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Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Orientagao: Dra. Nadege Arminda Melo Couceiro



Lista de Abreviaturas

AINFE’s — Anti-inflamatorios nao-esterdides

ANF — Associagao Nacional das Farmacias

ARS — Administragao Regional de Saude

DCI — Denominagao Comum Internacional

IMC — indice de Massa Corporal

IVA — Imposto sobre o Valor Acrescentado

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
SNS — Servigco Nacional de Saude

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats



l. Introducio

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) tem como principal
finalidade a formagao multidisciplinar de profissionais especialistas nas varias areas do
circuito do medicamento. O estagio curricular do MICF pode ser dividido em duas etapas:
uma que corresponde, obrigatoriamente, a um estagio em farmacia comunitaria; e outra
facultativa que corresponde a um estigio noutras areas de intervengao no circuito do
medicamento.

O contacto com o dia-a-dia de uma farmacia comunitaria € o momento mais
importante na formacio de novos farmacéuticos. E aqui que nos é possivel utilizar
diariamente todos os conceitos interiorizados ao longo do curso e transpo-los para a pratica
profissional, tendo sempre como maxima a satisfacio da necessidade dos utentes. Embora
todos os processos do circuito do medicamento sejam importantissimos, € na farmacia
comunitaria que acontece o momento mais importante e para o qual todas as outras areas
trabalham diariamente: a cedéncia correta e segura do medicamento ao seu utilizador final -
o utente. Este € um momento que visa esclarecer todas as duvidas relacionadas com o
medicamento e, para isso, os farmacéuticos devem ser capazes de fornecer com clareza e
fiabilidade todas as informagoes necessarias para que o utente saia da farmacia sem duvidas e
receios.

Por isso mesmo, as farmacias comunitarias tém-se demonstrado como um dos locais
de maior relevancia para o auxilio da comunidade, por ser um local de confiangca onde os
utentes podem contactar um profissional de salide, sem custos e de forma mais informal. E,
assim, o primeiro local que os utentes procuram quando necessitam de aconselhamento e,
por isso, os farmacéuticos devem ser detentores de um conhecimento vasto e generalizado
que permita esclarecer os utentes sobre qualquer assunto relacionado com a sua saude.

No presente relatorio, estao descritas todas as atividades desenvolvidas no ambito
do estagio curricular em farmacia comunitaria, que decorreu na Farmacia Central Dra. Maria
Leonor (doravante designada apenas por Farmacia Central), em Cantanhede, com inicio a 22
de margo de 2021 e término a 6 de julho de 2021, contabilizando um total de 68| horas. A
orientagido do mesmo foi da responsabilidade da Dra. Nadege Couceiro, atual diretora
técnica. Esta redigido sob a forma de uma analise SWOT (do inglés Strenghts, Weaknesses,
Opportunities and Threats), em que abordarei os pontos fortes e fracos, e as oportunidades e
ameagas que considero relevantes salientar, durante a minha passagem pela Farmacia

Central.



2, Analise SWOT

2.1. Pontos Fortes
2.1.1. Organizacao e Dinamica Interna

O ponto mais forte a destacar, no que toca a realizacdo do meu estagio, prende-se
com a organizagao exemplar da farmacia e com a exigéncia na realizagao de tarefas. A
interagao continua entre colaboradores era imprescindivel para uma boa organizagao
interna. Ao longo do dia, vao acontecendo varias situagoes das quais toda a equipa deve ter
conhecimento, para que nao ocorram incongruéncias na transmissao de informagao aos
utentes. A transmissao de informagao credivel e o rigor na dispensa correta e segura de
medicamentos aos utentes &, por isso, uma das mais-valias a salientar na filosofia da Farmacia
Central.

As responsabilidades das diversas tarefas da farmacia sao distribuidas pelos varios
colaboradores. Isto é, existe uma tabela que denomina uma pessoa responsavel pelo
controlo dos prazos de validade no final do més, uma pessoa responsavel pela realizagao de
manipulados e gestao do laboratério, etc. Ja as tarefas do dia-a-dia, como o atendimento ou
a gestao e envio das encomendas didrias, eram de cariz rotativo entre os colaboradores,
resultando numa maior motivacao e dinamica de trabalho.

A introdugao da filosofia Kaizen é também um ponto a destacar. Esta visa estimular
nao so a rentabilidade e motivagao da equipa no coletivo, mas também a nivel individual.
Consiste na melhoria continua da organizagao dos varios espagos e métodos de trabalho da
farmacia, com o objetivo de evitar o desperdicio. Relativamente a recegao e armazenamento
de encomendas, existiam fitas separadoras delineando os espagos para os produtos ainda em
recegao e para os produtos que podiam ser armazenados. Os produtos eram guardados nas
gavetas por ordem alfabética sendo que, para além dos comprimidos, existiam gavetas
especificas para cremes e pomadas, pos, colirios, etc. Existiam também estantes destinadas
exclusivamente a solugoes e suspensoes orais, produtos de IVA a 23% (como alguns
suplementos alimentares), produtos de uso veterindrio e para o armazenamento dos
excedentes. Na zona de atendimento, os produtos de maior rotagao (como alguns
antibidticos, analgésicos e AINE’s) eram colocados no cockpit, um armario colocado entre os
balcoes e sem visibilidade nem acesso para os utentes, levando a maior rapidez na dispensa e
melhorando a dinamica do atendimento. Na zona de exposicao ao publico, os diversos
lineares de MNSRM, suplementos alimentares e dermocosméticos estavam organizados por

indicagao terapéutica. Em particular no caso dos produtos de dermocosmética, esta
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organizagao resulta num aconselhamento mais fiavel e dinamico por parte dos colaboradores
uma vez que, no mesmo linear, temos todos os produtos indicados para a mesma condigao.

Ao longo do dia eram também realizadas reunioes de cerca de 5 a 10 minutos, para
colocar toda a equipa a par das varias situagoes e discutir possiveis solugoes para problemas,
o que permite uma melhor integragao, comunicagao e troca de ideias entre os varios
colaboradores. Todos estes aspetos desenvolvem na equipa uma maior uniao e motivagao,
acrescentando valor a farmacia e a relacao final com o utente.

Como estagiario, fui desde inicio integrado como elemento da equipa, participando
sempre em todas as reunioes e discussoes. No que toca a realizagao de tarefas, foi-me dada
a oportunidade de realizar, autonomamente e com sentido de responsabilidade, grande
parte das varias tarefas do dia-a-dia, permitindo-me desenvolver capacidade de trabalho e

autonomia nas minhas fungoes.

2.1.2. Localizacdo da Farmacia

A Farmacia Central situa-se no centro da cidade de Cantanhede. Sendo este um
ponto de referéncia da cidade, serve uma populagiao-alvo muito diversificada, englobando
pessoas de varias nacionalidades, diferentes estratos socioeconomicos e faixas etarias
bastante alargadas. Estes aspetos levam a que a procura de servigos e produtos seja muito

diversificada, o que contribuiu de forma muito positiva para o meu estagio.

2.1.3. Novo Médulo de Atendimento do SIFARMA®

As farmacias podem funcionar com varios sistemas informaticos, sendo o mais usual
o SIFARMA 2000°. Nos ultimos anos, a Glintt desenvolveu um novo médulo de atendimento
do SIFARMA®, mais apelativo, fluido e intuitivo. Durante o meu estigio, essa mesma
atualizagao foi implementada na Farmacia Central, sendo que todo o processo de
atendimento ao publico passou a ser efetuado neste novo modulo.

Considero este um ponto forte do meu estagio, uma vez que me permitiu aprender
desde o inicio a trabalhar com esta atualizagao e estar em contacto com todas as mais-valias,
mas ao mesmo tempo com todos os pontos menos bons. Por ser recente, existiam uma
série de processos que nao eram possiveis realizar e nos quais a Glintt trabalhava todos os
dias, fazendo atualizagoes constantes ao sistema. Assim, contactei varias vezes o apoio ao
cliente da Glintt para resolugao de problemas, o que me ajudou a compreender melhor o

funcionamento deste novo modulo.



2.1.4. Variedade de Tarefas Executadas

2.14.1. Rececao de Encomendas e Gestao de Stocks

Na fase inicial do meu estagio, uma das minhas fungdes principais passava por
rececionar e conferir as encomendas dos varios armazenistas. Este processo é feito com
recurso ao sistema SIFARMA 2000° e consiste, sucintamente, na leitura dos cédigos das
varias embalagens para introdugao no sistema, no controlo dos seus prazos de validade e na
verificagdo dos pregos de compra e das respetivas condigoes. Apos finalizada a recegao de
encomendas, os produtos sao armazenados segundo a regra “first-expired, first-out” nos varios
locais referidos no ponto 2.1.1., de acordo com as respetivas formas farmacéuticas. Efetuei
esta fungao de forma independente e considero que foi um ponto muito importante nao sé
para perceber a dindmica da rotagao de stocks da farmacia, como também serviu de
preparagao para o atendimento ao publico, uma vez que me fui familiarizando com as
embalagens, nomes comerciais e principios ativos associados.

O stock geral da farmacia é assegurado através de um sistema de stocks minimos e
maximos definidos para cada produto. Todos os dias sao geradas automaticamente duas
encomendas diarias que propoem o pedido dos varios produtos em falta, de forma a
satisfazer os stocks maximos. Essas propostas sao analisadas rigorosamente por um dos
colaboradores, que gere e define quais os produtos efetivamente necessarios encomendar.
Nao efetuei esta tarefa de forma independente, mas acompanhei de forma atenta a sua
execucgao.

Ainda relativo a gestao de stocks, realizei a devolugao de produtos aos armazenistas,
sempre que estes se encontravam, por exemplo, com validade curta para dispensa ou com
as embalagens danificadas, e regularizei por varias vezes as notas de crédito correspondentes

a essas devolugoes.

2.1.4.2. Atendimento aos Utentes

O atendimento pode ser dividido em dois momentos distintos: a prestacao de
servigos e o aconselhamento e/ou dispensa de medicamentos e outros produtos de salde.

O primeiro engloba medi¢oes dos varios parametros quimicos e biologicos, como a
pressio arterial, colesterol total e glicémia, bem como pesagem e calculo do indice de Massa
Corporal (IMC). Aquando da realizagao destas medi¢oes, apercebi-me que é necessario ter
um discurso empatico, claro e inequivoco com o utente, esclarecendo quaisquer duvidas
sobre os objetivos terapéuticos e realcando sempre a importancia da toma da medicagao

habitual para controlo dos valores. Tive sempre o cuidado de incentivar a pratica de medidas
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nao farmacolodgicas nas varias patologias, bem como incentivar a medigao frequente destes
parametros, de forma a avaliar melhor a eficacia da terapéutica. Ainda relacionado com a
prestacao de servigos, acompanhei por varias vezes a administragao de injetaveis, por parte
de um farmacéutico.

Relativamente a dispensa de medicamentos e outros produtos de salde, realizei
autonomamente a dispensa de varios tipos de receitas (receitas eletrénicas, manuais, com
psicotropicos e receitas médico-veterinarias) e realizei o aconselhamento de MNSRM,
suplementos alimentares, dispositivos médicos, dermocosméticos, entre outros produtos de
venda livre. Ao realizar a dispensa de receitas, apercebi-me da especificidade de cada uma e
da complexidade dos varios regimes e organismos de comparticipagao, que existem fora do
SNS. Realgco a particularidade das receitas com medicamentos psicotropicos, uma vez que
esta dispensa sé pode ser efetuada mediante apresentagio dos dados e documento de
identificacdo do utente ou do adquirente (caso este ultimo nao seja o utente). Tanto na
dispensa de receitas, como na dispensa de qualquer produto de venda livre, tentei sempre
esclarecer todas as dlvidas relacionadas sobre o uso correto e seguro desses medicamentos
e incentivei sempre a procura de conselhos por parte de um profissional de salde, antes da
auto-medicacao.

Ao longo dos atendimentos, devido a falta de determinados produtos no stock da
farmacia, foi necessaria a realizacdo de encomendas instantineas de forma a satisfazer a
necessidade dos utentes. Por vezes, foi também preciso contactar os diversos armazenistas

via telefone, para consultar a disponibilidade desses mesmos produtos.

2.1.4.3. Preparacao de Manipulados

Um dos papéis muito importantes de um farmacéutico passa pela preparagao de
medicamentos manipulados, i.e., medicamentos que sao especificos e que nao sao
produzidos em larga escala pelas industrias, podendo ser preparados (mediante receita
médica) pelo farmacéutico, no laboratério da farmacia.

Ao longo do meu estagio, tive a oportunidade de preparar varios manipulados, de
entre os quais destaco a preparagao de 400 g de pomada de Vaselina Salicilada + Diprosone
NV®, indicada para o tratamento e controlo da psoriase e cuja ficha de preparagio se

encontra no Anexo |.

2.1.44. Conferéncia de Receituario

Atualmente, grande parte das receitas siao eletrdnicas, i.e., processadas a nivel

informatico pelo médico e impressas ou enviadas via SMS para os utentes. No entanto,
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pontualmente e em casos de excegao (como faléncia informatica), podem ser prescritas
receitas manuais. Nestas, o médico deve manuscrever obrigatoriamente varios pontos: o
nome completo do utente; o regime de comparticipagao e respetivo nimero de beneficiario
associado; os principios ativos, acompanhados de dosagem, nimero de comprimidos por
embalagem, nimero de embalagens a ceder para cada principio ativo e posologia; e ainda a
data da prescrigao e assinatura do médico. Estas receitas devem também conter a vinheta
identificadora do médico prescritor, bem como referéncia a sua especialidade, ao telefone e
local da prescrigao.

Por serem receitas manuais, a sua dispensa deve ser feita com aten¢ao redobrada,
uma vez que podem existir erros de leitura por parte do farmacéutico. No final do
aviamento da receita, deve ser impresso no verso um comprovativo da dispensa efetuada,
que deve ser arquivado na farmacia e onde constam todos os detalhes sobre os
medicamentos dispensados ao utente e dos regimes de comparticipagao a eles associados.

No final de cada més, todas as receitas manuais devem ser conferidas, assinadas e
carimbadas pelo farmacéutico responsavel e enviadas para as respetivas ARS, para posterior
validagao e comparticipagao pelo SNS. Nos casos de regimes de comparticipagao fora do
SNS, os comprovativos de dispensa das receitas devem ser também arquivados e enviados
no final do més para as sedes dos organismos de comparticipagao, para que possam
proceder ao pagamento das comparticipagoes a farmacia.

Ao longo do estagio, foram-me ensinados todos os aspetos relativos a conferéncia de
receituario e foi-me dada a oportunidade de participar na conferéncia de receituario, com o
auxilio de um farmacéutico. Tive também a possibilidade de assistir e ajudar na realizagao de
um fecho de més, onde sao fechados os varios lotes de receitas eletronicas e manuais dos

varios organismos de comparticipagao.

2.1.4.5. Entregas ao domicilio

Devido a propagagao da pandemia provocada pelo virus SARS-CoV-2, foram varias
as farmacias que adotaram sistemas de entrega ao domicilio. Foi o caso da Farmacia Central,
que disponibilizou entregas ao domicilio, de forma gratuita, a todos os utentes da freguesia
de Cantanhede e de freguesias vizinhas. Durante o meu estagio, tive a oportunidade de

realizar o atendimento telefénico e a dispensa ao domicilio a varios utentes.

2.1.4.6. Termohigrometros

Como sabemos, pelas Boas Praticas de Distribuicao, a temperatura e humidade

relativa do ar nos locais de armazenamento dos medicamentos devem ser controladas. Para
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isso, é obrigatorio que cada farmacia tenha na sua posse um conjunto de termohigréometros,
colocados nos varios locais da farmacia e que permitam obter relatorios acerca dos valores
destes dois fatores. Os termohigréometros devem, por isso, estar colocados especificamente
na zona do balcao de atendimento, no frigorifico, no laboratério e no armazém. Com a
existéncia de entregas ao domicilio que necessitem da utilizagao de um automovel, exige-se
também que, durante a viagem, seja monitorizada a temperatura e humidade do veiculo com
outro termohigrometro. Os relatorios devem ser obtidos, analisados e arquivados
semanalmente.

Realizei, por varias vezes, a obtengao destes mesmos relatorios e analisei, com ajuda
de um farmacéutico, se os valores se encontravam dentro dos parametros referéncia, sendo

que nunca se registaram variagoes criticas.

2.1.47. Controlo de Prazos de Validade

A todos os produtos que entram no stock da farmacia, é-lhes atribuido no SIFARMA®
o respetivo prazo de validade. No final de cada més, eram retiradas do sistema informatico
as listagens dos produtos cuja validade expirava nos seis meses seguintes. Através destas
listagens, era feita a verificagao e corregao dos prazos de validade e retiravam-se, para o
armazém, os produtos cuja validade expirava no proprio més. Aos outros produtos, cujas
validades expiravam nos meses seguintes, eram associados descontos (apenas a produtos
com IVA a 23%) por fim de prazo de validade, permitindo escoar algumas embalagens. Os
produtos cujo prazo de validade era impréprio para utilizagio eram devolvidos aos
armazenistas.

Ao longo do estagio participei frequentemente neste controlo mensal, permitindo-
me nao s6 conhecer melhor varios produtos e a sua indicagao terapéutica, como perceber

melhor a dindmica de rota¢ao dos varios produtos da farmacia.

2.1.48. Gestao de Psicotrépicos

Como referido acima, os psicotropicos sao medicamentos que obedecem a um
controlo rigoroso por parte do INFARMED. Todos os meses, deve ser feita a gestao de
psicotropicos, que consiste na verificagao de todas as entradas e saidas destes medicamentos
do stock da farmacia e conferéncia de todos os documentos de dispensa de psicotrépicos,
onde deveriam constar os dados do utente/adquirente, como o nome completo, niUmero de
cartao de cidadao e morada. Esta tarefa apenas pode ser executada pela Diretora Técnica ou
por um farmacéutico substituto. Assim, observei atentamente os varios passos e ajudei na

conferéncia do stock e dos documentos de dispensa.



2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Associacao entre DCI e Nome Comercial

Ao longo do plano de estudos do MICF, ao estudar os varios principios ativos e
casos clinicos, a grande maioria dos farmacos vém descritos pela sua Denominagao Comum
Internacional (DCI) e nao pelo nome do medicamento de marca.

Quando passamos para a pratica em farmacia comunitaria, na dispensa de receitas em
que o medicamento vem descrito por DCI, deparamo-nos muitas vezes com situagoes em
que o utente, nao utilizando medicamentos genéricos, apenas conhece o nome comercial,
criando-se uma situagdo um pouco constrangedora. No entanto, com o passar do tempo
este problema tendeu a contornar-se com naturalidade, uma vez que durante a recegao e
armazenamento das encomendas, fui prestando atengao aos nomes comerciais e a que

principio ativo correspondiam, facilitando mais tarde a associacao.

2.2.2. Aconselhamento de Produtos de Dermofarmacia e Cosmética

Um dos pontos fracos relativamente ao meu estagio prende-se com alguma falta de
conhecimento pratico no que toca a produtos de Dermofarmacia e Cosmética, o que
acabou por dificultar alguns aconselhamentos. No plano de estudos do MICF, considero que
seria importante dar maior relevancia ao aconselhamento em si, recorrendo a casos clinicos
do dia-a-dia, que nos possam preparar melhor para o contacto direto com o utente.

Ainda assim, sempre que tive oportunidade despendi parte do meu tempo a procurar
informagao sobre as varias gamas de produtos, aplicagoes terapéuticas, quer através dos
catdlogos dos produtos das varias marcas, quer através de formagdes que tive a
oportunidade de fazer. Esta dificuldade inicial no aconselhamento foi-se desvanecendo a

medida que a pratica no atendimento e o conhecimento dos produtos ia sendo maior-.

2.3. Oportunidades
2.3.1. Formacio Continua

Como referido no ponto anterior, uma das maiores dificuldades que, por norma, os
farmacéuticos estagiarios enfrentam esta relacionada com o aconselhamento quer de
MNSRM, quer de produtos de dermocosmética. Deve-se principalmente ao facto de nao se
conhecer o produto em causa, uma vez que para o mesmo efeito terapéutico existem
dezenas de produtos equivalentes.

Para melhor satisfazer as necessidades dos utentes e melhorar a formagao de todos

os colaboradores, a Farmacia Central dispunha de uma hora diaria de formagao para cada
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colaborador. Estas incluiam formagoes de marcas relacionadas com produtos de
dermofarmacia e cosmética, ou formagoes sobre aconselhamento farmacologico em afe¢oes
menores.

Participei ativamente nas varias horas de formagao, tendo realizado, entre outras, um
curso geral sobre os produtos da FILORGA® e uma formagio sobre aconselhamento de
suplementos alimentares dos laboratérios TILMAN, cujos certificados se encontram no
Anexo Il. Considero este ponto uma boa oportunidade, na medida em que enriqueceu
fortemente o meu conhecimento e me deu capacidades para analisar e aconselhar de forma

correta e segura os varios produtos que dispomos na farmacia.

2.3.2. Campanhas Promocionais Cartao Sauda e Rede Claro

As farmacias dependem bastante das vendas de MNSRM, suplementos alimentares e de
dermocosméticos. Estes sao uma grande percentagem do lucro total das farmacias e, para
isso, € necessario promover a sua compra, por exemplo através de campanhas
promocionais, que podem ser dinamizadas pela propria farmacia, pelo grupo de compras,
pelos laboratoérios, ou até mesmo pela Associagao Nacional das Farmacias (ANF), através do
Cartao Sauda.

A Farmacia Central, em particular, é aderente do programa Farmacias Portuguesas
que, para além do sistema de pontos associados ao Cartao Sauda de cada utente, desenvolve
todos os meses uma série de campanhas promocionais. A par com isto, o grupo de
farmacias “Rede Claro”, do qual a Farmacia Central faz parte, desenvolve todos os meses
um catalogo de promogdes em produtos de venda livre.

Considero que a elevada dindmica em torno das campanhas promocionais permite
nao so ao utente desenvolver empatia e fidelizar-se com a farmacia, como também permite a
propria farmacia obter maior nimero de vendas e melhor imagem junto da comunidade.
Este ponto mostrou-se uma boa oportunidade de desenvolver estratégias de promogao e
técnicas para venda cruzada, bem como de me familiarizar melhor com varias gamas de

produtos de venda livre e as suas indicagoes terapéuticas.

2.4. Ameacas
2.4.1. Produtos esgotados e faltas em stock

Devido a elevada procura por determinados produtos ou a colocagao no mercado de
quantidades insuficientes por parte dos laboratérios, surgem com frequéncia medicamentos
esgotados e rateados. No momento do contacto com o utente, por vezes torna-se dificil

fazer com que o mesmo perceba que o medicamento que procura se encontra esgotado. Na
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grande maioria das vezes, existem, em stock, genéricos de outros laboratorios que podemos
propor ao utente para continuar a sua terapéutica diaria. No entanto, quando estamos a
falar de utentes de idade mais avangada, ou com alguma condicao especifica, esta proposta
de troca é muitas vezes rejeitada. Nestes casos € necessario adequar o nosso discurso,
fazendo-o de forma clara, calma e simplista, para que o utente possa perceber todos os
aspetos que estamos a transmitir.

O elevado rigor durante o momento de envio das encomendas didrias e na gestao de
stocks minimos e maximos, apesar dos pontos positivos que apresenta para a gestao
financeira da farmacia, pode também mostrar-se como uma ameaga a satisfagao plena do
utente. Este aspeto reflete-se no momento final de dispensa, em que frequentemente
existiam produtos que nao constavam do stock da farmacia e que tinham de ser reservados e
encomendados para o utente, podendo provocar no mesmo uma sensac¢ao de insatisfagao e
ser uma ameaga para a imagem da farmacia. Para contornar estes aspetos, sempre que era
necessario fazer encomenda instantianea de algum produto, verificava (e alterava, se

necessario) o seu stock minimo e maximo, para suprir as necessidades futuras dos utentes.

2.4.2. lliteracia em saude

A explosao da internet e das redes sociais, € mais recentemente a pandemia da
COVID-19, veio despoletar uma problematica adicional no que toca a auto-medicagao e aos
conhecimentos sobre saiude. Hoje em dia, é possivel encontrar facilmente toda e qualquer
informagao a distancia de um clique. No entanto, grande parte dessa informagao nao é
fidedigna, levando o utente a criar conceitos errados sobre determinada tematica. Esta pré-
formacao de conceitos dificulta o didlogo e esclarecimento de dulvidas por parte do
profissional de salde, ainda mais se esse profissional se tratar de um estagiario, em quem os
utentes tendem a depositar menor confianga.

Ainda assim, ao deparar-me com este tipo de situagoes, tentei sempre esclarecer ao
maximo o utente e promover a consulta de profissionais de saide sempre que existissem

novas duvidas sobre alguma patologia ou sobre a toma de algum medicamento.



3. Conclusiao

A realizagido do estagio em farmacia comunitaria foi um passo de enorme
crescimento para mim, tanto a nivel pessoal como profissional. O farmacéutico, como
profissional de salde, deve estar constantemente atualizado sobre as varias tematicas, o que
torna esta area bastante desafiante, permitindo-nos contactar todos os dias com situagoes
diferentes e para as quais temos de estar preparados.

O contacto diario com os utentes e com o dia-a-dia da pratica farmacéutica fez-me
perceber a importancia e o papel relevante que o farmacéutico exerce na sociedade, por ser
muitas vezes o primeiro contacto dos utentes com um profissional de salde. Esta relagao de
confianga entre farmacéutico e utente torna a farmacia um local de valor no suporte a
comunidade.

Realizar o estagio na Farmacia Central foi, sem duvida, uma mais-valia em todos os
aspetos. A equipa é bastante dindmica e proativa, o que me fez aprender todos os dias e
desenvolver autonomia, capacidade de trabalho e sentido critico para avaliar as varias
situagoes. Fui integrado como um membro ativo da equipa da farmacia e considero esse o
ponto mais forte do meu estagio, uma vez que me foi dada a liberdade de executar e
acompanhar todos os processos do dia-a-dia da farmacia comunitaria e, assim, aprender com
os erros e desenvolver melhores competéncias para o futuro.

Agradeco a toda a equipa da Farmacia Central - a Dra. Nadége, a Dra. Maria Joao, a
Dra. Maria Inés, a Dra. Andreia, ao Dr. Oscar, a Susete, a Leonor e a D. Dulce - por toda a
amabilidade com que me receberam e por me darem a oportunidade de aprender imenso
com todos eles. Foram, sem sombra de duvidas, um grande pilar na minha formagao como
farmacéutico.

Termino o estigio e o meu percurso académico agradecendo a todos os que me
tornaram melhor profissional e sigo com a motivagao e ambicao de querer exercer cada vez

melhor as Ciéncias Farmacéuticas na sociedade.



4, Casos Clinicos

Caso Clinico |

Uma jovem de 28 anos dirige-se a farmacia, por se apresentar com queixas relativas
ao inicio de uma infecao urinaria. Dado que nao tem disponibilidade para consultar um
médico, pede alguma coisa que a possa ajudar no alivio dos sintomas e tratar a infegao.
Mediante esta explicagao, questionei a utente se este tipo de sintomas era recorrente, ao
que a mesma respondeu afirmativamente.

Apés consultar o historial clinico da utente, decidi ceder Systelle®, um suplemento
alimentar composto por 400 mg de extrato seco de Uva Ursina (Arctostaphylos Uva-ursi
folium) que, devido a presen¢a de arbutina (um derivado da hidroquinona), é capaz de
exercer agao antisséptica e destabilizar as membranas das bactérias, levando a destruigao da
sua parede, mostrando-se Util no tratamento deste tipo de infegoes. Informei a utente de
que a posologia a efetuar deveria ser de 2 comprimidos 3 vezes por dia, durante 7 dias.
Apos os 7 dias, caso os sintomas nao melhorassem, a utente deveria consultar um médico.
Relativamente a medidas nao farmacoldgicas, aconselhei a utente a fazer um consumo
adequado de agua, de modo a favorecer a diurese e aumentar a limpeza das vias urinarias.
Aconselhei também a fazer uma higiene adequada e regular, recorrendo a produtos de
higiene intima.

Como sugestio complementar, aps a toma do Systelle®, aconselhei a utente a tomar
Cysticlean® de forma regular. E um suplemento alimentar com base em extrato de Arando
Vermelho (Vaccinium vitis-idaea), rico em proantocianidinas, que impedem a agregacao das
bactérias a parede da mucosa vaginal, sendo por isso muito Gtil na prevencao de futuras
infecoes. A posologia recomendada, neste caso, sera de um comprimido por dia,

preferencialmente a noite.

Caso Clinico 2

Uma senhora, com cerca de 50 anos, dirigiu-se a farmacia para pedir Gaviscon ou
algo para a azia, pois apresentava queixas de barriga inchada e de eructagao constante,
referindo que se sentia muito presa e achava que seriam sintomas de azia.

Questionei a utente se tinha comido algo fora do normal e se sentia alguma sensagao
de ardor na garganta, ao que a mesma respondeu que nao. Perguntei, também, ha quanto
tempo se queixava com estes sintomas e se tinha dificuldade em defecar. A esta pergunta a
utente respondeu que ha cerca de uma semana que nao conseguia defecar e que os sintomas

duravam ha aproximadamente 4 ou 5 dias.
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Apos esta explicagao, apercebi-me que nao se trataria de um caso de azia, mas sim de
um caso de obstipagao pontual. Assim, apos verificar o historial medicamentoso da utente,
cedi Dulcolax® (bisacodilo 5 mg), um laxante de contacto, estimulador da motilidade
intestinal, que promove a secre¢ao de agua e eletrdlitos pela mucosa, amolecendo as fezes e
facilitando a evacuagao. Recomendei a toma de | comprimido ao deitar durante o prazo
maximo de 5 dias, uma vez que pode causar habituagao. Caso nao melhorasse no prazo de 5
dias, a utente deveria consultar um médico. Como medidas nao-farmacologicas, aconselhei a
utente a fazer uma dieta rica em fibras e uma ingestao adequada de liquidos, bem como a

fazer uma “reeducagao” do intestino.

Caso Clinico 3

Um senhor, com cerca de 60 anos, vem a farmacia com o intuito de pedir algum
medicamento para uma crise hemorroidaria, queixando-se com muitas dores e irritagao na
regiao anal. Questionei o utente se ja alguma vez tinha tido alguma crise, ao que o utente
respondeu que era a primeira vez.

Apos avaliar a situagao e verificar o historial clinico do utente, aconselhei o mesmo a
fazer uma terapéutica com duas abordagens distintas: topica e sistémica. Para agao sistémica
cedi Daflon® 1000, um MNSRM com base em bioflavondides, que atua como venoativo
reduzindo a inflamagao do processo inflamatorio venoso, uma vez que reduz a estase venosa
e a venodilatagao do plexo hemorroidario. A posologia a efetuar seria de | comprimido 3
vezes por dia, nos primeiros 4 dias, seguido de | comprimido 2 vezes por dia nos 3 dias
seguintes e terminando com | comprimido didrio como terapéutica de manutencao. Para
tratamento a nivel tépico, propus uma aplicagio de manha e a noite de Procto-Glyvenol®,
um creme rectal composto por 50 mg/g de tribenosido (anti-inflamatorio e venotrépico) e
20 mg/g de lidocaina (anestésico), cuja funcao principal é criar uma sensagao de anestesia na
regiao afetada, reduzindo a dor e a inflamagao das veias hemorroidarias. Como medidas nao-
farmacologicas, aconselhei o utente a fazer uma adequada ingestao de fibras e liquidos, uma
vez que a obstipagao pode ser uma causa do desenvolvimento deste tipo de patologias.
Recomendei também a aplicagao de gelo numa fase mais critica, com o objetivo de ajudar na
reducao da inflamagao e da dor. Aconselhei ainda a lavagem adequada da regiao anal com
agua fria e com recurso a cremes lavantes especificos para a doenga hemorroidaria, que

ajudam a prevenir o aparecimento de uma nova crise.

21



Referéncias Bibliograficas

|. ORDEM DOS FARMACEUTICOS - Areas profissionais: A Farmacia
Comunitaria. [Consultado a |5 de setembro de 202I]. Disponivel na Internet:
https://www.ordemfarmaceuticos.pt/pt/areas-profissionais/farmacia-comunitaria/a-

farmacia-comunitaria/
2. INFARMED - Decreto-Lei n.° 15/93, de 22 de janeiro. Lisboa, 1993.

3. ORDEM DOS FARMACEUTICOS - Boas Praticas de Farmacia Comunitaria -
Norma geral sobre as infraestruturas e equipamentos. Lisboa, 20I5.
[Consultado a 17 de setembro de 2021]. Disponivel em: https://www.ordem

farmaceuticos.pt/fotos/documentos/norma_geral_sobre_as_infraestruturas_e_equipame

ntos_20240917255ab147e12498f.pdf

22



Anexos
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Anexo Il = Certificados de Formacoes

LABORATOIRES

FILORGA
CERTIFICADO DE PARTICIPAGAQ

Certifica-se que Francisco Freire participou na formacao CURSO GERAL:
ABORDAGEM DE TODOS 0S PRODUTOS, que decorreu no dia é de Maio de
2021 as 10 horas, via plataforma Z0OM, com duracao de duas horas

CRISTINA PEREIRA

Fzrmacéutica Formadora FILORGA

1° LABORATARIO FRANEES DEMEDICINA ESTETICA

CERTIFICADO

Certifica-se que o Dr. Francisco Freire,
colaborador da Farmécia Central,
assistiu 4 formagao do Laboratério Tilman,
no dia 16 de abril de 2021, com a duragdo de 30 minutos.




Relatorio de Estagio em Distribuicao Grossista de

Medicamentos
()

Orientagao: Dra. Olga Cristina Correia Simoes



Lista de Abreviaturas

BPD — Boas Praticas de Distribuicao

DGAY - Direcao-Geral da Alimentacao e Veterinaria
IF — Industria Farmacéutica

LI — Logistica Inversa

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
PVF — Preco de Venda a Farmacia

PVP — Preco de Venda ao Publico

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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l. Introducio

O Ultimo semestre do 2° ciclo de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas (MICF) é destinado a estagio curricular, em que os estudantes tém a
oportunidade de colocar em contexto pratico os conhecimentos que foram adquiridos ao
longo dos cinco anos académicos. Nesta etapa, abrem-se varias portas de diferentes areas e
entidades onde os estudantes poderao comegar a sua carreira profissional, apos finalizarem
o seu percurso estudantil. Na nossa instituicao de ensino, é-nos dada a oportunidade de,
para além de um estdgio em Farmacia Comunitaria, realizar um (ou mais) estagio(s) numa
outra area, como a Indlstria Farmacéutica (IF), Assuntos Regulamentares, Farmacia
Hospitalar ou a Distribuicio por Grosso de Medicamentos. Como considero que ter
experiéncias profissionais diversificadas é importante para a valorizacao do nosso curriculo,
decidi aproveitar esta oportunidade e ver de perto a realidade da distribuicao de
medicamentos.

“Distribuicao por grosso” é definida, de acordo com o n.° | do Artigo 3.° do

o

Decreto-Lei n.° 176/2006', de 30 de agosto, como ‘“atividade de abastecimento, posse,
armazenagem ou fornecimento de medicamentos destinados a transformagao, revenda ou
utilizacao em servicos médicos, unidades de salde e farmacias, excluindo o fornecimento ao
publico”. Baseia-se num conjunto de operagdes logisticas que garante um acesso mais
facilitado, rapido e com uma reduzida taxa de erros, aos produtos de saldde. Os
distribuidores grossistas sao, por isso, entidades auditadas pelo INFARMED no inicio da sua
atividade, com emissio do Certificado de Boas Praticas de Distribuicao (BPD) de
medicamentos de uso humano, revalidado de 5 em 5 anos. Assumem-se assim como o
intermediario legal entre os laboratoérios da IF e as farmacias e restantes unidades de salde,
garantindo desta forma um servigo de qualidade.

Sempre me cativou conhecer a forma como toda esta atividade logistica esta
montada e o papel fulcral que o farmacéutico nela exerce, como especialista do
medicamento. O farmacéutico deve garantir que se cumprem todas as normas de
conservagao, armazenamento, qualidade e de distribuicao, ou seja, o farmacéutico podera
delegar tarefas, mas sera sempre responsavel pelo cumprimento de todos os requisitos do
Regulamento das BPD. Senti, por isso, que estagiar na Plural - Cooperativa Farmacéutica,
C.R.L. seria uma oportunidade de valor a acrescentar a minha formagao.

A minha passagem pela Plural - Cooperativa Farmacéutica, C.R.L., com orientagao da
Dra. Olga Simoes, teve inicio no dia || de janeiro de 2021, e terminou no dia 12 de margo

de 2021, completando um total de 352 horas, e estara descrita no presente relatorio sob a
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forma de uma analise SWOT (do inglés Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats). Neste
descreverei os seus pontos fortes e pontos fracos, referindo as diversas oportunidades e

ameagas relativas ao meu estagio.
2, Plural - Cooperativa Farmacéutica, C.R.L.

A Plural - Cooperativa Farmacéutica™*, C.R.L. (doravante designada apenas como
‘Plural’) € uma cooperativa com 46 anos de existéncia, que opera como armazenista e
distribuidor grossista de medicamentos, sendo uma das principais seis no mercado
farmacéutico portugués, com uma quota de mercado de cerca de |13%. Resultou da fusao de
trés cooperativas da regiao centro - Cofarbel, C.R.L. e Farcentro, C.R.L. na Farbeira, C.R.L.
E uma empresa com sede no armazém de Coimbra e que conta com outras cinco
plataformas logisticas espalhadas pelo pais - Maia, Covilha, Cacém, Faro e, mais
recentemente, na ilha da Madeira, através da parceria com a FarMadeira. Ainda durante o

estagio, a empresa adquiriu os ativos da Udifar, em Lisboa.
3. Anilise SWOT

3.1. Pontos Fortes
3.1.1. Forte Automatizacao e Organizacao

Todas as plataformas logisticas da Plural, em particular o armazém de Coimbra que
tive a oportunidade de conhecer, dependem de um sistema informatico de gestao (SAP).
Este permite que toda a atividade de gestao, transversal a essas plataformas, esteja conjugada
num so software. Isto possibilita que, com um conjunto de comandos informaticos
especificos, se consiga aceder a toda a informagao necessaria, como informagoes relativas a
gestao de stocks, compras, vendas, faturagao, recursos humanos, departamento financeiro,
rececao de mercadoria, distribuicao, etc.

Durante o meu estagio, passei grande parte do meu tempo na secgao das
Reclamagoes e da Logistica Inversa (LI). A primeira trata das reclamagoes feitas pelas
farmacias, relativamente aos pedidos de encomenda, onde se analisam as notas de devolugao
das farmacias e, mediante o motivo da devolugao, credita-se (ou nao) determinado produto
a essas mesmas farmacias. Caso o produto esteja dentro dos parametros exigidos pela Plural
para a retoma da sua comercializagao, o produto pode entrar novamente em stock, sendo
que todos os movimentos de entrada de mercadoria necessitam de autorizagao pelo Diretor
Técnico. Na eventualidade de o produto estar fora de prazo, danificado ou com outras

condigoes mais especificas que o impegam de retornar ao stock de venda, sera enviado para
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a Logistica Inversa (LI) e devolvido ao fornecedor.

A LI é responsavel pelo transito inverso dos produtos, i.e., é responsavel por
devolver aos laboratorios todos os produtos que existam no stock da Plural, mas que ja nao
estejam em condi¢oes de serem vendidos, e todos os produtos que tenham sido devolvidos
pelas farmacias e nao possam reintegrar o circuito do medicamento. Nestes motivos estao
incluidos produtos fora de prazo, embalagens danificadas, remarcacao de PVP e até
circulares de suspensao de comercializagao ordenadas por fabricantes ou por autoridades de
regulamentacio como INFARMED ou DGAYV, no caso de suplementos alimentares e
produtos de uso veterinario.

Qualquer uma destas areas, e todas as outras por onde passei em todo o armazém,
estao em constante dependéncia umas das outras, tornando toda a atividade dentro do
armazém um ciclo enorme com varias etapas. Ora, tudo isto € apenas possivel devido a
elevada organizagao do armazém, quer a nivel logistico, quer a nivel de software, que permite
que todas as pegas funcionem dia-a-dia, de forma continua.

A forte automatizagao também é um dos pontos fortes da Plural, contando com: uma
maquina de aviamento automatico (SCHAEFER A-Frame), que avia perto de 40 000
unidades/hora, e onde sao colocados os produtos de maior rota¢ao; um “carrossel” vertical
(SCS) de arrumagao com 20 000 compartimentos, onde sao colocados os produtos com
menor rota¢ao; e um sistema de transporte de baques, controlado informaticamente, que
permite que cada baque, a partir do momento em que saia da estagao de controlo, “saiba”
os locais de armazenamento onde se encontram os produtos da encomenda a ele associada.
Isto possibilita a colocagao de operadores logisticos em zonas especificas do armazém, de
forma a trabalharem numa area mais reduzida. Cada operador logistico também dispoe de
um aparelho de radiofrequéncia que, apos a leitura do codigo de barras do baque, |he
fornece todas as informagoes sobre localizagao e quantidade do produto pedido, e a que
baque esta associado, minimizando desta forma erros na colocagao dos produtos.

Todo este investimento em sistemas informaticos e maquinas automaticas, permite
que o picking (aviamento) das encomendas seja feito de forma muito mais rapida, eficaz,

organizada e com uma baixa percentagem de erros.

3.1.2. Dimensdao da Empresa

Desde cedo percebi que um dos grandes pontos fortes da Plural se prende com o
elevado grau de compromisso e exigéncia para com as farmacias. Esta procura por fazer bem
e satisfazer ao maximo as necessidades dos seus clientes, através do nimero elevado de

servigos que é capaz de oferecer, é uma excelente mais-valia para o sucesso e crescimento

28



da empresa, que se tem afirmado como o principal armazenista, em Portugal, de capital
unicamente nacional.

A minha passagem pela empresa permitiu-me rapidamente perceber a sua dimensao,
que desconhecia ser tao alargada, desde logo pelo elevado rigor de logistica e organizagao
que apresenta, pelo numero de colaboradores que emprega (atualmente com 305
colaboradores), como pelo nimero de encomendas que sao aviadas por dia e a sua

distribuigao por todo o territério nacional.

3.1.3. Boas Praticas de Distribuicdo e Politica de Qualidade

A distribuicio de medicamentos as farmacias deve obedecer a um conjunto de
requisitos de Boas Praticas de Distribuicao (BPD), de modo que se assegure a estabilidade e
qualidade do medicamento.’ Estes incluem, por exemplo, controlo ao nivel da luz, humidade
e temperatura. Este Ultimo aspeto tem uma importancia acrescida, uma vez que a
temperatura deve ser mantida tanto no armazenamento, como no transporte. Como
sabemos, existem medicamentos que necessitam de condigoes de armazenamento
especificas e, nestes casos, as temperaturas (no armazém e no transporte) devem ser
mantidas entre os 2°C e os 8°C. Para cumprir com estes requisitos, estao implementados
sistemas de controlo de humidade e temperatura, em todos os armazéns e meios de
transporte da Plural, permitindo um controlo exato destes fatores ao longo do dia e das
varias rotas de distribuicao e a analise de eventuais desvios.

Este controlo rigoroso das BPD reflete-se através da exemplar politica de qualidade
exigida a todos os colaboradores da Plural. O Manual da Qualidade, ao qual tive acesso,
demonstra exatamente toda a organizagao, responsabilidade e rigor na conduta de trabalho
de todos os que trabalham na empresa.

O contacto direto com a realidade da Plural permitiu-me entender melhor os varios
conceitos relativos as BPD, como a existéncia de um Sistema de Gestao da Qualidade que
permite um controlo e acompanhamento de todos os processos, a existéncia de instalagoes
e equipamentos adaptados e suficientes para assegurar o armazenamento e distribuicio dos
medicamentos em boas condigoes, a existéncia de um plano de auditorias e autoinspegoes,
etc. Estes aspetos mostraram-se relevantes tanto no decurso do meu estagio, como para a
minha vida profissional, uma vez que me proporcionaram a obten¢io de competéncias e

conceitos bastante importantes para a minha formagao.
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3.2. Pontos Fracos
3.2.1. Visdo sobre o Medicamento

Muitas das fungoes que desempenhei ao longo do estagio, na qualidade de operador
logistico, prendiam-se maioritariamente com o picking das encomendas, através da colocagao
de medicamentos nos baques respetivos, sempre com auxilio de um aparelho de
radiofrequéncia. Este € um processo que deve ser realizado no mais curto espago de tempo
possivel, para que as encomendas possam sair, de forma que cheguem atempadamente as
farmacias. Aqui, o contacto com milhares de embalagens por dia, aliado a rapidez de
execugao e ao trabalho que se torna bastante rotineiro, leva a que os operadores de
logistica acabem por ter uma visao sobre o medicamento um pouco leviana, encarando-o
apenas como mais um numero e mais uma embalagem.

Desde muito cedo que me apercebi desta forma de olhar para o medicamento
apenas como um mero produto. No entanto, sempre que o trabalho me permitia, despendia
algum tempo a analisar os diversos medicamentos que me iam passando pelas maos, as suas
caracteristicas e indicagcoes terapéuticas, permitindo que me familiarizasse com muitos
desses produtos, que viria mais tarde a ter acesso na farmacia comunitaria.

Enquanto futuro farmacéutico e especialista do medicamento, considero que este foi
um dos pontos fracos do meu estagio, uma vez que, durante o MICF, somos formados de
maneira a ter sempre uma visao muito cientifica e “cuidadosa”, olhando para o medicamento
como um bem precioso e essencial para o bem-estar e saude das pessoas, visao essa que

parece perder-se um pouco, neste contexto da distribuicao por grosso de medicamentos.

3.2.2. Fraca Aplicacdo de Conhecimentos Cientificos

Tal como em qualquer outra area farmacéutica de contacto direto com o
medicamento, o INFARMED exige, de acordo com a Deliberagao n.° 77-A/CD/2021, que
qualquer distribuidor por grosso de medicamentos em atividade em Portugal designe um
Diretor Técnico, que seja obrigatoriamente um farmacéutico inscrito na Ordem dos
Farmacéuticos.” Este é um ponto de elevada importincia, uma vez que, se trabalhamos
diretamente com produtos farmacéuticos, sé um farmacéutico (na qualidade de especialista
do medicamento) é capaz de assegurar o cumprimento das BPD e garantir a qualidade
desses mesmos produtos.

Apesar de tudo isso, e de serem asseguradas todas essas condi¢oes, o Diretor

Técnico acaba por exercer maioritariamente fungoes relacionadas com gestiao e logistica,
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sendo escassa a aplicagao dos conhecimentos cientificos que sao abordados ao longo dos

cinco anos do MICF.

3.3. Oportunidades
3.3.1. Percecao da Dinamica Entre Farmacias e Laboratoérios

Um armazém de distribuicao grossista exerce um papel de intermediario entre os
laboratoérios da IF e as farmacias, comprando produtos a IF e vendendo as farmacias, com
uma determinada margem de comercializagao. No entanto, esta dindmica nao é assim tao
literal, e existem um conjunto de outros acontecimentos dos quais eu nao estava a par,
antes de iniciar o estagio.

As farmacias podem, por exemplo, contactar diretamente os laboratérios, definir um
conjunto de condigoes de compra e adquirir uma certa quantidade de produtos (a maioria
das vezes com condigoes mais favoraveis, do que comprando a um grossista), e pedir que
esse laboratério entregue na Plural, para que possa depois ser enviado para a farmacia. A
este processo da-se o nome de “Vendas Diretas”, em que o laboratério estabelece as
condi¢coes de venda diretamente com a farmacia, e a Plural é apenas responsavel pelo
armazenamento e transporte entre ambos. Em grande parte das Vendas Diretas, os
principais intervenientes sao os grupos de farmacias, isto €, um conjunto de varias farmacias
que se retinem formando um grupo, grupo esse que ira definir as condi¢gdes de compra com
o laboratorio (que podem incluir descontos, produtos de bonificagao, etc.). Assim, os grupos
conseguem comprar uma maior quantidade de produtos, o que lhes permite obter melhores
descontos e maior rentabilidade. Entao, apés comprarem diretamente aos laboratorios, os
grupos definem qual o distribuidor grossista em que gostariam que esse produto ficasse
armazenado. Sempre que qualquer farmacia do grupo necessitar desse produto, basta
encomendar a Plural, que esse produto sera retirado do “stock de grupo”, e sera faturado a
farmacia com as condi¢oes que o grupo definiu com o laboratério.

O contacto com estas diferentes atividades fez-me perceber que existe uma dinimica
crescente, no que toca a ligacdo direta entre os laboratorios da IF e as farmacias, e
considero que foi uma oportunidade muito relevante no decurso do meu estagio. A
percecao desta dinamica permitiu-me adquirir conhecimentos de extrema importancia para a

pratica da farmacia comunitaria.

3.3.2. Familiarizacio com Produtos Farmacéuticos

No decurso do MICF, e maioritariamente nas unidades curriculares relacionadas com

a Farmacologia, sao-nos ensinados varios principios ativos e qual a sua indicagao terapéutica.
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Essa abordagem é focada na Denominagao Comum Internacional, e nao tanto no nome
comercial a que esta associado o principio ativo. Na passagem para a pratica em Farmacia
Comunitaria, a associa¢do imediata entre nome comercial e principio ativo revela ser um
desafio, onde acabamos por demorar algum tempo até conseguir associar um nome
comercial a sua indicagao terapéutica.

Enquanto operador logistico no armazém da Plural, lidei de perto com um stock de
produtos centenas de vezes superior ao stock de uma farmacia comunitaria. Este contacto
direto com um leque alargado de medicamentos e produtos farmacéuticos, muitos deles
desconhecidos, mostrou-se uma oportunidade importante na familiarizagdo com esses

mesmos produtos, respetivas embalagens, nomes comerciais e indicagoes terapéuticas.

3.4. Ameacas
3.4.1. Papel do Farmacéutico na Distribuicdo Grossista

Tal como abordado acima, o INFARMED exige que a pessoa responsavel pela gestao
técnica e da qualidade de um armazém grossista de medicamentos seja designada por
Diretor Técnico, a qual deve ser obrigatoriamente um farmacéutico com inscri¢ao valida na
Ordem dos Farmacéuticos. Este é responsavel por garantir o cumprimento do Sistema de
Gestao da Qualidade e das BPD, fungdes que requerem conhecimentos maioritariamente
relacionados com gestao, logistica e gestao de recursos humanos, nogoes que poderiam ser
abordadas mais aprofundadamente ao longo do MICF.

Excluindo o cargo de Diretor Técnico, nio se exige que nenhuma das outras
posicoes sejam forcosamente ocupadas por farmacéuticos. No caso concreto da Plural,
tanto o Diretor Geral, como o Diretor de Compras, bem como alguns gestores de clientes,
sao igualmente farmacéuticos, o que penso ser uma mais-valia para o sucesso da Plural, no
que toca a conhecimentos relativos ao mercado farmacéutico.

No entanto, considero que o papel do farmacéutico na distribuicio, com
responsabilidades apenas ao nivel da gestio e logistica, pode tornar-se numa ameaga a
valorizagao da nossa profissao, enquanto conhecedores maximos de toda a ciéncia envolvida

no ciclo do medicamento.

3.4.2. Margens de Comercializacao

Um dos principais clientes das farmacias, e consequentemente das cooperativas
farmacéuticas, é o Estado, representando cerca de 50% da faturagao das farmacias. Como
organizagao com poder legislativo, cabe a ele definir os regimes de comparticipagao e os

precos e margens de comercializagio dos medicamentos. Com esse papel do lado do
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Estado, e dado que uma vasta percentagem dos produtos vendidos pelos distribuidores
grossistas sao medicamentos sujeitos a receita médica com PVP definido, a oportunidade de
obter melhores margens de comercializagdo torna-se bastante restritiva. As sucessivas
diminuigoes nestas margens, impostas pelo Estado, diminuem drasticamente os lucros
possiveis pelas distribuidoras. Num estudo sobre o impacto do setor da Distribuicao
Farmacéutica em Portugal, realizado em 2019, estima-se que a margem liquida sobre o total
do PVP ronde os 1,8%.° Exemplificando, num medicamento cujo PVP seja de 10,00€, o
distribuidor farmacéutico recebe 0,18€. Relativamente a estrutura de custos, 93% do PVF
(Preco de Venda a Farmacia) € respeitante ao custo do préprio produto, e os restantes 7%
distribuidos entre armazenamento, transporte, e outros encargos. Aliado a todas estas
adversidades, ainda se adicionam os investimentos que tém de ser feitos, de forma a manter
toda a atividade a funcionar em conformidade com as BPD.

Como futuro farmacéutico, nao posso deixar de me concentrar nesta questao como
uma ameaga ao futuro da distribuicao grossista, que tem vindo a sofrer quedas nos volumes
de vendas nos ultimos anos, devido essencialmente a limitagado das margens de

comercializagao.
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4, Conclusiao

As saidas profissionais do MICF sao muito alargadas e diversas. Para melhor
percebermos as varias etapas do circuito do medicamento, é necessario termos contacto
real com a pratica das varias atividades do setor farmacéutico.

A oportunidade de estagiar na Plural foi uma etapa de enorme relevancia no meu
percurso, uma vez que me permitiu adquirir competéncias e novos conhecimentos muito
enriquecedores para o meu futuro profissional, enquanto farmacéutico e especialista do
medicamento. Apesar da distribuicdo grossista de medicamentos ser uma area onde a
intervencao direta de farmacéuticos é reduzida, é muito importante perceber tanto o papel
fulcral que o farmacéutico exerce em assegurar o cumprimento das BPD e a estabilidade do
medicamento, como toda a logistica, organizagao e estrutura de custos que esta por tras de
um armazém grossista. Quer para a pratica em farmacia comunitaria, quer para fungdes em
qualquer outra area de atividade farmacéutica, € sempre relevante perceber as diferentes
etapas do circuito do medicamento e todas as praticas que se devem cumprir de forma a
garantir a estabilidade e qualidade do medicamento.

Por ultimo, resta-me deixar um enorme obrigado a toda a equipa da Plural, em
especial a Dra. Olga Simoes na qualidade de minha orientadora de estagio, pela forma amavel
como me acolheram e se mostraram sempre dispostos a ensinar e a transmitir todos os
conhecimentos possiveis. Senti-me sempre em casa e levo deste estigio muito boas

recordagcoes e amizades.
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Monografia

“Terapéuticas com RNA: Estratégias de Entrega Intracelular”

Orientagao: Professor Doutor Luis Miguel Santos Loura



Resumo

Atualmente, gragas ao rapido desenvolvimento cientifico e tecnoldgico dos ultimos
anos, & possivel (e cada vez mais imperativo) pensar em novas formas de terapia, que
tenham a capacidade de melhorar e tratar doengas consideradas nao-trataveis. A utilizagao
de RNA em terapéutica tem vindo a ganhar um enorme interesse por parte da comunidade
cientifica, devido ao elevado potencial em chegar a alvos moleculares aos quais a terapéutica
convencional nao permite aceder. No entanto, para que possam ser entregues a nivel
intracelular, as moléculas de RNA enfrentam uma série de barreiras e desafios que
necessitam de ser ultrapassados para que possa haver um efeito terapéutico significativo. O
desenvolvimento de estratégias de entrega efetivas e seguras, como a utilizagao de ligandos
especificos ou de nanoparticulas a base de lipidos ou polimeros, permitiu a aprovagao de
varios farmacos, ao longo dos ultimos anos, mostrando o impacto positivo que estas
terapéuticas tém no mundo atual. Também o aparecimento de novas técnicas que podem
possibilitar a edicao de genes, como a técnica Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats (CRISPR), despoletaram uma enorme expansao no mundo da terapia génica, por
poder vir a permitir a cura definitiva de doencas. Ao longo deste trabalho serao, entao,
sumariadas as aplicacoes dos varios tipos de RNA atualmente utilizados em terapéutica,
dando especial énfase as estratégias que permitem a sua entrega a nivel intracelular, aos mais

recentes progressos e as perspetivas futuras.

Palavras-chave: Barreiras; Entrega Intracelular; Nanoparticulas; RNA; Terapia Génica.

37



Abstract

Currently, thanks to the substantial scientific and technological development of these
recent years, it is possible (and increasingly imperative) to think of new forms of therapy that
have the capacity to improve and treat diseases considered intractable. The application of
RNA in therapeutics has been gaining enormous interest from the scientific community, due
to the high potential to reach molecular targets that conventional therapy does not allow
access. However, in order for them to be delivered at intracelular level, RNA molecules face
a wide number of barriers and challenges that need to be overcome, so that we can achieve
a significant and valid therapeutic effect. The development of effective and safe delivery
strategies, such as the use of specific ligands or nanoparticles based on lipids or polymers,
has allowed the approval of several drugs over the past few years, showing the positive
impact that these therapies could have in today's world. Also the appearance of new
techniques that can make gene editing possible, such as the Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats (CRISPR) technique, triggered a huge expansion in the world of
gene therapy, as it could allow the definitive cure of diseases. Throughout this work, the
applications of the various types of RNA currently used in therapeutics will then be
summarized, with special emphasis on strategies that allow their delivery at the intracellular

level, the most recent advances and future perspectives.

Keywords: Barriers; Gene Therapy; Intracellular delivery; Nanoparticles; RNA.
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gRNA — RNA guia
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ncRNA — RNA nao-codificante
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NHE) — Uniao de Extremidade Nao-Homodloga
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NP — nanoparticulas

ORF — Open-Reading Frame

PAM — Protospacer-Adjacent Motif
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PBAE — poli(B-aminoester)
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PEG — polietilenoglicol

PEI — polietilenimina
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PMO — Oligomeros Morfolino Fosforodiamidato
RISC — RNA-induced Silencing Complex

RNA — acido ribonucleico

RNAIi — RNA-interference

RNase H - ribonuclease H

RNP — ribonucleoproteina

SARS-CoV-2 - Sindrome Respiratorio Agudo Grave do Coronavirus 2
shRNA — short-hairpin RNA

siRNA — short-interference RNA

SLN — nanoparticulas lipidicas solidas

SNC — Sistema Nervoso Central

sncRNA — RNA nao-codificante de cadeia curta
TTR — transtirretina

UTR - regiao nao-codificante
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l. Introducio

A inovacao tecnologica e os novos conhecimentos em ciéncia abriram a porta para
um novo mundo de terapias, com potencial totalmente renovador e revolucionario. Muitas
das patologias que se pensavam ser impossiveis de tratar passam agora a estar na mira das
inovagoes terapéuticas.

O uso de RNA em terapia génica abre um leque alargado de alvos até entao
inatingiveis, permitindo o silenciamento de genes, responsaveis por determinada doenga, ou
permitindo a expressao de outros genes, que codifiquem uma determinada proteina,
benéfica no combate de infe¢oes, por exemplo. Os enormes avangos na biotecnologia
permitiram nos ultimos anos conhecer os varios tipos de RNA que existem no nosso
organismo, e perceber de que forma é que podem ser quimicamente modificados para se
obter uma resposta eficaz.

E facil perceber o potencial deste tipo de terapéuticas e o contributo que podem
trazer para muitas pessoas que sofrem de doengas sem tratamento. Ainda assim, ha um
conjunto de varios obstaculos que tém de ser ultrapassados, relacionados com a entrega de
RNA. Ao contrario das terapéuticas convencionais, as terapéuticas com acidos nucleicos
exigem que estes sejam entregues em compartimentos intracelulares, para conseguirem
exercer atividade farmacoldgica e atingir os seus alvos. Para além disso, sao na grande
maioria moléculas de tamanho elevado, e com carga elétrica significativa, que as torna
incapazes de penetrar as membranas celulares.'

Assim, torna-se essencial construir e desenhar estratégias de entrega para estas
moléculas, que lhes permitam quebrar todas estas barreiras. O objetivo € conseguir criar um
veiculo que seja estavel a nivel plasmatico, seletivo para os tecidos e células-alvo, com alta
afinidade para os seus recetores, e com baixo risco de toxicidade para o individuo.”

Atualmente, existem varios farmacos aprovados quer pela FDA, quer pela EMA, com
modificagdes quimicas especificas, que usam particularmente revestimento com
nanoparticulas lipidicas, polimeros, ou ligandos especificos para conjugagao com
determinados recetores.

Ao longo deste trabalho, serao abordados, nas varias secgoes, os varios tipos de
RNA, a sua possivel utilizagio em terapéutica, bem como as barreiras que devem ser
ultrapassadas para uma entrega eficaz de RNA no interior da célula. Falaremos de seguida,
com maior destaque, dos materiais que possibilitam essa mesma entrega e dos farmacos que
obtiveram aprovagao para uso clinico. Por fim, faremos uma breve discussao acerca da

evolugao deste tipo de terapéuticas e das principais perspetivas para o futuro.
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2, Tipos de RNA

2.1. mRNA

A forma prototipica de RNA é o chamado RNA mensageiro (mRNA), uma cadeia
simples de acidos nucleicos, transcrita a partir de uma cadeia-mae de DNA, posteriormente
traduzida em proteinas, por agao dos ribossomas. As cadeias de mRNA sao constituidas por
uma extremidade 7’-metilguanosina, ligada por uma ligagio 5’-5'-trifosfato’®, duas regides nio
codificantes (5’-UTR e 3’-UTR), a regiao que codifica para a proteina, definida como Open-
Reading Frame (ORF), e uma extremidade 3’ poliadenilada, que confere estabilidade e
eficiéncia na traducio."*

Antes de chegar a molécula de mRNA funcional, obtém-se um estadio intermédio,
que se designa por pré-mRNA, constituido por introes e exodes, transcritos da molécula de
DNA. Este pré-mRNA sofre um processo de splicing alternativo em que os introes, por
serem elementos nao codificantes, sao removidos, restando apenas os exdes na cadeia de
mRNA funcional. Erros no processo de splicing podem dar origem a mutagoes, responsaveis
pelo aparecimento de varias doengas. Temos como exemplo a Atrofia Muscular Espinhal,
caracterizada pela exclusao do exao 7 dos genes SMN| e SMN2. Através da modulagao do
processo de splicing alternativo, é possivel incluir de novo este exao no mRNA dos genes
SMNI e SMN2, possibilitando a correta codificagao da proteina SMN, fulcral para a
formacao e manutengao das jungdes neuromusculares, e para a fungdo motora dos
individuos.

Por si sé, livres no plasma, os mRNA sao moléculas carregadas negativamente e
muito suscetiveis a agao de nucleases, sendo facilmente degradadas antes de exercerem agao
farmacologica. A resposta farmacologica que induzem é transitoria, uma vez que nao
necessitam de integragao no genoma do individuo, por conseguirem tirar partido da
maquinaria celular para serem traduzidas.

O papel que exercem na formagao e expressao proteica permite-nos modificar
quimica e estruturalmente as cadeias de mRNA, de forma a conseguir expressar proteinas
de interesse terapéutico, por exemplo na vacinagao contra doengas infeciosas ou
cancerigenas. O nosso sistema imunitario é bastante sensivel, e facilmente inicia uma
resposta contra moléculas estranhas. Uma molécula de mRNA que codifique para um
antigénio especifico pode desencadear uma resposta pelo sistema imunitario, que se torna
capaz de reconhecer o mesmo antigénio, aquando de uma infegao.

Com os Ultimos avangos relativos a terapias de edicao de genes, as moléculas de

mRNA ganham também muito interesse, por terem a capacidade de codificar proteinas
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importantes para o processo de edigao genética, como proteinas associadas ao sistema
CRISPR, e endonucleases que permitem a corre¢ao de mutagoes e a alteragao de sequéncias

especificas de genes.

2.2. ASO’s

Oligonucleétidos Antisense (ASO’s) sio cadeias simples de RNA (ou DNA),
tipicamente mais pequenas que o mRNA (~ 4-10 kDa)®, desenhadas especificamente para se

ligarem por hibridizagdo Watson-Crick a um gene de interesse.”

/ MMM NI A
pNA GOOUITARA_ ... V00000000
’7@ aePengy,
Z\lusinersen\
reéa
Ty
[A) W e
Sl @ Splicing/modu!ation \\‘“’" /
Pre-mRNA 11— eI ] AAAA
mRNA EXON EXON EXON AAAA

(A) RNase H1 ' l RISC
@ (Ago2)
mRNAe—M | ;EXON‘ [ Exon | Exon | - . AAAA
Translation Activation @ MicroRNA
Translation Arrest MD) Competitor
| { W"I"T\
MRNA ¢ LLTIITT [ ExoN | ExoNn | EXON } AAAA

ERINRARNRIN
Translation Activation

(uORF/TIE) | Anti-MiR
Agoi
{ ] ; i Extracellul
s j % v \% xtracellular

Suapt TITTTITITT  Doubl m

Figura | | Mecanismos de Modulacdo de Expressdao Génica dos ASO.8

Legenda: A) ASO’s ligam-se por complementaridade ao mRNA ou pré-mRNA, induzindo a clivagem mediada pela RNase
H. B) Inibigdo da tradugdo de mRNA por siRNA, via mecanismo RISC-Ago2 (ver secgiao 2.4.). C) Modulagio de splicing
(splicing modulation), através de ligagao ao pré-mRNA, induzindo a inclusio ou exclusdo de intrées e exdes. D) Regulagdo do
processo de tradugdo, através de impedimento estereoquimico (inibi¢dao), ligagio a componentes inibidores (uORF e TIE).
E) Ligagdo especifica a miRNA ou aos seus locais de ligagdo, regulando a atividade de um miRNA especifico.

Esta ligacao permite-lhes modular a expressao génica por dois tipos distintos de
mecanismos (Fig. |). O primeiro é ligando-se por complementaridade a uma cadeia de
MRNA ou pré-mRNA, transformando essa regiao numa dupla cadeia. Esta ligacao
desencadeia a ativagao da ribonuclease H (RNase H) que, como assume que existe um erro
de construgao, cliva essa mesma cadeia, impedindo a tradugao. O segundo tipo de
mecanismos envolve uma ligagao por complementaridade, mas que nao envolve a indugao da

degradagao do RNA. Sao exemplos: a modulagao do processo de splicing, por ligagao de
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ASO’s a um pré-mRNA, regulando a inclusao/exclusao de introes e exoes; a inibicao da
tradugao através de impedimento estereoquimico do local de ligagago de mRNA ao
ribossoma; ou a ativagao da tradugao, pela ligagao a componentes inibidores, como as ‘fases
de leitura abertas a montante’, em inglés upstream Open-Reading Frames (UORF).

Como podemos ver pelo modo de atuagao dos ASO’s, conseguimos perceber que
envolvem agao em meio citoplasmatico, mas também a nivel do nucleo, por atuar nos pré-
mRNA. Este mostra-se como outro grande desafio relativamente a entrega deste tipo de

moléculas: atravessar a membrana nuclear.

2.3. ncRNA

As moléculas de RNA podem ser divididas em dois grandes grupos: RNA’s com
capacidade de codificar proteinas, como o mRNA; e RNA’s sem capacidade codificante,
comumente conhecidos como non-coding RNA’s (ncRNAs). Na verdade, apenas uma pequena
parte do nosso genoma € transcrita em RNA’s com capacidade codificante, sendo que cerca
de 80% resulta em ncRNA’s que exercem uma enorme atividade reguladora em multiplos
mecanismos celulares (p. ex. regulagdo de processos de transcricio e tradugio).®> ° Podem
ser categorizados de duas maneiras diferentes, consoante o numero de nucleétidos presente
nas cadeias. Os short non-coding RNA’s (sncRNA’s) podem ir de cadeias curtas até cadeias
com 200 nucledtidos, enquanto os long non-coding RNA’s (IncRNA’s) tém cadeias acima de
200 nucleétidos."

A desregulagao dos ncRNA’s esta associada ao desenvolvimento de varias doengas,
particularmente tumores, pelo que o controlo da expressao génica destas moléculas pode
ser uma estratégia (til para terapéutica.'> Para além da intervencao em processos celulares,
ultimamente tém sido associados a um importante papel na regulagcao da expressao génica,
uma vez que apresentam a capacidade de regular varios genes em simultineo. Esta
diferenciagao tem suscitado interesse por parte da Ciéncia, para o desenvolvimento de
terapéuticas com base em ncRNA'’s para doengas complexas e heterogéneas, como é o caso
de alguns tumores."

Atualmente, ainda nao existem IncRNA’s em transicao para ensaios clinicos, pela sua
dificil modulagdo in vivo."' Os sncRNA, como os microRNA (miRNA) e os short-interfering
(siRNA), sao os ncRNA com maiores avangos em estudos clinicos e, por isso, serao

abordados de forma mais aprofundada nas secgoes seguintes.
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2.4. siRNA

Short-Interference RNA (siRNA) sao pequenas cadeias duplas de RNA, que levam a
ativagcao de um mecanismo de silenciamento de expressao génica, designado RNA Interference
(RNAI). A expressao de siRNA (Fig. 2) deriva do processamento de um precursor, por
norma uma cadeia dupla de RNA (dsRNA) ou um short-hairpin RNA (shRNA), que serve
como substrato a endoribonuclease Dicer, formando um duplexo de siRNA com cerca de
22 nucleétidos.' Este é incorporado num complexo proteico de silenciamento génico,
denominado RNA-induced Silencing Complex (RISC), onde as duas cadeias sao divididas em
cadeia sense e cadeia antisense. A cadeia sense serve como promotora da ligagao da cadeia
antisense ao RISC. A primeira é posteriormente degradada apos a ligagao ao complexo,
enquanto a cadeia antisense, que contém uma extremidade 5 termodinamicamente mais
instavel®, permanece ligada a proteina Argonauta-2 (Ago2) do RISC. A Ago2 facilita a
hibridizacdo da cadeia antisense com o RNA-alvo, e contém um dominio com atividade
semelhante 4 da RNase H.'® Forma-se, entio, um complexo que vai identificar a cadeia de
mRNA complementar a cadeia antisense, clivando-a, impedindo a tradugao e silenciando a

sua expressao génica.
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Figura 2 | Mecanismo de formagcdo e acdo de siRNA. (Adaptado de siRNA gene-quantification.info, s.d.,, “siRNA
and qRT-PCR”. https://www.gene-quantification.de/si-rna.html)

A presenca do RISC unicamente no citoplasma, torna os siRNA muito mais efetivos
contra alvos citoplasmaticos, quando comparados com os ASQO’s, uma vez que a RNase H
reside predominantemente no nucleo."”

Para que o mecanismo de RNAI seja ativado e para que as moléculas de siRNA sejam

incorporadas no RISC, é necessaria a entrega em meio intracelular. Assim, é preciso
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desenvolver veiculos e estratégias de entrega que permitam ultrapassar alguns obstaculos
que impedem a entrega efetiva nos alvos a que se destinam. Estas estratégias devem conferir
estabilidade contra as nucleases, evitar a ativacao do sistema imunitario, diminuir a clearance
renal, evitar interagoes nao-especificas com proteinas plasmaticas e outras células, permitir a
saida dos vasos e passagem através das membranas celulares para a entrada na célula-alvo, e
possibilitar a incorporagao nos complexos proteicos.

Atualmente, as novas abordagens as terapéuticas com siRNA comegam a ser
direcionadas a doengas oncoldgicas (p. ex. melanoma metastatico ou cancro pancreatico), ja

com alguns ensaios clinicos de fase | e Il a decorrer.'®

2.5. miRNA

Os microRNA (miRNA) sao exemplos de sncRNA, i.e., RNA’s nao codificantes de
cadeia curta. Sao cadeias simples de RNA endogeno, de 18 a 25 nucledtidos, que exercem
um papel muito importante na regulagio da expressio génica' (ao nivel da pos-transcrigio).
Apesar de serem isentos de capacidade codificante, os niveis de expressao de miRNA tém
impacto na regulagio de varios processos celulares (como a proliferagao, diferenciagao
celular e apoptose)”’ e no desenvolvimento de varias doengas, como cancro, doengas

neurodegenerativas ou doencas cardiovasculares.”
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Figura 3 | Mecanismo de formacdo e acio de miRNA. (Adaptado de SIGMA ALDRICH, s.d. “miRNA
(microRNA) Introduction”. https://www.sigmaaldrich.com/PT/en/technical-documents/technical-article/genomics/gene-
expression-and-silencing/mirna-introduction)

O seu mecanismo de formagao e agao (Fig. 3) inicia-se com a transcrigao do gene de
miRNA, mediada pela RNA polimerase Il, onde se obtém um miRNA primario (pri-miRNA),
com uma extremidade em gancho. Este serd, de seguida, transformado em pre-miRNA, por
acao de um complexo enzimatico Drosha-DGCRS, ainda no interior do nucleo. Sera, entao,

exportado para o citoplasma pela proteina Exportina-5, onde vai sofrer clivagem pela
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endoribonuclease Dicer, levando a formagao de um “duplexo” de miRNA-miRNA, com
cerca de 22 nucledtidos. Uma das cadeias deste duplexo ligar-se-a a proteina Ago2, ativando
o complexo RISC e todo o mecanismo de RNAi subsequente, enquanto a outra cadeia sera
degradada.> *° Apés ligagio ao RISC, a molécula de miRNA ligar-se-a, preferencialmente, a
regiao nao-codificante 3’'UTR do mRNA alvo, resultando na sua inativagio e/ou
degradagao.”

Apesar de, em parte, o mecanismo de agao dos miRNA ser semelhante ao dos
siRNA, existem, entre eles, algumas diferengas que devemos entender. A principal, e que
confere um potencial terapéutico mais alargado aos miRNA, é o facto de a sua
complementaridade junto do RNA-alvo ser apenas parcial, com ligagdo minima de 2-8
nucledtidos.” A esta zona de ligagio minima da-se o nome de seed-region, e estd usualmente
localizada na extremidade 5° do miRNA. Esta ligagao parcial permite que uma molécula de
miRNA seja capaz de regular a expressao de varios transcritos, uma vez que reconhece a
cadeia de RNA-alvo sem necessitar de 100% de complementaridade.** Portanto, a a¢io dos
miRNA ligados ao RISC pode resultar na repressao da tradugao (caso a complementaridade
miRNA-mRNA seja reduzida), ou resultar na clivagem do mRNA-alvo, via mecanismo RNAi
(caso haja complementaridade total)."”

Os niveis de miRNA em circulagio apresentam excelentes caracteristicas como
biomarcadores para a detecio precoce e progndstico de evolugio de alguns tumores.?
Contudo, apesar dos avancos tecnolégicos permitirem o desenvolvimento de técnicas cada
vez mais acessiveis e rapidas, o uso de miRNA como biomarcador ainda se encontra numa
fase inicial, devido a baixa reprodutibilidade destes ensaios, no que toca a transposigao para
o uso clinico.”

Por estarem intimamente envolvidos na patogénese de varias doengas, muitas delas
letais, o controlo da expressao destes miRNA é essencial. Nos casos especificos de alguns
tumores, em que grande parte dos miRNAs tém uma expressao mais reduzida, comparando
com o tecido saudavel, pode ser necessario restabelecer a expressaio de miRNAs de
supressao tumoral, introduzindo miRNAs sintéticos. No entanto, pode, também, ser
necessario inibir a expressao de miRNA oncogénicos, através do uso de inibidores (como os
ASO).*

Tal como os siRNA, os miRNA sao fracamente absorvidos pelas células, dada a sua
carga negativa. O tempo de semi-vida é também muito reduzido, uma vez que sao moléculas
muito suscetiveis a inativagao e degradacao por parte de nucleases. Para contornar estes
obstaculos, é também necessario desenvolver estratégias que permitam a entrega em meio

citoplasmatico, de forma efetiva e segura. Nos casos em que o objetivo é aumentar a

47



expressao de determinado miRNA, é necessario garantir que nao ocorre a sobrexpressao

do mesmo, para que nao ocorram fenémenos de toxicidade.”

2.6. Aptameros

Aptameros sao cadeias simples e curtas de DNA ou RNA, desenhadas para se
ligarem com grande afinidade a um determinado alvo, de forma analoga a um anticorpo. Sao,
por isso, moléculas isentas de capacidade de regulagdo da expressao génica.

Sao obtidos e isolados a partir de um método denominado Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment (SELEX). Consiste numa vasta “biblioteca” de sequéncias
aleatorias de acidos nucleicos, em que as extremidades dessas cadeias sao fixas, de modo a
permitir a agdo da transcriptase reversa (RT), e em que a regido central da sequéncia,
usualmente até 40 nucleotidos, é aleatdria. O processo comega com a incubagao de parte
desta “biblioteca” de acidos nucleicos, previamente amplificada por RT-PCR, com a proteina
alvo. As sequéncias que se ligarem a proteina alvo sao separadas das restantes, amplificadas
novamente por RT-PCR, sendo que as cadeias de DNA resultantes dessa amplificagao serao
de novo incubadas com a proteina, dando inicio a um novo ciclo. Este processo é repetido
até |2 vezes, até se obter uma boa quantidade de aptimeros de RNA com afinidade
suficiente para a proteina alvo.”®

A sua utilizagao é muitas vezes comparada a de um anticorpo. No entanto, existem
algumas diferengas e vantagens, no que toca a utilizagio de aptameros. Sao moléculas de
sintese mais rapida (entre 2 a 8 semanas pelo método SELEX), facil e econémica, com maior
estabilidade quanto a temperatura e prazo de validade. Além destas vantagens de carater
operacional, apresentam-se como moléculas com um tamanho muito mais reduzido, quando
comparadas com anticorpos, com uma afinidade e especificidade mais elevada, uma vez que
apenas irao ligar-se ao seu alvo especifico, ao passo que diferentes anticorpos podem ligar-se
ao mesmo antigénio, e tém ainda um potencial terapéutico muito mais alargado, visto que os
alvos podem ser desde ides a células inteiras.”

Para além do seu possivel uso como inibidores de alvos especificos, sao normalmente
utilizados como ligandos de outras moléculas de RNA ou de nanoparticulas, direcionando
RNA’s com fins terapéuticos ao seu alvo.”® Um dos exemplos da sua utilizagio como
farmaco inibidor é o Macugen® (pegaptanib), que se tornou em 2004 o primeiro aptimero
de RNA a ser aprovado pela FDA, para o tratamento da Degenerescéncia Macular
Neovascular (humida) relacionada com a idade (DMI), pela sua agao inibidora do VEGF;s
(fator de crescimento do endotélio vascular). Entretanto, devido ao aparecimento de

anticorpos, como o ranibizumab, que obteve melhores resultados clinicos e maior
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rentabilidade financeira, acabou por ser descontinuado em 2011 na Uniao Europeia (UE), a

pedido dos Laboratérios Pfizer.””*

3. Terapéuticas com RNA

O desenvolvimento cientifico e tecnolédgico permitiu que, ao longo dos ultimos anos,
as terapéuticas com RNA mostrassem um potencial tremendo na pratica clinica, uma vez
que sao capazes de expressar proteinas terapéuticas, alterar niveis de expressao de
determinados genes, intervir em processos de transcri¢ao e traducao de genes, e participar
na edi¢io génica.

Apesar de as possiveis aplicagoes praticas serem muito vastas (a maioria abordadas
brevemente neste trabalho), ao longo deste capitulo vamos dar destaque particular a dois
tipos de utilizagao de RNA: as vacinas de mRNA, pelo contexto pandémico que vivemos e
pela sua pertinéncia no mundo atual; e a técnica CRISPR, pelo enorme potencial

demonstrado em atingir a cura definitiva de doengas, através da edicao de genes.

3.1. Vacinas de mRNA

Nos dultimos anos, as vacinas de mRNA tém suscitado muito interesse e
desenvolvimentos por parte da comunidade cientifica, devido a capacidade que tém de
codificar um numero alargado de antigénios, pela facilidade de construgao e modificagao das
sequéncias nucleotidicas, e pela facilidade na produgio em larga escala.’” S3o o meio mais
rapido e eficaz de controlar e prevenir a proliferacao de doengas infeciosas, como aquelas
provocadas pelo virus Influenza e mais recentemente pelo SARS-CoV-2, mas sao também
muito promissoras na imunoterapia do cancro. O objetivo principal nesta abordagem é usar
a maquinaria celular do hospedeiro para expressar o antigénio pretendido, de forma a
estimular um conjunto de respostas humorais e imunologicas que levem a produgao de
anticorpos neutralizantes e de linfocitos B e T citotdxicos.”

Apresentam algumas vantagens relativamente as vacinas de vetores virais, ou de
DNA, nomeadamente o facto de niao causarem infecio nem necessitarem de integragao no
genoma do hospedeiro, e por apenas necessitarem de transpor a membrana celular para
conseguir expressao, ao contrario das vacinas de DNA e de plasmideos que necessitam de
entrada no nicleo.*

Existem dois mecanismos de desenvolvimento de vacinas de mRNA, atualmente em
uso (Fig. 4). O primeiro baseia-se em RNA’s sem capacidade de amplificagao, i.e., uma
simples sequéncia de nucleétidos com um ORF que codifica para o antigénio de interesse,

rodeado por regides 5 e 3-UTR, uma extremidade 5-Cap e uma extremidade 3’
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poliadenilada, que conferem estabilidade contra nucleases, maior tempo de semi-vida e
melhor acessibilidade ao ribossoma. Apos entrada na célula, a cadeia de mRNA ¢é libertada
do endossoma e est4 pronta a ser traduzida.** ** Além deste, existe um segundo mecanismo
que tira partido do genoma de virus de cadeia simples positiva, particularmente de
alphavirus. Sao designadas vacinas de mRNA auto-replicativo, e diferenciam-se das
anteriores por serem capazes de se amplificarem no interior das células, aumentando os
niveis e duracio da expressio do antigénio e consequente imunogenicidade.” O RNA
resultante da transcricao, denominado Replicao, contém dois ORF’s diferentes, em que um
codifica para proteinas nao-estruturais essenciais a amplificacdgo do RNA em ambiente
citoplasmatico, e o outro, que anteriormente codificaria para proteinas estruturais, €
substituido por uma sequéncia que codifica o antigénio de interesse.’” ** Em ambos os
mecanismos, apos a expressao do antigénio, este sera degradado pelo proteassoma num
peptideo que sera expresso a superficie da membrana celular pelo Complexo Major de
Histocompatibilidade (MHC | e Il), ativando o reconhecimento e resposta imunolégica por

parte dos linfocitos B e T citotoxicos (CD4" e CD8").*¢
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Figura 4 | Mecanismo de Acdo de Vacinas Convencionais (Conventional mRNA) vs Vacinas Auto-
Replicativas (Self-amplifying mRNA).34

Este mecanismo de auto-amplificagio permite uma expressio do antigénio mais
acentuada, prolongada e em menor dose. No entanto, para que seja possivel exercer esta
atividade amplificadora, os replices deixam de conseguir suportar algumas das modificagoes

estruturais necessarias para melhorar a sua resisténcia e estabilidade, o que pode tornar-se
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uma desvantagem.” O tamanho da sequéncia nucleotidica também se pode colocar como
um problema adicional, uma vez que as vacinas de mRNA auto-replicativo originam replicoes
com maior numero de pares de bases, quando comparados com os convencionais (~ 10 kb
versus ~ 2-3 kb), o que pode originar maiores dificuldades na internalizagao efetiva dentro
das células.®® Na tabela, que se encontra no anexo |, podemos verificar as vantagens e
desvantagens da utilizagdo de ambos os mecanismos, bem como da utilizagdo das vacinas de
mRNA face as restantes.

As vacinas de mRNA também se apresentam mais seguras no que toca a efeitos
adversos, uma vez que nao necessitam de células de cultura, nem codificam para proteinas
virais. Apesar da seguranga demonstrada nos ensaios clinicos, ha alguns aspetos a ter em
conta. Em particular, o possivel facto de induzirem respostas potentes por parte do
interferao tipo |, associadas quer a inflamagao, quer a autoimunidade, e o facto de poderem
induzir a formagao de trombos e edemas pela presenca de RNAs extracelulares. Assim,
serao sempre necessarios mais estudos e desenvolvimentos, de forma a melhorar a eficacia e
seguranca desta terapéutica.’

Com dezenas de vacinas de mRNA candidatas em ensaios clinicos e pré-clinicos,
torna-se evidente que a tecnologia deste modelo de terapéutica se mostra muito promissora
para o tratamento e prevengio de cancro e doengas infeciosas.*” Até ao momento, as Unicas
vacinas de mRNA autorizadas para uso humano receberam uma autorizagao para uso

emergencial, pela EMA e pela FDA, para a utilizagdo no combate a pandemia da COVID-

|9 40, 41

3.2. CRISPR-Cas - Edicao de Genes

Um dos grandes objetivos da Ciéncia é conseguir alcancar a cura definitiva de uma
determinada doenga, através de modificagio e edicao génica in vivo, na correcao de
mutagdes indutoras de patologias, por exemplo.”” A técnica Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats (CRISPR) é um enorme passo na persegui¢ao desse objetivo.

Na Natureza, este sistema existe como um mecanismo procariotico de imunidade
adaptativa, utilizado para clivar sequéncias estranhas de 4cidos nucleicos.” Sao divididos em
duas classes diferentes: os sistemas CRISPR-Cas de classe |, que utilizam um complexo de
varias proteinas Cas (CRISPR-associated proteins); e os de classe Il, que utilizam uma Unica
proteina, com varios dominios.* Exatamente por utilizarem apenas uma proteina, sio
sistemas mais simples de manipular e, por isso, sdo até agora os sistemas preferenciais para

ensaios.
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Até a data, o sistema com mais estudos e avancos em ensaios clinicos ¢ o CRISPR-
Cas9, que utiliza uma cadeia simples de RNA como guia (guide RNA — gRNA) para
direcionar a proteina Cas9, uma endonuclease obtida de varias bactérias (como a
Streptococcus pyogenes — SpCas9 — e a Staphylococcus aureus — SaCas9), até ao DNA-alvo e
induzir a clivagem da dupla cadeia, denominada em inglés, Double-Strand Break (DSB).* * Esta
proteina reconhece a cadeia-alvo através da ligagdo a uma sequéncia com cerca de 20
nucleétidos do DNA-alvo, que sera complementar a outra sequéncia do mesmo tamanho do
gRNA, que pode ser modificada pelo investigador. Esta interacao (Cas9-DNA) apenas é
possivel devido a presenca de uma sequéncia curta de nucleotidos, adjacente ao local de
clivagem, denominada Protospacer-Adjacent Motif (PAM), que estimula a clivagem através da
acao de dois dominios da Cas9, RuvC e HNH (Fig. 5), que dao origem a quebra da dupla
cadeia (DSB).”” * Habitualmente, esta clivagem é feita a uma distincia de 3 nucleétidos do

PAM.*®

Cas9
DNA/RNA targeting

Figura 5 | Esquema do sistema CRISPR/Cas9.5!

Apods a quebra da cadeia-alvo pela Cas9, podem ser ativados dois mecanismos
enddégenos de reparagao (Fig. 6). Um deles, designado Unido de Extremidade Nao-
Homologa (NHE] — em inglés Non-Homolougs End Joining), origina inser¢oes e/ou delegoes
aleatérias no local especifico de reparagio®, estando muito associado a ocorréncia de erros.
O outro, denominado Reparagao Dirigida por Homologia (HDR — do inglés Homology-
D’ ‘ed Repair), utiliza uma cadeia de DNA exodgena como “dadora”, cujas extremidades sao
homologas as extremidades da DSB, permitindo alteragoes especificas a nivel da sequéncia
nucleotidica, ou inser¢oes de sequéncias um pouco mais extensas, maioritariamente atraveés

de plasmideos ou de vetores virais de DNA.*
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Especialmente para a CRISPR, coloca-se uma barreira adicional a entrega destes
componentes: a entrega no interior do nucleo. Portanto, o desenvolvimento deste tipo de
terapéuticas so é possivel gragas ao desenvolvimento de estratégias de entrega efetivas, que
permitem contornar estas barreiras e transportar todos estes componentes de forma
segura. Estes sistemas devem nao so garantir alta especificidade para a célula-alvo, como
reduzida toxicidade e clearance mais rapida e eficaz do complexo Cas9-gRNA, apos a
modificagdo genética pretendida, de forma a evitar efeitos indesejaveis. Para entregar a
Cas9 e a cadeia de gRNA nas células-alvo, podem ser preparados sistemas fisicos de base
viral (como adenovirus) e de base nao-viral (através de nanoparticulas lipidicas, polimeros ou

nanoparticulas inorginicas).>

4. Principais Barreiras a Ultrapassar

O maior obstaculo ao sucesso destas terapéuticas deve-se as varias barreiras extra e
intracelulares que limitam a entrega efetiva do material genético nos compartimentos
celulares a que se destinam. Ao longo deste capitulo, vamos abordar sucintamente as mais

importantes, as suas principais caracteristicas e como podem ser ultrapassadas.

4.1. Barreiras Extracelulares

Ao entrar na circulagao sistémica, e até chegar as células-alvo, as moléculas de RNA
enfrentam uma série de barreiras fisicas, quimicas e biologicas, estando sujeitas a um pH
extremo, a reagoes do sistema imunitario e a degradagao por nucleases e proteases. Para

evitar esta degradagao, usa-se um conjunto de modificagoes estruturais, que podem ser
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aplicadas em varios locais da molécula, e que conferem estabilidade e resisténcia contra as
nucleases.

Moléculas de RNA livres na corrente sanguinea sao, também, facilmente eliminadas
pelos rins. A membrana basal dos glomérulos renais apresenta poros com diametro entre 6
e 10 nm. Qualquer molécula de RNA livre de conjugados consegue, facilmente, penetrar
nesse mesmo poro e entrar na circulagdo renal.’® Assim, é necessirio que o design dos
veiculos de entrega seja feito de modo a evitar uma elevada clearance renal e aumentar o seu
tempo de semi-vida. Para isso, sao utilizadas nanoparticulas lipidicas ou polimeros que
revestem o material genético e impedem nao s6 a eliminagao pelos rins, mas também

reduzem a imunogenicidade associada e a degradagio por nucleases.”

4.2. Especificidade para Tecidos e Células-Alvo

Aliada a todos estes fatores, a entrega de RNA deve, também, ser especifica para
tecidos e células-alvo, diminuindo ao maximo a biodistribuigao para locais fora do interesse
terapéutico e, consequentemente, os efeitos off-target. Para isso, as moléculas de RNA e
respetivos sistemas de entrega podem ser covalentemente conjugados com ligandos,
especificos e seletivos para determinados recetores expressos a superficie das células e dos
tecidos. Existem varias possibilidades a ser usadas como ligandos, desde aptameros a
anticorpos, lipidos e peptideos.*®

Atualmente, existe ainda alguma dificuldade em entregar RNA na grande maioria dos
orgaos, uma vez que o transporte através da barreira endotelial é ineficiente para particulas
de grande dimensao (como as LNP comuns, ~100 nm). Contudo, em alguns tecidos (p. ex.
figado e alguns tumores sélidos), existem fenestragoes entre as células endoteliais, que os
tornam mais permeaveis ao transporte destas particulas.”® No figado, a descontinuidade do

endotélio permite o acesso aos hepatdcitos, de particulas com didmetros de 100 a 200 nm.*°

4.3. Sistema Reticuloendotelial

Também as células do Sistema Reticuloendotelial (SRE) desempenham um papel
muito importante nas defesas do nosso organismo, protegendo-o de patogéneos. A sua
atividade fagocitaria permite-lhes capturar uma larga variedade de materiais, onde se
incluem, por exemplo, as LNP. No figado, tanto as células de Kupffer, como os recetores
scavenger dos sinusoides hepaticos sao responsaveis pela clearance de componentes intra e
extracelulares, através de processos de fagocitose e endocitose mediada por clatrina.®’ A
opsonizagao das nanoparticulas torna-as, também, muito mais acessiveis e suscetiveis a

fagocitos. Para isso, o revestimento das LNP com polimeros hidrofilicos e nao iénicos, como
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o polietilenoglicol (PEG), é muito importante para que se consiga evitar o uptake por parte

destas células.®?

4.4. Barreira Hematoencefalica

Devido ao seu tamanho e carga, as moléculas de RNA nao sao capazes de atravessar
livremente a barreira hematoencefilica (BHE). Esta é constituida por células endoteliais
fortemente ligadas entre si, sustentadas por pericitos e astrécitos.”> Grande parte das
moléculas é incapaz de penetrar a BHE devido a existéncia de tight junctions que, juntamente
com a membrana basal, lhe conferem uma baixa permeabilidade.* Isto constitui um
problema adicional no que toca a entrega de terapéuticas que sejam direcionadas ao Sistema
Nervoso Central (SNC). A introdugao sistémica por via subcutinea ou intramuscular
mostra-se, entao, um meio inadequado. Apods varias tentativas de desenvolvimento de
entrega efetiva no SNC, o Spinraza® (nusinersen), indicado no tratamento da Atrofia
Muscular Espinhal, foi o primeiro ASO aprovado pela FDA.*® Mostrou-se que a
administragao através de injegoes intracerebrovasculares em murganhos e, posteriormente,
intratecais em humanos possibilita uma distribuicao eficaz de ASO ao longo dos tecidos do
SNC e da medula espinhal.® No entanto, sio métodos cirlrgicos bastante invasivos e que
acarretam elevados riscos de complicagoes associadas. Por isso mesmo, € necessario investir
no desenvolvimento de novas estratégias de administracao sistémica, que permitam uma

entrega segura e eficaz a nivel do SNC.*

4.5. Internalizacdao Celular e Libertacao do Endossoma

Atravessar a membrana plasmatica e alcangar os compartimentos intracelulares
adequados sempre se mostraram como barreiras importantes para terapéuticas com base
em 4cidos nucleicos.®® Sabemos que moléculas de tamanho elevado e carga significativa
dependem de mecanismos de transporte ativo, para conseguir atravessar eficientemente a
bicamada fosfolipidica. Estes mecanismos sao diferentes consoante o tipo de células com que
trabalhamos, pois diferem na sua morfologia, diferenciacao e quimica de superficie. Na
grande maioria das células, que nao fazem parte do sistema imunitario, os mecanismos mais
prevalentes prendem-se com a endocitose mediada por clatrina e caveolina, enquanto células
como macrofagos, neutrofilos e células dendriticas seguem mecanismos fagocitarios.

A endocitose mediada por clatrina é muito utilizada pelas células eucariéticas em
alguns processos biologicos importantes, como a internalizagao de LDL. Ocorre através de
pocos revestidos com clatrina, que ocupam cerca de 2% da superficie da célula.’” A

endocitose mediada por caveolina esta envolvida em processos de internalizagio de ides
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como calcio e ferro, bem como de alguns virus, e os seus pogos revestem cerca de 10-20%
da superficie celular.”

Moléculas estranhas, como as nanoparticulas usadas como veiculos de entrega, sao
internalizadas pelas células através destes processos endociticos, estando sujeitas a
mecanismos endolisossomais. A acidez do endossoma, face ao citoplasma, pode facilmente
levar a degradagao destas nanoparticulas e do material que carregam e, por isso, devem ser
capazes de abandonar rapidamente o interior do endossoma.”' Alguns estudos demonstram
que cerca de 70% dos siRNA que conseguiram entrar na célula foram excretados em menos
de 24h, e que apenas |-2% foram capazes de escapar do interior do endossoma e exercer
atividade em meio citoplasmatico. Isto sugere-nos que a grande maioria das particulas que é

internalizada por endocitose termina degradada pelos lisossomas.”

4.6. Entrada Nuclear

As terapéuticas com RNA que necessitam de entrega a nivel nuclear (como a
CRISPR) enfrentam uma barreira adicional: atravessar a membrana do nucleo, de forma a
conseguirem exercer a sua atividade.”

A membrana nuclear é constituida por duas membranas (externa e interna), ligadas
entre si por complexos proteicos formando poros nucleares. Tem como principal fungao
assegurar a protecao do genoma e o transporte de proteinas entre o nucleo e o citoplasma,
de forma a conseguir controlar varias atividades celulares como a replicagao e transcrigao de
DNA. O mecanismo de internalizacdo nuclear ainda nao esta suficientemente estabelecido,
mas acredita-se que esteja relacionado com o reconhecimento de sinais de localizagao
nuclear por parte de proteinas a entrada do nicleo.”

E, por isso, também uma barreira adicional a entrega de acidos nucleicos exdgenos, e

talvez a mais dificil de ultrapassar. Como alternativa, tém sido desenvolvidos esforgos para o

desenvolvimento de estratégias com base em mRNA, que nao necessita de entrada nuclear.
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5. Entrega de RNA no Meio Intracelular

Como vimos nos capitulos anteriores, existem inUmeras barreiras que necessitam de
ser vencidas, de forma a conseguir entregar RNA de forma eficiente e segura no interior das
células. Para isso, tém sido estudadas e desenvolvidas varias estratégias, que incluem desde
modificagoes estruturais e quimicas das moléculas de RNA, ao desenvolvimento de métodos
e materiais especificos para entrega. Ao longo deste capitulo, vamos fazer uma revisao geral

sobre o panorama atual destes sistemas.

5.1. Modificacoes Quimicas e Estruturais

Uma das estratégias muito utilizadas para alcangar maior estabilidade e resisténcia
contra as nucleases é através da modificacio estrutural da molécula de RNA. Estas
alteragoes incluem modificagoes ao nivel da posi¢cao 2’ do anel da ribose, ao nivel da ligagao
fosfodiéster entre riboses, ou até mesmo ao nivel da conformacao da molécula (Fig. 7).

A substituicao do atomo de oxigénio da ligagao dupla (ligagao fosfodiéster) por um
atomo de enxofre (ligagio fosforotioato) resulta num aumento da estabilidade contra a
degradagio enzimatica.”’ A principal desvantagem prende-se com o facto de as moléculas
que incluam esta modificagdo terem uma maior tendéncia para ligagio as proteinas
plasmaticas. A partida, podia ser considerado como uma vantagem para a entrada em meio
celular e para retardar a clearance renal, no entanto € um fator muito associado a ocorréncia
de efeitos off-target e a toxicidade.”

Outra estratégia bastante frequente passa pela reposicio do grupo hidroxilo da
posicao 2’. Habitualmente, esse grupo é substituido por grupos 2’-O-Me (2’-oxi-metilo), 2’-
MOE (2’-oxi-metoxietilo), ou 2’-F (2’-fluoro). Estas modificagoes promovem um aumento na
ligagao ao RNA-alvo e uma maior estabilidade dos acidos nucleicos face as nucleases do
soro.”® Contudo, estas modificagdes impedem a atividade da RNase H. Nos casos em que é
necessaria a agao da RNase H, sao usados nucleétidos espagadores (gapmers) na parte mais
central da molécula, capazes de receber a atividade desta enzima, em que apenas nas
extremidades a posi¢ao 2’ se encontra modificada.”

Também a formagao de uma ligagao entre o atomo de oxigénio da posicao 2’ e o
carbono da posicao 4’ estabelece uma modificagao quimica importante, que designamos por
Locked Nucleic Acids (LNA) por conterem uma conformagao “bloqueada”, e que contribui
para a resisténcia contra as nucleases e para o aumento da afinidade.”® ASO’s modificados
com LNA apresentaram alta estabilidade no soro, sem colocar em causa a ativagao da RNase

H. Layla et al. demonstraram que, na terapéutica antibacteriana com ASO’s, a utilizagao de

57



LNA como gapmers tornou mais eficiente a inibicao da tradugao do mRNA-alvo da

Escherichia coli. ”°
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Figura 7 | Modificacdes Quimicas e Estruturais. Adaptado de .

A substituicdo das ligagcoes fosfato por ligacoes neutras (fosforodiamidato), e a
substituicao do anel da ribose por um anel morfolino também é uma estratégia muito
utilizada e, inclusive, com aprovagao para uso clinico. Sao designados Oligobmeros Morfolino
Fosforodiamidato (PMO — do inglés Phosphorodiamidate Morpholino Oligomers). Demonstram
semelhante afinidade na ligagdo ao RNA-alvo e menor ligagao as proteinas plasmaticas
devido a carga neutra que apresentam, o que os torna muito estaveis e seguros in vivo. *'Até
ao momento, existem 3 farmacos aprovados que utilizam PMO como modificagao estrutural

— eteplirsen, golodirsen, viltolarsen (Tabela 2).

5.2. Vetores Virais

Os vetores de base viral podem ser bastante eficientes na entrega de RNA, sendo
utilizados quer em terapéuticas de edicao génica, no desenvolvimento de vacinas ou na
terapia do cancro.®” Entre os virus mais utilizados estio os adenovirus, os lentivirus e os

virus adeno-associados.® No geral, as principais vantagens prendem-se maioritariamente
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com a boa capacidade de transfecao, com a elevada seletividade para os tecidos, boa
eficiéncia na entrega, com a facilidade na replicacio e com a possibilidade de se conseguir
quer uma expressao transitoria, quer prolongada, consoante o tipo de virus que usemos. No
entanto, existem uma série de desvantagens que podem servir como um impedimento na
utilizagdo clinica de vetores virais.** Destaca-se a dificuldade na producio em larga escala, a
limitada capacidade de armazenamento, o risco de imunogenicidade associado e a introdugao
no genoma do hospedeiro, que pode desencadear com elevada frequéncia efeitos off-target e
um elevado nimero de respostas imunologicas indesejaveis.*

Por estes motivos, tem havido necessidade de desenvolver outras estratégias que
consigam contornar estas questoes, e que oferecam uma entrega igualmente efetiva e mais
segura. Para isso, tém sido desenvolvidas estratégias de base nao-viral, utilizando

nanoparticulas lipidicas (LNP) ou poliméricas.

5.3. Nanoparticulas Lipidicas

Atualmente, sdo uma das estratégias de entrega mais avangadas e com mais utilizagdo
na pratica clinica. Como as moléculas de RNA s3ao muito suscetiveis a degradagao por
nucleases, a utilizagdo de nanoparticulas lipidicas (LNP) contribui para a manutengdo da

integridade e atividade destas moléculas no interior das células.®

5.3.1. Lipossomas

Sao particulas que contém um nlcleo aquoso e podem ser compostas por lipidos
cationicos que interagem por via eletrostitica com as moléculas de RNA, tipicamente
aniénicas, formando complexos designados “lipoplexos”, com um tamanho = 100 nm.* Para
além de lipidos catidnicos, as LNP sao também compostas por (Fig. 8): um fosfolipido
auxiliar (p. ex. DOPE - (l,2-dioleocil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina) — ou DSPC - (I,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina)), que assegura uma maior encapsulagio do RNA no
interior da vesicula lipidica e que contribui para a integridade estrutural e fusogenicidade;
moléculas de colesterol, uteis para a estabilidade da particula em circulagao; e um lipido
PEGilado (tipicamente um dominio hidrofilico a base de polietilenoglicol (PEG) conjugado
com uma cadeia lipidica hidrofobica) que evita o reconhecimento pelo sistema imunitario e,
consequentemente, aumenta o tempo de semi-vida in vivo.** A utilizagdo de PEG, no
entanto, tem prés e contras, uma vez que esta relacionada com uma maior dificuldade na
libertagdo da particula do interior do endossoma.”’ A carga positiva que os lipidos catidnicos
apresentam é também util para se associarem eficientemente com a superficie da célula,

carregada negativamente. Apesar de demonstrarem boa eficacia na transfe¢ao in vitro, a sua
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utilizagdo in vivo torna-se muito limitada, uma vez que apresentam elevados sinais de

toxicidade e baixa eficiéncia na transfecio.®”’

Colesterol

Lipido Catidnico lonizével

I' /\ \ \/\ /\ /
FVAS \/ PEG
Fosfolipido 4 \/

Figura 8 | Estrutura tipica de uma nanoparticula lipidica para entrega de RNA. Adaptado de 8°.

Para solucionar este problema, tém sido desenvolvidos lipidos cationicos ionizaveis
(p- ex. DODAP - |,2-dioleoil-3-dimetilamonio-propano), que apresentam baixos valores de
pKa (entre 6.6 a 7). Isto permite-lhes obter uma carga neutra em pH fisiologico (o que
diminui a toxicidade) e ficarem positivamente carregados no interior do endossoma,
possibilitando a libertagao do seu interior e destabilizagao das LNP para libertagao do
material genético.’” Novos desenvolvimentos com base no DODAP, relacionados
principalmente com maior diminuicao de pKa, levaram ao aparecimento de uma série de
novos lipidos catiénicos ionizaveis (Tabela ). Como exemplo pritico, temos o patisiran
(Onpattro®), o primeiro siRNA aprovado para uso clinico, quimicamente modificado e
indicado para o tratamento da amiloidose hereditaria mediada por transtirretina (TTR). Tira
partido de LNP a base de novos lipidos catidnicos ionizaveis, como o DLin-MC3-DMA
(dilinoleilmetil-4-dimetilaminobutirato), que conjugados com DSPC, colesterol e PEG-2000,
entregam o siRNA nos hepatdcitos, reduzindo eficazmente os niveis de TTR mutante e com
baixos sinais de toxicidade.” Também as vacinas de mRNA, desenvolvidas pela Pfizer e pela
Moderna e aprovadas para uso emergencial contra a COVID-19, sao um exemplo da

utilizagao de LNP como sistemas de entrega eficazes.
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Tabela | - Exemplos de Lipidos Cationicos lonizaveis

EXEMPLOS DE LiPIDOS CATIONICOS IONIZAVEIS

ESTRUTURA ABREVIATURA IUPAC
o
A A A o ; p —— ;
OXN\ DODAP I ,2-dioleoil-3-dimetilamonio-propano
T T
o
oY DLin-DMA I 2-dilinoleiloxi-n,n-dimetil-3-aminopropano

R R Y W O.__\_'__.J"-\-.\_,N.\‘_ . e , . . . . .
4 DLin-KC2-DMA 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[ | ,3]-dioxolano

- - - - - - - %
e T

OMN“ DLin-MC3-DMA Dilinoleilmetil-4-dimetilaminobutirato

5.3.2. SLN e NLC

Outra abordagem que tem ganho muito interesse por parte da comunidade cientifica
prende-se com o desenvolvimento de LNP com uma matriz sélida. Podem ser classificadas
como nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) e veiculos lipidicos nanoestruturados (NLC).%?

As SLN caracterizam-se por apresentarem um nucleo lipidico sélido, rodeado
externamente por uma camada de surfactantes em dispersao aquosa. As principais vantagens
relacionam-se com boa estabilidade devido a matriz sélida, baixa toxicidade, capacidade de
libertagio prolongada e com métodos de fabrico relativamente seguros, rentiveis e
reprodutiveis.” No entanto, o facto de serem dotadas de uma matriz sélida extremamente
lipofilica dificulta a encapsulagio de dacidos nucleicos, moléculas tipicamente anidnicas e
hidrofilicas.®? A utilizagdo de lipidos catidénicos na composi¢ido da particula pode ser (til para
a conjugagao com dcidos nucleicos, permitindo a co-administracio de DNA/RNA e de um
farmaco lipofilico. Em 2012, Yong et al. desenvolveram uma SLN catiénica capaz de co-
administrar in vivo paclitaxel e moléculas de siRNA contra o gene MCLI (associado a
doengas como Leucemia Mieloide), em murganhos, demonstrando elevada atividade

antitumoral nos ensaios clinicos (Fig. 9).”

Lipido Catiénico
PEG
siRNA

Paclitaxel

Figura 9 | Nanoparticula lipidica sélida, contendo siRNA e Paclitaxel. Adaptado de *.
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Quanto aos NLC (Fig. 10), baseiam-se em forma modificadas de SLN, em que a fase
lipidica consiste, simultaneamente, em lipidos no estado liquido e sélido. A principal
vantagem, face as SLN, estd relacionada com uma maior capacidade de armazenamento.”
Nos dltimos anos, tém sido associadas a um bom potencial para utilizagdo no
desenvolvimento de novas terapias génicas contra o cancro. Em 2013, Tarantula et al.
estudaram a formulagdo de NLC contendo dois siRNA, juntamente com paclitaxel e
doxorrubicina, para utilizagdo por inalagdo na terapia do cancro do pulmao, mostrando alta

eficiéncia na entrega pulmonar destes componentes e boa atividade antitumoral.*®

Nanoparticula lipidica sélida Veiculo lipidico nanoestruturado

A= @[~ | @[ = o[~ ]

Figura 10 | Estrutura de Nanoparticulas Lipidicas Sélidas versus Veiculo Lipidico Nanoestruturado. Adaptado

de 97.

5.4. Polimeros

Nanoparticulas construidas através da utilizagdo de polimeros, tém sido outro
método promissor de entrega de RNA, pelas vantagens que apresentam: sao seguras do
ponto de vista biolégico, por serem pouco imunogénicas e nao causarem mutagénese; sao
particulas quimicamente muito versateis; a sua produgao é rentavel, pois a sua sintese é facil
e de baixo custo.”

Nos primeiros estudos, foram investigados polimeros naturais (como o quitosano e o
alginato) para utilizagado como vetores de entrega, mas apresentaram baixa capacidade de
transfecao. Na tentativa de aumentar a eficiéncia na entrega, foram desenvolvidos novos
polimeros sintéticos.”’” Tal como nas LNP, a utilizagio de polimeros catidnicos permite a

complexagio eletrostitica com moléculas de RNA, formando “poliplexos” (Fig. 11).”

+
ANAANAN "y

NN y V‘PNI v,
- e A § it
AN At // .// // .// L ':'?J\ jL;“wv\,\
Maana ¢
L “""t\f;,l
Polimero Catiénico Acido Nucleico Poliplexo
Figura 11 | Formacdo de Poliplexos. Adaptado de 88.
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Um dos polimeros mais estudados é a polietilenimina (PEI), um polimero
extremamente cationico, que é capaz de sofrer protonagao devido a presenga dos grupos
amino (NH,). Esta capacidade de protonagao é bastante util na libertagao do endossoma, por
ser capaz de criar o “Efeito Esponja de Protdes” e induzir a entrada de ides H, CI e 4gua,
levando ao aumento da pressio osmotica e rutura da membrana dos endossomas.'® No
entanto, sistemas baseados em PEl mostraram vastos sinais de citotoxicidade, um pouco
relacionada com a sua elevada carga catiénica.'”'

De forma a reduzir a toxicidade, foi desenvolvida uma “nova geragao” de polimeros
cationicos nao-téxicos (Fig. 12), que mostraram melhores sinais na transfecao do material
genético, sem intervir na sua integridade, e de que sio exemplos o poli(B-aminoester)
(PBAE), o poli(2-(dimetilamino)etil metacrilato) (PDMAEMA) e o dendrimero
poliamidoamina (PAMAM). Tanto no PBAE como no PDMAEMA, as aminas terciarias nas
extremidades sao Uteis para serem protonadas no pH acido dos endossomas, levando

também a disrup¢io da membrana e libertagio do material genético no interior das

14 102,37
células.
(a) HN rh e (b) Ra.. _~_ _N_ (C)
“NH NH n
L NH %
N N o.M D 9
HNT TN TSN TN, ~ -NH o
J H N =0
[ SN0 HN_
NH R= ~ 0 N0 )
e ) HN NH,
HNT TN N
| i N—,
N~ &Le AN
o < HN-,
Polietilenimina Ramificada (PEIl) NH “NH,
' \ poli(2-(dimetilamino)etil metacrilato) (PDMAEMA)
\ N H N
Polietilenimina Linear (PEI) Dendrimero poliamidoamina (PAMAM)

Figura 12 | Estruturas Quimicas de Polimeros Catiénicos. Adaptado de !03.

O revestimento destes polimeros com PEG também se mostra muito relevante na
protecao da estabilidade da particula, uma vez que siao capazes de aumentar a transfecao
celular e o tempo de semi-vida das nanoparticulas.

Outro polimero muito estudado e que tem suscitado muito interesse na terapéutica
com siRNA é o PLGA (poli(acido latico-co-acido glicdlico)). E um co-polimero nio-tdxico
biocompativel e biodegradavel, nio imunogénico e com capacidade de induzir um bom perfil
de libertagio prolongada.”” *® Em 2018, Yeongseon et al. desenvolveram particulas de PLGA
conjugada com moléculas de acido hialurénico como ligando do recetor CD44, onde
incorporaram paclitaxel e siRNA contra o gene da PTK2 (proteina tirosina-cinase 2), para o

tratamento do cancro ovarico. Apos administragao in vivo em murganhos, foi possivel
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verificar a inibicao do crescimento tumoral, sem efeitos adversos significativos, mostrando
que a utilizagao de nanoparticulas com base em PLGA é bastante atrativa para a entrega de

siRNA in vivo.'®

5.5. Nanoparticulas Hibridas Lipido-Polimero

De maneira a conseguir conjugar as principais valéncias dos dois sistemas anteriores,
foram desenvolvidas nanoparticulas hibridas lipido-polimero (LPHN), que podemos designar
como “lipopoliplexos” (Fig. 13). Sao particulas com nucleo polimérico e superficie a base de
lipidos, que pode apresentar-se na forma de monocamada ou bicamada, onde se podem
conjugar ligandos a superficie que direcionem a particula para as células-alvo, e moléculas de
PEG para garantir a estabilidade.'*

Revestimento Lipidico

® Firmaco
@K Ligando

Polimero
ﬂ Lipido
\/_‘_/\/\j\ Lipido PEGilado

Nucleo Polimérico

Figura 13 | Estrutura de uma Nanoparticula Hibrida Lipido-Polimero. Adaptado de !97.

Stefano et al. desenvolveram uma vacina de mRNA antitumoral, com base em LPHN,
que consistia num nucleo polimérico de PBAE encapsulado no interior de uma bicamada
lipidica  composta por EDOPC/DOPE/DSPE-PEG-2000  (I,2-dioleoil-sn-glicero-3-
etilfosfocolina/l,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidil-etanolamina/ |, 2-distearoil-sn-glicero-3-fosfo-
-etanolamina-N-[amino(polietileno glicol)-2000). Este novo sistema mostrou boa eficacia na
estimulagao da expressao do Interferao-f e da Interleucina-12, promovendo imunidade anti-
tumoral.'®®

Apesar de ainda serem necessarios mais estudos e ensaios clinicos, quer no campo
dos polimeros ou das LPHN, para assegurar eficacia e seguranga in vivo, ambas se mostram

como estratégias muito promissoras para o desenvolvimento de terapéuticas com RNA.

5.6. Nanoparticulas Inorganicas

Os mais recentes estudos mostram o desenvolvimento de novas abordagens de
entrega. Neste conjunto incluem-se nanoparticulas inorganicas (como nanotubos de
carbono, ou nanoparticulas a base de silica, éxido de ferro ou ouro), devido ao seu baixo
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custo e facilidade de sintese. No entanto, sdo nio-degraddveis e potencialmente toxicas.'* %2
Ainda assim, dentro destas, destacam-se as nanoparticulas a base de ouro (GNP), por serem
ndo-téxicas e pela facilidade na modulagdo do seu tamanho e forma.® Em 2016, Yifeng et al.
desenvolveram um complexo GNP-siRNA para inibi¢ao do gene NGF (fator de crescimento
nervoso) no tratamento do cancro pancredtico. Este sistema mostrou-se eficiente na entrega
in vivo em murganhos, com boa eficicia na inibigdo do gene NGF e sem evidéncia de
toxicidade significativa.''?

Embora os resultados sejam animadores, devido ao potencial téxico destes sistemas

sao necessdrios estudos mais aprofundados, de forma a garantir a eficdcia e seguranca in vivo.

5.7. Conjugacao com Ligandos

Para se conseguir uma eficiente internalizagao nos tecidos e células-alvo, as moléculas
de RNA devem ser direcionadas para esses mesmos locais. Habitualmente, esse
encaminhamento é feito pela conjugacao de ligandos a superficie da particula, que serao
especificos para determinados recetores e proteinas expressos a superficie das células e
tecidos.** Exemplos de recetores com elevados niveis de expressio incluem integrinas,
recetores acoplados a proteina-G, recetores tirosina-cinase, recetores Toll-like e o recetor
da asialoglicoproteina (ASGR). Esta entrega direcionada permite aumentar a
biodisponibilidade do material genético nas células-alvo e, consequentemente, diminuir a

quantidade de efeitos off-target e toxicidade.
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Figura 14 | Sequéncias nucleotidicas e modificacoes estruturais de siRNA’s aprovados com ligando GalNAc.
Adaptado de $0. A — Givosiran; B — Lumasiran; C — Inclisiran; D — Estrutura quimica da N-acetilgalactosamina (GalNAc). AS
— cadeia antisense; SS — cadeia sense.
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Existem varias possibilidades a ser usadas como ligandos, desde aptimeros a
anticorpos, lipidos e peptideos. Uma das estratégias clinicamente mais avancadas foi
desenvolvida pela Alnylam® Pharmaceuticals, que conjuga N-acetilgalactosamina (GalNac) na
extremidade 3’ de moléculas de siRNAs, tornando-as capazes de se ligarem com alta
afinidade aos recetores da ASGR expressos no figado, permitindo uma entrega segura e

1% 1% De momento, existem trés farmacos aprovados (Fig. 14) e que utilizam este

eficaz.
conjugado, todos eles desenvolvidos por esta empresa: Givosiran, para o tratamento da
Porfiria Hepatica Aguda; Lumasiran, para o tratamento da Hiperoxaluria primaria tipo |; e

Inclisiran, para o tratamento da Hipercolesterolémia.*
6. Terapéuticas de RNA com Aprovacao para Uso Clinico

O desenvolvimento de todas estas estratégias, juntamente com os bons resultados
em ensaios clinicos, permitiu a aprovagao para uso clinico de varias moléculas de RNA, por
parte das entidades regulamentares. Na Tabela 2, estao descritas as terapéuticas de RNA (e
os seus detalhes) com autorizagao de introdugao no mercado valida, por parte da EMA e da
FDA. De realgar que, para além destas, ja tinham sido aprovados outros firmacos que
tiveram de ser retirados do mercado, maioritariamente devido a ocorréncia de efeitos
adversos. Entre estas, destacam-se o pegaptanib (aptamero), mipomersen (ASO) e o

fomivirsen (ASO), que atualmente se encontram descontinuados.
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7. Conclusiao

As terapéuticas com base em RNA tém mostrado o seu enorme potencial no
tratamento de um vasto leque de doengas, que se consideravam impossiveis de tratar pela
dificuldade no acesso aos potenciais alvos terapéuticos. A evolugao cientifica e tecnologica
permitiu o desenvolvimento de veiculos de entrega que sao capazes de ultrapassar varias
barreiras e entregar especificamente nas células-alvo o material genético que carregam, de
forma eficaz e segura.

Nos ultimos anos, temos visto o crescimento exponencial deste tipo de terapéuticas,
tanto pelo aparecimento das técnicas de edigao génica, como pela quantidade de novos
farmacos que tém vindo a ser aprovados. A CRISPR tem-se mostrado muito promissora e
revolucionaria no mundo da terapia de genes, por ser capaz de editar genes e curar doengas.
Muitos investigadores centram-se agora no aprimoramento desta técnica e dos seus sistemas
de entrega. Ainda que sejam necessarios alguns anos até que possa ser aprovada e
transposta para uso clinico, ha o grande desejo, por parte da comunidade cientifica, de que
esta se possa tornar rapidamente uma terapéutica segura in vivo e com capacidade de mudar
vidas.

O estudo das modificagoes quimicas e dos varios materiais para entrega intracelular
foram, também, uma pega-chave para o desenvolvimento de novas abordagens eficazes.
Podemos verificar que grande parte dos farmacos atualmente aprovados tiram partido
destas abordagens. A aprovacao do Nusinersen (ASO quimicamente modificado) e do
Patisiran (siRNA-LNP), em 2016 e 2018 respetivamente, despoletaram uma série de estudos
que aprofundaram estas modificagoes e que levaram ao atual ndmero crescente de
terapéuticas aprovadas e em ensaios clinicos. Também o desenvolvimento de ligandos
especificos fez com que fosse possivel direcionar o material genético para locais de agao
pretendidos, reduzindo toxicidade e efeitos off-target. Exemplo disso é a Gal-NAc, que
permitiu o desenvolvimento e aprovagao de siRNA’s especificos para os hepatocitos, sem
sinais de toxicidade.

Efetivamente, grande parte das terapéuticas aprovadas sao direcionadas para o figado.
Um dos principais desafios para o futuro prende-se, exatamente, com dirigir o material
genético para locais extra-hepaticos, de forma a conseguir alcangar outros alvos e outras
doengas. Por isso, sera necessario o desenvolvimento de novos ligandos que permitam o
acesso a outros 6rgios, sem serem necessarias elevadas doses.'*

A par com isto, serao sempre necessarios mais estudos para desenvolver estratégias

de entrega cada vez mais eficazes e seguras. O estudo de nanoparticulas poliméricas ou
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inorganicas tem mostrado também um enorme potencial, pelo que é necessario investir
continuamente para que possam ser transpostas para utilizagao em humanos.

Em suma, o mundo da terapia de genes e das estratégias de entrega esta apenas no
inicio de uma longa vida, e prevé-se uma (ainda) maior expansao nos proximos anos,
particularmente no que toca a utilizagdo de RNA no tratamento de doengas cronicas e

cancerigenas.
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Anexo

Table 1. Advantages and Disadvantages of Conventional or Self-Amplify mRNA Vaccines

Vaccines

Advantages

Disadvantages

Conventional mRNA
Self-amplifying mRNA

synthetic production; egg and cell free

concemns with instability

rapid and scalable production compared with other vaccine
platforms (e.g., subunit proteins, viral vectors)

limited immunogenicity data in humans

noninfectious, non-integrating, and naturally degraded

potential toxic effect of free extracellular mRNA™

expression in sifu to produce antigens with structure
unaltered by in vitro manufacturing process

inflammation due to enhanced type I IFN activation

expression in sifu to stimulate innate immune response,
enhancing broad T and B cell immune responses

efficient delivery required to deliver and launch self-amplifying mRNA

efficient delivery required to deliver and/or provide adjuvanting effect
for conventional mRNA

unproven toxicity profiles of delivery system components

Conventional mRNA

shorter RNA length compared with self-amplifying mRNA

potential toxicity from modified nucleotides

applicable to nucleoside base modification

shorter duration of expression

direct antigen expression from mRNA

higher effective RNA doses

no risk of anti-vector immunity

Self-amplifying mRNA

enhanced and prolonged antigen expression

potential elevated inflammation due to self-amplification

lower effective RNA doses, potentially resulting in better safety

longer RNA length, may lead to more challenging production of
high-quality RNA compared with conventional mRNA

intrinsic adjuvant effect

interaction between nsPs and host factors yet to be addressed

potential apoptosis of vaccine-carrying cells due to vaccine
self-amplification, leading to enhanced cross-presentation

option for single-vector delivery of multiple or complex antigens

IFN, interferon; nsPs, nonstructural proteins.

Anexo | — Adaptado de MARUGGI, G.,, ZHANG, C, LI, J, ULMER, J. B. & YU, D. mRNA as a
Transformative Technology for Vaccine Development to Control Infectious Diseases. Mol. Ther.

27,757-772 (2019).
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