ATs integrados numa
formulagao o mais imunogénica possivel. A longo prazo, pretende-se aumentar as respostas
imunes capazes de erradicar as células tumorais e induzir a criagdo de uma memodria
imunogénica no doente para esse mesmo cancro, isto €, imunizar o doente contra o préprio
cancro. Para que esta imunizagao seja bem-sucedida, é necessario ter em conta alguns
obstaculos importantes. Primeiro, as sequéncias de proteinas codificadas pela linha germinativa
podem ter eliminado ou induzido a perda de fungao dos linfocitos T que expressam recetores
dos linfocitos T (TCRs) funcionais; segundo, em doentes portadores de tumores, tanto os
linfocitos T como as células dendriticas estao sob a influéncia de muitos mecanismos
imunossupressores, incluindo interagées com a programmed cell death protein | (PD-1) e o
ligando da PD-1 (PD-LI); e terceiro, como ja referi anteriormente, a identificagao
individualizada dos neoantigénios é tecnicamente bastante exigente e complexa®.

Neste tema irei abordar quatro tipos distintos de vacinas para o cancro onde sao
aplicadas moléculas de mRNA: vacinas de mRNA para o cancro a base de células dendriticas;
Imuno-oncologia Intratumoral; vacinas de mRNA personalizadas para o cancro; e vacinas de

mRNA que codificam anticorpos.

4.1.1. Vacinas de mRNA para o Cancro a base de Células Dendriticas

Uma vez que as células dendriticas sao um fator essencial para o inicio de uma resposta
imune especifica contra antigénios, parece légico utiliza-las na imunoterapia contra o cancro.
Boczkowski et al. em 1996 demonstraram, pela primeira vez, que células eletroporadas com
mRNA poderiam induzir respostas imunes potentes contra antigénios tumorais®’.

Nesta técnica, as células dendriticas devem ser manipuladas ex vivo onde lhes ¢
transfetado o mRNA que codifica os antigénios de interesse. E ainda possivel utilizar o mMRNA
tumoral total isolado de uma bidpsia de tecido tumoral. A forma mais simples de transfectar
as células dendriticas com epitopos derivados de antigénios tumorais é utilizar antigénios
sintéticos. Isto foi demostrado nos primeiros ensaios clinicos com células dendriticas com o
objetivo de induzir uma resposta imune contra o tumor correspondente®; este processo
exige, no entanto, que o doente possua um haplotipo HLA especifico para o qual existem
epitopos adequados. A exploragao do reportorio antigénico tumoral completo levanta
algumas preocupagbes, uma vez que, nao s6 podera provocar uma sobre-expressio de

antigénios, como também a expressao de proteinas que possam ter sofrido mutagoes (tanto
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mutagoes passageiras como mutagoes oncogénicas) em simultineo como a classe de
neoantigénios de interesse terapéutico”.

Foram, também, identificadas uma variedade de proteinas imunoreguladoras capazes
de aumentar a poténcia das vacinas de células dendriticas contra o cancro que sao conhecidas
como adjuvantes codificados por mRNA. Varios estudos demonstraram que a eletroporagao
de células dendriticas com mRNAs que codificam moléculas co-estimuladoras como CD83°',
membro da superfamilia do fator de necrose tumoral 4’ — TNFRSF4, também conhecido por
OX40 — e o ligando 4-1BB (4-1BBL) resultou num aumento substancial da atividade imuno-
estimulatéria das células dendriticas®™. Por outro lado, as funcdes das células dendriticas
também podem ser moduladas pelo uso de moléculas de mRNA que codificam citocinas pro-
inflamatérias, como a interleucina 12 (IL-12)***. De uma forma geral, os ensaios clinicos
documentados que utilizam esta terapéutica demonstraram, em doentes com alta carga
tumoral e tolerancia parcial a AATs, respostas imunes especificas contra o antigénio de
interesse com atividade antitumoral moderada muito possivelmente devido aos mecanismos
imunossupressores destes doentes® .

TriMix é um cocktail de moléculas de mMmRNA que codificam adjuvantes
imunoestimuladores (CD70, ligando CD40 (CD40L) e TLR4 ativo constitutivamente) que
podem ser eletroporados em combinagao com mRNA ou mRNAs que codifiquem antigénio/s
de interesse terapéutico’. Esta formulagio mostrou-se eficaz em varios estudos pré-clinicos,
levando a um aumento da ativagao das células dendriticas e alterando o fenétipo dos linfocitos
T CD4+ de linfocitos T reguladoras para linfécitos T helper 1%, Existe, também, uma estratégia
de co-transfecao de TriMix em células dendriticas derivadas de monocitos onde estas foram
co-eletroporados com mRNA que codifica antigénios de melanoma de tamanho completo —
antigénio associado a melanoma 3 (melanoma-associated antigen A3 — MAGE-A3), antigénio
associado a melanoma C2 (melanoma-associated antigen C2 — MAGE-C2), tirosinase e antigénio
especifico da linhagem de melandcitos GP100 (melamocyte lineage-specific antigen GP100,
também conhecido como PMEL) e um conjunto de mRNAs que visam ativar células dendriticas
de forma a induzir uma imunidade mediata por células T CD8+".

Uma nova abordagem terapéutica combina a eletroporagao de células dendriticas com
moléculas de mRNA que codificam agentes tradicionais quimioterapéuticos ou immune
checkpoint inhibitors (CPI). A formulagao Trimix, descrita anteriormente, que inclui também
genes imunoestimuladores (CD70, CD40L e TLR4 ativo constitutivamente), sob a forma de
moléculas de mMRNA, capazes de induzir a maturagao das células dendriticas e co-estimulagao
das células T*, ap6s se ter mostrado eficaz em vérios ensaios pré-clinicos®, foi aplicada em

ensaios clinicos de fase |/2. Nestes ensaios foram testadas, em simultaneo, uma administracao
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i.d. e i.v. do produto das células dendriticas geneticamente modificadas de forma transitoria
(desenvolvido pela eTheRNA)”. Nesse estudo clinico esta formulagio foi estudada em 15
doentes com melanoma avangado (estadio Il ou IV) mostrando-se segura e imunogénica e foi
capaz de induzir a remissao completa do tumor a 2 dos doentes submetidos a terapia celular
(verificou-se regressio tumoral em cerca de 27% de todos os individuos)®”. Para além disso,
este produto foi utilizado em combinagdo com anti-CTLA4 mAb (anti-cytotoxic T lynphocyte
protein 4 - CTLA4) — ipilimumab — num estudo de fase 2 de brago unico. Esta formulagao
mostrou uma taxa geral de resposta tumoral de 38%. Dos 39 doentes com melanoma de
estadio IV sujeitos ao ensaio, 8 obtiveram uma resposta completa ao tratamento e 7 obtiveram
uma resposta parcial'®. Tendo em consideragio que a taxa normal de resposta ao ipilimumab
em monoterapia é geralmente inferior a 20%, estes resultados podem ser considerados

relevantes mesmo na auséncia de um estudo randomizado'®

. Apesar de esta associagao se
mostrar bastante promissora, tém sido igualmente estudados outros farmacos normalmente
utilizados em quimioterapia, como a cisplatina, nao apresentando, contudo, grande relevancia
nessa associagio quando comparada a monoterapia com a vacina de células dendriticas'®'.
Estao, ainda, sob investigagao em estudos clinicos, preparagoes principalmente com mAbs anti-
PD-1, menos toxicos e mais eficazes'%%

Uma das abordagens mais recentes no campo da terapéutica ex vivo com células
dendriticas tem sido a transfegao de células dendriticas autologas derivadas de monécitos com
o mRNA total do tumor amplificado de cada doente presumivelmente incluindo todos os
antigénios tumorais relevantes, expressos e ativados por meio de co-transfegao com o mRNA
que codifica para CD40L. Trata-se de uma vacina imunoterapéutica autéloga desenvolvida pela
Empresa Argos Therapeutics — Rocapuldencel-T (AGS — 003). Esta vacina mostrou resultados
muito promissores no carcinoma das células renais (CCR) de estadio IV e em estudos de fase
2 quando combinado com sunitinib'®. Esta mesma vacina (com a mesma formulagio) foi
posteriormente estudada através de um estudo de fase 3 multicéntrico como terapéutica de
primeira linha no tratamento de doentes com CCR metastatico. Com este estudo nao foi
possivel aumentar a sobrevivéncia generalizada da populagio estudada nem mesmo em
doentes que foram submetidos a uma terapéutica combinada. No entanto, foram identificados
dois potenciais marcadores capazes de prever a sobrevivéncia dos doentes que recebem
imunoterapia com células dendriticas: IL-12, produzida pela propria vacina, e o nimero de
linfécitos T reguladores presentes no sangue periférico dos doentes com CCR avangado'®.

De facto, ao longo dos ultimos anos foram realizados varios ensaios clinicos com
vacinas de células dendriticas direcionadas para diversos tipos de cancro, como o cancro da

prostata metastatico, cancro do pulmao metastatico, carcinoma das células renais, cancro do
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105,106,107

cérebro, melanoma, leucemia mieloide aguda, cancro do pancreas, entre outros ja

descritos na literatura cientifica®'®.
Em resumo, as terapias celulares personalizadas sao complexas e dispendiosas, tendo
sido evidentes os esforgos no sentido de adaptar as moléculas de mRNA de modo a poderem

ser utilizadas sem haver necessidade de transfectar células do sistema imunitario ex vivo.

4.1.2. Imuno-oncologia Intratumoral

A via de administragao e a forma como a vacina de mRNA ¢é entregue sao dois fatores
que influenciam bastante os resultados terapéuticos. Foram desenvolvidos uma série de
formatos de vacinas de mRNA contra o cancro usando tanto vias de administragao mais
comuns —i.d., i.m,, s.c. e intranasal — como vias de administragao menos convencionais —i.nod.,
i.v., intrasplénica e intratumoral (IT). A via IT é particularmente interessante uma vez que evita
algumas das barreiras biolédgicas que mais influenciam a chegada destas moléculas terapéuticas
ao local de agao. Para além disso, uma vez que as moléculas de mRNA tém a capacidade de
ativar o sistema imune localmente — imunomodulagao — é possivel modificar o ambiente do
tecido tumoral e, portanto, atacar diretamente as células cancerigenas. De facto, a vacinagao
IT de moléculas de mMRNA demonstrou-se bastante util uma vez que permite a ativagao rapida
e especifica dos linfocitos T residentes nos tumores. Para além de modular o sistema
imunitario induzindo-o a atacar o tumor, a tecnologia de mRNA permite também atuar
localmente, uma vez que muitos tumores solidos possuem microambientes imunitarios
desequilibrados.

Normalmente, estas vacinas nao introduzem, no meio tumoral, mMRNAs que codificam
AAT, mas sim moléculas de mRNA imunoestimuladoras que visam ativar a imunidade
especifica in sito do tumor. Uma vez que a administragdo sistémica de moléculas
imunomoduladoras induz respostas autoimunes, é de esperar que a administragao de “pro-
farmacos” de mRNA que expressem moléculas imunoestimuladoras nao secretadas se mostre
vantajosa. ldealmente, os pro-farmacos de mRNA e os seus veiculos de entrega possuiriam
propriedades imunogénicas intrinsecas minimas ao mesmo tempo que transmitiriam
imunogenicidade especifica através da indugdo de AATs ou moléculas imunomoduladoras'®.
Com efeito, a administragao IT de mRNA apresenta maior eficacia em comparagao com outras
vias de administragdo uma vez que leva a produgao local de proteinas especificas com a
capacidade de restaurar uma resposta imunitaria eficiente contra as células tumorais. Para
além disso, mostrou-se igualmente capaz de inibir o crescimento tumoral em locais distantes

do local de administragao'®.
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Um dos primeiros estudos nesta area demonstrou a capacidade imunogénica intrinseca
das moléculas de mRNA tanto isoladas como estabilizadas com protamina, ambas a codificar
um gene nao relacionado com o tumor (GLBI). As duas preparagoes dificultaram o
crescimento do tumor e induziram atividade anti-tumoral de longa duragao num modelo
animal (murganho) de glioblastoma®. Um estudo mais recente mostrou que a entrega IT de
mRNA que codifica para uma proteina de fusao que inclui uma citocina desenvolvida com base
no INFf fundido com um antagonista do Transforming Growth Factor-f (TGFf) aumentou a
capacidade citotoxica dos linfocitos T CD8" e atrasou modestamente o crescimento de
tumores que expressam OVA em modelos animais (murganhos) de linfoma'"’. Foi igualmente
demonstrado que a administracao IT de TriMix mRNA, que nao codifica AATs (adjuvante),
provocou a ativagio de células dendriticas CD8a™ assim como de linfocitos T com atividade
especifica para o tumor, provocando um atraso no crescimento tumoral em varios modelos
animais''".

Paralelamente, as novas terapias imunomoduladoras mudaram por completo o
paradigma do tratamento do cancro. Os CPl administrados por via sistémica melhoraram
bastante a sobrevivéncia de doentes com cancros metastiticos uma vez que inibem os
mecanismos co-inibitérios CTLA-4 e PDI/PD-LI dos linfocitos T''%. Estes anticorpos
permitem obter resultados duradouros quando aplicados na clinica, no entanto, muitos
tumores sao resistentes aos inibidores de checkpoint imunologicos. Uma formulagao
desenvolvida pela industria farmacéutica Moderna Therapeutics (EUA) veio tentar colmatar este
problema. Esta industria utilizou moléculas de mRNA que codificam para IL-23, IL-36y e
OXA40L — citocinas que se mostraram eficientes no tratamento de tumores sélidos - e estudou
a sua acao, isoladamente, apds administragao intratumoral, em modelos animais. Foi
verificando que estas moléculas produzem uma resposta antitumoral robusta num leque
alargado de microambientes tumorais. E de salientar que, neste estudo, foram utilizados
modelos animais de adenocarcinoma do colon e carcinoma hepatocelular. Foi igualmente
estudada uma nova formulagao que combina estas trés citocinas (tripleto IL-23/IL-36y/OX40L)
que desencadeou uma resposta antitumoral mais pronunciada em comparagao com a
administragao das citocinas isoladamente. Os tratamentos com estas combinagdes de
moléculas de mRNA nao sé induziram a expressao de citocinas e quimiocinas no meio IT,
como também permitiram a ativagao de células apresentadoras de antigénios e linfocitos T.
Verificou-se, portanto, uma mobilizagdo substancial de células imunitarias para o local do
tumor permitindo uma destruicao eficaz da massa tumoral. Para além disso, a combinagao
deste tripleto de mMRNA com imunoterapia sistémica CPl mostrou-se vantajosa uma vez que
foi eficaz em modelos resistentes a imunoterapia convencional isolada. Estudos posteriores
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em células humanas mostraram, também, uma possivel transposi¢ao da agdo moduladora para
doentes humanos'".

A Formulagio TriMix, referida anteriormente, esta, também, a ser adaptada para
administragao IT num ensaio clinico de fase | direcionado para o tratamento do cancro da
mama em estado inicial''*.

A industria farmacéutica BioNtech tem, de momento, um ensaio clinico de Fase | em
curso com uma injegao IT de mRNA (SAR441000) que codifica para citocinas com potencial
imuno-modulador e atividade antineopldsica, nomeadamente a interleucina-12sc (IL-12sc),
interleucina-15sushi (IL-15sushi), INFa e fator estimulador de colonias de granoldcitos e
macrofagos (GM-CSF). Todas estas citocinas foram administradas em doentes com tumores
solidos. Foi provado que o aumento destas citocinas no microambiente tumoral facilita o
reconhecimento e favorece o combate das células cancerigenas pelo sistema imune, uma vez
que induz a atividade citotdxica dos linfocitos T'"°.

Em 2018, foi descrita uma estratégia de vacinagao com mRNA contra o cancro usando

charge-altering releasable transportes, conhecidos por CARTs''®

onde foi possivel curar
murganhos com grandes tumores conhecidos. Para além disso, este trabalho mostrou que os
proprios CARTs possuem baixa imunogenicidade intrinseca e que, através da incorporagao de
adjuvantes ao seu complexo de moléculas de mRNA é possivel induzir uma modulagao
personalizada das respostas imunes. Este estudo levou, mais tarde, a um novo estudo pré-
clinico que permitiu demonstrar que a administragio de moléculas de mRNA que codificam
para OX40L, CD80 e CD86 administradas no interior de CART no meio IT, resulta na
expressaio do mRNA de interesse no local de administragao e na transfegao substancial de
células dendriticas, macrofagos e linfocitos T, para além das células tumorais, induzindo,
portanto, um efeito anti-tumoral local'®. Esta formulagdo provocou um atraso no crescimento
tumoral, facilitou a regressao do tumor e curou tumores em dois modelos tumorais — linfoma
A20 subcutaneo de linfécitos B e carcinoma do colon CT26. Neste segundo estudo, foram
estudadas varias formulagdes de mRNAs que codificavam diferentes moléculas
imunomoduladoras (testadas individualmente e em combinagao) permitindo chegar a
conclusao que a formulagao que combina OX40L e CD80/CD86 mRNAs-CART para além de
provocar um aumento de citocinas pro-inflamatorias localmente e permitir uma ativagao
robusta de linfocitos T — linfécitos T CD4+, CD8™ e células NK — induziu a expressdo positiva
de marcadores de ativagao (CD 137, CD69, Cd357 e CD25), de marcadores de citotoxicidade
(como a perfurina e granzima B) e do marcador de proliferagao Ki-67. Para além disso, induziu
a migragao de células para o nédulo linfatico de drenagem local e para tumores distantes nao

tratados. De facto, a inje¢ao IT destes complexos CART-mRNA, para além de induzir
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respostas antimumorais locais, tem a capacidade de provocar um efeito sistémico exercendo
atividade adicional noutros tumores espalhados pelo corpo demonstrando, portanto, uma
possivel atuagao em metastases. Efetivamente, com a administragio de mRNA-CART
CD80/86, OX40L e IL-12 foi observado um atraso significativo no crescimento de um tumor
distal nao tratado, resultando numa imunidade global anti-tumoral. Curiosamente, a
terapéutica in situ com a combinagao de OX40L e CD80/86 induziu uma resposta anti-tumoral
especifica restrita a tumores relacionados, isto é, a imunidade antitumoral provocada pelo
tratamento local é especifica para o fenétipo do tumor injetado. Posto isto, podemos concluir
que a imunomodulagao nao parece incitar imunomodulagao sitémica inespecifica, mas sim uma
resposta imune local focalizada que leva a imunidade sistémica especifica para o tumor
inoculado. Do ponto de vista da seguranca, o tratamento local com mRNA-CART de OX40L,
CD80 e CD86 (combinagao mais imunogénica), pareceu induzir uma resposta potente
inflamatoria altamente localizada, sem sinais de reagoes adversas sistémicas. Do ponto de vista
tecnologico, parte do sucesso desta formulagao deve-se ao veiculo de transporte utilizado —
CART — uma vez que demonstrou uma agao extremamente local, transfetando apenas células
no tumor inoculado. Este estudo foi a primeira referéncia de uma intervengao
imunoestimuladora baseada em moléculas de mMRNA mediada por nanoparticulas injetadas
diretamente no microambiente tumoral. Com isto podemos verificar que os CARTs
representam um novo e Unico veiculo de terapia génica local concluindo que a entrega IT
mediada por CART de moléculas imunoestimuladoras codificadas por mRNA se trata de uma
estratégia rapida, segura, versatil, robusta e flexivel na indugao de respostas antitumorais
especificas contra uma variedade de tipos de tumores sélidos. E importante realgar que as
moléculas imunoestimuladoras utilizadas neste estudo fazem parte de um conjunto muito mais
alargado de moléculas disponiveis. Face ao exposto, tanto o método de entrega de mRNA in
situ escolhido como o conjunto de moléculas imunomoduladoras disponiveis, incluindo a
possibilidade de complexagao de varios genes, representa uma estratégia sélida para reverter
terapeuticamente a imunossupressao antitumoral e provocar respostas imunes antitumuroais
com potencial curativo'®.

De um modo geral, todas as estratégias descritas apresentam um grande potencial a
serem aplicadas em terapia personalizada contra uma variedade de tumores, seja em
monoterapia ou em combinagao com tratamentos ja existentes. Nao obstante de todas as
vantagens inerentes a esta nova estratégia terapéutica, ainda ha muito a melhorar neste campo.
Para além da toxicidade associada a alguns sistemas de entrega de farmacos e da administragao
ficar comprometida devido tanto ao volume, bem como a localizagao do tumor, ainda nao é

clara a aplicabilidade da terapéutica imuno-oncologica IT em todos os tipos de tumores
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solidos. De facto, ha um futuro promissor para esta terapéutica antitumoral e, por
conseguinte, de momento, toda a investigagao neste campo concentra-se essencialmente na
busca de proteinas que possam ser expressas localmente e que terao uma possivel agao

terapéutica benéfica.

4.1.3. Vacinas de mRNA Personalizadas para o Cancro

O objetivo primordial das vacinas para o cancro é aumentar as propriedades
antigénicas das proteinas de modo a ajudar o doente a ativar mais facilmente uma resposta
imune contra as suas proprias células cancerigenas. As moléculas de mRNA usadas sao
desenhadas em laboratério para codificarem essencialmente AETs ou AATs. Estes antigénios
sao posteriormente reconhecidos pelo corpo e eliminados pelo sistema imune. De certo
modo, pretende-se aumentar a sensibilidade do sistema imune do doente contra o seu préprio
tumor.

Os avangos na capacidade de identificagdo de neoantigénios caracteristicos do cancro
como produtos de mutagoes missense tem sido a drea mais promissora dentro do campo das
vacinas contra o cancro”. Se antigénicas, essas sequéncias seriam Unicas para o tumor e nio
provocariam uma resposta cruzada com o tecido normal.

Primeiramente, os AET podem ser identificados por sequenciamento de amostras de biopsias
do tumor. Posteriormente, é avaliada e classificada a sua possivel afinidade as moléculas MHC
de classe | e MHC de classe |l tendo como base parametros bioinformaticos probabilisticos
de acoplamento. A tecnologia utilizada para identificar estes antigénios baseia-se na
comparagao de sequéncias do exoma completo do tecido tumoral com sequéncias de tecido
normal. Assim, utilizando algoritmos bioinformaticos preditivos, que, apesar de muito Uteis,
sao ainda muito incompletos, é possivel identificar os antigénios candidatos com base em
estimativas da sua afinidade para com alelos do MHC, niveis de expressao tumoral, entre

outras caracteristicas''’

. De seguida, é formulado um mRNA personalizado que contem varios
dos principais neoantigénios que apresentaram maior probabilidade de gerar uma resposta
otima das células T contra o cancro (Figura 3). Esta abordagem revelou capacidade de induzir
imunogenicidade tanto mediada por linfocitos T CD8* como por linfocitos T CD4*, sendo
esta resposta mais pronunciada quando as moléculas de mMRNA sao formuladas em lipossomas
levemente anidnicos ou mesmo neutros, administrados por via i.v.''®,

As industrias farmacéuticas BioNTech e a Moderna Therapeutics estao a explorar o potencial

das vacinas personalizadas para o cancro usando moléculas de mRNA tanto entregues numa

solugdo tampao (mMRNA livre), como usando formulagdes com lipoplexos ou NPL. A
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complexidade destas Gltimas misturas lipidicas permite otimizar a entrega in vivo mostrando-

se bastante imunogénicas em murganhos®
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Figura 3: Processo de producio das vacinas antitumorais personalizadas a base de mRNA.

O perfil de exdes de células tumorais isoladas de uma biépsia € comparado com o de células normais de modo
a identificar mutagoes especificas do tumor. Diferentes mutagoes podem levar a origem de neoantigénios como
mutagoes pontuais nao-sindnimas, delegdes ou rearranjos de genes. Posteriormente, é prevista a ligagdo dos
neoantigénios aos recetores MHC de classe | e Il (necessario para o reconhecimento pelos linfocitos T) com a
ajuda de varias ferramentas bioinformaticas. E igualmente avaliada a expressio do RNA do antigénio mutado
entre as células tumorais (controlo de qualidade do nucleétido produzido). O sequenciamento do RNA permite
verificar qual o gene que codifica o neoantigénio que € realmente expresso pelas células tumorais. Os genes que
codificam para os neoantigénios de interesse sao inseridos num plasmideo, replicados e retrotranscritos em
mRNA. Finalmente, as moléculas de mRNA produzidas, carregadas negativamente, sao injetadas na sua forma
livre, associadas a um veiculo de entrega carregado positivamente como NPLs ou inoculadas em células
dendriticas. (Adaptado de Pastor et al., 2018)

A industria biotecnolégica Moderna Therapeutics, em conjunto com a Merck Sharp &
Dohme comegou um ensaio clinico de fase | com o objetivo de avaliar a seguranga,
tolerabilidade e imunogenicidade de vacinas personalizadas para o cancro administradas
isoladamente ou em associagao com pembrolizumab (um mAb anti-PD-1) em individuos com

"9 Mais recentemente, foi iniciado um ensaio clinico de fase 2 com a mesma

tumores solidos
molécula de mRNA (mRNA-4157) com o objetivo de avaliar se, em doentes com ressegao
completa de melanoma cutdneo e com alto risco de recidiva, a terapéutica pos-operatoria
com este MRNA em associagdo com pembrozilumab aumenta o tempo livre de doenga em

comparagio com o pembrolizumab isolado'?
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As industrias BioNTech e Roche-Genentech também iniciaram um ensaio clinico em 2017
para uma vacina personalizada de mRNA em lipossomas combinada com atezolizumab (um
mADb anti-PD-L1)"?". Dois anos mais tarde iniciaram um novo ensaio clinico (fase 2) com a
mesma formulagao com o objetivo de melhor estudar a eficacia, seguranga, farmacocinética e
resultados da mesma em doentes com melanoma avangado (nao tratado anteriormente).
Neste estudo ser3, igualmente, feita a comparagao entre a terapéutica com esta formulagao
associada com pembrolizumab com o pembrolizumab isolado'?.

Ainda que a selegao e targeting de neoepitopos utilizando mRNA no desenvolvimento
de vacinas personalizadas tenha demonstrado uma alta imunogenicidade e sinais de eficacia
clinica em tumores como o melanoma — um tipo de tumor com muitas e variadas mutagoes —
apenas uma minoria dessas mutagoes podem ser processadas e apresentadas pelo sistema
HLA permitindo o direcionamento dos linfécitos T¥. Em cancros com poucas mutagoes é
possivel que isto seja uma limitagdo na utilizacdo de imunoterapias contra antigénios
especificos como a utilizagdo de CPls, uma vez que é muito comum que os tumores nao
possuam variedade suficiente de neoepitopos alvo para o sistema HLA'?. Por outro lado, ainda
que o tempo de produgao destas vacinas, incluindo a previsao de epitopos, sintese e controlo
de qualidade, possa ser otimizado, um periodo de 6-7 semanas ¢ ainda demasiado longo. O
tempo de produgao ¢, sem duvida, um fator chave para a utilizagao das vacinas personalizadas
para o cancro visto que o tempo Util de espera pode ser limitado em pacientes com cancros

de estadio avancado'*.

4.1.4. Vacinas de mRNA que Codificam Anticorpos

As terapéuticas recombinantes com mAbs, largamente utilizadas na pratica clinica,
enfrentam algumas limitagdes relacionados com a sua produgao, incluindo o facto de
requererem processos de fabrico complexos que levam a presenga de varias impurezas
intrinsecas, variagoes no produto final, baixa estabilidade durante o armazenamento a longo

prazo e tendéncia a agrega¢io ao longo do tempo'”

. Acresce ainda o facto de os préprios
anticorpos serem suscetiveis a uma rapida clearance e degradagao acentuada por enzimas
presentes em circulagao. Em especial, os anticorpos biespecificos tém um tempo de semivida
em circulagdo muito curto (de apenas algumas horas) sendo necessaria uma bomba de infusao

126 A utilizacao de moléculas de mRNA

para permitir a sua administragao continua aos doentes
que codificam para estes anticorpos permitiu a sua producao diretamente no doente
representando, por isso, uma abordagem promissora para superar algumas das limitagoes

enunciadas.
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Num estudo recente Stadler et al.'” demonstrou que, através da incorporagio de
nucleésidos modificados de mRNA transcritos in vitro (TIV) que codificam um ativador dos
linfocitos T biespecifico direcionado a trés AATs — tight-junction proteins caudin 6 (CLDNS§),
caudin 18.2 (CLDN18.2) e epitelial cell adhesion molecule (EpCAM) — em células denominadas
RiboMABs. A baixas doses (picomolar), as RiboMABs foram capazes de induzir a lise especifica
de células alvo com uma poténcia comparavel com aquela atingida pela proteina recombinante
correspondente. Para além disso, a expressao das moléculas de mMRNA manteve-se durante
varios dias, uma vez que o BsAb permaneceu ainda mensuravel 72 horas apos a sua
administragao. Trata-se de uma grande vantagem relativamente a terapéutica recombinante
correspondente (CD3 x CLDNé6) que possui um tempo de semivida em circulagao
extremamente baixo, uma vez que, apos a sua administragao, a sua concentragao baixou
abruptamente apods 6 horas, sendo praticamente indetetavel transcorridas apenas 24 horas.
Refira-se ainda que, através de um ensaio de toxicidade ex vivo foi possivel demonstrar a
capacidade do plasma de murganhos, tratados com as moléculas de mRNA, de induzirem a
lise especifica de células alvo que expressam o AAT CLDNGé. A lise maxima obtida foi de 90%,
atingida 6 horas apos o tratamento e manteve-se acima do nivel médio-maximo por mais de
6 dias. De uma forma contrastante, a atividade citotoxica do plasma derivado de murganhos
que receberam a terapia com a proteina recombinante caiu rapidamente para os niveis
minimos apos 24 horas. A avaliagdo da seguranga das RiboMAB mRNA num enxerto de
PBMCs humanas em morganho NSG, para além de nao revelar toxicidade hepatica, nao
provocou a libertagdo sistémica de citocinas pro-inflamatérias causada pela ativagao
inespecifica de linfocitos T'%.

Foi igualmente demonstrada, num outro estudo, a eficacia antitumoral de um anticorpo
codificado por mMRNA num modelo de linfoma das células B humanas'®. Foram desenvolvidas,
em separado, duas moléculas de mMRNA que codificam para as sequéncias das cadeias pesadas
e leves do anticorpo IgG 1 contra o antigénio CD20 — rituximab. Tal como no primeiro estudo,
foi utilizada a tradu¢ao do mRNA TIV de anticorpos funcionais. Para demonstrar a eficacia in
vivo, foram administradas células Raji B, uma linha celular de linfoma de células B humanas
CD20 positivas, por via i.v., a murganhos NOD/SCID. De seguida, o mRNA formulado foi
administrado por i.v. com o objetivo de obter uma expressdo elevada no figado*. Mais tarde,
verificou-se a regressao completa do tumor na maioria dos murganhos com uma dose de 50ug
de mRNA-NPL rituximab e os murganhos tratados com uma dose de 10ug apresentaram
crescimento tumoral bastante reduzido.

Num estudo mais recente foi pela primeira vez demonstrada a capacidade de um mAb

humanizado completo, produzido no figado e entregue utilizando NPL carregadas com TIV-
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mRNA, inibir o crescimento de tumores solidos'?. Para tal, foi desenvolvido um veiculo de
entrega in vivo de TIV-mRNA associado a NPL (cKK-EI2 também conhecidas como MD-1) de
um anticorpo anti-fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2 ou ERBB2) -
trastuzumab. O trastuzumab trata-se de um medicamento utilizado no tratamento do cancro
da mama a base de anticorpos que possuem como alvo o HER2, uma vez que este fator é
sobrexpresso em aproximadamente 30% dos doentes com este tipo de cancro. Neste estudo
foi comprovado que a utilizagao de TIV-mRNA NPLs que expressam o anticorpo terapéutico
completo trastuzumab no figado, representa uma estratégia viavel no tratamento de tumores
solidos. A farmacocinética desta preparagao foi comparada com o tratamento padrio de
tumores HER?2 positivos (8mg/kg herceptin, 160ug por animal). De facto, a injegao com 2mg/kg
(40ug por animal) de mRNA apresentou niveis séricos comparaveis a injecao da proteina
clinicamente mais revelante apresentando niveis de expressao proteicos superiores aos
apresentados em estudos publicados anteriormente'”'?*'*°. Efetivamente, 24 horas apés a
administracao de 40ug de NPL-mRNA ou 160ug de proteina recombinante, a concentragao
sérica de trastuzumab produzido endogenamente é comparavel com os niveis de anticorpo
injetado. Verificou-se ainda que, contrariamente ao declinio contante dos niveis de
trastuzumab em murganhos que receberam herceptin, os niveis de trastuzumab em murganhos
injetados com NPL-mRNA teve uma expressio mais prolongada ao longo de |4 dias
(permaneceu dentro de 45 + 8,6ug/ml). Duas semanas apos a injegao do mRNA, os niveis
séricos do anticorpo produzido ainda estavam acima da concentragao plasmatica minima
terapéutica necessaria para provocar efeitos anti-proliferativos. A sua atividade
anticancerigena foi comprovada uma vez que uma administragao i.v. semanal de 2mg/kg de
NPLs de trastuzumab mRNA, durante 4 semanas, foi capaz de inibir o crescimento do cancro
da mama em murganhos atimicos e melhorou a sobrevivéncia geral dos animais, superando,
assim, o tratamento padrio com herceptin. E de realgar que esta inibigio do crescimento
tumoral foi especifica para células tumorais que expressam o recetor HER2. Curiosamente,
foi verificado que as NPLs utilizadas foram capazes de fornecer TIV-mRNA diretamente no
tumor apos administragao por via i.v.. Esta expressio de anticorpos terapéuticos no
microambiente tumoral ou diretamente nas células tumorais podera, nio s6 aumentar a
eficacia terapéutica, mas também reduzir os efeitos off-target.

Efetivamente, todos os estudos evidenciam claramente que a expressao de anticorpos
mediada por moléculas de mRNA pode ser aplicavel a oncologia uma vez que traz vantagens
em comparagao com os produtos biologicos recombinantes que, frequentemente, apresentam

um tempo de semivida plasmatico bastante curto o que condiciona muito a eficacia da
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terapéutica. Para além disto, a utilizagao de TIV-mRNAs, permite que haja uma produgao in
vivo do anticorpo, melhorando o controlo das modificagdes pés-translacionais''.

Posto isto, uma vez que estes anticorpos terapéuticos, produzidos endogenamente,
apresentam um maior tempo de semivida em circulagao, é possivel reduzir a frequéncia de
administragao, dosagem e, subsequentemente, o custo geral do tratamento. Nao obstante, sao
necessarios mais estudos neste campo para ser possivel avaliar a sua verdadeira potencialidade
em imunoterapia. Com efeito, algumas industrias farmacéuticas como a BioNTech AG e CureVac
AG tém vindo a explorar a utilizagado de moléculas de mMRNA que codificam anticorpos no

tratamento do cancro.

5. Dinamica In Vivo

Limitagoes bastante comuns da aplicagao das moléculas de mRNA na terapéutica como
a sua fraca estabilidade; dificuldade de passagem das barreiras bioldgicas; fraca internalizagao
pelas células alvo; e toxicidade das formulagoes, podem ser consideradas os motores da

inovagao tecnologica neste setor.

5.1. Estabilidade

A estabilidade das moléculas de RNA deve ser altamente regulada de modo a obter
uma produgao controlada de proteinas. Alguns elementos estruturais como, por exemplo,
sequéncias ricas em Adenil-uridilato (AU), aceleram a degradacao do mRNA. Este padrao é
bastante comum em sequéncias de mRNA que codificam proteinas que requerem expressao

durante pouco tempo, como é o caso das citocinas'?*'?

. Outro fator que influencia a
estabilidade das moléculas de mRNA ¢ a presen¢a de RNases no microambiente tumural. De
facto, a produgao de RNases é um mecanismo de defesa adicional do sistema imune inato que
permite evitar a replicagdo viral e a acumulagio de RNAs aberrantes ou sem sentido'*.
Efetivamente, terapéuticas a base de moléculas de mRNA que pretendam evitar a exposigao
as RNases, que € o caso das terapéuticas contra o cancro, deverao sofrer alteragoes quimicas
por forma a aumentar a sua estabilidade. Para tal, cada um dos seus componentes devera ser
otimizado. A cap é uma estrutura essencial que, como vimos anteriormente, nao sé protege
o mRNA eucariota, mas também ¢ indispensavel para o processo de tradugao. A cap pode ser
inserida adicionando analogos da cap ou usando enzimas produtoras da cap que evitam que o
mRNA sofra decapping durante o processo de transcrigio'*>'*. Para além disso, podem ser

utilizados analogos anti-reverse cap durante a reagao de capping de modo a evitar a insergao da

cap na orientagao errada, o que podera levar a formagao de um RNA que simplesmente nao
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pode ser transcrito numa proteina'?’. E importante lembra que as extremidades UTR 3’ e 5’
também siao determinantes da estabilidade da molécula de mMRNA e a sua estrutura também
deve ser controlada.

Para além disso, as regides codificantes das moléculas de mRNA podem ser obtidas e
otimizadas utilizando algoritmos matematicos especialmente desenvolvidos para este fim.
Estes algoritmos permitem obter coddes otimizados de acordo com a abundancia de tRNA
em cada espécie. Isto permite aumentar drasticamente a expressao das moléculas de RNA,
uma vez que evitam a utilizacao de codoes raros. Deste modo, € possivel aumentar a eficacia
da transcri¢io do RNA sem alterar a sequéncia de proteinas'®.

Por fim, as caudas poli-A podem ser igualmente otimizadas de modo a maximizar a
expressao da proteina de interesse. Efetivamente, uma cauda com entre 120 e 150
aminoacidos é considerada étima e a introdugdo de N'-metil-pseudouridina permite, nio s6
limitar a ativacao dos recetores intrinsecos do RNA, mas também melhorando a eficacia na
tradugao aumentado o tempo de pausa dos ribossomas assim como a sua densidade no
mRNA'?.

Apesar de todos os esforgos no sentido de melhorar a estabilidade destas moléculas
in vivo, algumas das imunoterapias baseadas em moléculas de mRNA ainda apresentam uma
farmacocinética mais curta que outras terapéuticas com anticorpos e proteinas
recombinantes. Na sua maioria passam menos tempo no local de agao e exigem uma maior

frequéncia de reposicao de doses.

5.2. Entrega Intracelular

Um dos principais desafios na entrega de farmacos a base de mRNA encontra-se em
fazer passar grandes moléculas carregadas negativamente através da membrana celular. Uma
vez que a difusao niao é possivel, estas moléculas sao maioritariamente internalizadas por
endocitose (Figura 3). Curiosamente, algumas células especializadas como as células
dendriticas tém a capacidade de internalizar moléculas de RNA por macropinocitose®"'*.

Nas vacinas para o cancro a base de mRNA, a via i.d. é considerada a via de
administragao ideal uma vez que uma grande variedade de células apresentadoras de antigénios
residem na pele'*. Apesar de serem atingidos baixos niveis de expressio do mRNA por via
i.d., é possivel aumentar a expressao/inibi¢ao utilizando outros meios de administragao. Por

outro lado, a injegao sem agulha mostrou-se mais vantajosa que a injegao com agulha uma vez

que permite uma disposicao mais ampla do mRNA na pele levando a um aumento da sua
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internalizacao pelas células do sistema imunitdrio e consequente expressao antigénica,
aumentando, assim, a imunogenicidade global da formula'*.

Como ja foi referido, as NPLs sao veiculos de transporte de farmacos compostos por
lipidos conjugados com PEG e lipidos cationicos ionizaveis. Lipidos associados a PEG com
cadeias acil curtas permitem aumentar o tempo de circulagao e minimizar a agregagao; estas
podem, no entanto, resultar em estruturas mais imunogénicas. Efetivamente, o uso de
nanoparticulas biodegradaveis, lipossomas cationicos, entre outros veiculos nao virais
baseados em polimeros e lipidos tem sido intensivamente estudado na entrega de acidos
nucleicos in vivo. Estes sistemas apresentam uma variedade de beneficios, como menor
imunogenicidade e toxicidade, a possibilidade de uma administragao repetida e menores custos
de produgao. Naturalmente, estes veiculos de entrega niao sao perfeitos e possuem algumas
limitagoes devido a sua estabilidade em circulagao, citotoxicidade e tamanho de particula (sao
maiores que os vetores virais).

De facto, sao varios os tipos de sistemas utilizados na entrega de acidos nucleicos como
os lipossomas, NPL, lipoplexos, nanoemulses cationicas e poliplexos. Estes ultimos sao
considerados uma boa alternativa aos lipossomas e as NPLs na entrega de mRNA in vivo. Foi
demonstrado que os poliplexos conferem alta protecao as moléculas de mRNA contra
ribonucleases e interagoes in vivo indesejadas com Transcription Activator-Like Effector Nucleases
(TLRs)'®. Para além disso, a expressao da molécula de interesse foi maior, em comparagao
com os resultados apés administragado de mMRNA na forma livre.

Muitos destes sistemas ja sao utilizados em moléculas de RNA nomeadamente siRNAs e
microRNAs, no entanto, a sua utilizagdio em mRNA ainda nao foi bem estudada. Mais
recentemente, foram desenvolvidas vacinas de mRNA para o cancro usando CARTs que
permitiram curar tumores em murganhos'#'*!*_Este veiculo foi recentemente utilizado num
ensaio pré-clinico, numa terapéutica IT com moléculas de mRNA que codificam moléculas

imunomoduladora'®”

. Verificou-se que as CART permitem a transfegao eficiente de multiplos
subconjuntos de células imunomoduladoras dentro do microambiente tumoral, induzindo uma
acao extremamente localizada e especifica, uma vez que, apenas foram transfetadas células do
tumor inoculado. De facto, nenhum sinal foi detetado em células tumorais distantes do local
de administragao ou em qualquer outro orgao. Posto isto, podemos concluir que este sistema
se trata de um meio apropriado de entrega e expressao in situ de moléculas terapéuticas
codificadas por mRNA.

No campo da tecnologia farmacéutica tem-se também investido fortemente na

pesquisa de formas de melhorar a disrupgao endossomal apos a internalizagao do mRNA pela

célula alvo com o objetivo de promover a sua libertacao de forma mais eficiente no meio
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intracelular evitando a sua alteragao e/ou degradagao. Para tal, tém-se estudado novos lipidos
e polimeros com a capacidade de mascarar os acidos nucleicos. Por outro lado, ha interesse
em otimizar a biodistribuicao destes complexos farmacolégicos, aumentando a especificidade
das NPLs, promovendo uma entrega direcionada através do uso de modificagdes estruturais
na sua superficie como, por exemplo, incorporagao de mAbs, aptimeros de RNA entre outras

elementos.

5.3. Toxicidade

Um terceiro grande obstaculo no desenvolvimento de medicamento a base de RNA
tem sido a sua toxicidade. As duas reagdes adversas comuns mais descritas sao o
desenvolvimento de reagoes de infusao e a indugao de uma resposta pro-inflamatoria. De
forma a aumentar a seguranga destas formulagoes é fundamental ter em conta tanto a
estrutura da molécula de mMRNA como a do proprio veiculo de entrega. Note-se que
preparagoes com nucledtidos modificados altamente purificadas de mRNA podem afetar o
seu reconhecimento pelos recetores de RNA e, por conseguinte, melhorar a tolerancia da
formulagao. O veiculo de entrega pode igualmente contribuir para o surgimento de reagoes
de infusao e indugao de uma resposta pro-inflamatéria positiva. Entre as demais problematicas
podemos incluir o potencial toxico dos componentes das NPLs, incluindo os lipidos catiénicos,
fosfolipidos ou a combinagio entre ambos*"'*". Outros componentes das NPLs, como o PEG,
que sao utilizados para aumentar o tempo de semivida plasmatico da formulagao, sao
altamente imunogénicos. Estes podem, por exemplo, provocar a produgao de anticorpos da
imunoglobulina M (IgM) que, por sua vez, provocam a opsonizagdo destas particulas pelos
macrofagos'*. Para além disso, embora administrados localmente, alguns veiculos de entrega
tendem, ainda assim, a acumular-se em orgaos distantes do local de administragao, incluindo
o figado, o que pode induzir efeitos adversos indesejados.

Na tentativa de solucionar alguns dos problemas relacionados com as formulagoes com
NPLs, a proporgao dos seus diferentes componentes tem vindo a ser estudada com vista a
desenvolver uma formulagdo que permita diminuir a sua imonogenicidade global.
Contrariamente as NPLs, os CART, para além de serem altamente especificas para o tecido
injetado, degradam-se em subprodutos neutros'*, sendo, por isso, um veiculo de entrega de
mRNA bastante atraente em imunoterapia IT.

Por outro lado, alguns sistemas de entrega de farmacos sensiveis a estimulos sao
capazes de melhorar a eficiéncia na entrega de genes ao mesmo tempo que reduzir a

citotoxicidade e outros efeitos secundarios. Estes sistemas permitem ainda a co-entrega de
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medicamentos quimioterapéuticos com genes ou oncogenes relacionados com a tolerancia a
um determinado medicamento, fornecendo, assim, uma base teérica melhorada para a terapia

génica na terapéutica anticancerigena®.

6. Perspetivas Futuras e Notas Conclusivas

Atualmente, as moléculas de mRNA tém tido uma atengao especial pela comunidade
cientifica e, nos ultimos anos, veio a verificar-se um elevado nimero de novos estudos e
ensaios clinicos utilizando esta terapia génica. Efetivamente, estas moléculas sao bastante
versateis sendo, portanto, diversas as dreas onde esta tecnologia poderad ser aplicada.

Apesar da sua utilizagdo ter comegado na drea das vacinas profilaticas, atualmente
verifica-se uma expansio para o campo do tratamento imuno-oncolégico com o
desenvolvimento das vacinas para o cancro e das técnicas de imuno-oncologia IT. Tem sido
igualmente relevante a aplicagao destas moléculas no campo da medicina regenerativa e terapia
de substituigao. Efetivamente, com a ajuda desta ferramenta de edigao génica somos cada vez
mais capazes de promover uma terapéutica adequada as caracteristicas especificas de cada
doente, tornando-a mais personalizada. Ainda assim, uma vez que a utilizagdo de moléculas
de mRNA na terapéutica é bastante recente, sera, sem dulvida, necessaria uma investigagao
mais profunda no que diz respeito a sua seguranga e eficacia, nao s6 em humanos, mas também
em diferentes espécies animais.

De momento, a imunoterapia no tratamento do cancro ainda se encontra dominada
por anticorpos, proteinas recombinantes, células T modificadas e pequenas moléculas, porém,
ha muito potencial de melhoria na sua eficacia. Cada vez mais resultados clinicos tém
demonstrado que as terapias e vacinas baseadas em RNA e, em especial mRNA, trazem
vantagens no tratamento de inumeras patologias aumentando, assim, o interesse da
comunidade cientifica nestas abordagens terapéuticas alternativas que, para além de eficacia,
trazem vantagens farmacocinéticas, economicas e regulamentares. Posto isto, tanto estudos
pré-clinicos como clinicos sao imperativos na avaliagio do comportamento dos diferentes
componentes que constituem o farmaco a base de mRNA, aquando da sua administragao.
Supletivamente, estes estudos permitirao nao so6 avaliar a possibilidade de desenvolvimento
das mais diversas reagoes adversas (toxicidade intrinseca), mas também, em particular na
terapéutica oncolodgica, ajudarao a descobrir quais as vias de sinalizagdo imunolégica mais
eficazes em humanos. A crescente compreensao dos mecanismos imunomoduladores
operacionais dos tumores, tem permitido a implementagao de estratégias imunoterapéuticas

inovadoras cada vez mais eficazes no tratamento do cancro.
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Para dar resposta a estes avangos, sio necessarias ferramentas mais precisas e
eficientes que facilitem a utilizagao terapéutica das novas descobertas. Assim sendo, é altissima
a demanda por plataformas terapéuticas mais versateis capazes de combinar multiplos
farmacos e de exercer a sua agao em diferentes alvos, com minima toxicidade. Por outro lado,
apesar da injegao local poder ajudar a ultrapassar o potencial toxico associado a administragao
sistémica, ainda sao poucas as estratégias de entrega de farmacos capazes de garantir uma
entrega localizada e uma indugao da sua agao de forma eficiente.

O rapido progresso da terapéutica com moléculas de mRNA, especialmente na area
do cancro, nao teria sido possivel sem grandes avangos tanto na detecao da resposta imune
inata desencadeada pelo RNA como dos métodos de entrega in vivo. Devido a extensa pesquisa
basica sobre a estrutura e funcionalidade do RNA no tratamento do cancro e bioquimica de
lipidos e polimeros no desenvolvimento de sistemas de entrega eficientes, foi possivel a
aplicacao de moléculas de mRNA em ensaios clinicos o que levou a um nivel surpreendente
de investimento por parte de varias empresas na area da terapéutica oncologica com mRNA
(Tabela 2). Grande parte dos estudos de utilizagio de mRNA na terapéutica tém sido levados
a cabo essencialmente por industrias farmacéuticas como a Moderna Pharmaceutics (EUA),
BioNtech (EUA), CureVac (Alemanha), Acuitas Therapeutics (EUA), Arcturus Therapeutics (EUA)
entre outras, em parceria com inumeras Universidades. A Moderna Therapeutics, empresa
Norte Americana fundada em 2010, foi das empresas que mais tem investido na
comercializagio de vacinas e outras terapias baseadas em mRNA'”. Na Europa,
nomeadamente na Alemanha, a CureVac AG tem um portefélio crescente de alvos
terapéuticos'* incluindo tanto em doengas infeciosas como no cancro. A BioNTech assim como
a Moderna Therapeutics estao também a desenvolver uma abordagem inovadora na area da
medicina personalizada contra o cancro utilizando vacinas de mRNA que codificam

neoepitopos, descritas anteriormente (Tabela 3).
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Tabela 3: Principais criadores de vacinas de mRNA: foco de pesquisa, parceiros e plataformas

terapéuticas no campo da oncologia.

Indicacdo Terapéutica

InstituicOes Tecnologia de mRNA Parceiros .
(patologia)
Durham Biotech Neoantigénios de mRNA — ND Vacinas Personalizadas para
Colmmune Inc. plataforma Arcelis o Cancro
Nucleésidos Modificados de
BioNThech RNA mRNA (IVAC Mutanome, Vacinas Personalizadas para
Pharmaceuticals iNeST, FixVAC) Genenthech/Roche P
. . o Cancro
GmbH Anticorpos codificados por
mRNA (RiboMabs)
Otimizagao de sequéncias, . Vacinas para o Cancro
N . o | Boehringer -
Cure Vac AG mRNA purificado (RNActive®, Ineelheim GmbH (cancro do pulmao)
RNArt, RNAdjuvant) 8
TheRNA
ene . mRNA purificado (TriMix) ND Cancro (melanoma, mama)
Immunotherapies
Vacinas Personalizadas para
Moderna Therapeutics Nucleésidos Modificados de Merck & Co. o Cancro

mRNA

Imuno-oncologia
Intratumoral

ND, nao disponivel

Em suma, podemos esperar um futuro brilhante na area da terapéutica com mRNA,
em especial no campo da imuno-oncologia, dados os recursos clinicos fornecidos por estas
empresas e outras instituicoes que provavelmente incrementariao a pesquisa basica sobre a

possivel aplicagao desta terapéutica nas diversas areas da ciéncia.
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