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l. Introducao

O farmacéutico é o especialista da area da saide que se concentra no medicamento,
desde a sua concegao até a dispensa e administragao. A sua intervengao contribui para a
prevencao e tratamento de doengas, através da prestagao de cuidados de saude diferenciados
e da promogao do uso responsavel de medicamentos. Deste modo, a carreira farmacéutica
exige um elevado sentido de responsabilidade e ética, sendo que a formagao e a constante
atualizagdo cientifica asseguram o cumprimento adequado do seu papel !,

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), com uma sélida formagao
académica, proporciona, ao futuro farmacéutico, um conjunto variado de recursos que o
habilitam a desempenhar fungoes em qualquer area farmacéutica. Sendo que estas englobam
as vertentes de Farmacia Comunitaria, Farmacia Hospitalar, Analises Clinicas, Indudstria
Farmacéutica e Distribuicio Grossista ™. O curso de MICF serve como alicerce para uma
formacgao especializada em cada uma das diversas atividades possiveis dentro desta profissao.
Das varias areas farmacéuticas, a farmacia comunitaria apresenta-se como a vertente mais
visivel da profissio farmacéutica, devido ao facil contacto com o utente . Neste local de
salde, prestam-se varios servigos caracteristicos da pratica farmacéutica, como a dispensa de
medicamentos, aconselhamento farmacéutico, apoio na utilizagao segura de medicamentos
através de monitorizagao farmacoterapéutica e farmacovigilancia, educagao da populagao em
matéria de salde, preparacio de medicamentos personalizados, medicao de parametros
bioquimicos e fisioldgicos, administragio de medicamentos, entre outros [,

O relatério em questao aborda o estagio curricular que ocorreu na “Farmacia Luciano
& Matos”, durante o periodo de | de fevereiro de 2023 a 7 de julho de 2023, sob a supervisao
e orientacao da Dra. Andreia Rocha e sob a direcao técnica da Dra. Helena Amado. A farmacia
localiza-se na Rua da Sofia, em Coimbra, no entanto, devido a obras nas instalagoes principais
da farmacia, o local onde decorreu o estagio trata-se de um local provisério na mesma rua.
Relativamente a estas instalagoes provisorias, a Farmacia Luciano & Matos dispoe de uma area
de atendimento ao publico, dois gabinetes de atendimento personalizado, um laboratorio, dois
gabinetes de direcao técnica, uma zona de rececio de encomendas, varias zonas de
armazenamento, instalagoes sanitdrias e uma copa.

Durante este estagio, proporcionou-se a oportunidade de aplicar as competéncias
profissionais adquiridas, enfrentando os desafios e responsabilidades inerentes a profissao
farmacéutica. No decorrer do presente documento, elaborado sob a forma de andlise SWOT
(Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats), sera apresentado, de forma critica e objetiva,

o processo de aprendizagem e a consolidagao dos conhecimentos adquiridos durante o estagio
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curricular, incluindo ainda, a exposi¢ao de cinco casos praticos, selecionados por enfatizarem

a importancia e o impacto da intervengao farmacéutica.

2. Analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats)

Pontos Fortes — Strengths Pontos Fracos — Weaknesses

=  Acompanhamento e integracao na equipa ®* Correlagio do principio ativo com

=  Plano formativo de estagio designacdo comercial

= Aconselhamento em dermocosmética

Oportunidades — Opportunities Ameacas — Threats

= Formagoes =  Rutura de medicamentos

= lLargo espectro de servicos prestados

Figura I: Analise SWOT do estagio na Farmacia Luciano & Matos.

2.1. Pontos Fortes
2.1.1. Acompanhamento e integracao na equipa

Ao longo do estagio, destacou-se a proximidade, disponibilidade e confianga
demonstradas pelos colaboradores no processo da integragao do estagiario. A farmacia
Luciano & Matos conta com uma equipa de trabalho extremamente ativa e organizada. Esta
equipa destaca-se, nao sé pela afabilidade, mas, acima de tudo, pela proatividade, dedicagao e
competéncia profissional. Além disso, a boa comunicagao interpessoal e o trabalho de equipa
presentes, sao caracteristicas essenciais na criagio de um ambiente propicio ao exercicio da
profissao farmacéutica. Existiu um constante empenho, por parte da equipa, manifestado
através de uma participagao ativa ao longo do estagio, fornecendo esclarecimentos no
surgimento de duvidas, facultando material de leitura e conferindo acesso a variadas
formacgoes. Este periodo formativo foi amplamente enriquecido pelo excelente ambiente de
equipa existente, proporcionando uma constante oportunidade de adquirir a confianga
necessaria para a superagao dos desafios emergentes e, consequentemente, para uma

progressao positiva no estagio.
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2.1.2. Plano formativo do estagio

O plano de formagao que serviu de base para o estagio, permitiu a aquisicao gradual
das competéncias necessarias no dominio de todos os elementos essenciais para o bom
funcionamento da farmacia. As novas tarefas foram introduzidas de forma progressiva, logica
e sequencial, permitindo a consolidagao dos conhecimentos adquiridos e, consequentemente,
a aquisicao de autonomia na realizacao de cada tarefa. Inicialmente, procedeu-se a formagao
nas fungoes de back office, que incluiram a recegao de encomendas, a verificagao e corregao
de pregos e datas de validade (quando necessario), o armazenamento com e sem a utilizagao
de robot de farmacia e a organizagao dos produtos expostos ao publico. Esta etapa destaca-se
como particularmente importante, nao sé pelo contacto com os produtos existentes na
farmacia, mas também pela primeira abordagem com as duas principais versoes do software de
gestdo e atendimento da “Global Intelligent Technologies®” (Glintt®), o SIFARMA®,

Apos o primeiro més nas fungoes de back office, comegou a transi¢ao para a area de
atendimento ao publico, onde, inicialmente, ocorre a observagao de atendimentos e,
eventualmente, onde se inicia a realizagao de atendimentos acompanhados por um elemento
da equipa. De forma a garantir uma boa preparagao para o momento do atendimento, foram
facultados protocolos de intervengao farmacéutica com esquemas de atuagao e, ainda, foi dada
formacao relativa ao sistema de faturagao dos varios tipos de receitas, organismos de
comparticipagao e gestao de estupefacientes e psicotropicos. Rapidamente foi adquirida a
autonomia no atendimento ao publico. No entanto, sempre com a proximidade de membros
da equipa que, a qualquer momento, auxiliavam na resolu¢ao de qualquer duvida que fosse
surgindo.

O plano de estagio terminou com uma semana de observagao no laboratério de
medicamentos manipulados, onde se proporcionou a oportunidade de contactar com o
software especifico de gestao de laboratorio, que a farmacia Luciano & Matos utiliza no dia-a-
dia na produgao de todos os medicamentos manipulados. Durante este periodo ocorreu a
observagao da concegao de varios medicamentos manipulados com as mais variadas formas
farmacéuticas e, ainda, foi proporcionada a oportunidade de, na qualidade de estagiario,
proceder a produgao de um medicamento manipulado, na forma de capsulas de minoxidil
[,5mg (Anexo 1-6).

O plano de estagio esta estruturado de forma a permitir que o estagiario adquira a

capacidade de realizar toda a gama de tarefas de maneira adequada, segura e independente.
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2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Correlacao do principio ativo com designacdao comercial

Durante todo este percurso, uma das componentes mais desafiantes apresentou-se na
familiarizagdo dos nomes comerciais correspondentes aos medicamentos. Nao
necessariamente por causa da dificuldade do reconhecimento e associagio dos nomes
comerciais ao respetivo principio ativo, mas porque existe uma pressao intrinseca, durante o
atendimento ao publico, em dar uma resposta rapida e clara ao utente. Esta dificuldade traduz-
se num maior tempo gasto de atendimento e na dificuldade de resposta rapida as diversas
perguntas dos utentes, correndo o risco de comprometer a confianga destes para com a
capacidade de esclarecimento do estagiario. No entanto, devido ao contacto prévio com
varios medicamentos, através do contacto repetido e com o auxilio da equipa e do sistema

informatico, esta dificuldade acabou por ser rapidamente ultrapassada.

2.2.2. Aconselhamento em Dermocosmética

No decorrer do periodo de estagio, o maior desafio a ultrapassar manifestou-se em
aconselhamento de produtos de dermocosmética. Apesar das varias formagoes
disponibilizadas e do apoio incessante da equipa na partilha de informagao, a quantidade e
variedade de marcas e produtos cosméticos apresentados em embalagens praticamente
semelhantes, apresentaram-se como o maior desafio na area de atendimento ao publico. Ao
contrario do que acontece com a designacao comercial de medicamentos, o contacto com
marcas de dermocosmética sempre foi limitado, agravando o tempo de adaptagao a vasta gama
de produtos. Esta dificuldade nao tera sido totalmente ultrapassada, mas existiu uma melhoria
significativa na agilidade de recomendagoes de dermocosmética. Desta forma, com experiéncia
futura naquele que é um percurso de aprendizagem continua em farmacia comunitaria,

também se tornar3, inevitavelmente, num desafio superado.

2.3. Oportunidades
2.3.1. Formacoes

Um dos compromissos fundamentais do farmacéutico € manter um nivel de
competéncia apropriado a sua atividade profissional. Desta forma, a formagao continua € um
componente essencial da carreira farmacéutica.

No decorrer do estagio, foram disponibilizadas varias agoes formativas, destacando as

da La Roche Posay®, Eucerin® e Ezfy®. Tendo estas sido Uteis no primeiro contacto com
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determinados produtos, no caso das da La Roche Posay® e da Eucerin®, e numa melhor

~ ;o . . ®
compreensao dos varios programas de acompanhamento compreendidos pelos servicos Ezfy™.
Este tipo de formagao continua provou-se extremamente Util para uma rapida integragao na
dinamica proativa da equipa e na familiarizagao com os varios produtos e servigos que sao

trabalhados na Farmacia Luciano & Matos.

2.3.2. Largo espectro de servicos prestados

A Farmacia Luciano & Matos dispoe de uma ampla gama de servicos de apoio ao utente,
nomeadamente a medicao de parametros bioquimicos (indice de glicemia, colesterol total,
pressao arterial), administragao de injetaveis e vacinas, servico de podologia, servico de
nutricao, preparagao individualizada da medicagao (PIM), entrega ao domicilio de
medicamentos, servicos compreendidos pelos programas Ezfy® e preparagio de
medicamentos manipulados.

Os servicos de medicao de parametros bioquimicos, assim como os servicos de
podologia, nutricao e administragao de injetaveis e vacinas, foram tipicamente efetuados nos
gabinetes de atendimento personalizado. Tanto o servigo de nutricio como de podologia,
decorrem em parceria com profissionais especializados e certificados na area mediante
marcagao prévia. Ja a administracdo de injetaveis e vacinas, € realizada apenas pelos
farmacéuticos com certificagao necessaria para essa fungao. Quanto aos servigcos de medicao
de parametros bioquimicos, estes podem ser prestados por qualquer elemento integrante da
equipa com habilitagoes de atendimento ao publico, incluindo o estagiario.

A Preparagiao Individualizada da Medicagao (PIM) é um servigo farmacéutico que
consiste na organizagao de medicamentos solidos orais em dispositivos, como caixas
dispensadoras ou alvéolos, de forma individualizada para melhorar a adesiao terapéutica,
aumentando a seguranca e eficacia dos tratamentos farmacoterapéuticos do doente . PIM é
um servico que pode ser prestado em farmacias comunitarias, de acordo com a Portaria n°
97/2018, de 28 de margo, que regula o exercicio da atividade de preparagoes individualizadas
de medicamentos Pl Este servico é indicado para doentes polimedicados, especialmente
aqueles com doengas cronicas, ou com dificuldades em gerir a medicagao. A PIM pode ajudar
a melhorar a adesao a terapéutica, pois facilita a identificagao dos medicamentos, a dosagem
correta e o horario de administragao. O servigo € prestado pelo farmacéutico, sendo que este
é responsavel por verificar a prescricaio médica, preparar a medicagao de acordo com as
necessidades do utente e fornecer orientagoes sobre a administragao da medicacao. Durante

o estagio, proporcionou-se a oportunidade de, nao sé observar todo o circuito de preparagao
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de PIM, mas também de auxiliar em processos de organizagao do stock dedicado a este servigo,
limpeza e montagem da tecnologia e abordar o software proprietirio que permite o
funcionamento de toda a maquinaria envolvida.

A entrega ao domicilio de medicamentos é um servico que pode ser prestado em
farmacias comunitarias, de acordo com o Decreto-Lei n° 307/2007, de 3| de agosto® e a
Portaria n.° 1427/2007, de 2 de novembro L. Este servigo é principalmente indicado a utentes
com dificuldade de deslocagao a farmacia, como idosos, pessoas com mobilidade reduzida ou
doentes croénicos. O servico de entrega ao domicilio de medicamentos é prestado pelo
farmacéutico, que é o responsavel por verificar a prescricao médica, preparar a medicagao e
entrega-la ao utente.

Os programas Ezfy® sio servigos de saude prestados por farmacéuticos comunitarios,
com o objetivo de melhorar a adesao a terapéutica, a seguranga e a eficacia dos tratamentos
farmacoldgicos. Os programas Ezfy® sdo personalizados, de acordo com as necessidades de
cada utente e incluem uma variedade de servicos, tais como a monitorizacao da adesao a
terapéutica, acompanhamento farmacoterapéutico e educagao em tematicas relacionadas com
saude. Durante o estagio, surgiu a oportunidade de participar em diversas formagoes relativas
aos varios programas de acompanhamento desenvolvidos pela Ezfy®. Além disso, no momento
de atendimento ao publico, houve, também, a oportunidade de proceder a inscri¢ao de varios
utentes nesses mesmos programas e, mais tarde, proceder ao devido acompanhamento, tanto
por meio telefénico, como presencialmente.

Os medicamentos manipulados correspondem a qualquer férmula magistral ou
preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico ™. Estes
sao tipicamente preparados na farmacia, de acordo com uma prescricao médica. Os
medicamentos manipulados podem ser preparados em diferentes formas farmacéuticas, como
comprimidos, capsulas, solu¢coes orais, suspensoes, pomadas, cremes, entre outros. Este
servigo destina-se a satisfazer necessidades do publico que nao sejam atendidas pelo mercado
farmacéutico. Conforme descrito no ponto 2.1.2., durante a ultima semana do estagio, surgiu
a oportunidade de proceder a concegao de um medicamento manipulado, assim como todos
os registos e os devidos procedimentos de controlo de qualidade. Este processo foi

acompanhado pela porgao da equipa que tipicamente se dedica ao laboratério a tempo inteiro.

14



2.4. Ameacas
2.4.1. Rutura de medicamentos

A rutura de medicamentos € uma situagao preocupante na perspetiva de um
farmacéutico, pois pode ter varias implicagoes negativas, tanto para os utentes, como para a
farmacia em si.

Durante o estagio, surgiram varios cenarios em que houve falta de fornecimento de
medicamentos de diferentes laboratérios, com niveis variados de gravidade, sendo que para
algumas destas situagoes, existiam alternativas terapéuticas disponiveis de laboratoérios
diferentes. O caso mais preocupante tera sido a rutura de stock de Ozempic®. Este
medicamento, comparticipado pelo SNS para o tratamento de diabetes, sofreu de uma
procura exacerbada devido 4 sua utilizagao off-label para perda de peso.

Nao tendo sido o Unico medicamento em rutura, surgiu a necessidade de se criar uma
lista de espera para varios medicamentos. A medida que ia sendo libertado stock para a
farmacia, iam-se contactando telefonicamente os utentes que tinham demonstrado interesse
em ser colocados em lista de espera, mediante a apresentagao de receita médica (quando

aplicavel).

3. Casos Praticos
3.1. Caso Pratico |

Mulher, americana a viver em Portugal ha menos de um ano, na faixa etaria dos 50
anos, recorre a farmacia no sentido de obter um xarope para a tosse. Perante a situagao,
desenvolve-se uma conversa no sentido de compreender o tipo de tosse e qual a possivel
origem do problema. Em conversa com a utente, conclui-se que esta sofria de uma tosse seca
que tinha comegado 4 dias antes da ida a farmacia. Tendo em conta que o inicio do sintoma
coincidia com um aumento significativo dos niveis de polen na atmosfera que ocorria no més
de maio, foi sugerido que a utente nao levasse o xarope para a tosse. Em vez disso, apos a
garantia de que a utente nao apresentava nenhuma hipersensibilidade conhecida a cloridrato
de fexofenadina, propds-se que experimentasse Telfast® 120 mg, tomando | comprimido por
dia, durante os 5 dias seguintes, de forma a denotar se haveria melhoria dos sintomas. A utente
aceitou a proposta e de seguida procedeu-se a explicagao de que poderia surgir alguma
sonoléncia durante o periodo que se encontrar a tomar o medicamento. Passado um més, a
utente retorna a farmacia, por motivos nao relacionados com a primeira visita. Questionou-

se se a estratégia adotada teria tido sucesso, pelo que a resposta foi positiva. Este caso pratico,
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elucida a importancia da capacidade de correlacio de varios factores na andlise de um
determinado problema, por parte do farmacéutico, desta forma permitindo que este tenha a
capacidade de tratar o problema subjacente a uma determinada situagao, ao contrario de

apenas corrigir o sintoma.

3.2. Caso Pratico 2

Mulher, na faixa etaria dos 60 anos com sobrepeso, visita a farmacia em busca da
medicagao habitual. Em conversa com a utente, esta recorda-se de que tinha recebido
resultados de andlises de rotina ha algum tempo e questiona se estas poderiam ser vistas na
farmacia, de forma a garantir que estava tudo conforme o desejado, sendo que nao
demonstrava intengao de ir ao médico num periodo de tempo proximo. Ao analisar as analises,
denota-se que estava quase tudo dentro de limites aceitaveis, no entanto dois valores
destacaram-se como potencialmente problematicos. Os valores de glicémia em jejum e da
hemoglobina glicada estavam particularmente elevados, sendo que os niveis de glicémia em
jejum se encontravam acima dos 250 mg/dL e os niveis de hemoglobina glicada entre 7,5 e 8.
Sem adotar uma postura alarmista, questionou-se a utente se esta sofria de diabetes, ao que
responde que, embora tivesse varios casos na familia, nao tinha diabetes. Foi recomendado a
utente que, assim que tivesse oportunidade, se dirigisse ao médico e mostrasse esses valores,
pois existia possibilidade de ela ter desenvolvido diabetes desde a Ultima vez que fez andlises.
Foi explicado que diabetes nao é uma doeng¢a incomum nem tao debilitante quanto o publico
comum acredita. Com a medicagao adequada e algumas alteragoes no estilo de vida, é possivel
seguir uma vida perfeitamente normal. Desde entao a utente voltou a farmacia, mas ainda nao
teria conseguido agendar uma consulta, devido aos constrangimentos atuais do Sistema
Nacional de Saude (SNS), sendo que foi reforgada a importancia de nao desistir de conseguir
uma consulta. Entretanto o periodo de estigio deu-se como terminado e, embora neste
momento nao se consiga saber o desfecho deste caso, este caso clinico reforga a importancia

do contacto e da proximidade do farmacéutico com o utente.

3.3. Caso Pratico 3

Homem, na faixa etéria dos 50 anos, visita a farméacia com o objetivo de adquirir Cialis®

e refere que foi um médico que lhe é proximo que recomendou a toma e, adicionalmente,
que seria a primeira vez que iria tomar este medicamento. Em conversa com o utente, conclui-
se que este carece da receita médica para a aquisi¢ao do produto. A partir deste momento

fica decidido que nao se ira proceder com a cedéncia do medicamento, no entanto, sendo a
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primeira vez que o utente iria recorrer a este tipo de medicagao, antes de negar a venda,
fomenta-se um didlogo com o utente no sentido de compreender mais sobre o caso. Desta
forma, podendo surgir a oportunidade de aconselhamento farmacéutico Util sem que o utente
fique desmotivado na partilha de informacao. Eis que, no decorrer do didlogo surge que o
utente sofre de problemas cardiovasculares e que se encontra a tomar medicagao, que embora
nao se tenha lembrado do nome em concreto do medicamento, sabe que é para o coragao.
Dado este cenério, foi desaconselhada a toma de Cialis®, pelo que existe a possibilidade deste
tipo de medicamento influenciar os problemas cardiovasculares presentes e, até mesmo,
interagir com a medicacdo que toma. O utente apercebe-se que nao sera cedido o
medicamento que procura, a postura altera-se e, no fim, sorrindo, denota que “se nao sera
vendido ali, sera noutra farmacia”. Embora este caso nao tenha tido um final totalmente
positivo, € importante refor¢ar a importiancia do interesse do farmacéutico no utente.
Certamente que, neste caso, se poderia simplesmente negar a venda a partir do momento que
se constata a falta da receita médica. No entanto, a criagao de um didlogo e uma investigagao
mais cuidada e preocupada sobre um determinado cenario, pode levar a oportunidades de
educacao da populagao na matéria da saude. Nem todos os membros do publico iram
responder positivamente as diregoes que o farmacéutico propode, no entanto € imprescindivel
que este nunca deixe de estabelecer um didlogo e de partilhar informagdes pertinentes sobre

os produtos de saude.

3.4. Caso Pratico 4

No decorrer do estagio, surgiram varias situagoes onde o publico demonstra um
determinado nivel de iliteracia relativamente aos métodos contracetivos. Embora a maioria
dos acontecimentos tenham ocorrido com utentes de faixas etdrias jovens (na casa dos 20-30
anos), o desconhecimento em relagao a métodos contracetivos é transversal a idade.

Mulher, na faixa etaria dos 20 anos, recorre a farmacia com o objetivo de obter a
dispensa de contracegao oral de emergéncia. Sendo a utente do sexo feminino e o tema
caracteristicamente sensivel, é questionado se se sentiria mais confortavel em ser atendida
por uma mulher, ao que responde que nao lhe faz diferenga. Perante a situagao, recolhe-se
mais informagao sobre a motivagao pela procura deste método contracetivo. Tenta-se saber
ha quanto tempo aconteceu a relagao sexual, se utiliza algum método contracetivo hormonal
ou nao hormonal e quando teria sido a ultima menstruagao. Conclui-se que a relagao sexual
teria acontecido ha menos de 24h sem a utilizagao de qualquer método contracetivo, no

entanto demonstrou interesse em iniciar a toma de uma pilula, perguntando qual a que seria
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mais recomendada. Frente a esta questao, é explicado que cada pilula tem caracteristicas
diferentes e que devem ser escolhidas conforme as caracteristicas individuais de cada mulher.
Dessa forma, o mais indicado seria tentar conseguir uma consulta de planeamento familiar ou
de ginecologia, para que lhe seja recomendada uma pilula contracetiva adequada as suas
caracteristicas pessoais. Tendo em conta que a relacao sexual teria ocorrido num prazo
inferior a 24 horas, é recomendada a toma de Levonorgestrel 1,5 mg, de nhome comercial
Norlevo®, alertando para os potenciais efeitos secundarios. Alerta-se ainda que, no caso de
vomitos ou diarreia num periodo apos as 3 horas da toma, teria de repetir a toma.
Adicionalmente, alerta-se que o método contracetivo de emergéncia, como o nome indica,
deve ser reservado apenas para emergéncias e que nao deve ser utilizado de maneira regular.
Por fim, é reforgada a importancia dos métodos contracetivos de barreira durante as relagoes
sexuais.

Todos os atendimentos relacionados com a contracecao de emergéncia apresentam
uma oportunidade para a promocao de literacia do publico relativamente ao tema da
contracegao. Este caso pratico, ilustra, novamente, a importancia do papel do farmacéutico na

educacao da populagao na matéria da saude.

3.5. Caso pratico 5

Homem, na faixa etaria dos 40 anos, dirige-se a farmacia com o objetivo de encontrar
algum produto que auxilie no controlo de diarreia que teria surgido dois dias antes. Frente a
este cenario € questionado que tipo de alimentos teria consumido nos dias anteriores, se teria
viajado recentemente, se havia ocorréncia de nauseas ou vomitos e se teria sentido febre. O
utente nao viajou, nao ingeriu alimentos fora da sua alimentagdo comum, nao apresenta
nauseas, vomitos nem febre. Desta forma, foi recomendada a toma de UL-250%até 3 vezes ao
dia, com objetivo de reestabelecer o balango intestinal, o consumo de grandes quantidades de
agua, evitando a desidratagao e uma alimentagao leve durante os dias seguintes. Tendo em
conta que a maior parte dos casos de diarreia se trata de ocorréncias autolimitadas,
recomendou-se que, caso o cenario de diarreia nao ficasse resolvido nos proximos 3 dias, se
dirigisse a uma consulta médica, para que se consiga avaliar e diagnosticar a situagao.

Esta situagao ilustra a importancia da farmacia como um recurso acessivel para obter
informagoes e produtos para o tratamento de problemas de saide comuns. Mesmo em casos
simples, como a diarreia, o farmacéutico desempenha um papel fundamental na orientagao de

solugoes adequadas.
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4. Consideracoes Finais

O estagio curricular em farmacia comunitaria é, indiscutivelmente, uma componente
vital do plano de estudos de MICF, oferecendo uma oportunidade inestimavel para a
consolidagao dos conhecimentos técnicos e cientificos adquiridos durante o curso.
Gradualmente, foi adquirida autonomia na execugao de diversas tarefas inerentes a profissao.
Este periodo de formacao reforga ainda, a importancia do papel do farmacéutico como
prestador de cuidados de saude. Para o desempenho eficaz das fungdes em farmacia
comunitaria, demonstrou-se essencial a aplicagio dos conhecimentos e competéncias
adquiridos ao longo do curso de MICF.

Gostaria de reforgar um profundo agradecimento a toda a equipa da Farmacia Luciano
& Matos, pela dedicagao a minha formagao, pela integracao na equipa, pelo apoio constante e

por toda a confianga depositada em mim.
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6. Anexos

‘Operagdes prévias:

Verificar que a area Iaboratorial est3 limpa e desocupada;

jVeiiﬂt':af's’e} estao d‘is_poniveis todos os materiais, equipamentos e matérias-primas;

X er & preparacdo do manipulado, respeitando as Boas Praticas de Preparacao de Manipulado
|

Equipamento:

1. Reduzir a tenuidades semelhantes os componentes da mistura de ads, caso se aplique;

2. Pesar ofs) pos;
3. Misturar os pés em almofariz de vidro;
4. Apos obtenc3o de uma mistura homogénea, proceder ao enciiiraz:ito volumeétrico dos

invélucros previamente seleccionados;
'Dados de Identificacdo: Contacto

!
Modo de Preparacdo: §
g

‘Operador

Anexo |: Ficha de Preparagao de 60 capsulas de minoxidil (Pagina | de 2).
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61 unid

PVP calculado a0 abrigo da Portara 1 769/2004 de 1 daunho  {va 6 % Prego sem IVA:

I

do Informaticamente,

Anexo 2: Ficha de Preparagao de 60 capsulas de minoxidil (Pagina 2 de 2).
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do de limpeza do material.

uzir a tenuidades semelhantes os compicaeiies == mistura de pos, caso

Anexo 3: Ficha de Preparagao de Medicamentos Manipulados (Pagina | de 4).
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e Condigies de conservagio

. (oosoNOA

a,\“.e)\\.emet«\*

Prazo de utilizagdo:

Rotulagem

ceder a elaboragio do rétulo de acorde com o modelo descrito em seg
exar a esta ficha de prepara¢do uma copia, rubricada e datada, do rétul

Anexo 4: Ficha de Preparagao de Medicamentos Manipulados (Pagina 2 de 4).
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Aprovado M Rejeitado [El) iy
s
Supervisor: _ & 3 TR

Anexo 5: Ficha de Preparagao de Medicamentos Manipulados (Pagina 3 de 4).
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L
.

(farmécia Luciano & Matos

FICHA DE PREPARAGAO DE MEDICAMENTOS MANIPULADOS

Cdlculo do prego de venda

MATERIAS-PRIMAS:

Prego de aquisigio de uma dadn

Q@Ao%

HONORARIOS DE MANIPULAGAO:

Prego da matéria-
prima utilizada na

—
MattARSprimA Embalagem existente em armazém uantidade unitiria (sem IVA Quantidade ullv‘.:lor"
Quantidade Preco de aquisigho Quantidade o L Ll preparagio
adquirida (s/1VA) unltirla LAt g
Minoxidil A00a, oagl ¢ 4@ 0,234\ €| oA x 9.8 &) -
Riboflavina \?So% é 3 ‘\_Q l\ ¢ /1 0 O\‘EE éﬂé, €| x0f g\ X QQ 8 &
Dilucap SLD [m'go | Ao’ RS ¢ 3106« |- ¢
Capsulas n°3 @) N 4 x - ) €
o1 O Det | A8 logos [ R [AA. 4082
! O Total Matéria-Prima (A) | =

Fator
Forma F Valor
Farmacéutica Quantidade © multiplicativo - -
Valor referente & - ~ =
quantidade base 45 \W H) S /gt;2 4 4 IS ?%I /?4 3
Valor adicional L AP\ ; /\O : Xb@ X O} O\ Ol%@ A
Total da Manipulagio (B) | =) €
MATERIAL DE EMBALAGEM:%% o Noose [
1 i i o Fator
z;:ﬂ::c:‘c Prego de aquisigio Quantidade multiplicativo Valor
S € = €
Baroxo A0e 0,65 Ol ) N2 EoOEE
— S €| x = X — = — €
Rl de Matorial de Embalagem (O BN |
Y
P. V. P. DO MEDICAMENTO MANIPULADO:
Soma de (A) +(B) +(C) Fator multiplicativo Valor
& OA & AR - 36,
L. V. A,

Operador: S Q :

Supervisor:

(7=

A%

Imp.018 Rev.1
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“Concecao, producao e aplicagaio de DNA e mRNA

sintéticos em terapia génica”

Orientador: Professor Doutor Luis Pereira de Almeida
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Lista de Abreviaturas

ADA — Adenosine deaminase (Em portugués: Adenosina desaminase)

ATP — Adenosine triphosphate (Em portugués: trifosfato de adenosina)

ATTR — Transthyretin Amyloidosis (Em portugués: Amiloidose de transtirretina)
Cas9 — CRISPR associated protein 9 (Em portugués: Proteina 9 associada a CRISPR)

COVID-19 — Coronavirus disease 2019 (Em portugués: Doenga provocada por coronavirus
2019)

CPP — Cell-penetrating peptides (Em portugués: Péptido de penetracao celular)

CRISPR - Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (Em portugués: Repeti¢coes

Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas)

CTP - Cytidine triphosphate (Em portugués: Citidina trifosfato)

DMD - Digital Micromirror Device (Em portugués: Aparelho digital de microespelhos)
DMT - Dimethoxytrityl (Em portugués: Dimetoxitritil)

DNA — Deoxyribonucleic acid (Em portugués: Acido desoxirribonucleico)

dsDNA — Double-stranded DNA (Em portugués: DNA de cadeia dupla)

FDA — Food and Drug Administration

GTP - Guanosine triphosphate (Em portugués: Trifosfato de guanosina)

HIV — Human Immunodeficiency Virus (Em portugués: Virus da imunodeficiéncia humana)
HPLC — High-performance liquid chromatography (Em portugués: cromatografia liquida de alta
eficiéncia)

HPV — Human Papillomavirus (Em portugués: Virus do papiloma humano)

IVT — In Vitro Transcription (Em portugués: transcrigao in vitro)

LNPs — Lipid Nanoparticles (Em portugués: Nanoparticulas lipidicas)

LPHNPs — Lipid-Polymer Hybrid Nanoparticles (Em portugués: Nanoparticulas Hibridas Lipido-

Polimero)
LTR — Long terminal Repeat (Em portugués: Repeticoes terminais longas)

m7G — 7-Metilguanosina
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MRNA — Messenger-RNA (Em portugués: RNA mensageiro)

NTP — Nucleoside triphosphate (Em portugués: Nucleosideo trifosfato)

ORF - Open Reading Frame (Em portugués: Fase de leitura aberta)

PABP - poly-A-binding protein (Em portugués: Proteina de ligagao poli-A)

PCR - Polymerase chain reaction (Em portugués: Reagao em cadeia da polimerase)

PEI — Polietilenimina

PGH - Projeto Genoma Humano

PPG — Photolabile 5’ protecting groups (Em portugués: Grupos de protecio fotolabeis 5')
RNA - Acido ribonucleico

SARS-CoV-2 — Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (Em portugués: Coronavirus

da sindrome respiratoria aguda grave 2)

SCID - Severe Combined Immunodeficiency (Em portugués: Imunodeficiéncia combinada grave)
SIDA - Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

siRNA — Small interfering RNA (Em portugués: RNA de Interferéncia Curto)

TdT - terminal desoxinucleotidil transferase (Em portugués: Desoxinucleotidil-transferase

terminal)

TLRs — Toll like Receptor (Em portugués: Recetor tipo toll)

tRNA - Transfer ribonucleic acid (Em portugués: RNA de transferéncia)
UTP - Uridine triphosphate (Em portugués: Trifosfato de uridina)

UTR - Untranslated Region (Em portugués: Regiao nao traduzida)
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Resumo

Em 1990, foi proposto o projeto do genoma humano (PGH), com o objetivo de
sequenciar e mapear o genoma humano. Desde entdo, emergiram varios estudos relacionados
com terapia génica. Esta terapéutica € uma abordagem inovadora, que visa corrigir as causas
subjacentes de uma ampla variedade de doengas, através da introdugao de genes terapéuticos
nas células do doente, desencadeando a produgao de proteinas especificas, a substituicao de
genes defeituosos ou a desativagao de genes problematicos.

A terapia génica baseia-se na compreensao profunda da biologia molecular e genética
humana e no desenvolvimento de técnicas avangadas que permitem a manipulagao e entrega
de material genético. A produgao de DNA e mRNA (RNA mensageiro) seja por métodos
biotecnologicos seja por sintese quimica, emerge como um passo fundamental em terapia
génica, sendo que fornece uma ferramenta essencial para o desenvolvimento de abordagens
especificas na resolugao de diversas condi¢oes de saude.

Apesar de enfrentar desafios complexos, a terapia génica carrega um potencial de
impacto enorme, prometendo revolucionar completamente o paradigma de tratamento de
inimeras afe¢oes de saude. No entanto ainda existem alguns desafios significativos, incluindo
a eficacia a longo prazo, a seguranga das abordagens utilizadas e a complexidade e custo
associado, aos processos biotecnologicos em que se recorre a células para a produgao de
acidos nucleicos.

Em alternativa aos processos biotecnolégicos tém vindo a emergir os processos sintese
quimica na produgao de DNA e mRNA sintéticos que no decorrer da presente monografia,
serao explorados. Serao ainda abordados os principais métodos de entrega e aplicagoes de

mRNA sintético.

Palavras-chave: Terapia génica, DNA sintético, mMRNA sintético, Concegao, Aplicagoes
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Abstract

In 1990, the Human Genome Project (HGP) was proposed with the aim of sequencing
and mapping the human genome. Since then, several studies related to gene therapy have
emerged. This therapy is an innovative approach that seeks to correct the underlying causes
of a wide variety of diseases by introducing therapeutic genes into the patient's cells, triggering
the production of specific proteins, replacing defective genes, or deactivating problematic
genes.

Gene therapy is based on a deep understanding of molecular biology and human
genetics, as well as the development of advanced techniques that enable the manipulation and
delivery of genetic material. The production of DNA and mRNA (messenger RNA), whether
through biotechnological methods or chemical synthesis, is emerging as a crucial step in gene
therapy, providing an essential tool for the development of targeted approaches to addressing
various health conditions.

Despite facing complex challenges, gene therapy carries enormous impact potential,
promising to completely revolutionize the treatment paradigm for numerous health
conditions. However, there are still some significant challenges, including long-term efficacy,
the safety of the approaches used, and the complexity and cost associated with
biotechnological processes that rely on cells for the production of nucleic acids.

As an alternative to biotechnological processes, chemical synthesis processes for
producing synthetic DNA and mRNA have been emerging, which will be explored in the
course of this monograph. The main methods of delivery and applications of synthetic mRNA

will also be addressed.

Keywords: Gene Therapy, Synthetic DNA, Synthetic mRNA, Conception, Applications.
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l. Introducao

I.1. Relevancia e Motivaciao

O projeto Genoma Humano (PGH) é um dos marcos mais importantes da historia
cientifica. O projeto, liderado por um grupo internacional de investigadores, foi langado em
1990 e tinha como objetivo sequenciar e mapear o genoma humano. Concluido em 2003, este
provou-se um sucesso, sendo que pela primeira vez se estabeleceu a maior parte das
sequéncias codificantes de proteinas . Desde que este projeto foi proposto, surgiram vérios
estudos relacionados com terapia génica e, em 1990, a Food and Drug Administration (FDA)
aprova o primeiro ensaio clinico para tratamento de uma imunodeficiéncia recessiva rara, a
deficiéncia na adenosina desaminase (ADA) que provoca uma doenga denominada de
imunodeficiéncia combinada grave (SCID). Esta doenga é caracterizada pela falta ou alteragao
do gene responsavel pela sintese da enzima ADA, uma enzima crucial para o funcionamento
do sistema imunitario, sendo que a sua fungao é imprescindivel para o desenvolvimento e
maturagio de linfécitos T e B 1. Neste ensaio clinico, ocorreu a recolha de células T a partir
do sangue dos doentes e, posteriormente; foram estimuladas a proliferar em cultura e
transduzidas com um vetor retroviral que continha uma coépia funcional do gene de ADA.
Apos a reintrodugao no corpo humano, o niumero de linfécitos T no sangue normalizou, tal
como varias respostas imunitarias. O tratamento foi interrompido apos dois anos, mas a
expressio do gene ADA nos linfocitos T, persistiu Pl. O sucesso deste procedimento vem
solidificar a terapia génica como uma terapéutica promissora no tratamento de varios tipos
de doencas debilitantes, como é o caso de varias patologias genéticas ou doengas de foro
oncolégico ™,

Ao serem introduzidos genes terapéuticos nas células do doente, a terapia génica tem
a capacidade de abordar diretamente as causas fundamentais destas condi¢oes, oferecendo
tratamentos potencialmente curativos ®. Devido as suas propriedades (nicas e possiveis
beneficios, o design, produgao e aplicagao de DNA e mRNA sintéticos tem sido um tema
importante na 4rea da terapia génica ®l. Desta forma, a motivagio por detris do estudo do
design, produgao e aplicagio de DNA e mRNA sintéticos na terapia génica, decorre do desejo
de aprofundar o conhecimento sobre estas estratégias terapéuticas e fomentar um rapido

desenvolvimento deste dominio.
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2. Terapia Génica: Principios e Aplicacoes
2.1. DNA e RNA

O DNA (acido desoxirribonucleico) e o RNA (acido ribonucleico) sao dois tipos de
acidos nucleicos que desempenham papéis fundamentais para o funcionamento do organismo.
O DNA tem como principal fungao, o armazenamento de informagoes genéticas. Por sua vez,
o RNA, apresenta-se como essencial para a transmissao de informagoes genéticas e para a
sintese de proteinas nas células, desempenhando uma variedade de fungoes vitais e estando
envolvida em diversos processos biolégicos . Os nucleétidos sio a unidade basica e
fundamental da composigao dos acidos nucleicos. Estes sao moléculas complexas, compostas
por trés componentes principais: a base azotada, que determina a informagao genética; a
pentose (que no caso do DNA ¢ a desoxirribose e no caso do RNA ¢ a ribose); e um grupo
fosfato (o componente responsavel por conferir a carga negativa a molécula e imprescindivel
na formagio das ligagdes fosfodiéster que ligam os nucleétidos adjacentes) 71,

Existem varios tipos de RNA, de entre os quais se destaca especialmente o mRNA
(RNA mensageiro), pela sua capacidade de transporte de informagao genética do DNA para
os ribossomas, onde a sintese proteica ocorre. Os aminoacidos pertencentes as proteinas sao
determinados pelos codoes de mMRNA, que consistem em sequéncias de trés bases azotadas
[IO].

A compreensao das estruturas e fungoes dos acidos nucleicos sao fundamentais no
desenvolvimento de terapias génicas eficazes, sendo que nos oferece conhecimento critico na

projecao de estratégias precisas na abordagem das causas fundamentais de varias patologias.

2.2. Definicdo e principios da terapia génica

Na terapia convencional, a falta, ou disfungao, de uma proteina sé pode ser corrigida
através do fornecimento externo dessa proteina no seu estado funcional ativo, ou de uma
molécula que exerca uma fun¢ao semelhante de forma direta ou indireta. A terapia génica
surge como uma nova abordagem a esta problematica. Munida da capacidade de combater as
causas genéticas subjacentes de determinadas doencas, esta estratégia terapéutica visa tratar,
ou prevenir, patologias ao introduzir, ou modificar o material genético nas células do doente,
proporcionando tratamentos de longo prazo ou, até mesmo, potencialmente curativos ['"'2,
A terapia génica é categorizada em dois grupos principais, conforme o tipo de células

em que a inser¢ao de genes acontece, terapia génica da linha germinativa e a terapia génica

somatica "%,
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Na terapia génica de linha germinativa, os genes adquiridos sao passados a geragoes
futuras, passando a constituir parte integrante do genoma das células do organismo Pl Esta
abordagem nao é amplamente aplicavel devido aos riscos, a questoes éticas associadas e a
insuficiéncia de estudos sobre o impacto desta abordagem em geracdes futuras '*. Quanto a
terapia génica somatica, esta pode ser categorizada em duas estratégias principais: in vivo e ex
vivo >4,

Na terapia génica in vivo, os genes terapéuticos sao administrados diretamente ao
corpo do doente através de um dos varios métodos de entrega !', podendo envolver a
transferéncia genética para um 6rgao especifico, situagao em que pode ser designada de in situ
[7] Por outro lado, a terapia génica ex vivo envolve o isolamento de células do doente, a sua
modificagao externamente ao organismo e, de seguida, a reintrodugao das células modificadas
no doente . Na terapia génica somética, nio ocorre transmissio dos genes as geracoes
futuras, restringindo-se apenas ao individuo tratado ['’l.

No decorrer do presente documento sera abordada a tematica do design, produgao e

aplicacio de DNA e mRNA sintéticos no ambito da terapia génica.

2.3. Mecanismos de funcionamento da terapia génica

Usualmente, a terapia génica envolve a transferéncia de material genético para as
células do doente de forma a reverter uma condicio anormal ou induzir uma nova
propriedade. Dependendo do problema subjacente que provoque a doenga, é possivel aplicar
varias abordagens, como a adicao, a reparagao ou a inativagao de material genético. Os trés
principais métodos de funcionamento da terapia génica, compreendem: a adicao de genes,
onde se procede a adicao de uma copia saudavel e funcional do gene a células que nao o
possuem ou tém uma copia defeituosa deste. Um exemplo deste tipo de abordagem ¢é a adigao
de um alelo normal do fator de coagulagio IX humano no tratamento de hemofilia tipo B I'®;
o silenciamento de genes (que envolve a entrega de material genético com o propdsito de se
ligar a um mRNA especifico de forma a impedir a sua expressio) ['’; e a ediciao de genes (que
envolve a entrega de material genético que pode ser usado para cortar, inserir ou alterar

seccoes especificas de DNA de uma célula do individuo afetado) *°.

2.4. Tipos de abordagem a terapia génica - O papel de DNA e mRNA

Tendo presentes os mecanismos de funcionamento acima referidos, € importante
destacar o papel de DNA e RNA em terapia génica. Comegando pela terapia com DNA, esta

abordagem envolve a entrega de DNA que codifica a produgao de RNA que por sua vez
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codifica uma proteina especifica que ira tratar a doenca. O DNA deve ser entregue ao nicleo
da célula, onde permanecera no caso de células quiescentes, fazendo com que este tipo de
tratamento seja tipicamente de administragao unica "%,

Ao contrario da terapia com DNA, na terapia com RNA é necessaria a administragao
de doses repetidas para que se mantenha o efeito terapéutico, visto que o DNA da célula nao
é alterado ™. O mRNA tem capacidade de se mover por diferentes partes de uma célula e
carrega uma mensagem que fornece instrugoes para a produgao de proteinas. Desta maneira,
a terapia com mRNA é projetada de maneira a provocar a producao de uma proteina
especifica, quando o gene dessa proteina esta ausente na célula, quando o gene é disfuncional
ou quando é vantajoso induzir a produgao dessa proteina no corpo humano. O mRNA é uma
classe emergente de agentes terapéuticos para a prevencao e tratamento de uma ampla gama
de doengas "'l Podem ainda ser introduzidas pequenas sequéncias de RNA nas células, por

exemplo os siRNAs ou microRNAS que permitem promover a degradagao ou impedir a

traducao de mRNAs complementares, desta forma silenciado o gene correspondente.

3. Introducdao a DNA e mRNA sintéticos

A biologia sintética surge como uma importante disciplina com o potencial para
impactar varias aplicagdes académicas e industriais, incluindo a criagdo de novas terapias,
materiais e biossensores Y. A capacidade de desenhar e sintetizar sequéncias de DNA e
RNA tem implicagoes massivas na biotecnologia, particularmente nos campos de biologia
sintética e no desenvolvimento de medicamentos e terapias baseados em acidos nucleicos ™.
A sintese quimica de sequéncias de DNA e RNA recorre a diferentes métodos, tais como o
método de fosfato de diéster, ou o método de fosfato triéster. No entanto, estes métodos
tém vindo a ser sido substituidos por metodologias mais recentes e mais adequadas a sintese
automatizada de DNA/RNA 1,

A construgao de DNA inicia-se com a sintese de oligonucledtidos, base por base,
seguida pela montagem em fragmentos de DNA de cadeia dupla (dsDNA). Esses fragmentos
podem entao ser usados diretamente, clonados em vetores, ou montados em construgoes
maiores **, Mais especificamente, a sintese de DNA sintético consiste na sintese de porgdes
de DNA (com tamanhos compreendidos entre 250-2000 bp) a partir de oligonucledtidos
sintéticos de cadeia simples .

Avancgos recentes tornaram possivel a sintese de mRNA in vitro com a capacidade de
ser traduzido de forma eficiente em proteinas por transcrigao in vitro a partir de DNA

(dispensando o recurso a células), sendo este relativamente estavel quando introduzido em
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células e dotado de capacidade reduzida de ativar uma resposta imunitaria ®”. A utilizagio de
mRNA apresenta algumas vantagens, quando comparado com terapias a base de DNA. Por
um lado, o mRNA nao precisa de ser integrado no nucleo da célula para mediar a tradugao
de proteinas. Por outro, o processo intracelular para a expressao de proteinas € muito mais
simples e reduz-se o potencial risco de mutagénese por inser¢gao no DNA. Estas caracteristicas
fazem com que o nivel de expressao de proteinas seja de tal maneira aumentado, que se
tornam comparaveis aos sistemas de expressao viral [''l, O mRNA sintético tem mostrado

eficacia em diversas aplicagdes benéficas, como a imunizagio de doentes contra cancro ?% e

s 29

doencas infeciosa ou no alivio de sintomas de doengas, ao atuar na producao de proteinas

deficientes %,

3.1. DNA sintético
3.1.1. DNA sintético — Sintese de Oligonucleoétidos

Devido a sua versatilidade e capacidade de interagir com sequéncias genéticas
especificas, os oligonucleétidos desempenham um papel central em terapia génica.
Oligonucleétidos sao moléculas curtas, compostas por uma sequéncia de nucleétidos. Para
que seja possivel a producao de DNA sintético é necessaria a producao de oligonucleétidos,
através de um processo que permite a sintese controlada e personalizada de cadeias de
nucledtidos.”! Embora a sintese de oligonucleétidos tenha sido realizada anteriormente em
solugao, a abordagem em fase solida para essas sinteses rapidamente tornou-se o método de
preferéncia, mesmo para preparagdes em larga escala (5 a |5 mmol) ®',

Com o decorrer do tempo, surgem melhorias subsequentes nos mecanismos de
sintese de oligonucledtidos, até que se alcangou o desenvolvimento de métodos de produgao
de fosforamiditas, cuja robustez e fidelidade vém possibilitar o desenvolvimento de
procedimentos automatizados para a sintese de oligonucleétidos ¥, As fosforamiditas sio
isoladas como pos, estaveis a oxidagao e hidrolise, em condigoes normais de laboratorio. A
capacidade de as converter de relativamente estaveis em intermediarios altamente reativos,
sob condigoes 4acidas fracas, € a caracteristica distintiva da abordagem dos fosforamiditas para
a sintese de oligonucleétidos . Estas substincias permitem a adi¢io sequencial de novas bases
a cadeia de DNA através de uma reagao ciclica de elevada eficiéncia e sao hoje consideradas
como a via standard na sintese moderna de DNA. Atualmente, seja em sintese com base em
coluna, seja em sintese com base em microarranjos, a sintese de oligonucleotidos é conseguida
através de variagdes de métodos de sintese que utilizam fosforamiditas **. Neste contexto, o

desenvolvimento de suportes soélidos adequados, juntamente com métodos altamente
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eficientes de reagoes de acoplamento, tem facilitado a sintese de oligonucleétidos usando

sintetizadores automatizados de DNA B,

3.1.1.1. Sintese de oligonucle6tidos com base em coluna

A sintese de oligonucleotidos com base em coluna é a tecnologia de primeira geragao
baseada na quimica de fosforamiditas, em que os reagentes sao bombeados através das
colunas, permitindo uma adicio iterativa de nucleétidos 2. Trata-se de um processo ciclico,
composto por quatro etapas, que consiste na adicao de uma nova base, por cada ciclo, a uma
cadeia crescente de oligonucleétidos ligada a uma matriz de suporte sélida .

A primeira etapa (detritilagao) inicia o processo com uma fosforamidita ligada a um
suporte solido (geralmente uma coluna de sintese). Esta fosforamidita encontra-se protegida
por um grupo dimetoxitriletil (DMT), pelo que o primeiro passo consiste na desprotegao

deste através da adigao de acido tricloroacético e, assim, ativando-o para a elongac¢ao da cadeia

com o préximo mondémero de fosforamidita ** (Figura 1).
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Figura |: Processo de detritilagao [701.

Na segunda etapa (acoplamento), a proxima base da sequéncia é adicionada sob a forma
de uma fosforamidita protegida por DMT. Esta nova base é entao acoplada ao grupo 5’-hidroxil

da fosforamidita anterior, formando uma ligagdo fosfito triéster * (Figura 2).
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Figura 2: Processo de acoplamento [79].

Na terceira etapa (oxidagao), quaisquer grupos 5’-hidroxil que nao tenham reagido,
sdo protegidos por acilagao, tornando inertes as sequéncias que nao foram estendidas,
impedindo que estas possam vir a reagir nos proximos passos. Este passo € particularmente
importante para reduzir a ocorréncia de erros por delegao nas sequéncias de oligonucleétidos

acabadas ¥ (Figura 3).
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Figura 3: Processo de oxidagao [701.

Finalmente, na quarta e ultima etapa (capping), a ligagao fosfito triéster, criada na
segunda etapa, é convertida a uma ligagao fosfato através da oxidagao com uma solugao iodada,

elongando o pilar principal da cadeia protegido por um grupo cianoetil ®* (Figura 4).
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R = Solid Support WA Linker

Figura 4: Processo de capping [70].
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O ciclo repete-se, passando novamente por todas as etapas acima descritas, até que

se obtenha a sequéncia de bases desejada. Neste momento, o oligonucleétido é clivado do

suporte solido e os grupos de protegio sio removidos da estrutura principal ** (Figura 5).
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Figura 5: Sintese de oligonucleétidos através de métodos baseados em fosforamiditas [241.
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As eficiéncias de acoplamento, na sintese baseada em coluna, sao geralmente altas
(tipicamente cerca de 99% por acoplamento), no entanto, quanto maior o comprimento do
oligonucleotido, menor a eficiéncia de acoplamento, diminuindo o rendimento de
oligonucleétidos completos . Além disso, a depurinagao, especialmente da adenosina, pode
ocorrer durante a etapa de detritilagao, dificultando a produgao de oligonucleétidos longos.
Adicionalmente, até os oligonucleétidos sintetizados com sucesso podem apresentar erros.
Os erros mais predominantes em oligonucleétidos advém de delegoes de uma unica base que
resultam, ou da falha na remoc¢ao do grupo DMT, ou de ineficiéncias combinadas nas etapas
de acoplamento e capping ..

Este processo automatizado geralmente sintetiza simultaneamente 96-384
oligonucleotidos em escalas de 10 a 100 nmol. Ao longo dos anos, melhorias na disponibilidade
de matérias-primas, automagao, processamento e purificagao permitiram a sintese de até cerca
de 100 nt (nucleotidos) a custos de aproximadamente $ 0,05-0,15 por nucleétido, com taxas
de erro de aproximadamente | em 200 nt P’l. No entanto, a sintese de oligonucleétidos

baseada em colunas nao consegue atender aos requisitos de sintese de DNA em larga escala

na era da biologia sintética, devido as limitagdes de baixa taxa de produgio e alto custo 7,

3.1.1.2. Sintese de oligonucleétidos com base em microarranjo

Embora a sintese de oligonucleotidos seja uma pratica cada vez mais difundida, os
custos associados a producao destas biomoléculas permanecem elevados. Desta forma, as
técnicas de sintese de oligonucle6tidos com base em microarranjo (ou microchips) tém atraido
consideravel atengao, uma vez que sao reconhecidas como fontes menos dispendiosas de
oligonucleétidos .. Os sintetizadores baseados em microarranjo disponiveis comercialmente
baseiam-se nos principios quimicos de fosforamiditas com pequenas alteragoes, sendo que as
principais diferencas entre os varios métodos estao nos diferentes mecanismos aplicados nas
etapas de desprotegao e acoplamento de bases. De momento, existem métodos
eletroquimicos, controlados por luz e por impressio de jato de tinta (ink-jet printing) P,

Os primeiros métodos controlados por luz, como o nome indica, utilizam luz no
controlo da etapa de desprotegao da sintese de oligonucledtidos e aplicam técnicas de
fotolitografia para desproteger seletivamente fosforamiditas especiais com caracteristicas
fotolabeis ™. A estratégia deste método consiste na iluminagio da superficie de um suporte
solido, modificado com PPG (photolabile 5’ protecting groups), com uma mascara (uma matriz
usada para direcionar a exposi¢ao da luz) de forma a produzir grupos hidroxilo livres para o

acoplamento do desoxinucleosideo ativado da 3'-fosforamidita. Apds o acoplamento e capping,
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a superficie solida é iluminada através de uma nova mascara, expondo o proximo grupo
hidroxilo para um proximo acoplamento. O custo dispendioso das mascaras usadas e os
tempos longos de sintese, limitam a aplicacdo deste método 2.

Avancos tecnoldgicos acabaram por simplificar o processo proposto anteriormente,
eliminando a necessidade da utilizagao das técnicas de fotolitografia e substituindo-as pelo uso
de dispositivos programaveis de microespelhos, DMD (Digital Micromirror Device) de forma a
controlarem com precisdo as reagdes quimicas sensiveis a luz*. O DMD forma uma imagem
ultravioleta na superficie de um suporte de vidro, permitindo a desprotegao seletiva sem a
necessidade da utilizagao de mascaras de fotolitografia, consecutivamente diminuindo o custo
associado e o tempo necessario de sintese. Alternativamente, também é possivel recorrer a
acidos foto-gerados (acidos gerados ou ativados por meio de exposicao a luz) para ativar a
reacio de desprotegio do grupo hidroxilo P2,

Nos métodos eletroquimicos, sao empregues microeléctrodos para induzir reagoes
eletroquimicas que resultam na produc¢ao de um acido. Esse acido ira desbloquear, de forma
iterativa, os grupos 5DMT das cadeias de oligonucleétidos em crescimento. O acido €
produzido apenas em locais especificos, e a sua difusiao no local pretendido da matriz é
controlada por um catodo adjacente, que impede o desbloqueio de 5’DMT nos locais vizinhos
ao consumir o acido difundido. As fosforamiditas podem entiao ser adicionadas para a
construgao da sequéncia pretendida. Este processo teve sucesso somente na produgao de
cadeias pequenas de oligonucleétidos. Uma limitagao fundamental deste método compreende
a quantidade de acido produzido, visto que um excesso ou uma insuficiéncia do desbloqueio
mediado por acido afeta dramaticamente a qualidade e integridade da sequéncia criada **.

Alternativamente as técnicas acima descritas, foram ainda desenvolvidas tecnologias
baseadas em impressao de jato de tinta (inket printing), que vém permitir a utilizagao de
fosforamiditas e reagentes normais, nao sendo necessaria a utilizagao de fosforamiditas com
caracteristicas fotolabeis. O principio da sintese de oligonucleétidos por impressao de jato de
tinta baseia-se na utilizagdo de uma “cabega de impressao” piezoelétrica para depositar
pequenas gotas de reagente numa superficie solida. Estas gotas contém os componentes
necessarios para a construgio de oligonucledtidos, como fosforamiditas e nucledtidos. A
medida que as gotas de reagentes secam, formam uma superficie sélida. Nesta superficie, as
fosforamiditas e nucleétidos reagem entre si, formando a sequéncia de oligonucleotidos
desejada ™. Este é um método particularmente versatil, que permite uma construgio rapida

de oligonucledtidos contendo as sequéncias desejadas e tem sido maioritariamente
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desenvolvido e utilizado para aplicagoes de perfis de expressao génica e para hibridizagao

gendmica comparativa ™! (Figura 6).

Figura 6: Sintese de oligonucleétidos por impressao de jato de tinta. (A) O dispositivo proporciona
um pequeno e preciso volume de nucleétidos para a primeira camada na superficie do microarranjo.
(B) Rondas repetidas de impressio estendem o comprimento dos oligonucledtidos. (C)
Oligonucledtidos em crescimento. (D) O resultado apresenta-se com a sequéncia de oligonucleétidos

desejada 1.

As tecnologias baseadas em microarranjo sao as que, atualmente, oferecem melhor
relagao entre o custo, o tamanho do oligonucledtido sintetizado e a precisao deste. A escala
de produgao destes métodos € menor comparativamente a quando se utilizam técnicas
baseadas em coluna, portanto, como consequéncia € precisa uma quantidade menor de
reagentes para que se consiga a sintese, levando a uma diminuigao dos custos associados. Além
da reducgao da escala de sintese, os sintetizadores de oligonucleétidos baseados em chips
oferecem niveis de multiplexing (capacidade de sintetizar simultaneamente varias sequéncias de
oligonucleotidos) que nao sao possiveis nos sintetizadores tradicionais baseados em coluna,
tornando esta tecnologia ainda mais eficiente e econdmica. Sendo que estas técnicas tém a
capacidade de suportar milhares de sequéncias por superficie solida e existindo sintetizadores
capazes de produzir multiplas superficies em simultaneo, a capacidade dos métodos de sintese
baseados em microarranjo superam até os maiores instrumentos baseados em colunas %,
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A escala de sintese reduzida e uma capacidade de multiplexing resulta num custo de
sintese de oligonucleotidos que varia entre $ 0,00001 a $ 0,0001 por nucleétido (dependendo

do comprimento do oligonucleétido e da escala da sintese) *%

. Quando comparado com o
custo de $ 0,05 a $ 0,10 por base, em técnicas de sintese de oligonucleétidos baseadas em
coluna, a atratividade desta tecnologia, para aplicagoes de sintese de genes, torna-se ébvia. No
entanto existem algumas dificuldades a ultrapassar com estes métodos, principalmente
relacionados com o facto de os oligonucleotidos sintetizados em microarranjos tenderem a
ter uma qualidade relativamente baixa, o que leva a mais erros relacionados com a sintese
quando comparados com os oligonucleétidos sintetizados em coluna .

Alternativamente aos métodos com base na quimica das fosforamiditas, foram
desenvolvidos novos métodos para a sintese de oligonucleotidos, desta vez na forma de
métodos enzimaticos. Os métodos enzimaticos apresentam-se na forma de duas modalidades
principais, os métodos baseados em polimerase independentes de molde e métodos baseados
em polimerase dependentes de molde 2. Os métodos independentes de molde utilizam uma
polimerase especifica de DNA, designada de transferase terminal de desoxirribonucleotideo
(TdT) (terminal desoxinucleotidil transferase (TdT)), que ira atuar como reagente, bem como
catalisador na adicio progressiva do nucleotideo a extremidade 3' OH do oligonucleétido P4,

Quanto aos métodos dependentes de molde, estes utilizam um molde de DNA imobilizado

numa superficie sélida e de seguida é projetado um oligonucleotido de forma a que este possua

M-~

uma sequéncia que lhe permita estabelecer uma ligagdo ao DNA molde. De seguida,
adicionada uma polimerase que ira catalizar a adicao de nucledtidos a cadeia. O processo é
repetido até que o oligonucleétido desejado seja sintetizado 2.

Estas metodologias sao ainda muito recentes e uma vez que a sintese enzimatica de
oligonucledtidos ainda nao se tornou uma pratica significativamente difundida, ainda existem
muitas incognitas sobre o potencial destes métodos ®*. No entanto, os resultados
preliminares, atualmente disponiveis, demonstram que, embora o rendimento da reagao e o
comprimento maximo da cadeia sintetizada ainda seja inferior aos métodos com base em
fosforamiditas, o tempo de acoplamento dos métodos enzimaticos mostrou-se
significativamente mais curto. Apresenta-se, portanto, como um novo método promissor, em

que o conhecimento adquirido durante a otimizagao dos métodos quimicos pode ser util para

acelerar o processo de desenvolvimento da sintese enzimatica 2.
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3.1.2. Sintese do Gene

Os primeiros métodos de ligacdo de oligonucleétidos com vista a produgao de
sequéncias de DNA mais ou menos longas dependiam da utilizagao de DNA ligase e a ligagao
de oligonucledtidos adjacentes era feita sequencialmente, mas a medida que os métodos de
montagem e a qualidade dos proprios oligonucleodtidos sintéticos foram melhorando, foi
adotado o uso de ligases termoestaveis e tornou-se possivel a montagem de synthons num
passo unico. Depois da descoberta da reagao em cadeia da polimerase (PCR), foram
desenvolvidos métodos que nao dependem de ligases para a montagem do DNA e, desde
entdo, inmeros outros métodos foram desenvolvidos 4.

Atualmente, o fluxo de trabalho para a constru¢cio do gene sintético, pode ser
resumido em sete etapas principais. Na primeira, a sequéncia do gene a ser sintetizado ¢
projetada num computador, recorrendo a vérias ferramentas de design genémico P°. Na
segunda etapa, recorre-se a uma de duas estratégias. Pode-se recorrer a sintese de
oligonucleotidos em larga escala, de forma a gerar grandes quantidades de pequenos
fragmentos de DNA para que estes sejam montados numa molécula de DNA maior. Ou,
alternativamente, utiliza-se a amplificagao por PCR para gerar o gene-alvo, utilizando primers
produzidos por métodos tradicionais baseados em coluna. No terceiro passo, os fragmentos
de DNA produzidos na segunda etapa, passam por varias rondas de montagem de DNA, de
forma a serem gerados fragmentos de DNA ultra-longos. No quarto passo, os fragmentos
ultra-longos sao montados para se obter o tamanho final do gene. Devido a baixa eficiéncia da
montagem in vitro, a montagem in vivo é, geralmente, a escolha preferencial. A etapa cinco
consiste na sequenciagdo do gene montado para verificar a ocorréncia de erros. Caso se
detetem erros, a etapa seis consiste huma etapa de corregao de erros. Por fim, na ultima

etapa, o gene sintetizado é transferido para uma célula hospedeira apropriada ** (Figura 7).
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Figura 7: Fluxo de trabalho da construcao do gene sintético B32.

E importante ressalvar que a correcio de erros é uma etapa crucial para a sintese do
gene. A maioria dos métodos para remover erros das sequéncias de DNA sintético recorrem
a formagao de um heteroduplex de DNA. Este heteroduplex consiste numa molécula de DNA
de cadeia dupla, composta por duas cadeias de DNA que provém de fontes diferentes ou tém
sequéncias distintas. Em termos simplistas, um DNA heteroduplex é uma molécula de DNA
hibrida, formada pelo emparelhamento de cadeias de DNA que nao sao totalmente idénticas.
O processo de corregao baseia-se na capacidade de enzimas de reparagao, como as
endonucleases, de reconhecerem a diferenca entre as bases corretas e as bases incorretas do
heteroduplex. Estas enzimas tém a capacidade de cortar a regiao que contém o erro e isso
estimula a célula a substituir a sequéncia errada pela sequéncia correta durante o processo de
reparacio .

Inovagoes recentes tém procurado reduzir o custo da sintese de oligonucledtidos de
DNA e a sua subsequente montagem e as ferramentas de edicao de bases CRISPR/Cas9 que
se encontram, atualmente, em rapido desenvolvimento, tém potencial para no futuro serem

utilizadas no processo de correcio de erros #*%,

45



3.2. mRNA sintético

O RNA mensageiro (mMRNA) é um tipo de acido ribonucleico de cadeia simples que é
transcrito a partir de uma cadeia de DNA, transportando a informagao codificadora para a
sintese de proteinas até aos ribossomas, para ser posteriormente transcrito e processado em
proteinas funcionais . Desta forma, varias aplicagdes clinicas podem ser alcancadas através da
utilizagao de sequéncias de mRNA como agentes terapéuticos em terapia génica. O mRNA

pode ser usado para substituir proteinas, utilizando terapias de substituicio ®**?; limitar os

9 4 ou para

niveis de proteinas, através de abordagens que utilizam microRNAs ou Cas
reparar mutagdes de proteinas ao nivel do DNA, através de edi¢io genética I'*?. Atualmente,
existe um grande interesse nas proximas aplicagoes terapéuticas com mRNA, nao apenas em
medicamentos aplicaveis in vivo, mas também em varias vertentes ex vivo ou in vitro, algumas
das quais j4 sdo utilizadas em ambientes pré-clinicos e clinicos %,

No decorrer dos dltimos anos, as terapias e vacinas de mRNA passaram por uma
rapida transicao, passando de curiosidade para uma realidade com impacto significativo no

mundo %

. Em 2020, a pandemia da COVID-19 catalisou o mais rapido desenvolvimento de
vacinas da histéria, com as vacinas de mRNA na vanguarda desses esforcos .. Estas vacinas
foram inovadoras por trés principais razoes. Em primeiro lugar, foram desenvolvidas em
meses, em vez dos anos que sao tipicamente necessarios para o desenvolvimento de qualquer
medicagao. Em segundo lugar, as vacinas foram tremendamente eficazes, reduzindo a carga
viral em doentes infetados previamente vacinados, reduzindo a infegao em até 95% nos ensaios
clinicos e reduzindo substancialmente a incidéncia e gravidade da infe¢ao no mundo real. Por
ultimo, existem evidéncias que sugerem que as vacinas de mRNA protegem contra variantes
emergentes do SARS-CoV-2, incluindo aquelas com mutagoes nas proteinas spike. Dado que
a LNP (a particula nanolipidica que foi utilizada como vetor) permanece a mesma, estima-se
que vacinas baseadas em mRNA codificando uma nova variante poderiam ser produzidas em
apenas seis semanas. Esta capacidade de responder a uma variante emergente do SARS-CoV-
2 sem a necessidade de reengenharia massiva da formulagao LNP-mRNA, procedimentos de
fabricacao ou distribuicao é critica, principalmente a medida que aumenta a frequéncia com
que virus zoonéticos infetam o ser humano 2.

Outra vertente de utilidade de mRNA ¢é na terapia contra doengas oncologicas. As
vacinas de mRNA sao uma plataforma imunoterapéutica atrativa e poderosa contra o cancro
devido a sua elevada poténcia, especificidade, versatilidade, capacidade de desenvolvimento

rapido e em grande escala, potencial de fabrico de baixo custo e seguranca %,
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As terapias baseadas em RNA mensageiro deram passos significativos, alcangando
melhorias notaveis na estabilidade, fungcao e produgao do mRNA ao longo dos ultimos anos.
A estratégia destas terapias passa pela exploragao das células do hospedeiro, utilizando-as
como fabricas de produgao de antigénios ou proteinas funcionais, com eficacia promissora e

seguranca suficiente [,

3.2.1. Design e Sintese de mRNA

Um dos beneficios das terapias com base em mRNA é que estas moléculas podem ser
sintetizadas na auséncia de células. Isso elimina a necessidade de validar impurezas derivadas
de uma sintese celular. Adicionalmente, sendo que o mMRNA pode ser sintetizado in vitro, a
capacidade de produgao torna-se mais flexivel, podendo ser facilmente ajustada para sintetizar
varios mRNAs que codificam proteinas de interesse, através de pequenas alteragdes no
processo de sintese [,

Estruturalmente, os mRNAs produzidos por transcricao in vitro (IVT) sao semelhantes
aos mMRNAs que ocorrem naturalmente. Estes consistem em cinco dominios principais: um
cap 5, uma regiao de leitura nao traduzida 5’ (UTR - Untranslated Region), uma regiao de leitura
[38]

aberta (ORF — Open Reading Frame), uma UTR 3’ e uma cauda poliadenilada (poliA) 3’
(Figura 8).
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Figura 8: Estrutura de mRNA 7,
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A cap 5’ proporciona protegao contra nucleases, a0 mesmo tempo que promove a
iniciacdo da traducio ligando-se ao fator de iniciagio da traducio eucariética 4E (elF4E) *®. As
regioes de leitura nao traduzidas (UTRs) localizam-se em ambos os lados de uma regiao de
leitura aberta (ORF). As UTRs controlam a eficiéncia da tradugao, a estabilidade e a localizagao
subcelular dos mRNAs. A ORF fornece informagao genética para o processo de tradugao,
comeg¢ando com um codao de iniciagao (AUG) e terminando com um codao de terminagao
(UAA, UAG, UGA). A cauda poli(A) 3’ esta envolvida no passo de iniciagdo da tradugao
quando se liga a proteina PABP (poly-A-binding protein), sendo que, o comprimento desta cauda,
afeta significativamente a estabilidade e a eficiéncia da tradugio dos mRNAs ',

Atualmente, o processo de produgao de mRNA pode ser dividido em duas etapas
principais: montante e jusante. A etapa a montante, evolve a produgao do mRNA por IVT. A
etapa jusante envolve a purificacao, concentragao e filtragao estéril, de forma a obter um
produto altamente homogéneo ™. Apés a transcrigio in vitro, a solugdo final contém os
produtos de transcricio (mRNAs), bem como reagentes remanescentes [''l. Desta forma, um
dos passos cruciais para a sintese de mRNA consiste na etapa de purificagao, onde sao
removidos quaisquer contaminantes (Figura 9). Estes contaminantes incluem nucleésidos que
nao reagiram, enzimas, RNA de cadeia dupla e o molde de DNA linear utilizado para a
transcricao ['"*. O método mais amplamente utilizado na purificagio de mRNA em larga

escala consiste na utilizagao de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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Figura 9: Etapas da producao de IVT mRNA 291,
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3.2.1.1. Design de IVT mRNA

No momento do design, existem varios fatores que terao impacto no sucesso do
mRNA produzido por IVT. A traducao e estabilidade dos mRNAs podem ser melhoradas

através da otimizacio das UTRs .

Geralmente, sequéncias UTR de genes altamente
expressos apresentam altos niveis de tradugao e estabilidade e, portanto, saio amplamente
utilizadas para a sintese de mRNA. Da mesma maneira, uma melhor expressao dos mRNAs
pode ser alcangada a partir do desenvolvimento e triagem de novas sequéncias UTR e a partir
da combinacio de UTRs 5’ e 3’ de forma a otimizar a eficiéncia de traducio ¢*1. Além disso,
caudas de poli(A) com comprimentos de 100 a 150 nucle6tidos podem melhorar a estabilidade
dos mRNAs e iniciar eficientemente a tradugao formando complexos com proteinas de ligagao
de poli(A) P%. Relativamente a ORF, esta é especialmente importante, pois constitui grande
parte da molécula de mRNA. Desta forma, a modulagao dessa regiao, especificamente no
contexto da otimizagao de codoes, afeta a estabilidade geral do mRNA e a sua capacidade de
traducao. A taxa de tradugao é controlada principalmente pelas moléculas de tRNA, assim
sendo, a otimizagao dos codoes presentes no IVT-mRNA no sentido de diminuir o uso de
espécies raras de tRNA e substitui-las por codoes utilizados por espécies de tRNA mais
comuns, nao sé afeta a produgio proteica como a fidelidade da tradugao ™. Relativamente a
imunoestimulagao, uma das estratégias mais eficazes para combater este efeito é através da
incorporagao de nucleétidos modificados e pela purificagio por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) de fase reversa ™. Quando comparados com mRNAs nio modificados, a
incorporagao de nucleétidos modificados evita o reconhecimento destas moléculas pelos
recetores Toll-like (TLRs) assim reduzindo a produgio de citocinas %, Além da incorporagio
de nucledtidos modificados, os IVT mRNAs purificados por HPLC apresentam uma expressao
proteica significativamente maior e menor indu¢ao de respostas imunitarias, quando
comparados com mRNAs nio purificados **l, Embora a purificagio por HPLC seja amplamente
utilizada na produgao de IVT mRNA, é possivel recorrer a um método de purificagao baseado
em celulose que é mais simples, ripido e menos dispendioso P**. O design do cap 5’ oferece
outro método para reduzir respostas imunitarias indesejadas causadas por mRNAs. O cap 5
eucariotico natural (cap-0) consiste numa 7-metilguanosina (m7G) ligada ao primeiro
nucleotido localizado na extremidade 5' do mRNA através de uma ponte trifosfato 5'-5'
(m7GpppN). A adigao de grupos metilo ao primeiro e segundo nucleétidos transcritos produz
as estruturas de Cap-| e de Cap-2. Estas caps sao mais amplamente utilizadas na sintese de
mRNA devido ao seu menor potencial imunoestimulatério. Atualmente, os mRNAs com

estrutura de cap-l podem ser convenientemente produzidos através de um método de
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captagao co-transcricional exibindo um minimo de imunoestimulagio e satisfazendo a

eficiéncia de traducio P8*),

3.2.1.2. Sintese de mRNA por transcricao in vitro

O mRNA sintético pode ser preparado por transcrigao in vitro (IVT) de um modelo de
DNA usando a polimerase de RNA de bacteriofagos (T7, SP6, T3). Os mRNA IVT sintetizados
consistem em moléculas de RNA de cadeia simples que medeiam a expressao da proteina-
alvo de maneira semelhante ao mRNA eucariético natural. A solugao da reagao IVT é
constituida por quatro tipos de trifosfatos de ribonucleosideos (rNTPs), RNA polimerase e o
molde de DNA. Os rNTPs incluem o GTP, ATP, CTP e UTP. O molde de DNA para
transcrigao in vitro requer pelo menos quatro elementos: o promotor de bacteriofago, regiao
nao traduzida (UTR), a regido de leitura aberta (ORF) e sequéncia de poli(T)!'".

A sintese de mRNA IVT é realizada pela adicao de polimerases (T7, T3 ou SP6), mas
requer capping adicional. Além do mRNA sem cap ser rapidamente degradado por RNases,
este contém um grupo 5'-ppp, 0 que causa uma maior estimulagio imunitaria. Podem ser
implementados dois métodos para o capping de IVT mRNA: capping co-transcricional e capping
pos-transcricional. Misturas de dinucledtidos de cap contendo os quatro trifosfatos de
ribonucleosideos (rNTPs) acima mencionados, sao incorporadas na extremidade 5' do RNA
com a RNA polimerase durante o capping co-transcricional. O processamento de capping co-
transcricional permite a transcricao coordenada com o capping de mRNA, no entanto, neste
processo ocorre a incorporagao competitiva de nucledsidos GTP, o que prejudica a eficiéncia
do capping™. No capping pés-transcricional, a molécula de mRNA é primeiro transcrita sem
a estrutura de cap. Apos a transcrigao estar completa, o mRNA passa por etapas adicionais
de processamento para adicionar a estrutura de cap na sua extremidade 5' através de reagoes
enzimaticas. No entanto, a quantidade de enzima necessaria para este processo impede a sua
aplicabilidade, sendo que se apresenta como uma alternativa com pior relagao de qualidade e
preco 1,

Conforme exposto anteriormente, € necessario considerar a estimulagao imunitaria
do IVT mRNA. Para tal é usada uma metiltransferase especifica de capping 2’-O, para produzir
cap-1 ou cap-2 com base no cap-0, reduzindo a imunogenicidade do IVT mRNA. Quanto as
caudas poli(A) dos IVT mRNA, estas sao normalmente codificadas no molde de DNA ou
anexadas ao IVT mRNA por poliadenilagao enzimatica, sendo que a primeira opgao oferece

um controlo mais preciso sobre o comprimento da cauda poli(A) ™.
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Apos a transcrigao in vitro, o molde de DNA é digerido por tratamento com DNase e
a remogao do grupo trifosfato 5' dos mRNAs ¢é realizada usando uma fosfatase especifica. A
remocao do trifosfato reduz a possivel resposta imunitaria. De seguida recorre-se ao passo
de purificagao de forma a remover todos os contaminantes e, assim, reduzir a possibilidade
da ocorréncia de uma resposta imunitaria "1,

Na Tabela I, apresenta-se um resumo de alguns itens de controlo de qualidade na
preparagao de medicamentos a base de mRNA e o impacto que estes apresentam no produto

final.
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Tabela I: Controlo de qualidade na preparagao de medicamentos a base de mRNA [4l.

Controlo de qualidade na preparacao de medicamentos a base de mRNA

Composicao

mRNA codificado
por antigénio

Sistema de
entrega lipidica

mRNA-LNP

Itens de controlo de qualidade
Otimizagao de codao
Quantidade de acidos nucleicos
pH durante a sintese de mRNA
Sequéncia de mRNA
Integridade da sequéncia de mRNA
Comprimento da cauda poly(A)
Eficiéncia do processo de capping 5’
Otimizagao da 5-UTR e 3'-UTR
Pureza de mRNA
Molde de DNA residual
Anadlise de espectrometria de massa

Anilise de Ressonancia Magnética
Nuclear

Componentes lipidicos
Carga elétrica dos componentes lipidicos
Tipo e teor de lipidos
Ponto Isoelétrico
Micromorfologia
Impurezas lipidicas
Distribuicao
Eficiencia de Transfecgao in vivo
Eficiencia de Transfecgao in vitro
Eficiencia de encapsulamento
Tamanho de particula
Potencial zeta
Condi¢oes de armazenamento

Principio de libertagao
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Resultado
Eficiéncia de tradugao
Eficiéncia de tradugao
Eficiéncia de tradugao
Eficiencia de traducao
Eficiéncia de traducao
Eficiéncia de traducao
Eficiéncia de traducao
Eficiencia de traducao
Eficiéncia de tradugao
Eficiencia de tradugao
Eficiéncia de tradugao

Eficiéencia de tradugao

Eficiéncia de traducao
Direcionamento
Direcionamento

Estabilidade
Uniformidade

Eficiéncia de traducao
Direcionamento

Eficiéncia de traducao

Eficiencia de tradugao

Capacidade de carga

Uniformidade
Estabilidade
Aplicagao Clinica

Potencial Terapéutico



4. Métodos de transferéncia de mRNA

Um dos fatores cruciais para o sucesso da terapia génica consiste na entrega eficiente
do gene ao tecido/células-alvo. Para o efeito, recorrem-se a métodos de transferéncia genética.
Existem, métodos fisicos *°, métodos quimicos P'! e vetores virais ®2. A escolha do método
deve ser feita tendo em conta varios parametros. Estes parametros incluem: limitagoes de
tamanho para a insercao de transgenes, a pureza do vetor, eficiéncia de transfecgao, a
capacidade que o vetor tem de infetar células em divisao e/ou em repouso, a capacidade de
expressao a longo prazo, a integragao no genoma hospedeiro, a necessidade de especificidade
de tipo celular ou entrega direcionada, e a toxicidade e imunogenicidade associadas ao método
de transferéncia ®*. Os vetores virais apresentam-se como altamente eficazes na entrega de
acidos nucleicos, no entanto existem varias preocupagoes relativamente a seguranga da sua
utilizagio P2, Os vetores nio virais sio preferidos nalgumas aplicagdes de terapia génica, pois
possuem atributos que permitem a sua personalizacao, apesar de apresentarem eficiéncias de
transfeccdo mais baixas F°°'l.

Apesar do desenvolvimento de numerosos sistemas de entrega virais e nao-virais nas
ltimas décadas, todos eles apresentam algumas desvantagens que limitam a sua aplicagao
clinica. Desta forma, ainda nenhum sistema de entrega foi concebido com a capacidade de ser
aplicado em terapia génica de todos os tipos de células, tanto in vitro como in vivo e sem
limitagdes ou efeitos secundarios ®*. Na verdade, tem vindo a tornar-se claro que o sistema
de entrega tem de ser adaptado a cada situagao especifica.

Atualmente, os principais sistemas de entrega de mRNA s3ao nanoparticulas a base de

lipidos, nanoparticulas a base de polimeros e nanoparticulas hibridas lipido-polimero %,

4.1. Nanoparticulas a base de lipidos (LNPs)

Estas nanoparticulas compostas por lipidos sao projetadas para serem biocompativeis
e terem capacidade de serem internalizadas nas células através de endocitose ™. Uma vez
dentro das células-alvo, as LNP libertam a sua carga terapéutica, permitindo a tradugao do
material genético em proteinas funcionais ou influenciando a expressao genética 'l Para além
de terem sido utilizadas no desenvolvimento das vacinas de mRNA contra a COVID-19 ?&
foram também utilizadas como vetor no primeiro tratamento de siRNAs aprovado pela FDA
e EMA, na forma de Patisiran® ou Onpattro® ",
Onpattro® é um medicamento utilizado para tratar danos nos nervos perféricos

causados devidos a amiloidose hereditaria por mutagao no gene que codifica a proteina

transtirretina, uma doenca caracterizada por uma acumulagao de agregados amiloides de
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transtirretina em diversos tecidos do organismo P¢. Em doentes com esta condigio, é
produzida uma transtirretina defeituosa (uma proteina de transporte de tiroxina e retinol)
quebra com facilidade, o que conduz a sua agregagao e acumulagao em diferentes tecidos e
érgaos, incluindo os nervos periféricos, interferindo com as fungdes normais destes F. O
siRNA presente nesta medicagao é desenhado de forma a ligar-se ao mRNA que codifica para
a transtirretina promovendo a sua degradagao por um mecanismo de interferéncia de RNA,
reduzindo a produgao da proteina defeituosa e diminuindo a formacao agregados amilodides,
bloqueando a progressao da doenga, mas nao revertendo potenciais lesdes que se tenham
desenvolvido antes da administracio do medicamento. **

Quanto as vacinas de mRNA contra o SARS-CoV-2, estas surgem na forma de injegoes
intramusculares de nanoparticulas lipidicas (LNPs). O mRNA presente na vacina codifica a
proteina spike do virus. Esta proteina é tipicamente utilizada pelo virus para que este se ligue
a células humanas. Quando o mRNA ¢ introduzido no organismo, as células usam-no para
produzir a proteina spike e o sistema imunitario ira identifica-la como um agente invasor,
produzindo anticorpos para combaté-la. Se o individuo for exposto ao virus real, os anticorpos

ja estarao presentes no organismo e ajudarao a combater o virus real e a prevenir a doenga
[4]

4.2. Nanoparticulas a base de polimeros

Os polimeros cationicos tém sido um tipo essencial de vetor nao viral, devido a sua
estrutura quimica versatil e um alto potencial de carga. Estes compostos tém a capacidade de
formar um complexo com o material genético (poliplexo), neutralizando a carga negativa
destes. A formagao do poliplexo é importante na prote¢ao do material genético contra

degradacio e no transporte deste até ao alvo P’

. Dentro deste grupo, existem polimeros
biodegradaveis e polimeros nao biodegradaveis. Dentro dos nao biodegradaveis, destaca-se a
polietilenimina (PEI), este foi o primeiro polimero sintetizado em formas lineares e ramificadas
para aplicagio em terapia génica ”'l. Quando o PEIl é usado como vetor, este induz um efeito
osmotico denominado “efeito de esponja de protoes”, devido a sua carga positiva. Este
fenomeno leva ao aumento de pressao osmotica dentro dos endossomas, que leva ao eventual
expansao e rutura do endossoma, libertando o seu conteldo para o citoplasma da célula,
incluindo o material genético transportado pelo PEl ¥%. Este acontecimento considera-se
positivo, sendo que permite que o material genético seja libertado dos endossomas e

disseminado pelo citoplasma da célula, conferindo uma maior eficiéncia de transfec¢ao por

parte deste vetor. No entanto, sendo um polimero nao biodegradavel, este pode-se acumular
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e provocar citotoxicidade. Considerando que, durante uma terapia génica possam ser
necessarias administragoes repetidas e que existe sempre preferéncia por métodos que nao
induzam citotoxicidade, a utilizagao de polimeros biodegradaveis como vetores, apresenta-se

como uma alternativa vantajosa frente aos nao biodegradaveis '\

4.3. Nanoparticulas hibridas lipido-polimero (LPHNPs)

As nanoparticulas hibridas lipido-polimero geralmente referem-se a nanoparticulas
compostas por componentes de polimeros e lipidos. Visto que estas nanoparticulas hibridas
aproveitam as caracteristicas complementares dos materiais lipidicos e poliméricos, sao
consideradas plataformas promissoras para a entrega de mRNA. Estas tém sido
particularmente (teis na luta contra doencas de foro oncoldgico .. Sendo que tornam
possivel a entrega de dois ou mais medicamentos quimioterapéuticos com diferentes
propriedades fisico-quimicas (hidrofobicos e hidrofilicos) num unico veiculo de entrega.
Algumas das caracteristicas favoraveis deste tipo de nanoparticulas incluem alta capacidade de
carga de farmacos, alta estabilidade, biocompatibilidade, tempo de circulagao prolongado e
propriedades de controlo da libertagio do firmaco 2. Nos ultimos anos, varias novas
aplicagoes para as LPHNPs tém sido demonstradas, como por exemplo para entrega de mRNA
ao tecido pulmonar, no entanto a utilizagao destes vetores fora do campo da oncologia ainda

esta em estagios iniciais .

5. Aplicacdes de mRNA em terapia génica

5.1. IVT mRNA em terapias de substituicao proteica

Muitas doengas sao causadas pela auséncia parcial ou completa de uma Unica proteina.
Alternativamente, a proteina pode estar presente, mas com as suas fungdes diminuidas 7.
Tradicionalmente, recorrem-se a terapias proteicas para colmatar este tipo de disfungdes %,

Embora a administragao da proteina desejada ja tenha sido aplicada com sucesso numa
ampla variedade de doengas, ainda existem numerosas condicoes em que o uso de proteinas
recombinantes nao é aplicavel. Isto deve-se a semi-vida curta das proteinas administradas, o
que, combinado com a sua instabilidade e possivel imunogenicidade, impedem a generalizagao
desta abordagem. Outro aspeto crucial negativo deste método ¢ a sua inelegibilidade para a
substituicao de proteinas intracelulares, como fatores de transcricao e outras moléculas

s B39

reguladoras . Adicionalmente, existem problemas intrinsecos nos processos de produgao
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de proteinas. Por exemplo, a produgao em larga escala requer instalagoes complexas e etapas
adicionais de controlo e garantia de qualidade. Além disso, apos a produgao, o armazenamento
a frio de medicamentos a base de proteinas é geralmente necessario, de forma a que se
mantenha a sua integridade antes da administragao [''l,

Assim sendo, nestes cenarios, a entrega de mRNA que codifica a proteina pode ser
preferivel, quando comparados com as terapias proteicas convencionais *’., A utilizagio de
mRNA permite a expressao de proteinas de alta qualidade a partir do préprio organismo do
doente, sem a necessidade de instalagoes de produgao complexas. Além disso, o
armazenamento de material genético &, geralmente, mais conveniente do que o das proteinas,
sendo que um simples processo de liofilizagdo permite o armazenamento a longo prazo sem
a necessidade de refrigeragao!''.

Porém, a terapia com mRNA tem sido associada a efeitos secundarios, uma vez que o
mRNA pode ser clivado por RNases, desencadeando respostas imunitarias através da ativagao
de recetores tipo Toll-like (TLR). Ao contrario do que acontece com as vacinas de mRNA,
neste tipo de terapia é desvantajoso a indugao de uma resposta imunitaria, uma vez que isso
interrompe a sintese proteica e acelera a degradagao de mRNA. Desta forma, tém vindo a ser
desenvolvidas estratégias de maneira a mitigar as respostas imunitarias derivadas desta
abordagem terapéutica, como por exemplo, a utilizacgago de mRNAs com nucleétidos

modificados B%*1,

5.2. Vacinas de mRNA contra doencas infeciosas

A vacinagao ¢ a intervengao de saude publica mais eficaz na prevengao da propagagao
de doengas infeciosas. Campanhas de vacinagao bem-sucedidas erradicaram doengas
potencialmente fatais, como a variola. A Organizagao Mundial da Saude estima que as vacinas
previnem 2 a 3 milhdes de mortes por ano de tétano, tosse convulsa, influenza e sarampo ™).

As vacinas de mRNA possuem varias vantagens em relagao as vacinas convencionais.
Ao contrario de algumas vacinas virais, o mRNA nao integra o genoma, eliminando
preocupagoes sobre mutagénese por insergao. A producao de mRNA ¢ rapida, escalavel,
economicamente viavel e, além disso, uma Unica vacina de mRNA pode codificar multiplos
antigénios, fortalecendo a resposta imune contra agentes patogénicos resistentes e
possibilitando o direcionamento da vacina contra varios agentes patogénicos numa Unica
formulagio ™). Em teoria, o mRNA pode ser sintetizado de forma a expressar praticamente
qualquer antigénio proteico, proporcionando uma grande flexibilidade para o design de

antigénios. Em conjunto com as aplicagoes atuais de inteligéncia artificial, que permitem um
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grande avango na previsao da estrutura de proteinas com base em sequéncias genéticas, o
desenvolvimento de vacinas de mRNA contra doengas infeciosas sera um processo mais
preciso, rapido e eficiente, levando a uma abordagem personalizada e, consequentemente,
mais eficiente no combate contra doencas infeciosas ..

Atualmente, as vacinas de mRNA tém sido intensivamente investigadas e desenvolvidas
para o combate de doengas altamente infeciosas, como o SARS-CoV-2, o virus da gripe, o

virus Zika, o virus da raiva e o HIV [,

5.3. Vacinas de mRNA para imunoterapia de cancro

Com quase |10 milhoes de mortes por ano, o cancro continua a ser uma das principais
causas de morte em todo o mundo . Através da estimulacio do sistema imunitario, a
imunoterapia tem-se apresentado como uma modalidade de tratamento promissora no
combate contra o cancro. Tém sido desenvolvidas vacinas contra o cancro, com base em
mRNA que demonstram resultados encorajadores com base na sua eficicia e seguranca ™.
Estas vacinas, tém como alvo os antigénios tumorais, de forma a provocarem respostas
imunitarias com o potencial de suprimir o crescimento do tumor e, até, erradicarem o mesmo

% Desta forma, as vacinas de mRNA contra o cancro, oferecem a possibilidade de um

tratamento especifico, seguro e toleravel, em comparagio com outras imunoterapias '),

Assim como nas outras modalidades terapéuticas com base em mRNA, também as
vacinas de mRNA para imunoterapia contra o cancro apresentam varias vantagens, tais como:
producao rapida, escalavel, flexivel e de baixo custo; auséncia de potencial oncogénico; boa
tolerancia e capacidade de provocar uma resposta imunitaria robusta *®. No entanto, apesar
do consideravel esfor¢co de pesquisa no desenvolvimento de vacinas contra o cancro, a
transposicao destas em terapias clinicas eficazes tem sido desafiante devido a grande
diversidade de antigénios tumorais e a produgao de respostas imunitarias relativamente fracas
[68].

Na Tabela 2, apresentam-se algumas das terapias de mRNA atualmente em

desenvolvimento.
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Tabela 2: Terapias de mRNA atualmente em desenvolvimento .

Area

Estratégia
Terapéutica

Indicacao
terapéutica

Doencas Vacina COVID-19
infeciosas

Influenza

Virus sincicial
respiratorio
Virus da
imunodeficiéncia

humana

Raiva

Virus do papiloma
humano

Malaria

Virus Epstein—Barr
Tuberculose
Citomegalovirus
Herpes zoster
Virus Zika
Hepatite B
Febre Amarela
Parainfluenza
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Terapias de mRNA em desenvolvimento

Empresa

Moderna®, BioNTech®,

Curevac®, Sirnaomics®,

eTheRNA®, Walvax®,

Translate Bio®, Ethris®,
Arcturus®, Tiba®, Acuitas®,
StemiRNA® RNACure®,

Abogen®, Precision
NanoSystems®, Longuide
Limited Lab®

Moderna®, BioNTech®,
Curevac®, Sirnaomics®,
Arcturus®, Tiba®,
StemiRNA®,

RNACure®

Moderna®, Curevac®,
Ethris®, RNACure®

Moderna®, BioNTech®,
eTheRNA®, Argos®

Curevac®, Precision
NanoSystems®

Sirnaomics®, eTheRNA®,

StemiRNA®

BioNTech®, Curevac®,
eTheRNA®

Moderna®, StemiRNA®

BioNTech®, StemiRNA®

Moderna®, Rhegen®
Abogen®
Moderna®
Sirnaomics®
Curevac®

Moderna®



Metapneumovirus

Rotavirus

Virus Nipah

Anticorpo COVID-19

Virus Chicungunha
Edicao Virus da
Genética imunodeficiéncia

humana

Oncologia Vacina Melanoma

Carcinoma de
pulmao de células
nao pequenas

Cancro Cervical

Cancro da Mama
Cancro do Ovirio
Cancro do Figado

Cancro do
Estomago

Cancro do pancreas
Cancro colorretal
Cancro da bexiga

Cancro da prostata

Cancro da cabega e
do pesco¢o

Carcinoma
adenoide quistico

Carcinoma
espinocelular

Carcinoma
basocelular

Carcinoma de
células renais

Leucemia mieloide
aguda (LMA)
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Moderna®
Curevac®
Moderna®
BioNTech®, Sirnaomics®
Moderna®

Sangamo®

BioNTech®, Curevac®,
eTheRNA®

BioNTech®, Sirnaomics®

Sirnaomics®, eTheRNA®
Sirnaomics®
BioNTech®
Sirnaomics®

eTheRNA®

Sirnaomics®
BioNTech®, Sirnaomics®
Sirnaomics®
BioNTech®

BioNTech®, Curevac®
Curevac®
Curevac®, Sirnaomics®
Sirnaomics®
eTheRNA®, Argos®

StemiRNA®



Doencas
Genéticas

Desordens
Metabolicas

Doencas
Cardiovasculares

Fibrose

CAR-T
Anticorpo

Substituicao
proteica

Substituicao
proteica

Substituicao

proteica

Substituicao
proteica

Cancro do pancreas
Cancro do pancreas

Fibrose Cistica

Acidemia
propionica

Aciduria
metilmalonica

Doenga de Von
Gierke

Fenilcetonuria
CN-1

Deficiéncia da
ornitina
transcarbamilase

Hemofilia

Diabetes tipo 2

Hipercolesterolémia
Isquémia Miocardica

Cicatriz hipertrofica

Fibrose Hepatica
Fibrose Pulmonar
Colangite
esclerosante
primaria (CEP)
Anemia

60

BioNTech®
BioNTech®

Moderna®, Translate Bio®,
Arcturus®

Moderna®

Moderna®

Moderna®

Moderna®
Moderna®

Arcturus®

Sirnaomics®

Moderna®

Sirnaomics®
Moderna®

Sirnaomics®

Sirnaomics®
Sirnaomics®
Sirnaomics®

In-Cell-Art®



6. Discussao

Passaram cerca de trés décadas desde que foi proposta a utilizagao de terapia génica
como um método de tratamento para doencas que se apresentavam dificeis de tratar ou até
mesmo incuraveis. Tendo em conta os produtos atualmente aprovados e aqueles ainda a
aguardar aprovagao, bem como os numerosos ensaios clinicos nesta area, a terapia génica
apresenta um futuro promissor. Embora, esta via terapéutica esteja maioritariamente a ser
explorada para o tratamento de doencas de foro oncologico, é também atualmente estudada
para aplicagao em doengas infeciosas como a SIDA, malaria e virus do papiloma humano (HPV),
bem como doengas adquiridas como doenga vascular periférica, osteoartrite, retinopatias,
doenga arterial coronaria, insuficiéncia cardiaca, rinite alérgica, doenga de alzheimer, entre
outras. Embora esta abordagem seja extraordinariamente promissora, o seu design, sintese e
aplicacoes sao temas complexos que vém acompanhados de desafios Unicos. Entre estes
contam-se as respostas imunitarias desencadeadas por vetores que podem limitar a eficiéncia
da terapia, por outro lado é crucial mitigar os efeitos off-target e existem ainda consideragoes
éticas em torno de terapia génica que devem ser consideradas e devidamente avaliadas.

Relativamente a sintese de DNA, por um lado os compostos intervenientes durante o
processo de sintese e montagem podem introduzir erros nas sequéncias de aminoacidos. Por
outro, as proprias tecnologias utilizadas para a sintese de oligonucleétidos nao sao perfeitas.
Durante a sintese de oligonucledtidos, conclui-se que, atualmente, a sintese de
oligonucleotidos com base em coluna resulta em oligonucleédtidos de maior qualidade, no
entanto esta é uma técnica mais dispendiosa. Ja a sintese de oligonucledtidos com base em
microarranjos € significativamente mais econémica e permite um maior numero de sequéncias
Unicas produzidas numa Unica execugao de sintese. No entanto a quantidade de DNA
sintetizado € muito menor do que aquele que seria necessario para uma produgao em larga
escala e sao de qualidade inferior (sao propensos a mais erros nas sequéncias dos aminoacidos)
quando comparados com aqueles que sao gerados através de métodos baseados em coluna.

Dada a atratividade dos métodos de sintese de oligonucledtidos baseados em
microarranjos, tém-se vindo a desenvolver inovagoes que visam melhorar a qualidade, a
eficiencia e a escalabilidade destes métodos. A utilizacao de técnicas de sintese de
oligonucledtidos baseadas em microarranjo, combinadas com protocolos de sintese
automatizada e melhorias na qualidade do DNA sintético, tém dado passos significativos rumo
a este objetivo. O desenvolvimento continuo de técnicas eficientes de sintese de DNA

resultam numa alta disponibilidade de DNA sintético cada vez mais acessivel.
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Quanto ao uso clinico de mRNA para fins terapéuticos, este requer uma tradugao
adequada do mRNA nas células de interesse sem despoletar uma resposta imunologica
indesejada. Porém, alcangar este objetivo requer superar varios desafios relacionados com a
sintese e entrega do mMRNA. Apos a sintese, nem sempre os métodos de purificagao de mRNA
tém sucesso na remogao de impurezas, resultando numa eficacia terapéutica reduzida e
provocando respostas imunoldgicas indesejadas. Apds a administragao, o mRNA pode ser
degradado por nucleases, removido por fagocitose de macrofagos ou eliminado por filtragao
renal. Além destes fatores, o mMRNA ¢é um polinucleotido negativamente carregado de grande
dimensao, o que por si torna dificil a penetragao das membranas celulares (que sao também
carregadas negativamente). Adicionalmente, o potencial imunoestimulatorio do mRNA
exogeno é outro grande obstaculo para a sua utilizagao clinica. Com o objetivo de ultrapassar
as limitagoes expostas, varias abordagens tém sido tomadas. Por exemplo, tém-se
desenvolvido designs inovadores de mRNA para superar os desafios referentes a estabilidade
e a imunoestimulagao. Além disso, algumas destas dificuldades podem ser resolvidas através
da utilizagao de determinados mecanismos de entrega, cujo design requer que estes protejam
as moléculas de mRNA de degradagao e facilitem a penetragao de barreiras biologicas.

No entanto, sucessos recentes vém consolidar o interesse da utilizagio de mRNA para
fins terapéuticos. E uma molécula que demonstra alto potencial na luta contra o cancro,
resultando nestas doengas como o alvo principal da maioria dos ensaios clinicos de terapia
génica.

Um dos fatores cruciais que ditam o sucesso da terapia génica prende-se com a escolha
do mecanismo de entrega. Conforme o exposto no presente documento, estes podem ser
categorizados principalmente em dois grupos: sistemas de entrega virais e sistemas fisico-
quimicos nao-virais. Apesar da grande eficiéncia de transdugao e capacidade de integragao dos
vetores virais, ha também desvantagens inerentes a utilizagao destes: as preocupagoes que
surgem relativamente a sua seguranga, capacidade de acondicionamento reduzida que limita o
acondicionamento do DNA terapéutico, complexidade e custos de produgao. Foram estas
consideragoes que levaram a busca de alternativas recorrendo ao desenvolvimento de vetores
nao-virais. Apesar dos efeitos dos sistemas de entrega nao-virais serem, muitas vezes,
transitorios e menos eficientes em comparagao com sistemas virais, estes vetores estao
atualmente a ser desenvolvidos e aperfeicoados para que se consigam melhorias na sua
durabilidade e poténcia, sem comprometer a sua seguranga.

A terapia génica € uma modalidade terapéutica que eventualmente fara parte dos

cuidados de salde padrao para uma variedade de doengas diferentes. Embora ainda existam
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alguns desafios a superar, e muitas questoes a considerar, o potencial impacto da terapia génica
€ imenso, apresentando possiveis curas para inumeras doencas, até agora, incuraveis,

revolucionando totalmente a maneira como tratamos determinados tipos de condigoes de

saude.
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