UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Bianca Filipa Rodrigues Silva

Relatorios de Estagio e Monografia intitulada “O Papel do RNA na Biologia
Sintética: Processos de Sintese e Controlo de RNA e o Uso na Terapéutica”,
referente a unidade curricular “Estagio”, sob a orientacao da Dra. Maria Helena
Costa Neves Correia Amado, da Dra. Clatdia Corker Arranja e do Professor Doutor
Sérgio Paulo Magalhdes Simoes, apresentados a Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, para apreciacao na prestacao de provas publicas de

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Setembro de 2022






1

UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Bianca Filipa Rodrigues Silva

Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “O Papel do RNA na Biologia Sintética:
Processos de Sintese e Controlo de RNA e o Uso na Terapéutica”, referente a unidade
curricular “Estagio”, sob a orientacao da Dra. Maria Helena Costa Neves Correia Amado, da
Dra. Claudia Corker Arranja e do Professor Doutor Sérgio Paulo Magalhaes Simoes,
apresentados a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, para apreciagao na

prestagao de provas publicas de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Setembro de 2022






Eu, Bianca Filipa Rodrigues Silva, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas,
com o n° 2017246550, declaro assumir toda a responsabilidade pelo conteiudo do Documento
Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “O Papel do RNA na Biologia Sintética: Processos
de Sintese e Controlo de RNA e o Uso na Terapéutica” apresentados a Faculdade de Farmacia

da Universidade de Coimbra, no ambito da unidade de estagio de Estagio Curricular.
Mais declaro que este Documento é um trabalho original e que toda e qualquer afirmagao ou
expressao, por mim utilizada, esta referenciada na Bibliografia, segundo os critérios

bibliograficos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de Autor, a

excegao das minhas opinioes pessoais.

Coimbra, 6 de setembro de 2022

_ Puaence Tlipa Lodeogee, SQe

(Bianca Filipa Rodrigues Silva






INDICE

PARTE | - Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria

ABREVIATURAS .......oooiiiiieciiinnntttttteeccisssssssssstttesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssss 13
1. INTRODUGAO .....uuinirininiscsisinscssissssisssssssessassssassassssasssssssasesssssssssssssses 15
2. FARMACIA LUCIANO & MATOS......cccovuminnnnncnscssessissasssssssssssssassassassssss 16
3. ANALISE SWO T .....cooerereerereneesssesesesesesssssssssssssssssssssssssessssnssssssssssssssssssesens 16
3.1. PONTOS FORTES.....coeeeeireecnisteeaeeseeeseeseesese e ssaeesessastesessastesesssstaencsnanen |17
3.1.1. Organizacao e Estrutura do Plano de EStagio..........cccccevevereveiesnennnne. 17
3.1.2. Medicamentos Manipulados...........cccccviveiieiiecicieese e 18
3.1.3. Preparacao Individualizada da Medicagao............cccceeevvevieiieseeriesnene. 20
3.1.4. Consultas de Podologia e Pé DIabetiCo ...........ccevvevveiievieiecie e 21
3.1.5. Filosofia KAIZEN.........ccoiiiiiene s 22

3.2. PONTOS FRACOS......oeirinteeieisteeieesteeas st ssastese st e et s sstsaessanen 22
3.2.1. Dificuldade em associar o nome comercial a nomenclatura DCI .......... 22
3.2.2. Dificuldade na Analise de Receitas Manuais ...........c.ccccoceoeiiincncinenns 23
3.2.3. Inexperiéncia N0 AteNdIMENTO ........cccviieiieie e 24

3.3. OPORTUNIDADES........o ettt ettt s sttt sste e ssaeen 24
3.3.1. AUITONIA INTEINA. ..ot 24
3.3.2. Possibilidade de frequentar formacgdes presenciais...........ccccevevverveeunenne. 25
3.3.3. Heterogeneidade dos utentes na farmacia............ccccccooevveveiicciccc e, 26

3.4, AMEAGCAS ..o eeeeeeeeeeeeeemessss e eeeesememee s eeseeeememee e eeeseeseeeeee 26
3.4.1. Testes covid-19 compartiCipados...........ccvevieiiieiie e 26
3.4.2. Falta de confianga N0s eStagidrios..........cccevevereieiieiieiere e 27

4. CONCLUSAO .....uouuinrecneeninsacnsissnssnsssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssns 28
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cucuouerererererereresesesesesssesessssssssssssssseses 29
BAINEXOS ......ouoeeeeeeeeitnennnennnnnnneeneeseeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 31



PARTE Il - Relatorio de Estagio em Industria Farmacéutica

. INTRODUGAO .....uoeeeerrnerereresnesessesessessssessesessessssssssssssessssessasessessssessasessans 43
2. BLUEPHARMA .........eeeeeeeeteeeeeneneentenatestsetassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 48
3. ANALISE SWOT ..ocouerereerrrnnneneseneessssssesesssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssens 49
3.1. PONTOS FORTES. ...ttt ettt sttt ettt sstens 49
3.1.1. Rececao, acolhimento € INEGraGa0 .........ccervrvirerieieesie e 49
3.1.2. Equipa e ambiente de trabalno ... 50
3.1.3. FOrmagies INTEINAS. ........coiiiiieiieieieie ettt 50
3.1.4. Plano de ESTAQIO .....ccoveieiiriiiieieesierie et 51
3.1.5. Contacto com 0s diversos equipameNntos. ..........cceevereeieiiieseese e e, 52
3.1.6. Metodologia KAIZEN...........cccoiieiiiiece e 53

3.2. PONTOS FRACOS .....oeereeeieireeeieiseeeseeseesess sttt s st s s te s sastesesssstaeas 53

3.2.1. Conhecimentos sobre 0 manuseamento de equipamentos laboratoriais53

3.2.2. Falta de conhecimentos sobre o software Waters Empower™ .............. 54
3.3. OPORTUNIDADES ........cooeereitreeeeeeeeeesssssssssststsasssssssssssssssssssssssssssssasasasssssens 54
3.3.1. Process0 de admiSSA0 ........ccueiueiieieeieseeiieseesieesee e seesie e e e seeeneesneeneeens 54
2.3.2. Experiéncia em Industria Farmacutica............cccccevvveveiiiciiececcie e, 55
3.3.3. Aprofundamento da componente laboratorial..............c..cccoovevveieiienenn, 55

3.3.4. Ferramentas de Trabalho/ Desenvolvimento de soft skills e dominio do software

IMICFOSOTE TAMS. ... 56

34 AMEAGCAS. ..ttt 56
3.4.1. Reconhecimento de estagio curricular em Industria Farmacéutica ......56
3.4.2. Plano Curricular do MICF ..., Erro! Marcador nédo definido.

4. CONCLUSAO ......ccuerninrncnsinsnsensncssessassnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 58
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooeveeereererererereresesesesesesesesssssesssenes 59



PARTE Ill - Monografia "O Papel do RNA na Biologia Sintética: Processos de

Sintese e Controlo de RNA e o Uso na Terapéutica"

ABSTRACT ....oovrreeerereensnsnesesssssssssessssssssssssesssesssssssssssssssssssssssssssesssssnssssssssssens 63
RESUMO........ouiteeecrersessnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssnssssesssssnssssessssssnsss 65
ABREVIATURAS......cciereerersresnsssesesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 67
INTRODUGAO .....ccceeeeeneneneneeneresesssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssesssasesssesssases 69
I. RNA NAO CODIFICANTE: RNA REGULATORIO.........ccccoervererrrneerernenes 71
2. SMALL INTERFERENCE RNA ........coooceerreeernereresessnssessssssssssssssssssssesssssnens 73
2.1- MECANISMO DE BIOSSINTESE .....ccccuuuuumussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 73
2.2- POTENCIAL E OBSTACULOS/DESAFIOS NO USO DE siRNA.........cccccooeerrrns 75
2.3- TERAPEUTICAS EXISTENTES NO MERCADO- ONPATTRO.........ccccvccvcrrrrrns 78
3- MICRORNIA .......ocueurtreecnenessssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssasssss 80
3.1 MECANISMOS DE BIOSSINTESE: VIA CANONICA E NAO CANONICA ......80
3.2 PAPEL DO MiRNA NO CANCRO ........curmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmsmsmsssssmssssssssssssssssssssssnnsnns 82
3.3 MODULAGAO TERAPEUTICA DOS MIRNAS .....ceeeeeveeereeeneeeeeveesesseeeeeesesssssses 83
A, VACINAS .......ooveererrrrrnssnessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssss 87
4.1 PRINCIPIOS E SINTESE DE MRNA........ccoommmmrmeenerrnrreeeeeessesssssssssssssssssssesssessssssssssssssens 88
4.2 SISTEMAS DE ENTREGA DE MRNA ..........cooooomvrereeeeeeeenessssssssssssssmssssssssseseeeeesessssssss 90
4.2.1 Poliplex0s € LIPOPIEX0S ........coveiuiiiiiieeiie ettt 90
4.2.2 Nanoparticulas LipidiCas ........cccceevviiieiiiiic e 90

5. CONCLUSAO .......ccoeverreereeseenensssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 94
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cccoeeeeerrrerereresesesesssesssssessssssesssesnens 95
AANEXO | caaeeeeecenenceenecceneeccrneceeeeccesscccescecsssscsssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssanase 99






PARTE |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

-Farmacia Luciano & Matos

Estagio orientado pela

Dra. Maria Helena Costa Neves Correia Amado






ABREVIATURAS

COVID-19 - do inglés, Coronavirus disease-2019

DCI - Denominagao Comum Internacional

FGP - Formulario Galénico Portugués

MNSRM - Medicamento nao Sujeito a Receita Médica

PIM - Preparagao Individualizada da Medicagao

PSP - Policia de Segurancga Publica
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I.INTRODUCAO

A atividade desenvolvida pelo farmacéutico, nomeadamente na drea da farmacia comunitaria
fundamenta-se como sendo um elo vital, que contribui para a ligagao de proximidade existente
entre o Sistema Nacional de Saide e o cidadao. Tal conexao deve-se essencialmente a dois
fatores preponderantes. Sio eles a vasta distribuicdo, que as farmacias apresentam
geograficamente em todo territorio portugués e a confianga depositada pela populagio no
farmacéutico, nomeadamente no seu conhecimento técnico-cientifico e na sua competéncia

profissional.

A Farmacia Comunitaria apresenta-se assim como sendo um setor, posicionado
estrategicamente dentro no sistema de saude, com capacidade de “integragao e articulagao na
rede de cuidados de saide primarios'”. E entdo da responsabilidade destas unidades de saude
e nomeadamente do farmacéutico comunitario garantir a “acessibilidade ao medicamento e a
equidade na prestagio de cuidados de saude de qualidade a todos os cidadaos,
. . ~ s ey . ~ .

independentemente da sua localizagao geografica'”, os quais sao a base dos pilares, onde se

encontra assente todo o sistema de salde portugués.

Desta forma, pela posicao privilegiada que ocupa na comunidade e enquanto agente de salde
publica, o farmacéutico comunitario desempenha diversas fungoes importantes, inerentes a
promogao da saude e do bem-estar da populagao, a dispensa racional de medicamentos, ao

aconselhamento farmacéutico personalizado e a fomentagao na adesao a terapéutica.

Assim, apos 5 anos repletos de uma vasta formagao académica exigente e diferenciada, o
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas culmina na realizacdo de um estagio curricular,
o qual é a oportunidade ideal para colocar em pritica os conhecimentos adquiridos ao longo

do curso e experienciar um pouco da realidade profissional que advém desta atividade.

O meu estagio curricular em Farmacia Comunitaria realizou-se na Farmacia Luciano & Matos,
em Coimbra, iniciado no dia 10 de janeiro de 2022 e terminado no dia 30 de abril de 2022. O

mesmo decorreu sob orientagao da Dra. Maria Helena Amado.

O presente relatorio tem como principal objetivo a descrigao das principais experiéncias e
atividades que desenvolvi ao longo deste estagio. Este também pressupoe uma reflexao critica

introspetiva, sob forma de analise SWOT, onde serao categorizados os pontos fortes e os



pontos fracos, os quais sao avaliados internamente, bem como as possiveis ameagas e

oportunidades, as quais sao avaliadas externamente.

2. FARMACIA LUCIANO & MATOS

A Farmacia Luciano & Matos, em funcionamento desde o ano de 1929, localiza-se na Praca 8
de Maio em Coimbra. Tal localizagao é vista como sendo privilegiada, uma vez que se situa em
plena baixa de Coimbra, o que possibilita que a farmacia possua um leque de utentes variado
e abrangente, desde residentes na zona urbana e da periferia da cidade a utentes que vém a

Coimbra para usufruir de servicos médicos e hospitalares™.

Desde o ano de 1995, que a farmacia Luciano & Matos é propriedade da Dra. Maria Helena
Costa Neves Correia Amado, a qual assume também a posicao de diretora técnica. Em
dezembro de 2008, a Farmacia passou de empresa em nome individual para sociedade,

assumindo a designacio de CNCA Farmacias, Lda. - Farmacia Luciano & Matos®.

De 2009 a 2019, integrou o Grupo Holon, isto é, uma marca de Farmacias autonomas e
independentes, que partilham a mesma marca, imagem e forma de estar e cujo principal
objetivo prende-se com a otimizagao da atividade farmacéutica quotidiana, prestando um

servico de elevada qualidade, totalmente focado no utente’.

A partir de outubro de 2019, a Farmacia passou também a fazer parte dos Grupos BIDS Circle
e EZFY, os quais sao respetivamente grupos de compras e de servicos, que através da inovagao
e tecnologia, visam melhorar, facilitar e simplificar a vida das pessoas com doenca crénica,
através de programas personalizados capazes de promover a adesio, a efetividade e a
seguranga das terapéuticas farmacoldgicas instituidas, fornecendo simultaneamente o suporte

de aprovisionamento as farmacias®.



3. ANALISE SWOT

PONTOS FORTES PONTOS FRACOS
e  Organizagio e Estrutura do Plano de Estagio e Dificuldade em associar o nome comercial a
¢  Medicamentos Manipulados nomenclatura DCI
e  Preparagio individualizada da medicagio e Dificuldade na analise de receitas manuais
e  Consultas de Podologia e Pé Diabético ¢ Inexperiéncia no atendimento

. Filosofia KAIZEN

OPORTUNIDADES AMEACAS
e  Auditoria interna e  Testes covid-19 comparticipados
e Possibilidade de frequentar  formagdes e Falta de confianga nos estagiarios
presenciais e  Medicamentos esgotados

®  Heterogeneidade dos utentes na farmacia

3.1. PONTOS FORTES

3.1.1. Organizacdo e Estrutura do Plano de Estagio

O plano de estagio delineado pela Farmacia Luciano & Matos compreende uma introdugao
gradual dos estagiarios nas diferentes tarefas desempenhadas pelo farmacéutico. O facto de
haver esta integragcao, passo a passo permite estabelecer uma sequéncia logica dos eventos
que decorrem na farmacia e constitui-se com um método de consolidagao dos conceitos
aprendidos, essenciais a execugao das tarefas na pratica quotidiana. As fungdes executadas na
pratica eram sustentadas por uma explicagao tedrica prévia e sempre que possivel antecedidas

de uma componente observacional.

O estagio iniciou-se no back office, ao nivel da recegao e armazenamento de encomendas, no
qual foi estabelecido o primeiro contacto com o software SIFARMA 2000°. Aqui aprendi a
executar os procedimentos de entrada de encomendas e de armazenamento de produtos no
robot, no frigorifico, nas gavetas e nos lineares de exposicao existentes na zona de
atendimento. Além disso, nesta fase fiquei também a compreender melhor a logistica
subjacente a gestao de stocks e de reservas. O desempenhar destas tarefas foi na minha

perspetiva crucial, pois permitiu familiarizar-me com os medicamentos e produtos existentes
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na farmacia, bem como saber a sua respetiva localizagao fisica, o que contribuiu imensamente

para as etapas subsequentes.

Simultaneamente, durante a primeira semana, devido a grande afluéncia que havia para a
realizagao de testes de antigénio de Covid-19, comecei também a ter as primeiras interagoes
com o publico, nomeadamente ao nivel do agendamento e inscrigao para testes. Este contacto
tao precoce com os utentes, permitiu desde logo sentir-me mais confortavel e segura para as

fases posteriores de atendimento e aconselhamento.

Seguidamente, foram-me dadas instrugdes relativas ao gabinete do utente, de forma a
relembrar os fundamentos teéricos e os procedimentos praticos necessarios para a medigao
e avaliagao dos diversos parametros bioquimicos, como a glicémia, pressao arterial, colesterol
total, triglicéridos e bioimpedancia. Nesta fase, fui encorajada a pratica de situagcoes de
contexto real com outros estagiarios, para que pudéssemos praticar e manipular os diferentes

equipamentos, o que foi fundamental para nos sentirmos mais confortaveis e confiantes.

Uma outra fungiao que me foi delegada relaciona-se com o aviamento, faturagio e
regularizacao de vendas suspensas para instituicoes, com as quais a farmacia tem protocolos.
Na minha perspetiva, esta tarefa foi também ela muito importante, pois possibilitou praticar e
melhorar certos aspetos, como a minha agilidade, destreza e rapidez no uso do software

informatico.

Assim, na minha opinidao, a estruturagao e o planeamento sequencial do estigio assume-se
como um forte ponto positivo desta experiéncia, uma vez que permitiu familiarizar-me de
forma gradual e natural com todos os procedimentos em que o farmacéutico se encontra
envolvido dentro da farmacia, o que culminou numa maior confianga e autonomia no resto do
tempo de estdgio, nomeadamente na interagao e aconselhamento dos utentes, durante o

atendimento.

3.1.2. Medicamentos Manipulados

Um medicamento manipulado define-se como sendo “qualquer formula magistral ou
preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico®”,
sempre segundo a legislagao e informagao cientifica mais atual existente, das quais destacam-
se as Normas Gerais das Boas Praticas de Farmacia e as “Boas praticas a observar na

preparacao de medicamentos manipulados em farmacia de oficina e hospitalar”. A sua evolugao
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advém da necessidade que existe em adaptar e individualizar a terapéutica, de acordo com as
caracteristicas de cada individuo. Estes sao normalmente prescritos, quando nao existe no
mercado, uma alternativa adequada, que cumpra todas as exigéncias necessarias. Estes
requisitos podem ser face a “substancia ativa ou combinagao de substancias ativas, dose
adaptada a indicagao terapéutica e caracteristicas metabolicas do utente, intolerancia a um ou
mais dos componentes da férmula industrial, forma farmacéutica viavel, ou adesao a

terapéutica®”’.

Com o passar dos anos tém-se vindo a verificar uma diminuicdo na preparagao de
medicamentos manipulados, a nivel das farmacias comunitarias, resultante do elevado ritmo
imposto na producao e desenvolvimento de medicamentos por parte das industrias
farmacéuticas, cada vez a um custo mais baixo. No entanto, esta situacao nao ¢ a realidade
que experienciei na Farmacia Luciano & Matos. A pandemia neste caso, levou a um aumento
significativo nos pedidos para preparagao de medicamentos manipulados, tornando-se assim
uma das farmacias de referéncia da zona centro, para manipulados de uso humano e uso
veterinario. O numero de pedidos para manipulados durante o meu periodo de estagio era
tao elevado, que existiam diariamente, pelo menos duas farmacéuticas, totalmente dedicadas
a sua preparagao, sendo justificado em certos dias a presenca de uma terceira farmacéutica

no laboratério.

Na parte final do meu estigio tive ainda a oportunidade de preparar uma solugao de
espirolactona a 2%. A espirolactona atua como antagonista competitivo da aldosterona no
tubulo contornado distal do rim, sendo por essa razao usada frequentemente como diurético
e anti-hipertensor. Em Portugal, esta é apenas comercializada sob a forma de especialidades
farmacéuticas solidas, dai advir a necessidade da preparagao de formulagoes liquidas de
espirolactona, nomeadamente dirigida para o contexto pedidtrico. Neste caso especifico,

preparamos uma suspensao, visto que esta substancia € muito pouco soluvel em agua.

Previamente a execu¢ao do manipulado, foi-me explicado de forma sucinta, quais os requisitos
legais (Anexo Il), que tém de ser obrigatoriamente cumpridos pelo laboratério de manipulados
e os passos inerentes a preparagao desta suspensao, com recurso a monografia da Suspensao

Oral de Espirolactona a 0,5%, incluida no Formulario Galénico Portugués (FGP).

Um aspeto que é importante realcar foi o uso de SyrSpend SF®, como veiculo da suspensio,

ao invés do veiculo preconizado no FGP. Esta alteragio advém do facto do SyrSpend SF® nio
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conter parabenos e aglicares na sua composigao e apresentar um prazo de utilizagao (90 dias)
superior ao veiculo preconizado para a Preparagao de Solugdes e Suspensoes Orais (14 dias

no frigorifico).

Durante a preparagao do manipulado, é fundamental o preenchimento da ficha de preparagao
(Anexo Ill), no qual esta incluida além do procedimento passo a passo, uma diversidade de
informagoes, relativas as matérias primas utilizadas, material de embalagem, prazo de utilizagao
e condicoes de conservagao, rotulagem, requisitos de verificagdo e dados do utente e

prescritor.

De seguida procede-se a elaborac¢ao do rotulo que constara na embalagem, sendo importante
salientar a necessidade de anexar uma cépia do mesmo (Anexo |V), datada e rubricada a ficha
de preparagao. Além disso é também nesta etapa, que ¢ efetuado o calculo do preco de venda,
o qual tem por base a Portaria n.° 769/2004, de | de julho’, a qual engloba trés critérios:

matérias primas, honorarios e material de embalagem.

3.1.3. Preparacao Individualizada da Medicacao

Uma das fungoes prioritarias do farmacéutico passa por assegurar e promover a utilizagao
correta, segura e efetiva do medicamento, tendo neste caso em especial consideragao o fator
de adesio nao voluntaria a terapéutica. Assim sendo, uma das formas de melhorar este dltimo
aspeto € a implementagao de um servico de preparagao individualizada da medicagao (PIM)
nas farmacias. Este é um servico desempenhado pelo farmacéutico, que consiste na
organizagao de formas sélidas orais, de acordo com a posologia prescrita, numa fita, dividida
em varios alvéolos, devidamente identificados, com o nome do utente e informagao relativa

a0 que consta no seu interior e 0 momento correto da toma®.

Este é um servigo que a farmacia disponibiliza aos seus utentes, no entanto a maioria do tempo
alocado a prestagao deste servigo, esta direcionado a preparagao da medicagao para utentes
em instituicoes, com as quais a farmacia tem protocolos. Neste caso em especifico, os
farmacéuticos nao tém um contacto direto com o utente, sendo a equipa de enfermagem da
instituicao o intermedidrio. No entanto para os utentes da farmacia, como o ato de dispensa
€ muitas das vezes feito pessoalmente é importante ceder oralmente toda a informagao que
se considerar relevante, para a correta administragao e uso dos medicamentos, mesmo que

esta ja tenha sido referida ou se encontre escrita no dispositivo.
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Durante o meu estagio foi-me dada a oportunidade de colaborar na realizagao de PIMs e da
sua corregao, o que considerei uma experiéncia enriquecedora, na medida em que me
permitiu contactar com as caracteristicas organoléticas dos mais variados medicamentos, o
que posteriormente se revelou como sendo uma mais-valia para o atendimento, uma vez que
ainda existem muitos utentes, que se referem a sua medicagao habitual através do aspeto,

nomeadamente formato, tamanho e cor.

Tendo tudo isto em conta, considero que este servico apresenta diversos beneficios,
nomeadamente como um recurso no combate a adesao nao involuntaria a terapéutica,
destacando-se como sendo particularmente vantajoso para utentes polimedicados ou com
regimes terapéuticos complexos, utentes com dificuldades no processo de uso de
medicamentos e utentes com limitagoes fisicas, dificuldades cognitivas ligeiras e/ou pouca

autonomia no seu quotidiano®.

3.1.4. Consultas de Podologia e Pé Diabético

Além da medicao dos parametros bioquimicos no gabinete de utente, a Farmacia Luciano &
Matos dispoe também de outros servigos, dos quais destaco as consultas de podologia e de
pé diabético. Estas consultas, ao contrario das restantes medi¢coes que podem ser realizadas
no momento em que sao solicitadas pelo utente, sdo sujeitas a marcagao prévia, sendo

realizadas periodicamente.

Este servico é da responsabilidade de um profissional externo a farmacia, com experiéncia
nesta area e tem como principal objetivo melhorar a qualidade de vida dos utentes. Para este
servi¢o, a farmacia dispoe de um gabinete préprio, munido com o equipamento especifico e
necessario para este tipo de servico e para que o utente se sinta confortavel e seguro. A
existéncia deste servigo constitui-se como uma vantagem para a farmacia, permitindo o seu

destaque na comunidade e fidelizagao de utentes.

Desta forma, considero que estas consultas e a presenca destes profissionais na farmacia,
foram uma mais-valia para o meu estagio, pois permitiram a partilha de conhecimento nesta

area, que muitas das vezes € um ponto mais fraco na nossa formacgao.
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3.1.5. Filosofia KAIZEN

A palavra KAIZEN divide-se em KAl = mudar e ZEN = para melhor. Ou seja, essencialmente
significa “mudar para melhor”. Esta filosofia, com origem no Japao, apresenta como principio
fundamental a melhoria continua dos resultados de uma empresa. Neste caso especifico
tratando-se de uma farmacia, o foco esta assente na melhoria da qualidade dos varios servigos
prestados e no aumento da sua competitividade a longo prazo. Para que isto seja possivel é
necessario a participagao de todos os colaboradores e a criagao de um sistema de gestao que

permita a rentabilizagao do tempo e o aumento da produtividade.

Existem diversas medidas que foram adotadas pela farmacia, com vista a melhoria continua.
Uma delas é a existéncia de um quadro numa zona visivel, contendo uma lista com os objetivos
mensais a serem alcangados e com as tarefas a ser desempenhadas por cada colaborador. No
caso de haver algum problema, este também constava neste quadro, devendo ser
acompanhado por possiveis formas de o ultrapassar. Outra medida implementada, mas nao
tao regular foi a realizagao de pequenas reunides, onde o objetivo seria transmitir qualquer
informacao que fosse revelante, nomeadamente esclarecimentos sobre campanhas
promocionais a decorrer e metas de vendas a atingir relativamente a algum produto ou

medicamento nao sujeito a receita médica (MNSRM).

A oportunidade de integrar uma equipa que se rege através desta metodologia permitiu nao
s6 melhorar a minha perce¢ao sobre o modo como funciona os processos na farmacia, mas
também acompanhar de forma regular quais os objetivos que iam sendo estipulados e

alcangados.

3.2. PONTOS FRACOS

3.2.1. Dificuldade em associar o nome comercial a nomenclatura DCI

Esta dificuldade foi mais sentida no inicio do atendimento ao publico, uma vez que durante o
curso, usamos maioritariamente apenas a denominagao comum internacional (DCI), em
detrimento do nome comercial. Esta designacdo é a mais correta, uma vez que como
profissionais de saude, os farmacéuticos tém a obrigagao de conhecer a molécula e o seu

mecanismo de agao e nao tanto o nome comercial, o qual é estabelecido pela empresa que o
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desenvolve, como forma de o identificar como sendo sua propriedade, nao tendo muitas das

vezes qualquer ligagao com a DCI.

Ao longo do meu estagio verifiquei que muitos dos utentes, referiam-se a sua medicagao
habitual pelo nome comercial, muitas das vezes sem saber qual o nome do principio ativo do
medicamento, sendo que muitos deles, também me questionavam se ainda tinham
determinado medicamento por aviar na receita, através desse mesmo nome. Por estas razoes,

no principio senti alguma dificuldade em fazer a associagao entre nome comercial e DCI.

No entanto, com o decorrer do tempo, através do manuseamento e familiarizagao com os
varios medicamentos e com recurso as potencialidades do SIFARMA 2000°, esta dificuldade
foi sendo ultrapassada. Saliento, também que a etapa inicial de arrumagao e rececao de
medicamentos, ao permitir um maior contacto com as caixas, teve uma enorme contribui¢cao

para me adaptar e estabelecer esta associagao, de forma mais gradual.

3.2.2. Dificuldade na Analise de Receitas Manuais

A presenca de receitas manuais na farmacia tem vindo a diminuir significativamente nos ultimos
anos. Apesar desse facto, estas ainda podem ser prescritas, quando uma das seguintes
situagoes acontece: faléncia informatica, inadaptagao do prescritor, prescricao no domicilio ou
até 40 receitas/més. Apesar de terem caido em desuso, foram varias as situagoes em que me

deparei com receitas manuais.

Alguns dos principais problemas associados a este tipo de receita sao as especificagoes, a que
esta tem de obedecer para serem consideradas validas. Outro aspeto em que tive dificuldade
foi na interpretacao da caligrafia do médico, que nem sempre era totalmente percetivel. Assim,
para evitar a ocorréncia de potenciais erros, que fossem prejudiciais tanto para o utente, como
para a farmacia, foi-nos pedido, para que confirmassemos sempre com um farmacéutico, antes
da cedéncia do medicamento. Além disso foram também, varias as situagdbes em que como as
receitas nao especificavam a dosagem ou tamanho da caixa, tive de ceder a dose mais baixa
e/ou a embalagem mais pequena, algo que os utentes nio compreendem, uma vez que por

vezes a quantidade cedida nao era suficiente para a duragao de todo o tratamento.

Considero que estes aspetos foram um ponto fraco do meu estdgio, porque tornaram

constrangedoras algumas interagoes, visto que os utentes, nao tem o conhecimento destas
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regras, traduzindo-se por vezes num pensamento negativo, relativamente a competéncia do

estagiario.

3.2.3. Inexperiéncia no Atendimento

Como é natural, no inicio do atendimento ao publico sentia-me pouco a vontade e insegura,
uma vez que nao tinha experiéncia prévia, nem com o software informatico e as suas
funcionalidades, bem como a correta forma de comunicagao com o utente. Algumas das
situagoes que se destacam estao relacionadas com procedimentos, como a adigao de regimes
de complementaridade e de protocolos PSP, de alguns utentes, os quais muitas das vezes
assumiam que ja teriamos conhecimento prévio desta situagao, por serem utentes habituais

da farmacia.

O facto de nio estar totalmente a vontade com o SIFARMA 2000° e todos os seus atalhos, na
fase inicial traduziu-se num aumento do tempo do atendimento. No entanto, esta dificuldade
foi colmatada ao longo do tempo de estagio. Algo que se deve ao aumento da experiéncia que
advém de um maior numero de atendimentos, como ao desenvolvimento das minhas

capacidades de comunicagao verbal e nao verbal.

3.3. OPORTUNIDADES

3.3.1. Auditoria Interna

A Farmacia Luciano & Matos possui um Sistema de Gestao de Qualidade, suportado na Norma
NP EN ISO 9001:2015, nas Boas Praticas de Farmacia e na restante legislagao aplicavel ao
setor da Farmacia Comunitaria, que tem em consideragao uma abordagem por processos e o

pensamento baseado no risco.

Para obtengao desta certificagao, a farmacia é auditada duas vezes por ano, uma delas a
auditoria interna, a qual precede a auditoria externa, realizada pela autoridade competente. A
obtencao deste certificado é de extrema importancia, pois transmite uma maior confianga aos
utentes e estimula a existéncia de um plano organizacional estabelecido dentro na farmacia.
Além disso demonstra ser uma forma de avaliar a eficacia do sistema implementado e de

identificar oportunidades de melhoria continua.
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Assim, durante o meu estagio tive a oportunidade de estar presente na auditoria interna, a
qual tem como principal objetivo, verificar se todos os processos se encontram em
conformidade, funcionando assim como uma forma de preparagao para a auditoria posterior.
O acompanhamento e toda a preparagao que antecedeu esta auditoria, proporcionou-me a
oportunidade de contactar, bem de perto com o Manual da Qualidade da Farmacia Luciano &
Matos, além de visualizar e aplicar na pratica alguns dos conhecimentos que adquiri na

faculdade, das quais destaco a unidade curricular de Gestao e Garantia de Qualidade.

3.3.2. Possibilidade de frequentar formacgdes presenciais

Ao contrario de muitos dos nossos colegas, que nos anos anteriores nao tiveram a
oportunidade de estarem presentes em formagoes presenciais, este ano com o aliviar das
restrigoes, houve a possibilidade de assistir a duas destas formagoes. Estas sao orientadas por
especialistas nas tematicas que se encontram em discussao e sao dirigidas nao sé a

farmacéuticos, mas também aos profissionais das mais variadas areas da saude.

Estas formagoes além de terem como objetivo darem a conhecer os beneficios de um
medicamento ou suplemento, apresentam também geralmente uma componente inicial mais
generalizada sobre o tema em questao, o que na minha perspetiva foi essencial para relembrar

e aprofundar os conhecimentos que ja tinha adquirido ao longo do curso e do estagio.

O topico da primeira agao de formacgao que frequentei foi a contrace¢ao oral de emergeéncia,
onde foi apresentado um novo medicamento disponivel no mercado — Postinor ODIS. A
segunda formacao, a qual tive oportunidade de assistir teve como tema o envelhecimento com
saude, em que o suplemento em questao foi o Bioativo Q10. Ambas as formagoes tiveram
inicialmente uma explicagao detalhada e aprofundada, com incidéncia na farmacologia

subjacente aos principios ativos.

Assim considero que as formagdes externas a farmacia sio fundamentais para que o
farmacéutico esteja sempre atualizado, relativamente aos novos produtos, que estio
constantemente a ser langados no mercado. O facto de ter todas estas informagoes (beneficios
e risco), permite ao profissional de salde estabelecer ligagdes entre os varios produtos,
permitindo posteriormente um aconselhamento individualizado e personalizado para cada

situacao e individuo.
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3.3.3. Heterogeneidade dos utentes na farmacia

Como mencionado anteriormente, o facto de a Farmacia Luciano & Matos estar localizada no
centro de Coimbra ¢ ideal para que esta possua uma tipologia variada de utentes. De facto, a
grande maioria das pessoas que iam a farmacia de forma regular eram utentes habituais, que
tém a Farmacia Luciano & Matos como referéncia desde ha anos, ou seja, que compram la a

sua medicagao habitual.

No entanto, é também muito frequente surgirem turistas na farmacia. Aqui o atendimento
baseia-se maioritariamente no aconselhamento de um produto ou de um MNSRM para uma
determinada situacdo pontual. Estes contextos revelaram-se também uma mais-valia, pois
permitiram a oportunidade de por em pratica as minhas capacidades linguisticas,

nomeadamente o inglés.

Assim, a oportunidade na diversidade de interagoes com os distintos tipos de utentes, ajudou-
me a melhorar a minha capacidade de adaptagao e versatilidade entre cada situagao,
traduzindo-se numa melhoria no ajuste da minha postura e capacidades comunicativas,

consoante o contexto de cada atendimento.

3.4. AMEACAS

3.4.1. Testes covid-19 comparticipados

Quando iniciei o meu estagio em janeiro, algumas semanas apos as festividades, os testes
comparticipados ainda estavam no seu auge, o que fez com que houvesse uma grande afluéncia
de pessoas na farmacia. Apesar de serem considerados algo de positivo para a farmacia, visto
que eram muito lucrativos, na minha opiniao, enquanto estagiaria também se apresentaram

como uma possivel ameaga.

Na verdade, logo na primeira semana foi-me dada total autonomia para ajudar com as
marcagoes e inscricoes necessarias para a realizagao deste teste. De seguida fui também
integrada em todo o processo que ocorre apos a realizagao do teste, nomeadamente a
insercio dos resultados na plataforma e a posterior faturagio dos testes no SIFARMA 2000°.
Esta interagao tao precoce com o publico foi deveras benéfica para as fases posteriores do

estagio, como referido anteriormente.
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No entanto, constatei que como desde muito cedo essa responsabilidade foi delegada quase
inteiramente aos estagiarios, fez com que houvesse situagoes em fases mais tardias, em que
apesar de ja termos capacidade de fazer atendimento e aconselhamento ao publico e face a

oportunidades de os fazer, foi-nos pedido para ajudar nessas tarefas.

Assim, acho que o nosso objetivo primordial de ganhar experiéncia e aplicar os nossos
conhecimentos a situagoes praticas, sofreu por vezes um impacto negativo, em detrimento
das tarefas que acompanham a realizagao dos testes, traduzindo-se consequentemente num

papel menos ativo nos atendimentos.

3.4.2. Falta de confianca nos estagiarios

Ao iniciar os atendimentos ao publico deparei-me com algumas situagoes em que os utentes
nao sentiam confianga no estagiario, preferindo por isso aguardar o tempo necessario para
que fossem atendidos por um colega com mais experiéncia. As principais razoes de
desconfianga estavam relacionadas com o facto de sermos jovens, e por isso com pouca
experiéncia, o que do seu ponto de vista poderia refletir-se num alargamento do tempo de
atendimento ou num possivel erro, principalmente quando o medicamento em questao tinha
de ser encomendado ou quando tinha de ser introduzido um regime de complementaridade.
Também denotei que algumas vezes, durante o atendimento, normalmente quando se tratava
de uma receita, alguns utentes preferiam perguntar a outro colega por algum conselho, em
detrimento do estagiario. Neste caso especifico, tinha a sensagao, que o utente nao confiava

nos meus conhecimentos e capacidades em responder as questoes que |lhe surgiam.

Com o tempo, e aumento da convivéncia e familiarizagao para com os estagiarios, denotou-
se uma melhoria nesta desconfianga inicial. E de salientar que esta relagio de proximidade
entre estagiario e utente foi também conseguida, através da confianga que nos foi depositada
pelos restantes membros da equipa, que por diversas vezes asseguravam os utentes das nossas

capacidades e conhecimentos, de forma a prestar um bom aconselhamento e atendimento.
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4. CONCLUSAO

O estagio curricular em farmacia comunitaria € uma etapa fundamental no percurso académico
de qualquer estudante de Ciéncias Farmacéuticas. Esta experiéncia é deveras enriquecedora,
para os futuros jovens farmacéuticos, pois permite nao sé consolidar, mas também colocar
em pratica os diversos conhecimentos e competéncias que sao adquiridos ao longo destes 5

anos.

Esta oportunidade, na minha perspetiva foi também importante para perceber qual o papel e
importancia, que o farmacéutico comunitario desempenha no bem-estar da sociedade,
destacando-se cada vez mais como um profissional de salide a quem as pessoas recorrem para

um aconselhamento individualizado, de confianga e com qualidade.

A Farmacia Luciano & Matos é um exemplo de exceléncia neste aspeto, salientando-se a sua
visao, competitividade e aposta em servigos inovadores, com os quais pretende facilitar e
acompanhar a adaptagao dos utentes a novas terapéuticas e prestar o melhor auxilio e

orientagao a quem os procura.

De resto sé tenho de agradecer o bom acolhimento e 6tima disposicao demonstrada por toda
a equipa, a qual desde o principio se mostrou inteiramente disponivel, no esclarecimento de
dudvidas e transmissao de conhecimento e ferramentas, que considero como sendo essenciais
para o meu futuro profissional. Na minha opiniao, é também essencial destacar a importancia
da confianca depositada por todos, nas minhas capacidades, a qual foi crucial para o meu
desenvolvimento e desempenho em todos os processos subjacentes a um bom e correto

funcionamento da farmacia.
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ANEXOS

Anexo | - Casos Clinicos

Caso |

Uma senhora jovem, com cerca de 30 anos dirigiu-se a farmacia com o seu filho de poucos
meses, com o intuito de ser aconselhada relativamente a produtos que pudesse usar durante
o banho do mesmo. Isto porque o bebé apresentava a pele bastante sensivel, com o
desenvolvimento ocasional de zonas vermelhas, as quais estavam associadas a prurido. Com
base nestas informagoes iniciais, coloquei-lhe algumas questoes, de forma a perceber se
poderia estar relacionado com um caso de dermatite atopica. No seguimento da conversa
percebi que aquela situagao era recorrente desde o nascimento do bebé e que havia casos de
atopia na familia. Estes fatores associados a observagao do aspeto e localizagao destes
eczemas, nomeadamente na face e nas articulagoes dos membros superiores, sugeriam que de
facto poderia ser dermatite atopica. Assim, aconselhei a gama Lipikar da La Roche Posay, a
qual foi desenvolvida para estas situagoes. De forma a ter uma rotina de banho adequada,
recomendei o uso de um creme lavante, capaz de hidratar e aliviar a irritagao, seguido da
aplicacdo de um balsamo hidratante, com capacidade de apaziguar a pele seca, para além de
ajudar a espagar as fases agudas e diminuir a severidades das crises. Nesta situagao foi também
importante fornecer outras informagoes que pudessem ser aplicadas na sua rotina diaria, tais
como, optar por uma banho de curta duragao, com agua tépida; limpar a pele do bebé apés o
banho, com pequenos toques, ao invés de esfregar e ter preferéncia por roupa mais larga, de
algodao. Em todo o caso, achei por bem indicar a utente a marcar uma consulta com o pediatra
ou médico de familia, se houvesse o agravamento da situagao, de forma a que este pudesse

lhe dar um diagnéstico concreto.

Caso Il

Uma utente, com cerca de 25 anos deslocou-se a farmacia, sem receita médica, com o intuito
de adquirir fosfomicina. Durante o atendimento, referiu que ja tinha experienciado as queixas
atuais no passado, e que apods algum tempo e com o agravamento dos sintomas se tinha
deslocado ao médico, onde lhe tinha sido prescrito este medicamento, para o tratamento de

uma infegao urinaria. Inicialmente, expliquei-lhe que a fosfomicina é um antibiético, logo trata-
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se de um medicamento sujeito a receita médica e que por esse motivo nao podia dispensa-lo.
No seguimento da conversa, a senhora referiu que o Unico sintoma que tinha de momento
era ardor ao urinar, o qual tinha sido também uma das primeiras queixas no passado, antes
do desenvolvimento da infe¢ao urinaria. Assim, como forma de aliviar o desconforto urinario
e como possivelmente a infe¢ao ainda nao se encontraria instalada, ou seja, sem formagao de
um biofilme, sugeri a toma de Cistisil. Este suplemento alimentar constituido por fruto
oligossacaridos, arando vermelho (Vaccinium macrocarpon), proantocianidinas, cavalinha
(Equisetum arvense) e uva ursina (Arctostaphylos uva-ursi) é indicado para o desconforto urinario,
associado a infegoes urinarias ligeiras, contribuindo assim para o normal funcionamento da
bexiga e trato urinario. Estes compostos sao Uteis tanto na prevengao de infegoes urinarias,
como previamente a formaciao do biofilme, pois inibem a adesao das bactérias, como a
Escherichia coli as células do trato urinario. Para além desta sugestao, existem medidas nao
farmacologicas que se devem ter em conta, nomeadamente uma ingestao adequada diaria de
agua, a utilizagdo de produtos de higiene intima adequados (mais acidicos) e evitar longos
periodos de tempo sem urinar. De qualquer das formas, com o agravamento dos sintomas, €
necessario a marcagao de uma consulta com o médico de familia, para que Ihe possa ser

prescrito uma terapéutica com antibiéticos.

Caso Il

Uma utente, de nacionalidade britanica com cerca de 25 anos deslocou-se a farmacia, com o
intuito de obter aconselhamento, relativamente a uma irritagao cutdnea que tinha surgido
nesse dia. A zona afetada (pé e zona acima do tornozelo) apresentava algumas manchas e
lesoes cutaneas, com prurido e rubor. Apos uma atenta observagao, percebi que esta era
localizada, sugerindo que poderia ter origem no calgado. No seguimento da conversa, percebi
que durante o dia, a senhora tinha calgado umas botas, acima do tornozelo, sem meias, que
coincidia com a zona afetada. Este fator, associado ao facto de ter sido um dia de calor, durante
o qual a utente tinha-se deslocado a pé durante varios quildbmetros, sugeriam que pudesse ter
sido uma alergia ou dermatite de contacto, com origem no calgado. Assim, apds a obtengao
de uma segunda opiniao por outro farmacéutico, optei por ceder Fenergan. Este € um gel para
aplicagao topica que contém um anti-histaminico na sua composicao, a prometazina, indicado
no tratamento de sintomas locais de alergias e irritagoes de pele, de etiologia variada, que

deve ser aplicado 2x/dia. De forma a aliviar os sintomas mais rapidamente, aconselhei também
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a toma oral de cetirizina, durante 2 a 3 dias. Como este farmaco é um antihistaminico de 1°
geragao, que pode estar associado a sonoléncia, referi que a toma poderia ser ao jantar, nao
afetando assim a rotina didria da utente. Outras medidas nao farmacologicas que achei
importante referir foi a limpeza adequada da zona afetada antes da aplicagdio de uma camada

fina do gel e optar por calgado arejado até haver uma melhoria visivel da zona afetada.

Caso IV

Um senhor com cerca de 72 anos, polimedicado deslocou-se a farmacia, com queixas de
obstipagao, nomeadamente distensao e mal-estar abdominal, associados a flatuléncia. Durante
a conversa referiu que estes sintomas eram frequentes e que procurava algo que aliviasse os
mesmos. Como ja tinha histérico na farmacia, optei por verificar a sua medicagao habitual,
uma vez que esta poderia estar relacionada com as queixas apresentadas. De facto, um dos
farmacos que constavam na sua terapéutica era um antidepressivo triciclico, o qual tem como
possiveis efeitos secundarios a constipagao intestinal, podendo estar na origem destes
sintomas. Neste caso, como se tratava de um utente fragilizado, com outras patologias
concomitantes, das quais destaco a diabetes mellitus tipo 2, optei por ceder Dulcosoft Duo, o
qual é composto por macrogol 4000 e simeticone. O macrogol é um laxante osmotico suave,
que atua através da reidratacao e amolecimento das fezes duras, sendo por isso importante
uma ingestao regular de agua, algo que destaquei na conversa com o utente. Aliado ao
macrogol, ainda apresenta na sua constitui¢ao o simeticone, o qual ajuda a reduzir a sensagao
de inchaco, uma vez que ajuda na dispersao dos gases retidos no estomago e intestino. Outra
razao pela qual aconselhei este medicamento foi pelo facto de este nao conter aglcares na
sua composi¢ao, sendo por isso seguro o seu uso em individuos diabéticos. Aliado ao
Dulcosoft Duo, referi também algumas medidas nao farmacoldgicas importantes no alivio da
obstipagao, como a ingestao regular de agua (algo que a utente nao fazia), a atividade fisica
regular (pequena caminhada) e um aumento na dieta de alimentos ricos em fibra, como frutos

e vegetais.

Caso Pratico V
Um rapaz jovem, com cerca de 28 anos dirigiu-se a farmacia com queixas relativas a congestao

nasal. Como o meu estagio decorreu durante a Primavera, era algo frequente o aparecimento
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de utentes com os mesmos sintomas, associados a época sazonal e as alergias que ai advinham.
No seguimento da conversa, o utente referiu que apresentava também “pingo do nariz”, isto
&, rinorreia, além da congestao nasal. Desta forma, optei por ceder um spray nasal Vibrocil,
de aplicagao local. Dentro da marca, existem varios produtos, que diferem na sua composigao.
Para esta situagao especifica dei preferéncia a associagao entre a fenilefrina, ou seja, um
descongestionante nasal e o maleato de dimetindeno, o qual é um anti-histaminico, indicados
para o tratamento da congestao nasal e rinorreia, associados a sintomas alérgicos. Também
referi que a posologia indicada para adultos é de | a 2 nebulizagdes em cada narina, 3 a 4 vezes
ao dia, e a duragao do tratamento nao deve ultrapassar 5 dias, devido a possibilidade de
ocorréncia de rinite medicamentosa com origem no uso prolongado do descongestionante
nasal. Apesar de nao estar associado a tantos efeitos secundarios, como os medicamentos
orais, a aplicagao nasal pode estar associada a um desconforto, espirros, irritagao e secura da
mucosa nasal. Como complemento a terapéutica, aconselhei também algumas medidas nao
farmacologicas, como a lavagem nasal com agua do mar hipertonica e a elevagao da cabeceira

da cama.
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Anexo lI: Resumo das Especificagoes Legais do Laboratério

\ / CHECKLIST '
|Iﬁtt AUDITAR ESPECIFICACOES
g LEGAIS DO LAB

N¢ DESCRICAO

UVROS OBRIGATORIOS:

1 Farmacopesa Poruguesa = 99 Edicdo, ern CD-ROM, & respetnos suplementes
(FP 5.0 - Ediglo Baze; FP 9 4 - 4 Primeiros Suplemeantos; #FP 9.5 - 5.9 Suplermento; FP 5.6 - 6.2 Suplemento; FP
9.7 - 7.2 Suplernento; FP 9.8 - 8.* Suplemento)

2 Prontudrio Terapdutico - 119 edig3o (2013), em papel ou fermato eletrdnico, acessiel atraves do site do
INFARMED [versdes htmd, pdf @ ‘AebMabile) -

3 Fichas de Prepara(do de Manpulados

IDENTIFICACAD DE DOCUMENTOS:

1 Carimbas: com dentificagdo da farmécia, do diretor técnico, morada da farmécia e contactos

2 Ratulos: com identificacdo da farmaaia, do diretor técnico, morada da farmaca e informagdes requisitos
carstarses das boas praticss a observar na preparsgio de medicamentos manipuladas em farmica de
oficing e hospalar

3 Imprassos - papel mbrado e ervelopes: com identificagdo da farmadia, do direlor técnica, marada da
farmaaa o contactos (conveniere)

MATERIAL DE LABORATORIO OBRIGATORIO

Sitema de exaust30o, Camara de evaporagda ou nicha para a elminacio de fumos e gases
Local de lavagem de matenal com agua corrente, por oima da bangada de manipulagao
8alanga de precisao sensivel 3o mg (marcagdo “CE”)

Ewdeénua de caliracdo anual da balanga de precsio

Evidénda de verificacdo metrolégica da balanga de precisio

Almofanzes de wdro e de porcelana

Banho de dgua termostatvado

Akoometm

Chpaulas de parerlana

Pipetas gracuadas (sugestdo: 1 8 5cr)

B @ NV s W N e

=8

Copos de varias capacidades
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N \ / CHECKLISY

C]hﬂtt AUDITAR ESPECIFICACOES AB -
ABORATORIO
LEGAIS DO LAB
12 Tamises FP VIl (com fundo e tampa) com a.m. 180um e 355um
13 Espitulas metdlicas e nSo metalicas
14 Funis de wdros
15 Papel de fitro
16 Papel indicador do pH universal
17 Matrazes de varias capacidades
18 Pedra para a preparagio de pemadas
19 Provetas graduadas de varias capacidades {25, 100, 250 cc)
20 Termdmeatro {escala minima até 10C8C)
21 Vidros ge relégio
Sistemas de Conservagdo:
1 Local de préparagdo de medicamentos manipulados com sstema de registo de temperatura e humidade
{termohigrémetros)
2 Ewvdéncia de calibragdo do termohigrometro
3 Evidéncia de controlo semanel do termohigrdmetro
Matérias Primas:
1 Fichas de dados de seguranca (FDS)
2 Boletins analiticos das MP armazenadas (validados pelo DT - data, carimbo e rdbrica)
3 Fichas de movimentagao de MP (convensente}
4 Zona segregada para colocacdo de MP de prazo de vahidade exprado (0bngatono) ou a expirar (facuitativo)
S Fichas de preparagdo de manpulados e rotulagem - manutencdo durante 3 anos
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Anexo lll: Ficha de Preparagao do Medicamento Manipulado

Medicamento: Suspensio oral de Espironolactona 2 mg/ml

Teor em substincia(s) activa(s); 100g (ml cu unidades) contém O 3 g{ml) d¢ —QPM

Forma farmacéutica: SU*'{‘-“V)O Data de preparagio: <6 [gfecze
Niamero de lote: Q0ax 04T Quantidade a preparar: 60 ml

Farmace- | Quantidade | Quuntidede | Quuntidade  Rubrica Rubrica
Matérias primas = N* de ote Oslgem pela s 100m1 ealcutads | pesnda_ eprrador

Espiroeolsctons  RRACSIF (Aecfaeni Pdug bl 02 0,1206% qiac(s)} m‘_

:m::jr Moo WS Tﬁﬁﬂrﬁ F“bQC'T\ q.bup. 100ml S O\ GLZX aQ_

Preparagdo
1. Venficar o estado de limpeza do material.

8 =

2. Peser o espironolactona ¢ transferir para almofariz de porcelana.

3. Adicionar uma pequena quantidade de SyrSpend™ SF pH4, de modo a formar uma
pasta homogénea (Niio esquecer de agitar o frasco de SyrSpend” SF pH4 antes de
usar!)

4. Adicionar pequenas quantidades de SyrSpend® SF pH4 em porgdes geométricas,

agitando apds cada adiglo de forma de obter uma suspensdo homogénea.

5. Transferir a suspensdo para proveta rolhada.

6. Lavar o almofariz com pequenas quantidades de SyrSpend® SF pH4 com ¢ juntar &
proveta, até perfazer 0 volume de 60 ml. g
7. Transfenr para um frasco de vidro dmbar,

8. Fechar o frasco e rotular,

9. Lavar ¢ secar o material utilizado.

RREBAR S

37




o
“lr,favm':ia Luciano & Matos

FICHA DE PREPARACAO DE MEDICAMENTOS MANIPULADOS

Verificacdao
ENSAIO ESPECIFICACAQ RESULTADO '1‘;":: s
Cor T Branca CONFORME )
Odor Caracteristico a cereja CONFORME g\ é‘f
¢ 7
| Aspecto Homogéneo CONFORME ‘ @ \ g/-
12y
' Quantidade 60 ml + 5% CONFORME 7 @

Aprovado M Rejeitado D

Supervisor: '\/K &0“5 O ¥

Nome ¢ morada do doente

Nome de prescritor

S

Anotacdes

1

[ lk» 2o e lls ‘.yx-).z.:_ &Se el co wyty ckos -r-f’m; ‘ Tg(. O el
&D -NLL."\\CI \LUX{,)(’L .
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—ﬁ;’mm G FICHA DE PREPARAGCAO DE MEDICAMENTOS MANIPULADOS

Aparclhagem usada: Dxloca@e 8L OA

Embalagem
Tipo de embalagem: Frasco de Vidro Ambar
Mauterial de embalagem N* de lote Origem
Trercs Vo Fnbes Kpo L 3R0\6 ~ KL A'Lo-zee{v;\_ b
Veampe, 122 T 230CRL 2.4 T Xde ,w(-m

Capacidade do recipiente: N3G m\_ Opcradon‘ @

Prazo de utilizagdo e Condigées de conservagio

' Condigies de conservagin: Co wsenki wo tos e | mura -m?.wh bew fechedly |

ol s £
Mr: @ .

Prazo de wilizagaio: “x0 olits

Operador: 5@,

Rotulagem

1. Proceder a elaboragao do ratulo de acordo com o modelo descrito em seguida.
2. Anexar a esta ficha de preparagio uma cdpia, rabricada e datada, do rotulo di embalagem dispensada.

Modelo de rétulo
Mentificacho da Farmdon IdentsGzacdo do Madicn proscroor
Mentificagde d0 Director Thomen dertticarao do doaule
Eadereg ¢ wletime i Fandon
DENOMINACAO DO MEDICAMENTO
Teor e salvaineials) ssiea(x) Dvta de preparagdo
Ouantadads dispen oy Praceo S utitizag do
Reforincia o maliron-poimas 50 CONLCCRNCIND S8 OF O samcms Condigies de consarvag o
neesxing pam a wtifragin comy emierto do madicamesto N* e lirte
Fosologin Mener furm 3o sleonce & cramem
Via de admimisiagdo Adveridnunse (procasies de mane canonto, o |
Liss b

a8
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-JI%Qméa‘a s FICHA DE PREPARACAO DE MEDICAMENTOS MANIPULADOS

Cileulo do preco de venda
MATERIAS-PRIMAS:
| Preeo do
” o Embalagem esisiente em armarém e "mfe ul...g‘.. ' 2 “2':"” :1‘::‘;::::‘:.
.""" Ouaiidade o“ s "
= Py Tl prece sk
Espirunolactona g o Az .':1] £ I 2596 ¢ xCluckd 2,5‘- - O.’r‘l .
_Lsr | Sty 20,42 ¢ s |0, oSN v, T (x4 [- 685 ¢
Q4 W Totsd Matécis-Prima¢n) | = 3, ¥ ¢
l) — :
HONORARIOS DF MANIPULACAD:
i e | vo g | e
il Romd viie BTy L i Lowl [SMe[x> [-(5.33¢
Valor sdicional (% I!\é?.“*ﬂ & o) — 1% = ¢
Totad dn Manigalacio @) | = AS 3D ¢

MATERIAL DE EMBATLAGEM:

m Preo 6¢ aquisigio Quantidude I""l . Valor
A vk € -ﬂth olg €| x OFs > ‘ll :_QJL‘L €
TP 2% <o IV €| - LR e 55 BN ¥

Total de Matorinl dv Embalngem (O) | = O G €

PV P DOMERICAMENTO MANIPULADO:
| So,dt(l\p {B) 40y Factor maltipliestivo Vakor

23 61 €} x 3 - 20, }zq'e

DISPOSITIVOS AUXILIARES DE ADMINISTRACAO:
Digpasitive | Progo unitirk

—— - —t

(L)

resco rvats ) [ 3263 <]
Operador: 6.,,(3 = Supervisor:
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Anexo 1V: Rotulo do Medicamento Manipulado

Dir. Yéc: Dra. Maria Helena Amado
Praca 8 de Maio, 40-42 | 2000200 Coimbra
farmacia Luciano & Matos telf: 239 822 147 | Fax: 239 824 112

Suspensdo Oral de

ESPIRONOLACTONA 2 mg/ml

o

Posologia: Administrar segundo
indicagdo médica (1 m/ =2 mg).
Utente: Frassneshiengttteinbititi
Médico: Sl

1 ml contém 2 mg de espironolactona

Conservar no frigorifico, no frasco bem
fechado.

Data Prep.: 26-04-2022
__Mantarfora do alcance das criancas

41

AGITAR BEM
ANTES DE USAR

Quantidade: 60 ml

Contém aroma a cereja
VIA ORAL
Lote: 202204139

Jam—
Prazo utiliz.: 26-07-2022
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PARTE Il

Relatério de Estagio em Industria Farmacéutica

-Bluepharma®-

Estagio orientado pela

Dra. Claudia Corker Arranja
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ABREVIATURAS

CG - Cromatografia Gasosa

HPLC - do inglés, High Performance Liquid Chormatography
MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
SOPs - do inglés Standard Operation Procedures

SWOT - do inglés Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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I.INTRODUCAO

O plano de estudos relativo ao Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF)
destaca-se devido a sua abrangéncia e multidisciplinaridade. Ao longo destes 5 anos somos
expostos a diferentes campos do conhecimento, os quais contribuem para a nossa preparagao,
enquanto profissionais de salde, independentes e capazes de exercer a atividade farmacéutica,

nos diferentes setores que a constituem.

Neste sentido, como complemento a nossa formagao académica e de forma a colocar em
pratica os conhecimentos adquiridos, € nos dada a oportunidade de exercer um estagio de
caracter facultativo, numa area da nossa escolha. Isto & possivel através dos protocolos
estabelecidos entre a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e variadas entidades
externas. Esta oportunidade é uma mais-valia, na perspectiva em que permite termos um
contacto mais proximo com outras realidades, que se constituem como uma possivel saida
profissional futura. Além disso, confere também uma vantagem adicional aquando da entrada

no mercado de trabalho.

Posto isto, apdés um processo de candidatura e subsequente entrevista, fui selecionada para
um estagio com duragao de 3 meses na empresa farmacéutica Bluepharma®. Neste sentido,
fiquei alocada a unidade analitica, mais precisamente ao suporte ao desenvolvimento de
formulagoes, onde permaneci sob a orientagao da Dr® Claddia Corker Arranja. Dada esta
oportunidade que me foi concedida, foi com grande entusiasmo que iniciei esta nova jornada

neste estagio.

Assim, o presente relatorio esta estruturado sob a forma de uma analise SWOT, no qual
pretendo de uma forma critica e construtiva abordar diferentes aspetos do estagio que realizei,
com principal destaque nos pontos fortes e fracos, a nivel interno e nas oportunidades e

ameagas externas.
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2. BLUEPHARMA

A Bluepharma® é uma empresa farmacéutica, de capitais portugueses, sediada em Sao
Martinho de Bispo, em Coimbra. A sua atividade e crescimento reside em toda a cadeia de
valor do medicamento, no entanto pode-se destacar trés distintas categorias. Sao elas a
produgao de medicamentos proprios e genéricos, a investigacao, desenvolvimento e registo
de medicamentos e a comercializagio de medicamentos genéricos, maioritariamente

destinados a exportagao.

A empresa iniciou a sua atividade em meados de 2001, apds a aquisicao das instalagoes
industriais, pertencentes a grande multinacional alema Bayer. Com mais de 20 anos de
experiéncia neste setor, a empresa foi atingindo marcos importantes, os quais contribuiram
imensamente para o prestigio alcangado nao s6 no mercado nacional, mas também nos mais

exigentes mercados internacionais.

A principal missao do grupo é a aposta na inovagao de medicamentos, nomeadamente no
desenvolvimento de farmacos potentes, sempre aliado a uma melhoria continua na qualidade
e inovagao dos processos usados no seu respetivo fabrico e comercializagao. Para que isso
seja possivel, a politica da empresa baseia-se em trés pilares fundamentais: investimento,
inovacao e internacionalizagao, os quais encontram-se interligados ao estabelecimento de

parcerias e a um foco permanente na qualidade.

Assim, com o intuito de expandir e diversificar o negdcio, o grupo tem apostado na inovagao,
como ¢é o caso do langamento de embalagens de medicamentos com sistemas de cores para
dalténicos, tendo também em vista novos projetos, dos quais se destacam a produgao de
injetaveis complexos e num futuro ainda mais proximo o projeto Bluepharma Acelera 2030.
Com este grande investimento pretende-se a criagdo de uma nova unidade industrial,
localizada em Eiras, equipada com a melhor tecnologia de ponta, destinada a investigagao,

desenvolvimento e producao de formas solidas orais potentes.
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3. ANALISE SWOT

PONTOS FORTES PONTOS FRACOS
e Rececao, acolhimento e integragao e  Conhecimentos sobre o manuseamento de
e  Equipa e ambiente de trabalho equipamentos laboratoriais
e  Formagdes Internas e Falta de conhecimentos sobre o software
e  Plano de Estagio Waters Empower™

e  Contacto com diversos equipamentos

e Metodologia KAIZEN

OPORTUNIDADES AMEACAS
e  Processo de admissio ® Reconhecimento de estigio curricular em
e  Experiéncia em Industria Farmacéutica Industria Farmacéutica

e  Aprofundamento da componente laboratorial

e  Desenvolvimento de soft skills

3.1. PONTOS FORTES

3.1.1. Rececdo, acolhimento e integracao

O meu estagio iniciou-se no dia 2 de maio com uma recegao presencial na sede da
Bluepharma®), levada a cabo pelo departamento dos recursos humanos. Durante esta sessao
em sala, fomos integrados na histéria da Bluepharma®, nomeadamente na sua origem e em
alguns marcos importantes na sua evolugao ao longo dos ultimos 20 anos. Durante a
apresentagao também nos foi explicado a forma como a empresa se encontra organizada e
estruturada nos diferentes departamentos e respetivas fungdes, bem como as principais
iniciativas e projetos que se encontram a ser desenvolvidos pelo grupo. Ficou também bem
evidente que o espirito de equipa é algo muito apreciado e valorizado dentro na empresa.
Assim, de forma a fomentar o cooperativismo e colaboragao entre os diferentes
departamentos, a administragao aposta na realizagao anual de um convivio, repleto de
atividades team building.

Apos esta rececao, no ambito do “Programa de Tutores” foi atribuido a cada estagiario um
tutor, ou seja, um colaborador experiente, responsavel por nos ajudar no processo inicial de
adaptagao. Neste primeiro dia, a minha tutora deu-me a conhecer as instalagoes, com as quais
iria contactar diariamente e dirigiu-me aos locais destinados ao levantamento de todo o
material necessdrio a realizagcdo de estidgio, nomeadamente equipamentos de protegao

individual e material informatico.
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Tendo tudo isto em consideragao, € de louvar o grau de preparagao e disponibilidade por
parte da empresa relativo a recegao e integracao dos estagiarios, sendo que desde o primeiro

dia me senti bem acolhida por todos os membros da mesma.

3.1.2. Equipa e ambiente de trabalho

Um dos pontos chave que estao na base do sucesso e crescimento de qualquer empresa sao
os seus colaboradores. A Bluepharma®, nao é nenhuma excegao a regra, uma vez que se
distingue pela procura constante de profissionais com qualidade, focados e dotados das

competéncias necessarias para o desempenho das suas fungoes.

O departamento de suporte ao desenvolvimento de formulagoes € constituido
maioritariamente por uma equipa jovem, profissional e altamente qualificada. Estas vertentes
profissionais sao transversais a toda a empresa, no entanto algo que se destacou, talvez devido
ao maior contacto que tive com este grupo foi o espirito de companheirismo e entreajuda

existente entre todos os membros que o compoe.

A minha integracao na equipa correu conforme as minhas expectativas, tendo também sido
facilitada pela boa disposicao e informalidade presentes no ambiente de trabalho. Desde o
inicio do meu estagio, todos os colegas demonstraram uma grande abertura e disponibilidade,
tanto para explicar todos os procedimentos inerentes as analises realizadas pelo
departamento, como para o esclarecimento de qualquer duvida que pudesse ter. O facto de
me tratarem como igual, foi também um fator que contribuiu para que me sentisse acolhida e
a vontade para colocar todas as minhas ddvidas e questoes, que surgissem durante o

desempenho das minhas tarefas.

3.1.3. Formacgoes Internas

A formagao interna dos colaboradores é uma das grandes apostas da Bluepharma®, como
forma de garantir que estes apresentam todas as valéncias e competéncias necessarias para a

realizagao, com a maxima qualidade das respetivas tarefas.

Inicialmente, estas formagoes sao de caracter geral, tendo como principal objetivo a integragao
dos novos colaboradores, nomeadamente no ambito das politicas internas da empresa e nas
atividades desenvolvidas pela mesma. Simultaneamente, tem também a intengao de esclarecer,

desde cedo algumas medidas e normas de orientagao relativas a seguranga e praticas
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laboratoriais. Cada um destes modulos consistia numa apresentagao sob a forma de video,

seguida da devida avaliagao, a qual estava sujeita a aprovagao.

Aliado a estas formagoes iniciais, estava também a leitura obrigatoria de standard operating
procedures (SOPs) dirigidas as fungoes que iria desempenhar durante o periodo de estagio.
Esta leitura permitiu uma familiarizagdo com conceitos usados diariamente na empresa. Ao
longo do estagio fomos também convocados para formagoes mais especificas para cada
departamento, via Teams ou em alguns casos em sala, algumas delas também sujeitas a
posterior questionario. Na minha perspetiva, estas sao cruciais para a consolidagao de
conhecimento que fui adquirindo tanto pelo acompanhamento como na pratica das diferentes

anadlises, com destaque para a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Este foi assim, um dos pontos positivos do meu estagio, uma vez que facilitou a minha
integracao nos processos de funcionamento da Bluepharma®, bem como providenciou-me
conhecimentos uteis de aplicagao laboratorial, que me foram extremamente Uteis para a
compreensao e execuc¢ao de determinadas analises e que com toda a certeza terao impacto

no meu percurso profissional, caso ingresse na indUstria farmacéutica.

3.1.4. Plano de Estagio

O inicio do estagio na Bluepharma®, como referido anteriormente, engloba a visualizagao das
formagoes, que constam na plataforma Sucess Factors, a maioria delas sujeitas a posterior
apreciacgao e a leitura das SOPs, necessarias para as fungoes que iremos desempenhar dentro

de cada departamento.

Apos a realizagao destas tarefas, fui também introduzida na componente laboratorial, através
do acompanhamento de uma analista pertencente ao departamento, a que fui alocada. Nesta
fase, tive a oportunidade de consolidar e aprofundar os conhecimentos previamente

adquiridos ao longo do curso, com particular destaque a analise de HPLC.

Apo6s | més, a acompanhar e auxiliar nas analises de HPLC, tive também a oportunidade de
estar um periodo limitado de tempo nos calculos automaticos. O objetivo destes calculos é
facilitar, através da programacao dos diversos projetos existentes na empresa, o trabalho
realizado pelos analistas, na andlise dos resultados. Complementarmente, ajuda também a
evitar possiveis erros que possam surgir aquando o preenchimento da folha de calculo,

uniformizando assim os resultados obtidos nas diversas analises efetuadas. A minha
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intervencao foi a nivel da validagao cruzada, ou seja, na comparagao dos resultados obtidos
no report das analises efetuadas através de calculos automaticos, com os calculos obtidos

através do preenchimento manual da folha de calculo.

Na porgao final do meu estagio, tive ainda a oportunidade de aprender e realizar algumas
analises de amostras pela técnica de Karl Fisher, através da qual se pretende obter o teor de
agua existente na amostra testada. Além disso, estive também muito brevemente a
acompanhar as analises de complexos injetaveis, nomeadamente no que diz respeito a analise
de solventes residuais, por cromatografia gasosa (CG) e a andlise do tamanho de particulas,

por particle size distribution.

3.1.5. Contacto com os diversos equipamentos

Ao longo do estagio, foram diversas as analises que pude acompanhar. Uma das andlises com
mais expressao em todo o departamento € a analise por HPLC, a qual é frequentemente usada
na identificagao e quantificagao do conteudo de principio ativo duma amostra, impurezas e

como método de quantificacao de dissolugoes.

Esta técnica permite a separagao dos componentes duma amostra, com base na afinidade das
moléculas para com a fase mével liquida e a fase estacionaria (coluna cromatografica) utilizadas
neste processo. A saida do composto da coluna cromatografica é detetada pelo detetor, que
processa esta informagao e a traduz numa representagao grafica, o cromatograma. Nesta
etapa, consegui contactar com as diferentes marcas (Waters e Shimadzu) e modelos existentes
deste equipamento e perceber de que modo diferem entre si, nomeadamente a nivel da
construgao e do respetivo funcionamento. Apds a corrida das amostras, foi-me também
explicado, de forma simplificada o software Empower, a partir do qual sao obtidos e analisados

os resultados.

Durante os trés meses, tive também contacto com outros equipamentos, como € o caso do
equipamento de cromatografia gasosa da marca Perkin Elmer, cujo fundamento é similar ao
HPLC, com a excegao da fase movel ser gasosa e o equipamento de particle size distribution

(MasterSizer), cujo principio baseia-se na difragao da luz.

Considero que os conhecimentos que adquiri em disciplinas como Métodos de Instrumento
de Anilise e Tecnologia Farmacéutica, mostraram-se fundamentais para a compreensao mais

profunda desta andlise e de todos os pardmetros que sao avaliados durante a mesma.
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3.1.6. Metodologia KAIZEN

A Bluepharma® destaca-se como sendo uma grande empresa farmacéutica. Devido a sua
dimensao € necessario ter uma estrutura e organizacao adequadas, que permitam a
competitividade da empresa no mercado a longo prazo. Para este efeito, existem diversas
estratégias que sao aplicadas. Uma delas, que abrange todos os colaboradores sao a realizagao
de reunioes KAIZEN. Esta terminologia, de origem japonesa, quando aplicada em contexto de
trabalho significa melhoria continua, tanto de todos os colaboradores, como por parte da
administragao. Esta ideologia tem como principais objetivos o conhecimento e criagao de valor
para o cliente, otimizagao dos processos e eliminagao das agoes que nao acrescentam valor a

empresa e capacitagao das pessoas, através da definicao de objetivos concretos e atingiveis.

Como referido anteriormente, uma forma pratica de aplicar esta metodologia é a realizagao
de pequenas reunioes didrias, com uma duragao aproximada de |5 minutos. Estas tém como
propésito reunir toda a equipa, a qual encontra-se dividida em dois turnos, para debater as
tarefas realizadas por cada colaborador ao longo do seu dia de trabalho. Tém também o intuito
de expor potenciais problemas e sugerir possiveis resolugoes para os mesmos. De modo geral
€ uma oportunidade, para haver a partilha de ideias, opinides e conhecimentos entre toda a

equipa.

A meu ver, o facto de estar envolvida nestas reunides desde o primeiro dia, além de contribuir
para facilitar a minha adaptacao dentro da equipa, ajudou-me a compreender e interiorizar

conceitos fundamentais para a realizagao das tarefas do departamento.

3.2. PONTOS FRACOS

3.2.1. Conhecimentos sobre o manuseamento de equipamentos laboratoriais

O MICF é um curso que considero como sendo bastante abrangente e versatil, na medida em
que permite a acao do farmacéutico em diferentes areas de trabalho. Durante os 5 anos,
somos expostos a diversas unidades curriculares de diferentes areas, o que é uma enorme

vantagem, aquando da entrada no mercado de trabalho.

No entanto, isto pode também refletir-se como sendo um ponto fraco, uma vez que nao
existe tempo para aprofundar as tematicas, sendo estas exploradas de forma generalizada. Um
exemplo concreto € a unidade curricular de Métodos de Instrumento de Andlise, a qual a meu

ver para além de ser precoce no plano curricular, integra conceitos deveras importantes para
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quem procura ingressar num departamento analitico, neste caso em especifico da industria
farmacéutica. Assim, seria importante aprofundar conhecimentos teoricos e laboratoriais que
sao ativamente aplicados na industria, como é o caso de HPLC e CG. Tal facto, aliado a
pandemia, que impediu o regime presencial das aulas, e consequentemente a pratica
laboratorial, refletiu-se em algumas dificuldades a nivel do manuseamento destes
equipamentos e na resolucao de problemas e questoes relacionadas com os mesmos. Apesar
disto, a aposta na formagao dos colaboradores, por parte da empresa e o acompanhamento

dos analistas permitiu ao longo do estagio colmatar estas dificuldades iniciais.

3.2.2. Falta de conhecimentos sobre o software Waters Empower™

A HPLC é uma das andlises com maior expressao no suporte ao desenvolvimento de
formulagoes. Para que seja possivel a realizagao desta técnica € necessario um software que
faca a interligagao com o equipamento e que permita a analise posterior dos cromatogramas
gerados. Na Bluepharma®, o software em utilizagio é o Waters Empower'". Este é um
software de dados de cromatografia, adotado pela Bluepharma® face as exigéncias impostas
pela autoridade americana, que permite a aquisicao, gerenciamento, processamento, relatorios

e distribuicao de dados avancados.

Durante o estagio tive a possibilidade de contactar algumas vezes com o Empower, através da
visualizagao do trabalho dos analistas. Apesar de ser razoavelmente facil interiorizar algumas
funcionalidades do programa, sao varias as opgoes que podem ser aplicadas na analise dos
resultados. Devido as multifuncionalidades do software e ao facto de nao ter tido a
oportunidade de interagir pessoalmente com o mesmo, tive algumas dificuldades em entender
todo o processo envolvente na integragao dos picos dos cromatogramas, através do qual sao
obtidos os parametros que sao necessarios analisar. Outros fatores que contribuiram para
este aspeto, foi o facto de a maioria dos métodos de processamento estarem previamente

criados e a inexisténcia de formagoes sobre este tépico.

3.3. OPORTUNIDADES

3.3.1. Processo de admissao

O processo de selecao da Bluepharma® é algo que se destaca, em comparagao com muitos

outros estagios. A candidatura a um estagio curricular na empresa engloba o envio prévio do
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Curriculum Vitae e a escolha na preferéncia no departamento de ingresso. Apés uma analise
cuidada de todas as candidaturas, o processo avan¢a para a condugao de entrevistas
presenciais, onde estao presentes os responsaveis dos departamentos disponiveis para aceitar
estagiarios, com especial atengao as nossas preferéncias. Durante a minha entrevista foram
colocadas questoes relativas ao meu percurso pessoal e académico, nomeadamente as
caracteristicas que possuia e que poderiam ser aplicadas durante o estagio e as razoes que

influenciaram a minha escolha de departamento.

Na minha perspetiva todo este processo € uma mais valia. Primeiramente, porque mostra que
a Bluepharma® nao valoriza apenas a média curricular, mas também outros fatores, igualmente
importantes, tanto a nivel pessoal como académico. E também, porque a existéncia de uma
entrevista, funciona de certa forma como uma preparagao futura, visto que esta é essencial
para ingressar com sucesso numa atividade profissional. Assim, considero que todo este
processo de admissao se constitui como uma oportunidade, uma vez que permitiu-me

contactar um pouco com a realidade profissional, apos a conclusao do curso.

2.3.2. Experiéncia em Industria Farmacéutica

A industria farmacéutica foi durante todo o meu percurso académico uma drea atrativa,
destacando-se como uma forte possibilidade de saida profissional futura. Esta curiosidade
inicial, conjuntamente com o facto de ser uma area em constante crescimento, traduziu-se na
minha vontade de realizar um estagio nesta area. Assim, quando esta oportunidade me foi

apresentada, decidi de imediato candidatar-me.

Esta experiéncia permitiu-me, ainda que de forma geral, ter um contacto proximo com a
realidade de trabalho e formar uma ideia concreta das aptidoes necessarias para o exercicio
da fungao farmacéutica nesta area. Apesar de ter estado numa vertente mais laboratorial,
percebi também que sao varios os departamentos, em que o farmacéutico pode atuar, o que

€ um aspeto deveras positivo da nossa formagao.

3.3.3. Aprofundamento da componente laboratorial

Os Uultimos dois anos do MICF foram pautados por um misto de dois regimes (online e
presencial), algo que foi desvantajoso do ponto de vista da pratica laboratorial, a qual ficou

bastante condicionada. No entanto este estagio foi a oportunidade ideal para melhorar e
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ganhar alguma destreza nesta vertente. Na parte inicial do estagio, em que estive a acompanhar
a analise por HPLC dos solidos, foi me dada oportunidade de preparar algumas fases moveis,
padroes e amostras. Nesta fase pude realizar algumas tarefas basicas, mas importantes, como
a pesagem dos principios ativos, diluicoes, entre outras. Neste contexto, tive também a
possibilidade de executar outras andlises com total autonomia, como foi o caso da avaliagao
do teor de agua de amostras por Karl-Fisher e testes de desintegracao de comprimidos. Assim,
valorizo além de todas as técnicas e conhecimento que me foi transmitido durante o estagio,
a confiang¢a depositada nas minhas capacidades, pelos diversos analistas que tive oportunidade
de acompanhar, pois com toda a certeza sera uma grande vantagem competitiva para o meu

futuro trajeto profissional.

3.3.4. Desenvolvimento de soft skills

Para se ser bem-sucedido no mercado de trabalho atual, é necessario o aperfeicoamento de
capacidades e aptidoes, que nos permitam sobressair, em relagao aos nossos pares. Neste
aspeto, o estagio contribuiu para desenvolver algumas soft skills, que poderao ser aplicadas em

varias areas, das quais destaco o programa Excel.

Como referido anteriormente, estive durante cerca de um més, a auxiliar nos calculos
automaticos, com particular destaque na validagao cruzada. Nesta situagao, fiquei responsavel
pelo preenchimento de folhas de célculo, no programa Excel. O objetivo principal, era cruzar
os resultados obtidos de forma manual, com os gerados através dos calculos automaticos. Esta
tarefa foi util em varios aspetos, uma vez que além de me permitir ganhar alguma destreza e
experiéncia com as diversas funcionalidades do Excel, serviu também para compreender a

forma como é avaliada a calibragao de diferentes projetos.

3.4. AMEACAS

3.4.1. Reconhecimento de estagio curricular em Indastria Farmacéutica

A obtengao do titulo de farmacéutico, exige complementarmente aos 5 anos de formagao, a
realizagao de um estagio curricular em farmacia comunitaria ou hospitalar. Isto significa que o
estagio em industria farmacéutica nao se encontra contemplado nesta lista, dai a exigéncia do
cumprimento das 810h em farmacia comunitaria, aos estudantes que optam por esta escolha.
Este fator, aliado a necessidade da realizagao simultinea da monografia e dos respetivos

relatorios de estagio, obriga a uma elevada organizacao, a nivel da gestao de tempo e equilibrio
56



da carga horaria por parte dos estudantes, de forma a rentabilizar o tempo da melhor forma

possivel.

57



4. CONCLUSAO

Primeiramente, a oportunidade de realizar um estdgio na Industria Farmacéutica,
nomeadamente numa empresa como a Bluepharma® destaca-se como sendo uma mais-valia,
no percurso académico de qualquer estudante com aspiragoes de exercer a sua atividade

profissional nesta area.

Assim, considero que estes trés meses, apesar nao serem suficientes para compreender todos
os processos inerentes ao bom e correto funcionamento da organizagao, permitiram-me
aprender, relembrar e aplicar na pratica alguns dos conhecimentos que fui adquirindo ao longo
do curso. No meu caso, como estive alocada ao departamento analitico, esta foi também uma
forma de adquirir experiéncia em algumas técnicas laboratoriais, que se encontram presentes

na maioria das indUstrias farmaceéuticas.

Este estagio, apesar de ser maioritariamente focado na componente laboratorial foi também
uma forma de expandir o meu conhecimento, relativamente ao contributo e a atividade que

pode ser desenvolvida pelo farmacéutico nos diversos departamentos que compoe a empresa.

S6 me resta agradecer a toda a equipa, que desde o primeiro dia me colocaram totalmente
confortavel e a vontade, facilitando assim a minha integracao e desempenho ao longo do
estagio. Desde o inicio demonstraram total abertura para responder a quaisquer duvidas e
perguntas que tivesse, o que contribuiu imensamente para a compreensao e consolidagao dos
conhecimentos adquiridos. De realcar também o excelente trabalho desenvolvido pela
empresa, relativamente a disponibilidade demonstrada, na aceitagcao de diversos estagiarios,
apostando sempre nas suas capacidades, conhecimento e formagao, de forma a moldar-nos

nos melhores profissionais possiveis.
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ABSTRACT

Synthetic biology is a field of science, which encompasses different areas of knowledge, with
the aim of redesigning microorganisms for biotechnological applications. Although this term
has been known since the beginning of the 20th century, it was only during the last decades
that it gained particular prominence, which was due to the recognition of the importance of

the RNA molecule in the organism.

The versatility of the RNA molecule emerged with the discovery of regulatory RNA, that is,
non-coding RNA, and the way in which it influences the homeostasis of the organism, resulted
in a commitment and investment in the production of sophisticated programmable biological

systems and new therapies. based on this molecule.

Non-coding RNA can be divided into different categories. However, this monograph focuses
mainly on interfering RNA, namely microRNA and siRNA, which are important in gene
regulation. Recently, these have been investigated as a potential class of new therapeutic
agents, with application in a wide range of infectious diseases and in oncology. Although these
two molecules share some similarities, namely in terms of structure and function, they present
some differences, with regard to clinical application and the respective mechanisms of action.
Thus, these characteristics, as well as the physicochemical properties and delivery strategy of

these molecules to target cells, will be discussed throughout the paper.

Currently, another major application of RNA is in the development of vaccines based on
messenger RNA, which have experienced exponential growth due to the speed with which
they were developed and approved for the prevention of SARS-COV-2. The delivery of the
various types of RNA previously mentioned in the cells is one of the main obstacles of this
technology. Hence the importance of implementing nanotechnology, namely lipid
nanoparticles, which, among other factors, allow to encapsulate nucleic acids, providing them

with protection, which subsequently translates into an increase in bioavailability.

Keywords: synthetic biology, RNA, non coding RNA, siRNA, miRNA, mRNA vaccines,

nanotechnology, lipid nanoparticles
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RESUMO

A biologia sintética € um campo da ciéncia, que engloba diferentes areas do conhecimento,
com o objetivo de redesenhar microrganismos para aplicagoes biotecnologicas. Apesar deste
termo ja ser conhecido desde o inicio do século XX, foi apenas durante as ultimas décadas,
que ganhou particular destaque, o qual deveu-se ao reconhecimento da importancia da

molécula de RNA no organismo.

A versatilidade da molécula de RNA surgiu com a descoberta do RNA regulatério, ou seja, o
RNA nao codificante e no modo como este influencia a homeostase do organismo, traduziu-
se numa aposta e investimento na produgao de sofisticados sistemas bioldgicos programaveis

e de novas terapéuticas, com base nesta molécula.

O RNA nao codificante pode ser dividido em diferentes categorias. No entanto, esta
monografia tem como principal foco o RNA de interferéncia, designadamente o microRNA e
o siRNA, importantes na regulagao genética. Recentemente, estes tem vindo a ser investigados
como uma potencial classe de novos agentes terapéuticos, com a aplicagao numa ampla gama
de doencas infeciosas e na drea oncoldgica. Apesar destas duas moléculas compartilharem
algumas semelhangas, nomeadamente a nivel da estrutura e fungao, estas apresentam algumas
diferencgas, no que diz respeito a aplicagao clinica e nos respetivos mecanismos de agao. Assim,
estas caracteristicas, bem como as propriedades fisico-quimicas e estratégia de entrega destas

moléculas nas células alvo, vao ser discutidas ao longo do trabalho.

Atualmente, outra grande aplicagao do RNA é no desenvolvimento de vacinas baseada em
RNA mensageiro, as quais foram alvo de um crescimento exponencial devido a rapidez com
que foram desenvolvidas e aprovadas para a prevengao de SARS-COV-2. A entrega dos varios
tipos de RNA mencionados nas células € um dos principais obstaculos desta tecnologia. Dai a
importancia da implementacao da nanotecnologia, nomeadamente das nanoparticulas lipidicas,
as quais permitem, entre outros fatores encapsular os acidos nucleicos, conferindo-lhes

protegao, o que se traduz posteriormente nhum aumento da biodisponibilidade.

Palavras-Chave: biologia sintética, RNA, RNA nao codificante, siRNA, miRNA, vacinas de

mRNA, nanotecnologia, nanoparticulas lipidicas
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ABREVIATURAS

AGO2 - argonauta 2

antimiRs - oligonucléotidos anti-miRNA

ApoE - Apoliproteina E

ASO:s - oligonucledtidos antisense

ATTRAh - amiloidose hereditaria mediada por transtirretina

DGCRS - DiGeorge Syndrome Chromosome Region

DLin-MC3-DMA - (6Z, 97, 28Z, 31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31- tetraen-19-yl-4-

(dimethylamino) butanoate

DNA - icido desoxirribonucleico

DSPC - distearoilfosfatidilcolina

dsRNA - RNA em cadeia dupla

iRNA - RNA de interferéncia

IncRNA- Jong non coding RNA

LPNs - nanoparticulas lipidicas

mMiRNA - microRNA

mMmRNA - RNA mensageiro

ncRNA - RNA nao codificante

oncomiRs - microRNAs oncogénicos

OREF - open reading frame

PEG - polietilenoglicol

PEG2000-C-DMG - (R)-methoxy-PEG2000-carbamoyl-di-O-myristyl-snglyceride
pKa - constante de dissociagao acida

PRR - recetores de reconhecimento de padroes
RISC - complexo silenciador induzido por RNA
RNA - icido ribonucleico

saRNA- self-amplifying RNA

siRNA - pequeno RNA de interferéncia
sncRNA - small non coding RNA

TLR - recetores Toll-Like

TRBP - transactivation responsive RNA binding protein

UTR - untranslated region
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INTRODUCAO

No mundo em que vivemos existe a necessidade de estarmos constantemente preparados
para a ocorréncia de acontecimentos inesperados, como é o exemplo de uma pandemia ou
uma epidemia. Tal facto, apresenta atualmente uma enorme importancia, como nos fomos
apercebendo durante estes ultimos anos. Assim sendo, é essencial que haja uma constante
inovagao, relativamente a novas formas de diagndstico, tratamento e prevengao de doengas.
A falta de novos desenvolvimentos tecnologicos e cientificos ou a baixa velocidade de inovagao
em areas como a medicina, a industria farmacéutica, a biologia e a engenharia, pode refletir-
se, tanto na qualidade de vida da populagao, como na vertente econémica de uma sociedade.
Para que estes avangos constantes sejam possiveis € obrigatorio um uso metodico,
coordenado e eficiente de uma quantidade cada vez maior, de dados e técnicas de
bioengenharia, de forma a potencializar ao maximo a capacidade de resposta e de preparagao

para futuras ameagas a saide humana'.

Os principios filosoficos e experimentais da biologia sintética surgiram primeiramente em
1911, através dos estudos desenvolvidos pelo biofisico francés Stéphane Leduc. Esta foi
inicialmente fundada como sendo uma disciplina biofisica, que procurava explicagdes para a
origem da vida, baseados em principios fisicos e quimicos primitivos. Ao longo do século XX,
houve diversas contribui¢coes para esta area, das quais se destacam a descoberta do codigo
genético e o estabelecimento do paradigma central da biologia molecular. A nova era da
biologia sintética surgiu no inicio dos anos 70, com a invengao da tecnologia do DNA

recombinante’.

A biologia sintética moderna pode entao ser definida como um campo da ciéncia que envolve
o design e a construgao de novas pegas, dispositivos e sistemas bioldgicos.
Concomitantemente, proporciona abordagens revolucionarias para a reutilizagao de sistemas
e organismos biologicos naturais previamente existentes, conferindo-lhes finalidades Uteis e
novas competéncias’, as quais apresentam o potencial para serem aplicadas em solugdes que
permitam ultrapassar diversos desafios globais, nomeadamente em dreas como a

sustentabilidade, o ambiente e a medicina*.

Inicialmente, a maioria dos esforgos empregues nesta area foram baseados na engenharia
genética, através da interagao entre DNA e proteina, sendo o RNA apenas considerado como

um intermedidrio neste processo. Com a evolugao na area da pesquisa genética, foi

69



descoberto que a molécula de RNA desempenha também um papel significativo na regulagao

direta do comportamento celular’.

O RNA ¢é considerado uma molécula versatil, pois apresenta a capacidade de detetar e
interagir com pequenas moléculas, proteinas e outros acidos nucleicos, enquanto codifica a
informagio genética necesséria para a respetiva tradugio em proteinas’. Isto é possivel através
do seu comportamento especifico e sofisticado, alcancado através da sua flexibilidade
estrutural e capacidade em adotar estruturas complexas, as quais desempenham

funcionalidades especificas e singulares no organismo®®.
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I. RNA NAO CODIFICANTE: RNA REGULATORIO

O RNA é uma molécula conhecida pelos cientistas desde o inicio do século XIX, no entanto
a sua importancia para o funcionamento das células, foi durante muitos anos ofuscada pela
importancia dada ao DNA e as proteinas. Foi apenas durante os anos 50 do século passado,
com a descoberta da estrutura molecular de dupla hélice do DNA por Watson e Crick, que
foi proposto o dogma central da biologia molecular, no qual o RNA serviria como um elo
fisico intermédio entre o DNA e as proteinas. Tal sugestao foi mais tarde corroborada,
demonstrando-se experimentalmente, que durante a expressao genética, a sequéncia de DNA
é transcrita numa molécula de RNA mensageiro (mMRNA), sendo esta posteriormente

traduzida numa proteina funcional’.

Ao longo dos anos, com o avango tecnologico, nomeadamente a nivel das técnicas de
sequenciagao de alto rendimento e softwares computacionais, demonstrou-se que a maioria
do genoma humano ¢ de facto transcrito em RNA. No entanto apenas entre | a 2% codifica
efetivamente proteinas®, fortalecendo a ideia de que o RNA é muito mais do que apenas uma

molécula que se encontra envolvida no armazenamento e transferéncia de informagao’.

O termo RNA nao codificante (ncRNA) é habitualmente utilizado para definir RNA que nao
codifica proteinas. Tal como referido anteriormente, isso nao significa que este nao
desempenha um papel importante no organismo. Pelo contrario, este é responsavel por
inimeras funcoes a nivel celular, nomeadamente intervindo como catalisador em diversas
reagoes bioquimicas e na proépria regulagao genética. Esta regulagao pode ocorrer em alguns
dos niveis mais relevantes para a fungao do genoma, dos quais se destacam a arquitetura da
cromatina, a segrega¢ao cromossomica, o splicing e processamento do RNA, a transcrigao, a

tradugio e o turnover proteico’.

Assim, o ncRNA considerado como “lixo evolutivo” no passado, devido a falta de eficacia na
tradugao em proteinas, é agora reconhecido como tendo um impacto em diversos
mecanismos moleculares e em relevantes fungdes bioldgicas'®. Esta versatilidade surge pela
capacidade do RNA em formar estruturas complexas, capazes de interagir com outras
moléculas de RNA, DNA, proteinas e outras pequenas moléculas®. Além disso, pode também
ser estabelecida uma correlagao entre a quantidade de ncRNA existente num organismo e a
complexidade do mesmo, o que robustece a influéncia que estes tém no desenvolvimento e

organizagio dos seres vivos®.
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Estes ncRNA siao o resultado da transcricao generalizada do genoma humano e como
constituem a grande maioria do genoma transcrito, tém sido alvo de diversos estudos, cujo
principal objetivo é a compreensao e analise generalizada das fungoes desempenhadas pelos

mesmos®,

O RNA regulatério encontra-se, entio envolvido no centro das nossas caracteristicas
fisiologicas e genéticas mais complexas e em importantes processos biologicos a nivel celular.
Devido a essa razao, a sua desregulagao ou expressao aberrante tem sido associada ao
desenvolvimento de patologias agressivas. Assim, espera-se que através da sua analise surjam

novos esclarecimentos sobre os mecanismos de regulagao e disfungao de genes.

O RNA nao codificante pode entao ser classificado em dois grandes grupos: small noncoding
RNA (sncRNA) e long noncoding RNA (IncRNA). O foco desta monografia sao os sncRNA,
que devido a sua poténcia e versatilidade, destacam-se como sendo promissores, para serem
aplicados na terapéutica clinica''. Neste grupo estio incluidos o micro RNA (miRNA), e o
pequeno RNA de interferéncia (siRNA), os quais vao ser discutidos mais a frente nesta

monografia.
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Figura I - Classificacdo do RNA. A maioria do RNA exerce fungées reguladoras, sendo que apenas cerca de 2% do RNA é que codifica efetivamente
proteinas. circRNA, RNA circular; IncRNA, long noncoding RNA; miRNA, microRNA; piRNA, piwi-interacting RNA; rasiRNA, repeat-associated small
interfering RNA; scaRNA, small cajal body-specific RNA; siRNA, pequeno RNA de interferéncia; snoRNA, pequeno RNA nucleolar; snRNA, pequeno RNA
nuclear; tiRNA, transfer RNA—derived stress-induced small RNA; tRNA, RNA de transferéncia [Adaptado de'?]
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2. SMALL INTERFERENCE RNA

Os small interference RNA (siRNA) sao definidos como sendo pequenos fragmentos de RNA
em cadeia dupla (dsRNA), compostos aproximadamente por 2| a 25 nucleétidos. Estes podem
ter duas origens distintas, podendo assim ser diferenciados, de acordo com a sua
natureza/etiologia. No caso de possuirem uma natureza endogena, o siRNA é derivado
frequentemente de exdes. Se por outro lado, tiver uma origem exogena, este é obtido a partir
de um percursor de dsRNA, com origem em transfegoes celulares, microinjegoes ou material

genético proveniente de infegdes virais'.

A sua descoberta deve-se a dois cientistas, Andrew Fire e Craig Mello, que no ano de 1998
desmistificaram o mundo do RNA de interferéncia. Estes demonstraram que pequenas
moléculas de RNA em dupla cadeia possuiam, efetivamente a capacidade de modular o
silenciamento genético pos transcricional, atuando sobre o mMRNA em nematodas,

pertencentes a espécie Caenorhabditis elegans'*.

2.1- MECANISMO DE BIOSSINTESE

A clivagem das longas moléculas de RNA em cadeia dupla, que subsequentemente originam
os siRNA, sao conseguidas pela agao de uma enzima, denominada de Dicer. Esta endonuclease,
pertencente a familia RNase Ill é responsavel por fracionar a molécula de RNA, em fragmentos
mais pequenos. Os siRNA resultantes deste processo apresentam um tamanho e terminais
especificos, nos quais a extremidade 3’ apresenta dois nucleétidos desemparelhados e a

extremidade 5’, um grupo fosfato'*.

Tais caracteristicas tao particulares, sao essenciais para que estes fragmentos, depois de
transportados para o citoplasma, sejam reconhecidos e incorporados no complexo silenciador
induzido por RNA — complexo RISC (do inglés, RNA induced silencing complex), o qual induz o
silenciamento de um RNA alvo, através da sua respetiva degradagao ou repressiao
transcricional'®. Alguns estudos recentes demonstraram que esta integragio é conseguida pela
intervencao da enzima Dicer, com o auxilio da proteina de ligagao ao RNA, TRBP (do inglés,

transactivation responsive RNA binding protein).

O complexo RISC é composto por um conjunto de proteinas, no entanto a proteina central,
responsavel pelo silenciamento de RNA ¢ a proteina Argonauta 2 (AGO?2), a qual é constituida

por 3 dominios distintos, denominados de PAZ, MID e PIWI". A ligagio do siRNA a estes
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dominios é estabelecida através dos terminais da cadeia de nucledtidos da mesma. A
extremidade 3’, com os dois nucledtidos extra é reconhecida especificamente pela cavidade
hidrofobica existente no dominio PAZ. Por outro lado, a extremidade 5’, contendo o grupo
fosfato insere-se entre os dominios MID e PIWI, através da ligagao com o iao de magnésio ai
existente'*. O dominio PIWI também adota uma estrutura semelhante a uma RNase H, o que
nos permite estabelecer a hipotese, de que este dominio é responsavel pela atividade catalitica

deste complexo.

N-terminal PAZ MID PIWI

Figura 2 - Dominios da Proteina Argonauta-2. O grupo fosfato da extremidade 5’ da cadeia guia encaixa-se entre os dominios MID e PIWI da
proteina. O dominio PAZ apresenta uma bolsa hidrofébica que reconhece especificamente os dinucledtidos desemparelhados existentes na extremidade
3’ da cadeia guia. Este posicionamento permite simultaneamente a ligagdo da regido seed ao mRNA alvo complementar e a orientagdo correta para

que ocorra a clivagem do mesmo pelo dominio PIWI [Adaptado de '*]

O processo de separagao da dupla cadeia do siRNA acontece, como mencionado
anteriormente no complexo RISC. Durante este passo, uma das cadeias permanecera ligada a
proteina argonauta, enquanto que a outra € descartada. Estas cadeias sao definidas como
cadeia guia e cadeia passageira, respetivamente'’. Assim, apenas a cadeia guia ira servir de
molde para a degradagao do mRNA alvo, cuja sequéncia de nucleétidos seja complementar a
mesma. A selecao da cadeia guia € feita pela propria proteina, a qual favorece a ligagao a cadeia

que possui uma extremidade 5’ menos estéavel, a nivel termodindmico'”.

O emparelhamento entre a cadeia guia e o mMRNA alvo é estabelecido através da regiao “seed”,
a qual é definida como a sequéncia de bases que se situa entre a posicao 2 e 8, da cadeia guia
(a partir da extremidade 5’). Esta é fundamental para o silenciamento da sequéncia alvo, uma
vez que apenas é necessaria uma complementaridade perfeita nesta regido, para que ocorra a

degradacio do mRNA alvo'*.
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Figura 3 - Processo de Silenciamento de Genes mediado por siRNA. Os siRNA sdo responsdveis por mediar o silenciamento de genes alvo
através do corte especifico da sequéncia do mRNA alvo. Inicialmente, estes RNAs ndo codificantes sdo longas moléculas de RNA em cadeia dupla, que
sdo posteriormente processados pela endonuclease Dicer, em sequéncias mais curtas com cerca de 21 a 25 nucledtidos. De seguida o duplex de siRNA
é incorporado pela Dicer, com o a ajuda da proteina de ligagdo ao RNA, TRBP, no complexo silenciador induzido por RNA (RISC). Aqui a proteina
argonauta 2 apés selecionar a cadeia guia, cliva e ejeta a cadeia passageira. Esta ainda é responsdvel pela clivagem do mRNA alvo complementar a

cadeia guia. Apds este processo, tanto o complexo RISC, como a cadeia guia sdo reciclados, podendo ser usados em clivagens posteriores [Adaptado de

I4]

2.2- POTENCIAL E OBSTACULOS/DESAFIOS NO USO DE siRNA

O potencial do uso do RNA de interferéncia e consequentemente do siRNA na terapia génica
€ muito promissor, uma vez que teoricamente, podemos usar este mecanismo celular, para
. ~ . 15 .
regular negativamente a expressao de genes de interesse”. Assim sendo, conhecendo-se a
sequéncia de nucledtidos do gene alvo, podemos desenhar siRNA especificos, que poderao
ser empregues como opg¢oes de tratamento em varias doengas, das quais se destacam doengas
genéticas, doencas autoimunes, infe¢oes virais e cancro. Outra grande vantagem do siRNA é
a sua poténcia, uma vez que apos a clivagem e libertagio do mRNA alvo, tanto o complexo

RISC, como a cadeia guia, poderao voltar a ser reutilizados, noutras cIivagens”.

No entanto, esta estratégia revelou ter alguns problemas, uma vez que facilmente pode

ocorrer o silenciamento de alvos, de forma nao intencional. Ou seja, para que esta tecnologia
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funcione, nao é suficiente, apenas, conhecer de forma perfeita a sequéncia de mRNA homologa
ao gene de interesse, € também necessario ter em conta outras limitagoes inerentes ao siRNA,
nomeadamente a sua fraca biodisponibilidade, a instabilidade na presenga de nucleases, a
hidrofilicidade e a sua natureza, sendo por isso necessario encontrar formas eficazes e praticas
de contorné-las, antes de serem aplicadas na terapéutica'®. Assim, podemos dividir estas

limitagoes em trés grupos: instabilidade em vivo, efeitos off-target e imunogenecidade.

A instabilidade do siRNA e a sua rapida degradagao, quando submetido a condigdes fisiologicas
in vivo é ainda considerada, uma das grandes barreiras que precedem o seu uso na terapéutica'”.
O siRNA ¢é suscetivel de ser facilmente degradado pela agao de enzimas, presentes no soro
e nos tecidos, o que faz com que este apresente um tempo de semivida curto, quando presente
no meio extracelular'®. Algumas das causas, que poderio estar por tras deste curto tempo de
circulagao sao, nao sé como mencionado anteriormente, a degradagao enzimatica no soro,
mas também a clearance renal de moléculas com um peso molecular inferior a 50 kDa e a
captura dos siRNA pelo sistema reticuloedotelial, uma vez que as células fagocitarias

contribuem para a remogio de acidos nucleicos estranhos ao organismo'”.

Além disso, para ser efetivo num contexto de doenca, o siRNA tém de ter uma boa
biodisponibilidade, ou seja, tem de possuir a capacidade de alcangar os tecidos alvos que

expressam o gene de interesse e de ser internalizado no citosol das células'”.

Esta difusao através da membrana plasmatica é também ela um obstaculo, uma vez que é
dificultada pelo tamanho molecular (15KDa) e pela carga altamente negativa apresentada pelo
siRNA. Ja apos serem internalizados, além de continuarem a ser suscetiveis de sofrerem
degradagao enzimatica pelas RNases intracelulares na célula, existe também a necessidade de

estes serem reconhecidos e incorporados no complexo RISC'.

Além dos obstaculos que advém das propriedades fisico-quimicas, da estabilidade e da
biodisponibilidade dos siRNA, nos tecidos alvos, existem outros dois fatores, igualmente
importantes que nao podem ser negligenciados. Sao eles o silenciamento off-target e a ativagao

da resposta imune.

O silenciamento off-target relaciona-se com a supressao de genes de forma nao intencional, a
qual pode traduzir-se em efeitos indesejaveis, uma vez que pode levar a mutagoes perigosas
na expressiao de genes e a modificagdes celulares inesperadas'®. O mecanismo principal, pelo
qual ocorre este silenciamento esta relacionado com a interagao especifica entre as bases da
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regiao “seed”, da cadeia guia, com inUmeros mMRNA, o que posteriormente resulta na respetiva
degradagao dos mesmos. Ou seja, basta que exista uma homologia perfeita com os nucleotidos

da regido “seed”, para que dai resulte o silenciamento do mRNA complementar .

A ativagao da resposta imune inata pelo siRNA caracteriza-se pela indugao de pequenas
moléculas sinalizadoras designadas de citocinas, nas quais incluem-se as interleucinas, o
interferao tipo | e o fator de necrose tumoral alfa. O desencadeamento desta resposta tem
origem na estimulagio dos recetores de reconhecimento de padroes (PRR), os quais
apresentam a capacidade de reconhecer padroes moleculares associados a patogéneos. De
forma geral, existem duas classes de PRR, capazes de detetar a presencga de siRNA. Sao eles
os recetores Toll-like (TLR), capazes de detetar e identificar regides estruturalmente
conservadas de patogenos exdgenos ao organismo e os recetores citoplasmaticos. Dentro
dos TLR, existem trés com particular destaque, neste caso especifico. O TLR3, expresso em
endossomas e na superficie celular de populagoes especificas é capaz de reconhecer RNA em
cadeia dupla. Os TLR 7 e 8 localizados exclusivamente em vesiculas intracelulares,
nomeadamente endossomas, lisossomas, células mieloides e células B ativam uma resposta

imune na presenta de sequéncias especificas de RNA de cadeia Gnica'’.

Figura 4 - Vantagens e Desvantagens do siRNA. Além dos efeitos indesejados fora do alvo, como é o caso da regulagdo positiva e negativa de
genes ndo relacionados, foram identificadas também algumas limitacdes intrinsecas ao siRNA. Estas moléculas ao entrar na corrente sanguinea sdo
prontamente degradadas pelas ribonucleases e pelo sistema reticuloendotelial, o que compromete a respetiva biodisponibilidade em condigées fisiolégicas.
Além disso, a hidrofilicidade, o elevado peso molecular e a natureza polianiénica sdo também fatores que restringem a difusGo passiva do siRNA através
das membranas celulares. Apesar de todos estes obstdculos, as propriedades desta moléculas podem ser ajustadas, relativamente a capacidade de

silenciamento de genes (poténcia, especificidade e eficdcia [Adaptado de '°]
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2.3- TERAPEUTICAS EXISTENTES NO MERCADO- ONPATTRO

As terapéuticas baseadas na entrega de acidos nucleicos nas células, sao consideradas como
sendo bastante atrativas, porque ao contrario das pequenas moléculas convencionais que tém
como alvo, produtos da tradugao de genes, como por exemplo as proteinas, estas terapias

visam modular a expressdo genética, nomeadamente através do silenciamento de genes'®.

Como referido anteriormente, o uso de siRNA niao modificado esta sujeito a diversos
obstaculos, que se relacionam com a sua fraca biodisponibilidade apos administragao sistémica.
Assim, de modo a aperfeigoar o seu uso na clinica, € necessario, a aplicagao de modificagoes

quimicas e o desenvolvimento de novas formas de entrega do siRNA as células'®.

O Onpattro (patisiran), trata-se entao da primeira terapéutica de RNA de interferéncia
(iRNA), existente no mercado. Este medicamento foi primeiramente aprovado nos Estados
Unidos, pela Food and Drug Administration, no dia 10 de agosto de 2018, sendo
posteriormente concedida a respetiva autorizagdo de introdugao no mercado pela Agéncia
Europeia do Medicamento, para o tratamento da amiloidose hereditairia mediada por

transtirretina (ATTRh) em adultos".

A ATTRh é uma doenga multisistémica hereditaria, causada por variantes presentes no gene
que codifica a transtirretina, o que resulta na acumulagao de depdsitos amiloides no coragao,
nervos, trato gastrointestinal e outros érgaos. Esta € uma doenca progressiva e fatal, com uma

esperanca média de vida, de apenas 4,7 anos apds o seu diagnéstico'’.

A transtiterrina € uma proteina maioritariamente produzida pelos hepatocitos, que na sua
forma normal se apresenta como um tetramero, ou seja, € composta por quatro monomeros
idénticos. Esta é responsavel por assegurar o transporte do retinol e da tiroxina no corpo. Os
individuos com esta doenga apresentam mutagoes no gene da transtiterrina, que afetam a
estabilidade do tetramero, resultando na sua dissociagao em monomeros, os quais se agregam

em depositos amiloides, resistentes a degradacao'’.

O efeito terapéutico do patisiran, deve-se entiao ao silenciamento do gene da transtiterrina
nos hepatocitos, o que impede a produgao da proteina mutante e reduz a formagao de
depositos amiloides, traduzindo-se na interrupgao ou mesmo na reversao do progresso da

doenca. Neste caso em particular a cadeia guia do patisiran (3'-
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CAUUGGUUCUCAUAAGGUA-5') liga-se especificamente a uma sequéncia geneticamente
conservada na regido 3' nio traduzida (3'UTR) do RNA mensageiro da transtirretina mutante
(5'-GUAACCAAGAGUAUUCCAU-3'"), para desencadear o silenciamento do gene mediado
por RNA%.

A elevada biodisponibilidade do patisiran no figado é conseguida, através da sua encapsulagao
em nanoparticulas lipidicas (LNPs, do inglés lipid nanoparticles), as quais além de proteger o
siRNA da degradacao, ajudam a melhorar a estabilidade, reduzem a ativagao da resposta
imune, facilitam a internalizagao e aumentam a afinidade para o alvo. Estes sistemas LNP-siRNA
apresentam normalmente um didmetro que varia entre 60 a 100 nm e contém na sua
composi¢ao quatro componentes lipidicos: o lipido catidnico ionizavel (6Z, 9Z, 28Z, 31Z)-
heptatriaconta-6,9,28,3 |- tetraen-19-yl-4-(dimethylamino) butanoate (DLin-MC3- DMA), a
distearoilfosfatidilcolina ou DSPC, o colesterol e o (R)-methoxy-PEG2000-carbamoyl-di-O-
myristyl-snglyceride (PEG2000-C-DMG)*".

As propriedades fisico-quimicas do lipido cationico contribuem para a formulagao,
nomeadamente a formag¢ao da nanoparticula e a encapsulagio da molécula de siRNA. Além
disso, o DLin-MC3-DMA é responsavel pela regulagao da entrega do patisiran nos hepatocitos,
o que inclui a captagao celular, a fusao com a membrana endossomal e, finalmente, a libertagao
do siRNA do endossoma. A presenga do PEG2000-C-DMG na formulagao permite otimizar
o tempo de circulagao das LNPs, o que posteriormente traduz-se numa maior
biodisponibilidade do patisiran nos hepatdcitos. Estes lipidos peguilados apresentam a
capacidade de formar uma camada hidrofilica protetora, que estabiliza a nanoparticula lipidica
hidrofobica. Apos a administragao intravenosa, as LNPs sao opsonizadas pela apolipoproteina
E (ApoE), que as direcionam para os hepatocitos. Estas particulas entram no figado através das
fenestragoes vasculares existentes no endotélio, onde posteriormente se ligam aos receptores
ApoE existentes na superficie das células hepaticas. De seguida, existe a internalizagao das NPs
por endocitose e a fusao do componente lipidico, que fica ionizado com o endossoma. Assim,
apos a libertagao do siRNA no citoplasma, este é facilmente reconhecido e incorporado no

complexo RISC, desencadeando o silenciamento do gene mediado por RNAi*.
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de oligémeros esféricos, oligémeros amorfos e fibrilas amiloides, associados G doenga [Adaptado de '’]

3- MICRORNA

Os microRNAs (miRNAs), tal como mencionado anteriormente constituem-se como uma
classe dominante de RNA nao codificante, com capacidade de se ligarem a cadeias de mRNA
alvo complementares, induzindo assim a sua degradacao ou inibicao da respetiva tradugao. Por
esta razao sao considerados essenciais na diferenciagao, proliferacio e sobrevivéncia

celulares®.

3.1 MECANISMOS DE BIOSSINTESE: VIA CANONICA E NAO CANONICA

A biossintese de miRNA trata-se de um processo complexo, no qual intervém diversas
enzimas e complexos proteicos, necessirios para a sua produgio e maturagio”. Este
processamento que tem inicio no nucleo e termina no citoplasma, pode ocorrer através de
duas vias distintas: via canonica e via nao canonica. No entanto, aquela que se assume como

sendo a mais predominante e estudada é a via canénica®, a qual vai ser abordada em seguida.

O primeiro passo, na biogénese de miRNA através da via canonica é a transcricao do DNA,
pela RNA polimerase Il, o que origina a formagao de longas cadeias primarias de miRNA, as
quais contém uma estrutura em forma de gancho, denominadas de pri-mRNA?. As
extremidades desta sequéncia apresentam também elas modificagoes quimicas. A extremidade

5’ com a adigao de um grupo cap e extremidade 3’ com uma cauda poli-A, as quais tém como
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principal fungio proteger o transcrito”. Neste caso é importante salientar que maioria dos
genes, a partir dos quais sao codificados estes pri-miRNAs estao localizados em regices

compostas por introes, contendo as suas proprias regides promotoras®.

Ainda no ntcleo, o pri-miRNA é submetido a diversas etapas de maturagao efetuadas através
do complexo microprocessador, o qual é constituido pela proteina de ligagio ao RNA,
DGCRS8 (do inglés DiGeorge Syndrome Chromosome Region 8) e a enzima ribonuclease I,
Drosha*. Este processamento resulta na formagao de uma molécula de RNA em dupla cadeia

com aproximadamente 70 nucleétidos, denominada de precursor miRNA ou pré-miRNA%,

Apos esta clivagem, o pré-RNA vai ser transportado através do nucleo para o citoplasma das
células, com o auxilio da proteina exportina 5. Ja no citosol, por agao da enzima DICER, ocorre
o passo final do processo de biossintese, com a formagao de uma molécula de RNA com cerca
de 22 nucleétidos. Posteriormente, tal como acontece no mecanismo de acao do siRNA,
existe a incorporagao do miRNA no complexo RISC, onde por agao da proteina argonauta é
selecionada uma das cadeias, a qual constitui-se como sendo o miRNA maduro, capaz de ligar-

se a sequéncia alvo®.

Por outro lado, a sintese de miRNA através da via niao canodnica, faz uso de diferentes
combinag¢oes das proteinas envolvidas na via candnica, das quais de destacam as proteinas
Drosha, Dicer, exportina 5 e a proteina argonauta-2. De um modo geral, podemos fazer a
divisao em dois grupos distintos: via independente de Drosha/DGCRS8 e/ou via independente

da acio da enzima Dicer*.

No processo de biossintese de miRNAs através da via independente de Drosha/DGCRS, a
produgio de pré-RNAs ocorre no niicleo, a partir de outras moléculas®. Um exemplo sio os
mirtrons, os quais sao microRNAs produzidos durante o processo de splicing, a partir dos
introes que compoe o mMRNA. Estes sao posteriormente transportados para o citoplasma
através da exportina |, nio sendo assim necessario a clivagem por parte da enzima Drosha*.
Por outro lado, a sintese de microRNAs através da via independente da Dicer tem como
origem pequenas moléculas endégenas de RNA em forma de gancho. A particularidade desta
via é a participagao da proteina argonauta 2, em detrimento da enzima Dicer, no processo de

maturagio do pré-RNA”,
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complexo microprocessador. Apos ser exportado para o citoplasma pela exportina-5 o pré-miRNA é novamente alvo de processamento, o que
leva a formagdo do miRNA maduro, o qual é posteriormente incorporado na proteina argonauta. B) Via derivada de mirtrons: Intrées
curtos, denominados de mirtrons podem ser clivados e desramificados, formando mimicos de pré-miRNA com estrutura em forma de gancho,

contornando assim a clivagem pela Drosha. C ) Via independente de Dicer: Apos a clivagem pela Drosha, o pré-miRNA é incorporado

diretamente na proteina argonauta [Adaptado de *°]

3.2 PAPEL DO miRNA NO CANCRO

Desde os anos 2000, com a descoberta da existéncia de uma diminui¢ao significativa na

expressao dos miR-15 e miR-16 em doentes com leucemia linfoblastica, que o papel dos

microRNA no cancro tém vindo a ser e

reconhecida a associagao que existe entre a

processo carcinogénico®. Os niveis de expressio de miRNA nas células tumorais além de

possibilitarem a distingao destas, das célu

studado, mais detalhadamente. Atualmente é

desregulagao destas moléculas e a evolugao do

las saudaveis, sao também importantes para

caracterizar o tipo de cancro e o estadio do mesmo®.
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De acordo com a fungao do mRNA alvo, os microRNAs podem ser classificados como
supressores tumorais ou como miRNAs oncogénicos (oncomiRs). Esta divisao tem por base

o efeito modulador destas moléculas sobre a expressao do gene alvo.

De forma geral, os oncomiRs atuam inibindo negativamente genes supressores do tumor ou
genes que controlam os processos de diferenciagio ou apoptose”. Por outro lado, os miRNAs
que funcionam como supressores tumorais sao aquela cuja expressao se encontra diminuida.
De modo geral, estes previnem a progressao do tumor através da inibicdo de oncogenes e/ou

genes necessarios para a proliferacio celular”. Na tabela abaixo encontra-se apresentado a

influéncia de alguns miRNAs especificos no desenvolvimento de processos oncologicos.

miRNAs

Diseases

Impertant mRNA targets

miRNAs with tumour suppressive function (miRNA mimics as therapeutics)

let-7 # Solid tumours (e.g. breast, colon, MYC, BCLXL pan-RAS. EZHZ,
family ovarian, lung, liver and glioma) HMGA2, FAS. P21, PGRMC1
» B cell lymphoma and DICER1
miR-34a * Solid tumours (e.g. lung. liver. colon,  BCL2. MET. MYC. CDKB.
brain, prostate. pancreatic. bladder CD44.SRC.E2F1. JAG1.
and cervical) FOXP1,PDGFRA. PDL1 and
* Myeloma SIRT1
+ B cell lymphoma
*miR-143  » Solid tumours (e.g. bladder. lung. KRAS, ERKS, VEGF. NFKB1.
* miR-145 breast. colon, pancreas. cervical. and ~ MYC. MMPs, PLK1, CDHZ and
head and neck) EGFR
* Lymphoid leukaemia
miR-200 Solid tumours (e.g. breast. ovarian and ~ ZEB1, ZEBZ, BMI1, 5UZ12,
family lung) JAG1, 502, 5P1, CDH1 and

OncomiRs (antimiRs as therapeutic agents)

KRAS

miR-10b  Solid tumours (e.g. breast and glioma)  NF1,CDH1.E2F1. PIK3CA.
ZEB1 and HOXD10
miR-155 = Solid tumours (e.g. liver, lung, kidney,  SHIP, SPI1, HDAC4, RHOA,
glioma and pancreas) S50CS51.BCL2, IM|D1A.
» B cell lymphoma 50X6.SMAD2, SMADS and
» Lymphoid leukaemia TP53INP1
*miR-221  Solid tumours (e.g. liver. pancreasand ~ COKN1B, CDKN1C, BMF.RB1.
*miR-222 lung) WEE1, APAF1, ANXA1 and

CICF

Figura 7 - Influéncia de alteracées de miRNA no cancro. A parte superior corresponde aos miRNAs com atividade supressora de tumor; a

terapéutica neste caso passa pelos mimicos de miRNA. Na parte inferior estdo apresentados os miRNAs com atividade oncogénica; a terapéutica

nesta situagdo sdo os oligonucleétidos anti-miRNA [Adaptado de ]

3.3 MODULACAO TERAPEUTICA DOS miRNAs

A capacidade de modular a expressao e atividade in vivo dos miRNA possibilita a oportunidade
de desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras para o tratamento de varias

doengas, nomeadamente o cancro. As terapéuticas baseadas em microRNA, podem entao ter
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como objetivo restaurar a expressao do miRNA com atividade supressora de tumor ou pelo

contrario bloquear miRNAs com atividade oncogénica®.

As estratégias que visam um aumento no ganho de funcao dependem essencialmente da
utilizagao de mimicos de miRNA. Os mimicos sao pequenas moléculas sintéticas de RNA em
cadeia dupla, cuja sequéncia coincide com o miRNA correspondente. Estas tém como obijetivo,
repor a expressao de miRNAs que se encontra diminuida em caso de doenga. A sua ligagao
ao mRNA oncogénico, resulta na regulagao negativa do mRNA alvo, através do sequestro ou

degradagio do mesmo?®.

Pelo contrario os sistemas que pretendem a modulagcao da perda de fungao dos miRNA
conseguem obté-lo principalmente através da aplicagao de miRNA sponges, miRNA masks e

oligonucléotidos antisense direcionados a miRNAs (antimiRs)®.

A utilizagao de miRNA sponges baseia-se na expressao de moléculas de RNA compostas por
diversos locais de ligagdo complementares ao miRNA alvo, que atuam como “armadilhas”, o
que resulta na captura dos mesmos. Neste caso, como os miRNA sponges sao especificos para
a regiao seed do miRNA alvo, estes possuem a capacidade de bloquear uma familia inteira de

miRNA, detentora desta mesma sequéncia, o que podera traduzir-se em efeitos indesejaveis™.

A utilizagao miRNA masks, tem um fundamento oposto a situagao mencionada anteriormente.
Ou seja, a0 invés de bloquear o miRNA alvo, neste caso ocorre a protegao da molécula de

mRNA, cuja fun¢io se pretende preservar, permitindo a expressao da proteina de interesse”.

Por fim, uma das abordagens mais populares fundamenta-se na sintese de oligonucleotidos
antisense. Estes antimiRs definem-se como sendo pequenas moléculas sintéticas de cadeia
simples, com uma sequéncia complementar ao miRNA que se pretende inibir, sendo assim

capaz de se ligar fortemente a este, inibindo a sua fungio®.
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miRNA-based therapeutics
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Figura 8 - Estratégias de utilizacdo de miRNA na terapéutica. Terapéuticas cujo objetivo é a restauragdo dos niveis de miRNAs supressores de
tumor: (A) mimicos sintéticos de miRNA; (B) miRNAs supressores de tumor expressos endogenamente a partir de vetores baseados em virus. Terapéuticas

destinadas d inibigdo de miRNA oncogénicos: (C) miRNA sponges; (E) oligonucleétidos antisense [Adaptado de ]

A primeira terapéutica baseada em antimiRs a avangar para ensaios clinicos foi o Miravirsen,
para o tratamento da hepatite C. Este medicamento experimental tem como alvo terapéutico
o miR-122, o qual esta diretamente envolvido no desenvolvimento hepatico.
Concomitantemente, este microRNA participa também no ciclo de replicagao celular do virus
da hepatite C, através do qual ajuda a estabilizar o genoma viral, protegendo-a da degradagao

nucleolitica e da resposta imune inata do hospedeiro®"*.

O Miravirsen é um oligonucleétido antisense de terceira geragao, cuja sequéncia é
complementar tanto ao miR-122 maduro, como aos seus percursores (pre-miR122 e pri-miR-
122). Esta ligagao vai posteriormente impedir a biossintese do microRNA maduro, traduzindo-
se no bloqueio da interagao deste miR-122 com os seus alvos, nomeadamente ao nivel da
replicacio celular viral®>. Os ASOs de terceira geragio, diferenciam-se das restantes geragoes
pelas suas modificagoes quimicas, as quais foram implementadas com o intuito de melhorar o
perfil farmacocinético, aumentar o uptake intracelular e a eficacia da entrega no alvo. Uma das
alteragoes mais comuns e que se aplica nesta terapéutica € a inclusao de acidos nucleicos

bloqueados, isto é a modificagao da ribose com uma ponte extra que conecta o oxigénio 2' e
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o carbono 4' da mesma. Na Tabela |, apresentada abaixo, encontram-se listadas algumas das

principais diferengas entre as varias geragoes de oligonucleotidos antisense.

miR-122 target sites

S A
HCV genome 5' UTR

HCV RNA

Miravirsen
—

pri-miR-122

X pre-miR-122
Miravirsen
L=}

miR-122k

miR-122 target sites

N 7
HCV genome 5 UTR

HCV RNA

Figura 9 - Mecanismo de Acdo do Miravirsen. A) O miR-122 liga-se a dois locais na regido 5’ ndo traduzida do genoma do virus da hepatite C,
promovendo a sua propagacdo. B) O Miravirsen liga-se complementarmente ds sequéncias de miR-122 maturo, o que resulta na inibigdo funcional do
miR-122. Além disso, este apresenta também a capacidade de ligar-se a estrutura do pri-miRNA e do pré-miRNA, inibindo assim a respetiva maturagédo

[Adaptado de 3' |

ASOs Ativacdo Capacidade de Estabilidade in vivo Ligagdo ao Efeitos off-
da RNase Penetracdo nas mRNA alvo target
H Células
I1° geracdo SIM Moderada Estabilidade as Baixa Efeitos nao
(fosforotioato, nucleases elevada especificos
metilfosfonato) mais

pronunciados

29 geragdo (2’-O- NAO Moderada Estabilidade as Elevada Efeitos nao
Metoxietil, 2’-O-Metil) nucleases muito especificos
elevada mais

pronunciados

3° geracéo (Acidos

nucleicos bloqueados,

Acidos nucleicos NAO Elevada Resistente as Muito Elevada Moderados

peptidicos, Oligémero nucleases

morfolino )

Tabela | - Resumo das propriedades de trés geracées de oligonucleétidos antisense

86



Além do Miravirsen, existem outras terapéuticas anticancerigenas em fases de ensaios clinicos,
como é o caso do MRX34, indicado no tratamento de cancro de figado primario e em
metastases hepaticas provenientes de outros tumores sélidos. Este € um mimico do miRNA-
34, o qual é um regulador natural bem caracterizado da supressao tumoral, cujos niveis de
expressao se encontram significativamente reduzidos na maioria dos cancros. Este miRNA ¢é
responsavel pela inibicio de varias moléculas sinalizadores, as quais contribuem para o
desenvolvimento de processos cancerigenos, nomeadamente a proliferagao celular,

antiapoptose, metastase e quimiorresisténcia.

4. VACINAS

O desenvolvimento de vacinas baseadas em acidos nucleicos, surgiu na década de 90. O
objetivo principal consistia na producao rapida de vacinas seguras e eficazes, que pudessem
ser aplicadas em diferentes areas terapéuticas, com particular destaque na prevencao de
doencas infeciosas e na oncologia®. Algumas vacinas atualmente em desenvolvimento com

base nesta tecnologia encontram-se listadas no anexo |.

O fundamento das vacinas baseadas em mMmRNA baseia-se na estimulacio da imunidade
adquirida e adaptativa, através da transferéncia de RNA para as células, o qual ira
posteriormente ser expresso e traduzido em antigenos proteicos, responsaveis por

desencadear uma resposta imune no organismo™*.

Teoricamente, as vacinas de mRNA apresentam inUmeras vantagens, comparativamente as
convencionais. Alguns beneficios sio o facto de o mRNA nao se integrar no genoma, ao
contrario do que acontece em algumas vacinas virais, o que elimina potenciais preocupagoes
relativamente a possibilidade de serem inseridas mutagdes no codigo genético. Outro fator
relaciona-se com a forma de produgao destas vacinas, a qual é independente de células. Isto
traduz-se numa produgao custo efetiva, rapida e facilmente transponivel de escala. Uma outra
vantagem esta relacionada com a possibilidade de uma unica formulagao, ou seja, uma Unica
vacina de mRNA poder codificar diferentes antigénios, o que podera ser util, na presenga de

patogeneos resilientes ou quando o alvo abrange mais que um microrganismo®.

No entanto, esta tecnologia nao sofreu muitos avangos, devido a preocupagoes, relativas a sua

estabilidade, falta de eficacia e excesso de imunoestimulagao. A pandemia de COVID-19
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(SARS-CoV-2), neste caso veio despoletar um novo crescimento e interesse por parte da
industria farmacéutica nesta area. Isto deveu-se a aprovagao de duas vacinas de mRNA, a da

Pfizer-BioNTech e da Moderna®.

4.1 PRINCIPIOS E SINTESE DE mRNA

As vacinas de RNA sio constituidas por moléculas sintéticas de mRNA, que codificam os
antigénios, responsaveis pela estimulagao da resposta imune. Estas podem ser divididas em

duas categorias: self-amplifying RNA (saRNA) e o non-replicating RNA.

O mRNA convencional non-replicating € composto na extremidade 5 por uma estrutura cap
e por uma cadeia poliadenilada na extremidade 3°. Entre estas, encontra-se a sequéncia que
codifica o antigénio, denominada de open reading frame (ORF), a qual esta ladeada por duas
regides nio traduzidas, definidas como untranslated regions®®. O saRNA é uma molécula em
tudo igual a anterior, no entanto apresenta um tamanho bastante superior, devido a presenga
de sequéncias que codificam replicases de RNA, as quais permitem a amplificagao da cadeia
original. Assim é possivel a partir de pequenas quantidades de mRNA, obter uma elevada

expressio de antigénios®.

A estabilidade do mRNA esta diretamente relacionada com a estrutura 5" cap, a qual é
composta por um nucleosideo 7-metilguanosina, com carga positiva, que se encontra ligado
através de uma ponte de trifosfato a extremidade 5' do mRNA*. Esta estrutura é necesséria
para a iniciagao da tradugao, a partir do codao de iniciagao AUG. A sua presenca funciona
como um sinal, que permite o reconhecimento do mRNA pelos ribossomas e posteriormente
a sua ligagio aos mesmos®™. Outra fungio desta estrutura é a protecio do mRNA da

degradagao por exonucleases.

As UTRs sao zonas igualmente importantes, com um papel fundamental na regulagao da
tradugao, tempo de semivida e localizagao subcelular do mRNA. De forma geral, é preferivel
a utilizacao de UTRs de ocorréncia natural, derivadas de genes com uma expressao elevada,

, .re .35 . ,
como é o caso dos genes que codificam a a- e B-globina™. No entanto, isto nem sempre é
exequivel, visto que o seu desempenho pode estar dependente do tipo de célula. Assim, pode
ser necessario o uso de sequéncias de UTR modificadas, devidamente otimizadas, tendo em
conta o seu propésito e as células alvo®. Na extremidade 3’, esta sequéncia minimiza a

degradagao do mRNA através da eliminagao de locais de ligagao ao miRNA e regioes ricas em
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adenina e uracilo. Por outro lado, na extremidade 5’ sao minimizadas as sequéncias com uma
estrutura secundaria e terciaria, como por exemplo hairpins, as quais previnem o mecanismo

de scanning dos ribossomas, dificultando a respetiva ligacdo ao codio de iniciagio™.

Uma das porgoes mais criticas, no desenvolvimento das vacinas de mRNA é a regiao
codificante, a qual contém a sequéncia que sera traduzida. A ORF nao ¢é tao facil de modificar,
como as sec¢oes anteriormente referidas, no entanto existem estratégias que permitem
melhorar o processo de tradugao, sem alterar a sequéncia original. Uma abordagem baseia-se
na redundancia do cédigo genético, em que multiplos codoes codificam o mesmo aminoacido.
Assim uma hipotese € a substituicao de codoes mais raros, por codées com ocorréncia mais
frequente, que codificam o mesmo residuo de aminoacido. Apesar de ser uma estratégia muito
atrativa é necessario ter em consideragao que algumas proteinas necessitam duma taxa de
traducao mais baixa, associada aos codoes mais raros, para conseguir um enovelamento

correto da mesma®.

Outra forma de atuagao ¢ a incorporagao de nucledsidos modificados na sequéncia de mRNA.
Esta alternativa é efetiva, uma vez que o mRNA nao modificado é rapidamente reconhecido
por recetores de reconhecimento de padroes, como é o caso dos recetores TLR7 e TLRS, os
quais tém a capacidade de ligar-se a regioes do mRNA ricas em guanina e uridina. Esta ligacao,
ativa a producao de interferdes do tipo |, nomeadamente interferao a, o qual bloqueia a
tradugao do mRNA. Assim, sendo a utilizagao de nucledsidos modificados, particularmente
uridina modificada, permite a evasao a estes PRRs, o que se traduz posteriormente na tradugao

e consequente produgio das proteinas®.

A adicao de uma cadeia poliadenilada com 250-300 bases na extremidade 3’ € um processo
comum a quase todos os eucariotas, que ocorre apos a transcrigao. Um aspeto importante
neste processo € o tamanho desta cadeia, o qual estd relacionado com a estabilidade,
transporte e tradugao do mRNA maturo. No citoplasma, esta cadeia trabalha sinergicamente
com o 5’cap para formar uma estrutura estavel em forma de loop, com o fator de iniciagao
eucariética 4F, de forma a promover o inicio da tradugio®. Esta cadeia é também muito
importante para garantir a estabilidade do mRNA, uma vez que o protege da degradagao

enzimatica, nomeadamente da a¢do das exonucleases®.
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4.2 SISTEMAS DE ENTREGA DE mRNA

A entrega do mRNA nas células alvo é um processo critico e desafiante no desenvolvimento
destas vacinas. Os acidos nucleicos exdgenos, sem qualquer veiculo sao facilmente
reconhecidos pelo sistema imune, sendo posteriormente degradados pelas nucleases®. Além
disso, o mMRNA ¢é uma molécula grande (104 —106 Da), com carga negativa, o que impossibilita

a sua passagem através da bicamada fosfolipidica aniénica®.

De forma a ultrapassar estes obstaculos e melhorar a eficiéncia das vacinas, procurou-se
estudar e desenvolver outros sistemas de entrega, que possibilitem uma adequada protecao e

entrega do mRNA as células alvo, com particular destaque na nanotecnologia.

4.2.1 Poliplexos e Lipoplexos

A utilizagao de lipossomas conjugados com polimeros ou lipidos foram os primeiros sistemas
empregues na entrega de vacinas de mRNA as células, com recurso a lipossomas. Estes sao
definidos como vesiculas formadas por um nucleo aquoso, onde se encontra o mRNA,
revestido por uma ou multiplas camadas fosfolipidicas. A sua estrutura esférica é formada
através de interagoes hidrofilicas e hidrofébicas entre a cabega polar e a cauda apolar que

constituem os fosfolipidos*.

Os poliplexos e lipoplexos resultam da interagao electroestatica que ocorre entre o mRNA,
com carga negativa e os polimeros e lipidos catidnicos, respetivamente. A encapsulagao do
mRNA permite a sua protegao das enzimas, nomeadamente da agao da RNase, isto é, existe
um aumento de eficacia na entrega, que resulta da diminuicao na sua degradagao no
organismo**.

4.2.2 Nanoparticulas Lipidicas

Atualmente, as nanoparticulas lipidicas (LPNs) sao o veiculo de entrega de mRNA mais
avangado na clinica. Para isso contribuiu a aprovagao das vacinas da Pfizer-Biontech e da
Moderna, as quais tém por base este sistema®. As LNPs para além da protecio que conferem
ao mMRNA durante a circulagao sistémica, apresentam também outros beneficios, que estao
relacionados com a facilidade na formulagao, a natureza biocompativel e biodegradavel dos

33 35

seus constituintes e a elevada eficiéncia de encapsulagao™ . De forma geral, estas sao

constituidas por quatro componentes, que associados encapsulam e protegem o nucleo onde
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se encontra o mRNA. Sao eles o lipido ionizavel, colesterol, fosfolipido auxiliar (helper) e lipido

PEGuilado®.
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Figura 10- Representacdo esquemdtica dos componentes que constituem as nanoparticulas lipidicas de mRNA [Adaptado de 33]

A presenca dos lipidos catidnicos na formulagao é necessaria nao s6 para a complexagao e
encapsulacio do mRNA, mas também para uma entrega eficiente dos complexos no
citoplasma das células. A complexagao é conseguida através de interagoes electroestaticas
entre o lipido com carga positiva e o mMRNA, carregado negativamente. Por sua vez, a entrega

do mRNA nas células é obtida através da internalizagao das LNPs por endocitose™.

Para que seja possivel aperfeicoar o processo de complexagao e posteriormente da entrega
do mRNA é necessario a utilizagao de um lipido com uma constante de dissociagao acida (pKa)
adequada. Assim, quando o pH é menor que o pKa do grupo amina ionizavel, os lipidos
cationicos encontram-se protonados, adquirindo carga positiva. Por outro lado, estes

apresentam carga neutra quando o pH é maior que o pKa®.

Este fator é importante porque durante a circulagao sistémica (pH = 7.4) a carga é neutra, o
que contribuiu para a reducao da toxicidade sistémica e um prolongamento do tempo de
circulagio das LNPs*. Este fator, contribui para um aumento apreciavel do tempo de semivida
da nanoparticula em circulagao, que posteriormente traduz-se numa maior acumulagao em

tecidos alvos e numa maior biodisponbilidade”.
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Por outro lado, no ambiente acidico dos endossomas (pH ~ 6.5), o grupo amina fica
protonado, ou seja, com carga positiva, o que promove a fusao das LNPs com a membrana
endossomal, com subsequente libertagio no citoplasma. Assim, idealmente estes lipidos
devem possuir um pKa entre 6 e 7 *. Na tabela | é apresentado os lipidos utilizados nas

formulagoes das vacinas de mRNA atualmente aprovadas.

A sua natureza ionizavel é também responsavel por uma melhoria substancial, a nivel do perfil
de seguranca e tolerabilidade do organismo, uma vez que os lipidos que apresentam uma carga
positiva permanente estao diretamente associados a toxicidade celular, nomeadamente
através da estimulagao do sistema imune e formagao de agregados com subsequente deposicao

dos mesmos nos vasos sanguineos®’.

Brand name Cationic ionizable lipid pK, of the
ionizable head
group

Onpattro™ (62,972,287 317)-Heptatriaconta-6,9,28.31 tetraen-19-yl-4-(dimethylamino) butanoate (DLin-MC3-DMA) 6.44

Comirnaty™  ((4-Hydroxybutyl)azanediyl)bis(hexane-6,1-diyl)bis(2-hexyldecanoate), ALC-0315 6.09

Spikevax™ (Heptadecan-9-y1 8-((2-hydroxyethyl) (6-oxo-6-(undecyloxy) hexyl) amino) octanoate }; SM102 6.75

Figura 10 - Lipidos Catiénicos e respetivas constantes de dissociagdo dcidas usados em formulagées atualmente aprovadas [Adaptado

de 33]

Os lipidos PEGuilados, existentes na camada mais externa sao também um outro componente
chave para o uso eficaz de LNPs na terapéutica. A nivel estrutural, este é constituido por uma
porcao hidrofilica, composta por um polimero de polietilenoglicol e uma porcao lipidica

hidrofébica®.

De modo geral, o polimero PEG ja tem vindo a ser utilizado em outros sistemas lipossomais,
uma vez que funciona como uma barreira, prevenindo a opsonizagao por parte das células do
sistema reticuloendotelial, o que contribui para um aumento no tempo de circulagao e
consequentemente da sua biodisponibilidade em tecidos alvos. A sua utilizagao na entrega de
acidos nucleicos, tem também vindo a ser explorada, uma vez que existe uma relagao de
proporcionalidade inversa entre o teor de PEG e o tamanho da particula. Além disso, a
presenca deste lipido no processo de fabrico das nanoparticulas, também assegura a produgao

de uma populacio de particulas homogéneas, com um indice de polidispersio estreito®.

Como referido anteriormente, além das suas aplicagoes ja conhecidas em outros sistemas,

nomeadamente através da prevencao da opsonizacao, os lipidos PEG caracterizam-se por
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interferir noutros fatores importantes, relacionados com a eficiéncia de encapsulagao e a

entrega do respetivo drug loading as células alvo.

Apesar das inimeras vantagens, também foi verificado que esta camada mais externa das LNP
pode também ser em certos casos ser prejudicial para o processo de endocitose, uma vez que
dificultam o processo de fusao das nanoparticulas com a bicamada fosfolipidica. Assim, de
forma a otimizar o processo de transfecao celular foram desenvolvidos lipidos PEG com
capacidade de difusao, contendo duas cadeias de catorze carbonos. Estes sao capazes de se
dissociarem rapidamente das nanoparticula lipidicas na presenga de um reservatério lipidico,

como é o caso das lipoproteinas séricas.

Outra vantagem importante, que advém da habilidade de difusao destes lipidos € a diminuicao
da producio de anticorpos induzidos por PEG, os quais por sua vez estao intimamente
associados a um aumento da clearance das LNP do sangue e a um agravamento da

hipersensibilidade apés administragoes repetidas.

Além dos componentes referidos acima, as formulagoes de LNPs apresentam também outros
constituintes lipidicos, como é o caso dos fosfolipidos e do colesterol. Os fosfolipidos
contribuem para a melhoria de propriedades inerentes as nanoparticulas, das quais se
destacam, a eficicia de entrega, a tolerabilidade e a biodistribuicio®. Estes geralmente sao
neutros, como é o caso do DSPC, o qual apresenta uma geometria cilindrica e uma
temperatura de transicio de ~54 °C. Estas caracteristicas permitem a formagao de uma fase
lamelar, que estabiliza a estrutura das NPs*. A alteracio do perfil de libertagio do mRNA é
passivel de ser modificado, através da combinacdo do DSPC com outros fosfolipidos

saturados, que apresentem uma temperatura de transicio lipidica significativamente mais alta®.

O colesterol é um lipido neutro, capaz de melhorar a estabilidade das nanoparticulas, através
da modulagao da integridade e rigidez da membrana fosfolipidica. A geometria molecular
caracteristica dos derivados do colesterol pode ainda ter influéncia a nivel da eficacia na
entrega e biodistribuicao das LNPs. Por exemplo, o uso de analogos do colesterol com C-24
alquil fitoesterois melhoram significativamente a eficacia da entrega in vivo de nanoparticulas

lipidicas contendo mRNA encapsulado™®,
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5. CONCLUSAO

O RNA é uma molécula promissora do ponto de vista da aplicagao na terapéutica clinica, visto
que desempenha diversas fungoes fundamentais para a manuten¢ao da homeostase no
organismo, bem como pelo facto de que alteragoes e desregulagao destas moléculas, estao
associadas ao surgimento e consequente desenvolvimento de diversas doengas.
Aproximadamente 98% do RNA nao codifica proteinas, sendo essa categoria particularmente

relevante na drea da biologia sintética.

A terapia génica sofreu um grande avango com a descoberta do RNA de interferéncia (siRNA,
miRNA), uma vez que estes podem ser desenhados e construidos em laboratério, com o
intuito de modular a expressao genética, nomeadamente através do silenciamento especifico
de genes alvo. Este tipo de terapéutica apresenta um grande potencial, quando comparado
com as terapéuticas designadas de convencionais, uma vez que sao potentes, eficazes e

versateis.

Apesar dos beneficios demonstrados, sao também varios os obstaculos e desafios que tém de
ser superados, de forma a que estes sejam aprovados pelas diferentes autoridades do
medicamento, designadamente através do desenvolvimento de estratégias que evitem efeitos

off-target e uma otimizagao dos sistemas de entrega destas moléculas nas células alvo.

A pandemia foi também responsavel por grandes avangos a nivel cientifico, os quais foram
alcangados em tempo recorde, designadamente através da aprovagao das duas primeiras
vacinas de mRNA. Este aspeto, aliado ao facto da possibilidade do mRNA ser produzido e
posteriormente modificado quimicamente, utilizando sistemas de expressao in vitro, ou seja,
sem recurso a sistemas biologicos foi crucial para um novo investimento por parte das grandes
industrias farmacéuticas na area da biologia sintética com foco na terapia génica e na

nanotecnologia.

Concluindo, as terapias baseadas em RNA estao numa fase de grande crescimento e inovagao,
com a existéncia de diversos ensaios clinicos a decorrer atualmente. Apesar de ja terem sido
aprovadas algumas terapéuticas, que tém por base esta tecnologia e dos resultados positivos
demonstrados no decorrer de varios estudos in vitro e modelos experimentais, € necessario
ainda ultrapassar diferentes obstaculos, que tém atrasado a progressao e aceitagao destas

moléculas na realidade da terapéutica atual.
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Anexo | - PIPELINE DE VACINAS DE mRNA DA EMPRESA BioNTech PARA

DOENGCAS INFECIOSAS E NA AREA ONCOLOGICA®

Infectious Diseases

Drug Class Product Candidat Indication {Targeis) Pre-clinical Phase 1 Phase 2 Commercial Rights/Collaborator
|
: ! - ! Fasun Prama (Gnina), |
1 | IPﬁzer (Global, excl. Chlna):
| ] )
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I
1 | 1 H
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|
- i ! |
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|
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1
! 1
! ) ' [
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: Foundation :
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1 1 L] 1 I
" 4ot " : 1 1 L] 1
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|
Oncology
Drug
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1 1 [ 1
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