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Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia

Orientador: Dra. Rosa Cartaxo



Lista de Abreviaturas

AINE — Anti-inflamatério nao esteroide

FC — Farmacia Cortesao

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM - Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica
MSRM — Medicamento Sujeito a Receita Médica

PNYV - Plano Nacional de Vacinacao

SOWT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats

TRAg — Teste Rapido de Antigénio



|. Introdugao

A farmacia comunitdria, devido a sua proximidade e acessibilidade a populagao, &,
frequentemente, o primeiro estabelecimento que o utente procura por questoes de salde.
Deste modo, é responsabilidade do farmacéutico assegurar a maxima qualidade dos servigos
prestados, devendo este proporcionar um aconselhamento eficaz e seguro, assim como

também fazer a cedéncia de medicamentos e promover o uso racional dos mesmos'.

Na ultima etapa do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), a realizagao
do estagio curricular em farmacia comunitaria permite aos estudantes colocar em pratica os
conhecimentos teoricos e praticos adquiridos ao longo do percurso académico, assim como
aprimorar os mesmos e aprender mais no contexto do quotidiano de uma farmacia. A jungao

de todos estes fatores tem em vista a formagao de um profissional de saide competente.

O presente relatério é destinado a realizacao de uma analise critica do estagio curricular
na Farmacia Cortesao (FC). Este percurso decorreu entre janeiro e abril de 2023, sob a
orientagao da Dra. Rosa Cartaxo. A andlise é feita segundo o modelo SWOT (Strengths,
Weaknesses, Opportunities, Threats) de modo a abordar os aspetos positivos e negativos
identificados no decorrer do estagio. Os Pontos Fortes e Pontos Fracos englobam a dimensao

interna e as Oportunidades e Ameacas a dimensao externa (Tabela I).

2. Farmacia Cortesao

A Farmacia Cortesao atualmente encontra-se sob a Direcao Técnica da Dra. Rosa
Cartaxo. Localiza-se na freguesia de Sao Silvestre pertencente ao concelho e distrito de
Coimbra. O objetivo de melhoria da qualidade de vida dos seus utentes faz com que a sua

principal missao seja a prestagao de servigos de saude de exceléncia.

O espago de atendimento ao publico é constituido por quatro postos de trabalho, sendo
cada um equipado por um computador, no qual estao inseridos os sistemas informaticos
Sifarma 2000® e Sifarma Médulo Atendimento®, uma impressora fiscal e um leitor 6tico. Neste
espago encontra-se uma area de exposicao para os medicamentos nao sujeitos a receita
médica (MNSRM), situada atras dos balcoes de atendimento. Lineares de exposicao de outros
produtos de salide, nomeadamente, cosméticos, higiene oral, protecao solar e de bebé e

criangca também se encontram nesta sala.

O gabinete de atendimento personalizado, permite realizar um acompanhamento mais

reservado ao utente, a medigao de parametros bioquimicos (tensao arterial, glicémia capilar e
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colesterol total), a prestagao de servicos externos (consultas de nutricao e servigo de
podologia), como também a administragao de vacinas nao incluidas no Plano Nacional de
Vacinagao (PNV) e injetaveis; este espago é também dotado de uma balanga. A realizagao de
testes rapidos de antigénio (TRAg) de uso profissional, é efetuada neste espago, com as

respetivas medidas de seguranca.

O funcionamento da farmacia é assegurado pela equipa técnica, que conta com cinco
colaboradores, trés farmacéuticos e dois técnicos de farmacia. O horario que vigora na FC
permite assegurar aos utentes a completa disponibilidade da mesma, sendo este das 9:00 as

[9:30 em dias uteis, das 9:00 as |3:00 aos sabados e das 10:00 as 12:30 aos domingos e feriados.

3. Analise SWOT

Tabela I: Andlise SWOT

Pontos Fortes Pontos Fracos

e Integragao na equipa da farmacia e Desconhecimento de  nomes

- comerciais e marcas de produtos
e Plano de estagio

e Dificuldade inicial na comunicagao
com os utentes

e Grande Afluéncia e Diversidade dos
Utentes

e Preparacgao de medicamentos
manipulados

Oportunidades Ameacas

e Gabinete de Atendimento do Utente

Medicamentos esgotados

e Estdgio de verao Situagao socioecondmica do pais
e Formagoes externas

e Valormed

3.1 Pontos Fortes

3.1.1 Integragao na equipa da farmacia

O estagio curricular em farmacia comunitaria teve inicio no dia 9 de janeiro de 2023, e
desde este primeiro dia até ao ultimo fui sempre muito bem recebida na FC. O ambiente
acolhedor e a boa disposicao da equipa sem duvida que facilitaram a minha integragao na

mesma. O interesse pela minha aprendizagem esteve sempre presente no decorrer do estagio
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e o mesmo foi demonstrado através da disponibilidade para responder as questoes que
colocava, do auxilio sempre que necessario e na transmissao de conhecimentos através do

incentivo a estar envolvida nas diferentes tarefas da farmacia.

A minha aprendizagem ao longo do estdgio foi impactada positivamente pelas boas
relagoes de trabalho estabelecidas com toda a equipa, estas permitiram a minha evolugao e
aumento de confianga como futura profissional. Deste modo, a equipa da farmacia tornou-se

um ponto forte do meu estagio.

3.1.2  Plano de estagio

Um plano de estagio bem estruturado é fundamental para o sucesso do estagiario. O
estagio em farmacia comunitaria teve a duragao de quatro meses e ao longo deste periodo fui
sendo exposta as diferentes tarefas que um farmacéutico desempenha numa farmacia, sendo
a introdugao a cada uma destas feita de forma gradual, de modo a possibilitar uma percegao

logica de todo o sistema da farmacia.

Iniciei o estagio com a arrumagao de produtos, de modo a haver adaptagao com a
organizagao e disposi¢ao dos mesmos, assim como com as diferentes marcas e indicagoes
terapéuticas. A recegao e realizagao de encomendas foi a tarefa seguinte a desempenhar. Estas
atividades sao essenciais para o bom funcionamento de toda a farmacia e permitem ao
estagiario a familiarizagdo com os medicamentos, que posteriormente facilita o atendimento

ao publico.

O atendimento ao publico foi a atividade mais desafiante. Inicialmente esta tarefa era
apenas observacional, e com o decorrer do tempo e com o aumento da autonomia e confianga
fui realizando mais atendimentos. Esta experiéncia permitiu-me desenvolver algumas
competéncias, tais como, a capacidade de adaptagao de discurso ao tipo de utente, de

simplificagao de linguagem técnica e espirito critico.

A gestao de stocks e controlo dos prazos de validade é realizada mensalmente através de
uma lista gerada com a informagao do sistema informatico. Nesta lista constam os produtos
com validade a expirar nos dois meses seguintes. Apés a verificagao entre o produto que se
encontra na farmacia e a lista, devem ser retirados do local para posterior devolugao aos

laboratérios ou declarados como quebras.

A gestao do termohigrometro é uma tarefa também realizada com periocidade mensal.
Consiste na recolha de registos dos diferentes aparelhos de medicao de temperatura e
humidade, colocados em pontos estratégicos do espaco da farmacia. Apos a interpretagao de
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dados gerados na forma de graficos, € possivel verificar se a temperatura e humidade dentro

da farmacia se encontram dentro dos limites estipulados.

A conferéncia de receitudrio, nomeadamente das receitas materializadas, permitiu-me
adquirir uma maior percegao dos requisitos necessarios para estas serem consideradas validas,

facilitando esta analise no momento do atendimento.

3.1.3 Grande afluéncia e Diversidade dos utentes

No decorrer do estagio foi possivel ter contacto com os diversos utentes que frequentam
a FC. A grande afluéncia de utentes é notavel, assim como a elevada heterogeneidade entre
si. Varias faixas etarias podem ser identificadas, mas também diferentes niveis de literacia na
area da saude. Desta forma, durante os atendimentos havia a necessidade de adaptar o mesmo

e o discurso utilizado as necessidades de cada utente.

Assim, esta caracteristica constitui um dos pontos fortes do meu estagio, pois fui exposta
a situagoes variadas que me permitiram desenvolver competéncias como futura profissional

de saude.

3.1.4 Preparagao de medicamentos manipulados

A Portaria n.° 594/2004 define o medicamento manipulado como “qualquer férmula
magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um
farmacéutico”. Durante o meu estagio, tive a oportunidade de presenciar a preparagao de uma
solugao alcodlica 60° de acido bodrico a saturagao. Apos a preparagao e preenchimento da
ficha do manipulado, procede-se o calculo do prego de venda ao publico (PVP) de acordo com

a legislagao em vigor (Portaria n.° 769/2004), emissao do rotulo e dispensa do produto final.

Esta experiéncia permitiu nao sé a aplicagio de conhecimentos praticos adquiridos em
unidades curriculares do plano de estudos de MICF, como também possibilitou a percegao de
todo o procedimento inerente a preparagao de medicamentos manipulados em farmacia de

oficina, tornando-se assim um ponto forte do meu estagio.

3.2 Pontos Fracos

3.2.1 Desconhecimento de nomes comerciais e marcas de produtos

Sao diversas as substincias ativas existentes no mercado farmacéutico, podendo algumas

destas ser associadas a mais do que um nome comercial. Deste modo, houve um processo de
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familiarizagao na fase inicial do estagio, nomeadamente a rececao e arrumagao de produtos e,
posteriormente, através do didlogo com o utente durante o atendimento. Muitas das vezes os
utentes referiam-se aos seus medicamentos pelo nome comercial, por conseguinte, este
aspeto representou uma dificuldade acrescida que foi sendo solucionada através do didlogo e

compreensao da indicagao terapéutica de cada um dos farmacos.

Os MNSRM e outros produtos de salide apresentam também uma vasta diversidade de
marcas e gamas disponiveis na farmacia. Assim sendo, a identificagao destes no momento do
atendimento apresentou igualmente um desafio, o reconhecimento da respetiva disposigao de
cada gama de produtos e a formagao por parte da equipa da farmacia permitiu agilizar a

assimilagao dos mesmos.

Com o decorrer do estagio, estas dificuldades foram progressivamente ultrapassadas quer
pelo didlogo anteriormente mencionado, quer pela utilizagio do sistema Sifarma® e pelo apoio
da equipa da farmacia. Contudo, no exercicio desta atividade profissional a constante

atualizagao de conhecimento é fundamental.

3.2.2 Dificuldade inicial na comunicagao com os utentes

A realizagao do estagio em farmacia comunitaria implica uma fase de adaptagao a dinamica
de trabalho presente na mesma. Nesta rotina, estao incluidas tarefas com procedimentos que
sao novidade e complementam a formagao académica, deste modo, numa fase inicial houve
alguma inseguranga na abordagem aos utentes na execugao do atendimento, que se refletiu
em dificuldade de comunicagao e percecao, da minha parte, das necessidades do utente.
Contudo, a pratica gerada com o contacto com os utentes, favoreceu o meu desenvolvimento

e aumento de confianga no discurso com o utente.

3.3 Oportunidades

3.3.1 Gabinete de Atendimento ao Utente

O gabinete de atendimento ao utente permite prestar ao mesmo uma variedade de
servigos, anteriormente referidos, que diferenciam a farmacia pela positiva e que me

permitiram adquirir competéncias que nao sao aprofundadas durante o percurso académico.

Sendo este um espago mais reservado, possibilita um contacto mais préoximo com o
utente surgindo, assim, a oportunidade de didlogo que permite ao utente ter mais abertura
para colocar questoes e ao profissional de saiude fazer o aconselhamento de forma mais

direcionada as necessidades do utente.
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3.3.2 Estagio de verao

O estagio de verao em farmacia comunitaria, realizado através do programa de estagios
extracurriculares da Universidade de Coimbra, é uma mais-valia para a aquisicao de
competéncias, que sao Uteis no decorrer do estagio curricular posteriormente realizado, tais
como, a perce¢io da rotina de uma farmacia e a utilizagdo do software Sifarma®. Durante o
més de agosto de 2022, realizei o estagio de verao na Farmacia Cortesao. Esta experiéncia
permitiu a familiarizagao com a equipa e espago da farmacia, tendo escolhido a FC como local
para a realizagao do estagio curricular. As competéncias adquiridas durante o estagio de verao
facilitaram a execugao de tarefas e, assim, o tempo inicial de adaptagao a farmacia foi utilizado
para aquisicio de novos conhecimentos e consolidagio das competéncias previamente

adquiridas.

3.3.3 Formacgoes externas

A constante inovagao da area farmacéutica torna imperativa a atualizagao dos profissionais
de saude que exercem nesta area. Consequentemente, a formagao continua torna-se uma
parte inerente e importante da profissao farmacéutica. As formagoes externas representam
uma oportunidade de acréscimo ao conhecimento ja adquirido. Durante o periodo de estagio,
tive a oportunidade de assistir a duas formagoes externas, uma relativa a produtos e outra ao

. . ® ~ . . .
sistema Sifarma®. As formagoes relativas a produtos permitem aprofundar o conhecimento
dos mesmos e, por isso, & possivel realizar um aconselhamento mais personalizado,

apresentando assim uma vantagem.

3.3.4 Valormed

A Valormed é uma sociedade sem fins lucrativos, criada em 1999, com a finalidade de
realizar a gestao dos residuos de embalagens vazias e medicamentos fora de uso e de prazo
de origem doméstica’. Os contentores Valormed encontram-se disponiveis nas farmécias
comunitarias, desta forma, o farmacéutico tem a responsabilidade de sensibilizar os seus
utentes a adesao a esta iniciativa. Pode considerar-se que na FC esta tarefa foi concluida com
sucesso por toda a equipa, visto que ha uma necessidade regular de colocar novos

contentores, contribuindo assim para a protegao da satde publica.
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3.4 Ameacas
3.4.1 Medicamentos esgotados

No decorrer do estagio, a dispensa de determinados medicamentos foi impossibilitada
por estes se encontrarem esgotados, devido a falhas na distribuicao grossista ou quebras na
produgao. Assim, este ponto representa uma ameaga, dado que se trata um problema com
origens exteriores a farmacia, nao é possivel soluciona-lo internamente, nem ter uma previsao

concreta de quando os medicamentos esgotados voltam a estar disponiveis.

O trabalho no backoffice no momento da realizagao e recegao da encomenda releva a sua
importincia, especialmente nestas situacdes. O sistema Sifarma 2000® é o utilizado para a
realizacao de encomendas, este, através dos dados cedidos pelos armazenistas, permite
identificar os produtos que se encontram rateados e realizar uma encomenda destes, ainda
que numa menor quantidade que o desejavel, assegurando o acesso ao medicamento de forma

mais limitada.

Esta realidade é limitante no momento do atendimento, devido a impossibilidade de
dispensar o medicamento solicitado pelo utente. Apesar de a substituicao por outro
laboratério ser uma das hipéteses para a resolugao do problema, alguns utentes sao
resistentes a mudanca, devido ao habito com certo laboratorio, e declaram que preferem
aguardar que este volte a estar disponivel, levantando, assim, a problematica da falta de adesao
a terapéutica. Noutros casos, nao existe alternativa e é necessario proceder a alteragao da
prescricao terapéutica por parte do médico, sendo estes MSRM. Esta falha afeta todos os
doentes, mas principalmente doentes com patologias cronicas e tratamento prolongado, aos

quais nao é possivel dar reposta as suas necessidades.

3.4.2 Situagao socioeconomica do pais

A reflexao da situagao economica atual do pais € notdria nas farmacias e em quem recorre
as mesmas. As alteragoes econdmicas vividas, levaram a redugao do poder de compra da
populacao, afetando, juntamente com a variabilidade de comparticipagao de medicamentos,
negativamente as farmacias. Deste modo, existe a necessidade de inovagao que diferencie a

farmacia e beneficie o utente.

4. Consideracgoes Finais

O estagio em farmacia comunitaria permitiu-me colocar em pratica os conhecimentos

adquiridos aos logo do meu percurso académico, em contexto real, assim como também,
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desenvolver outras competéncias, através das diferentes atividades desempenhadas e do
contacto com o meio envolvente, que foram essenciais para o meu desenvolvimento e
experiéncia a nivel profissional e pessoal. Desta forma, posso concluir que este estagio
curricular foi uma experiéncia bastante positiva e que representa uma mais-valia para o meu

futuro profissional como farmacéutica.

Por dltimo, gostaria de agradecer a toda a equipa da Farmacia Cortesao, por me ter
acolhido tao bem, pela disponibilidade demonstrada para ajudar e pelos valores e
ensinamentos transmitidos durante os quatro meses de estagio, que foram cruciais para o

sucesso do mesmo.

5. Casos Praticos

Caso |

Utente do sexo feminino dirige-se a farmacia e expoe a situagao do seu marido, um idoso
de 74 anos que se queixa de dor de dentes e pede Brufen®400 mg (ibuprofeno) para o alivio
dos sintomas. Pergunto se o utente em questao tem ficha aberta no sistema da farmacia, ao

que a senhora responde que sim.

Apés abrir a ficha, deteto que o utente toma Eliquis®5 mg®, que tem como principio ativo
o apixabano um anticoagulante oral que inibe diretamente o fator Xa da cascata da coagulagao,
deste modo a utilizagao de um AINE nao é aconselhavel, pois existe um risco acrescido de

hemorragia pela toma em simultaineo com um anticoagulante oral e pela idade do senhor.

Assim, acabei por dispensar um Ben-u-ron® 500 mg (paracetamol) que tem indicagdo
terapéutica para odontalgias ligeiras a moderadas e apresenta ser a solugao mais segura neste

Caso.

Caso |l

Utente do sexo feminino, 68 anos, recorre a farmacia queixando-se de tosse seca e
persistente. Apos consultar a ficha da utente, apercebo-me que ja havia alguns tratamentos
para esta afecao que nao tiveram efeito. Sendo uma doente hipertensa, tinha na sua medicagao
habitual a combinagao de Perindopril + Indapamida 4 mg + 1,25 mg. Sabendo que os inibidores
da enzima de conversio da angiotensina (IECA) podem originar tosse seca®, a utente foi

aconselhada a consultar o seu médico para revisao da prescrigao.
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Quando a utente voltou a farmacia, apresentou uma nova receita do seu cardiologista,
houve alteragao da medicagao para a hipertensao arterial para Losartan + Hidroclorotiazida

50 mg + 12,5 mg e nao apresentava tosse.

Caso |l

Utente do sexo feminino, 43 anos, dirige-se a farmacia referindo que sente comichao e
ardor na zona intima. Questiono se tem corrimento anormal e esbranquigado, ao que a utente
responde que sim. Estes sintomas sao tipicos de uma candidiase vaginal, provocada, na maior
parte dos casos, pelo fungo Candida albicans, que se encontra naturalmente na flora da zona

intima.

Tratando-se de uma infecdo flngica, a utilizagado de um produto com clotrimazol,
substancia ativa classificada como antifungico e que é de uso tépico, € o mais indicado nestes
casos. Deste modo, o produto dispensado foi o Gino-Canesten®, um creme vaginal que tem
como principio ativo a substancia anteriormente referida, com as indicagoes de aplicagao do

creme 2 a 3 vezes ao dia, durante uma semana.

A alteragao do pH da zona intima é um dos fatores desencadeantes da Candidiase, desta
forma, como adjuvante a terapéutica aconselhei um gel de limpeza intimo, que iria ajudar a
manutencio do pH ligeiramente 4cido da zona intima. O produto escolhido foi Lactacyd®
Pharma Suavizante, indicado para este tipo de infegoes. O extrato de Margaridas Azuis e o
Aloe Vera presentes na formulagao do produto, proporcionam uma sensa¢ao de conforto da

mucosa, aliviando a sensacio de comichio e ardor®.

Caso IV

Utente do sexo masculino, com cerca de 20 anos, apresenta-se na farmacia com dor e
alguma irritagao na garganta. Pede pastilhas para o alivio dos sintomas. Tendo em consideragao
as opgdes disponiveis, dispenso Tantum Verde® Pastilhas 3 mg + 2,5 mg’. Esta formulagio
contém cloridrato de benzidamina, que tem agao anti-inflamatoria local e anestésica local e
benzocaina que é um anestésico de aplicagao topica local, que reforga o efeito da benzidamina.
As indicagoes dadas neste caso foram a toma de uma pastilha até 3 vezes ao dia, durante o

maximo de sete dias.
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Caso V

Utente do sexo feminino, cerca de 30 anos, recorre a farmacia pois apresenta pequenas
vesiculas em redor dos seus labios. Apds questionar se sente dor, responde que nao, mas que
tem a sensagao de formigueiro naquela zona. A utente referiu também que costuma ter herpes

labial.

O herpes labial caracteriza-se pelo aparecimento de pequenas bolhas com liquido nos
labios e em redor dessa zona, que mais tarde rompem, formando uma crosta que cai depois
de uns dias. Este processo, pode ocorrer ao longo de toda a vida, apos contacto com o virus,
com periodicidade variavel. Considerando toda a informagao, o produto aconselhado foi o

creme Zovirax®.

A substancia ativa deste produto é o aciclovir, um antiviral com agao contra os virus
herpes simplex (VHS)®, responséveis pelo aparecimento do herpes labial. Assim, este produto
foi dispensado sob as seguintes indicagoes: aplicar o creme nas lesdes 5 vezes ao dia durante

quatro dias.
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|. Introdugao

A Ultima etapa do percurso no Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) é
marcada pela realizagdo do estagio curricular no 2° semestre do 5° ano. A Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra possibilita a realizagio do mesmo em diferentes areas
do setor farmacéutico. A drea dos assuntos regulamentares despertou o meu interesse ao
longo do plano de estudos do MICF devido a importancia do farmacéutico em todas as etapas
do medicamento. Desta forma, escolhi o Infarmed para a realizagdo do estagio curricular, na

area acima referida, devido a sua importancia e exceléncia como entidade reguladora.

A Diregao de Avaliagao de Medicamentos (DAM) foi a unidade organica que me acolheu
durante os trés meses de estagio, mais concretamente a Unidade de Manuteng¢ao no Mercado

(UMM).

O presente relatorio tem como objetivo a analise critica do estagio curricular, realizado
sob a orientagao da Dra. Dina Lopes. A anilise é feita através do modelo SWOT (Strengths,
Weaknesses, Opportunities and Threats), permitindo assim a analise interna (Pontos Fortes e

Pontos Fracos) e a analise externa (Oportunidades e Ameagas) (Tabela I).

2. INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude,
I.P.

O Infarmed é um instituto publico, fundado em 1993. Tendo participagao no novo Sistema
Europeu do Medicamento’. Atualmente, encontra-se no Parque de Saude de Lisboa e estd
integrado na administragao indireta do Estado, sendo dotado de autonomia administrativa,
financeira e patrimonio préprio. Tem como missao principal a regulagcio e supervisaio dos
setores do medicamento de uso humano e produtos de salide (cosméticos, dispositivos
médicos e produtos de higiene corporal), de modo a garantir que estes sao de qualidade,

seguros e eficazes'’.

A estrutura organizacional do Infarmed encontra-se dividida em cinco 6rgaos e catorze
unidades organicas, de acordo com area em que se integram (atribuicao ou gestao), como se

verifica no organograma apresentado (Figura I)'".
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Figura I: Organograma do INFARMED, I.P.

3. Direcao de Avaliagcao de Medicamentos

A Diregao de Avaliagao de Medicamentos (DAM) é uma das unidades organicas que
desempenha fungoes no Infarmed. As atividades desempenhadas nesta unidade tém como
objetivo assegurar os procedimentos de registo, avaliagdo da sua eficacia, seguranga e
qualidade, e de autorizagao de introdugao no mercado de medicamentos de uso humano e a

sua manutencio no mercado'?, entre outros.

Sob a direcao da Dra. Marta Marcelino, a DAM encontra-se dividida em trés subunidades
especializadas por areas de intervengao: A Unidade de Ensaios Clinicos (UEC), a Unidade de
Avaliagao Cientifica (UAC) e a Unidade de Manutengio no Mercado (UMM)'2 Durante o meu
estagio na DAM, fui inserida na equipa da UMM que realizava a gestio de processos de
alteragoes aos termos da Autorizagao de Introducao no Mercado (AIM) concedida por
procedimento descentralizado e de reconhecimento mutuo, sendo Portugal o Estado Membro

de Referéncia.

Os processos trabalhados na UMM encontram-se na fase pés-AlM, desta forma, as tarefas
atribuidas no periodo de estagio, consistiam em avaliar pedidos de renovag¢des ou alteragoes
de AIM, e, posteriormente, aprovar ou indeferir os mesmos. Para procecer a validagao destes
processos, era necessario cruzar a informagao enviada pelos requerentes, através de uma
plataforma proépria, com uma checklist pré-definida. Apos a avaliagao destes dados, era possivel

averiguar se os processos poderiam ser aprovados.
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4. Analise SWOT

Tabela I: Analise SWOT

Pontos Fortes Pontos Fracos

e Formacao inicial Duragao do estagio

e Contacto com o ritmo de trabalho Interagao com outras Diregoes do
em Assuntos Regulamentares INFARMED

e Autonomia de trabalho

e Plataformas eletrdnicas internas

Oportunidades Ameagas
e Portugal como Estado Membro de e Pedidos de avaliagao incompletos
Referéncia submetidos pelos TAIM
¢ Inglés técnico e Invalidagoes de processos por outros

Estados-Membros

e Recursos humanos

4. Pontos Fortes

4.1.1 Formacao inicial

O estagio foi iniciado com um conjunto de formagoes especificas que permitiram a
aquisicao e consolidagao de conhecimentos na area regulamentar, como também a percegao
da dinadmica de trabalho da DAM. Estas formagoes, realizadas ao longo da primeira semana de
estagio, foram essenciais para a criagao de bases de trabalho a aplicar posteriormente em
contexto real, sobretudo a explicagio de como se deveria proceder o uso das plataformas
eletronicas internas do Infarmed. Porém, apenas com a pratica e com as diferentes
necessidades ao longo do periodo de estagio foi possivel ter uma perce¢ao mais concreta dos
diferentes passos necessarios para a validagao de processos. As formagoes iniciais apresentam-
se como um ponto forte do meu estagio, pois a informagao transmitida, quando conjugada

com a pratica, possibilitou a realizagao de tarefas com eficiéncia.

4.1.2 Contacto com o ritmo de trabalho em Assuntos Regulamentares

A unidade curricular de Assuntos Regulamentares do Medicamento, lecionada no plano

de estudos do MICF, concede bases essenciais para a realizagao de trabalhos nesta area, no

24



entanto, estas apresentam-se huma componente mais teorica. A realizagao de estagios na area
dos assuntos regulamentares permite a aplicagao pratica dos conhecimentos adquiridos. Deste

modo, considero o contacto com o dia a dia da UMM um ponto forte.

Os Regulamentos, Normas Orientadoras, Diretivas e Decretos-Lei inerentes a legislagao
do medicamento, sao a base de trabalho das autoridades regulamentares, categoria onde se
insere o Infarmed. Assim, a validagao de processos de renovagoes e alteragoes aos termos de
AIM ¢ baseada na conformidade com a legislagao em vigor. Os processos com os quais tive
contacto no decorrer do estagio, apresentavam caracteristicas distintas entre si, desta forma
foram surgindo duvidas variadas, que permitiram o contacto constante com a legislagao,
tornando a experiéncia mais diversificada e que, no final, culminaram na evolugao de
conhecimentos na area de assuntos regulamentares, que poderao ser Uteis no futuro

profissional como farmacéutica.

4.1.3 Autonomia de trabalho

Apos a fase inicial de adaptagao as diferentes ferramentas de trabalho, o estagiario é
incentivado a realizar as tarefas propostas de forma auténoma e responsavel, uma vez que, as
tarefas realizadas impactavam diretamente a informagao, relativa a medicamentos, cedida nao
sO a outros profissionais de saide, mas também ao publico geral. Desta forma, a compreensao
e execucao de forma correta de todas as etapas de validagao de processos é fulcral para um
bom desempenho. A atribuiciao de credenciais individuais para acesso as plataformas
eletronicas internas, permite a consulta de toda a informagao necessaria para a realizagao de
tarefas autonomamente. Apesar de a autonomia de trabalho ser incentivada, a equipa da UMM
mostrou-se sempre disponivel para esclarecer as diversas duvidas que iam surgindo, tornando
o ritmo de trabalho fluido e permitindo a superacao de dificuldades e o desenvolvimento de

competéncias.

4.1.4 Plataformas eletronicas internas

A rede interna composta pelas diferentes plataformas eletronicas de trabalho do
Infarmed facilita a partilha de informagao entre estas, assim como, a organizagao e o facil
acesso a informagao quando necessario. Como a quantidade de dados trabalhados é elevada,
este apresenta-se como um ponto forte. Estas plataformas s3ao essenciais para o
funcionamento normal das fun¢oes diarias desempenhadas pelas diferentes unidades de

trabalho do Infarmed e, por isso, é essencial a sua utilizagao de uma forma correta.
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Durante o meu percurso pela UMM, trabalhei com algumas destas plataformas,
nomeadamente o CTS (Communication and Tracking System), o SGA (Sistema de Gestao de
Avaliagoes) e o GiMed (Gestao de Informagao de Medicamentos). O SGA permite a gestao
da informagao submetida pelo titular de AIM através da plataforma SMUH-ALTER (Sistema de
Medicamentos de Uso Humano — Alteragoes). O contacto didrio com estas plataformas
permitiu-me compreender melhor a sucessao de etapas envolvidas na validagao de processos
e ainda trabalhar com as ferramentas que permitem a realizagao do trabalho de exceléncia

apresentado pelo Infarmed.

4.2 Pontos Fracos
4.2.1 Duragao do estagio

A UMM é composta por diferentes departamentos que desempenham tarefas em
diversas vertentes do pos-AlM. Desta forma, a realizagao de um estagio de apenas trés meses
acaba por nao ser suficiente para experienciar a realidade profissional de um gestor de

processos da UMM na sua totalidade.

Dado o curto periodo de estagio, nao foi possivel contactar com todo o tipo de
processos geridos pela UMM. Os processos com os quais tive mais contacto, foram as
renovagoes de AIM reduzidas que possuem um calendario estipulado de 30 dias, assim, foi
possivel acompanhar este tipo de processos desde a sua validagao inicial até ao final de
calendario e posterior finalizagao. Outro tipo de processos que apresentavam alguma
exigéncia adicional no momento da validagao ou que a duragao do seu calendario nao permitia
a conclusao do processo dentro do tempo de estagio, nao chegaram a ser alvo de trabalho.
Assim sendo, nao foi possivel ter contacto com todas das tipificagoes de alteragoes, tendo

apenas validado alteragoes do tipo IB.

Apesar de o conhecimento adquirido ter sido enriquecedor, a duragao do estagio foi,
a meu ver, um ponto fraco do mesmo, visto que nao foi possivel experienciar todo o tipo de
processos geridos pela UMM, nomeadamente as alteragoes do tipo A e tipo |l e as renovagoes

complexas.

4.2.2 Interagao com outras Dire¢coes do INFARMED

Associado ao ponto anteriormente descrito, a curta duragao do periodo de estagio no
Infarmed impossibilitou o contacto com outras direcoes que operam na autoridade

regulamentar e, assim, esta limitagao revelou-se um ponto fraco do estagio, uma vez que nao

26



foi possivel ter a percegao global de todas as fungoes desempenhadas pelas diferentes diregoes

e o papel do farmacéutico na execugao das diversas atividades.

4.3 Oportunidades

4.3.1 Portugal como Estado Membro de Referéncia

A participagao significativa e ativa do Infarmed no Sistema Europeu de Avaliagao de
Medicamentos (SEAM) permitiu consolidar a atuagao de Portugal como Estado Membro de
Referéncia (EMR)". Em 2018, o Infarmed encontrava-se no 3.° lugar dentro dos Estados-
Membros (EM) que mais contribuiram para o SEAM'. O rigor e exceléncia apresentados na
emissao de pareceres técnico-cientificos, permite a conclusao dos processos submetidos com

distingao, colocando Portugal num posicionamento favoravel relativamente a outros EM.

O reconhecimento que leva Portugal a sua atual posi¢ao representa uma oportunidade
para a continuagao da aposta das competéncias técnico-cientificas de analise do Infarmed, que
levam a que os requerentes escolham Portugal como EMR na submissio de processos

europeus de AIM.

4.3.2 Inglés técnico

A darea farmacéutica exige o contacto constante com outras nacionalidades,
especialmente na area dos assuntos regulamentares. Durante o periodo de estagio, a utilizagao
da lingua inglesa foi praticamente diaria, quer na comunicagao com os titulares de AlM, quer
na revisao de textos da informagao do medicamento e, também, de outros documentos
necessarios para a validagao de processos. Assim, tive a oportunidade de adquirir e consolidar
conhecimentos técnico-cientificos de inglés, destacando o uso de termos da area regulamentar
que nao tém uma tradugao adequada para o portugués, constituindo esta vertente uma

vantagem pessoal e como futura profissional de saude.

44 Ameacas

4.4.1 Pedidos de avaliagao incompletos submetidos pelos TAIM

Os pedidos de avaliagao de alteragoes de AIM e renovagdes, submetidos pelos
titulares, devem cumprir um conjunto de requisitos e conter informagao propria consoante o
tipo de pedido. Foi possivel verificar que muitas vezes os pedidos submetidos encontram-se
incompletos ou com erros na documentagao necessaria, sendo necessario solicitar ao titular

de AIM a informacgao em falta, prolongando o tempo de validagao do processo. Deste modo,
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este ponto pode traduzir-se numa ameaga, na medida em que pode deixar de ser possivel
acompanhar o processo até a sua finalizagao, devido ao tempo decorrido entre o pedido da

informagao e a resposta do TAIM, considerando o curto periodo de estagio.

4.4.2 Invalidagoes de processos por outros Estados-Membros

Em certos casos, apos a validagao e aprovagao de toda a informagao necessaria para dar
seguimento aos processos, no momento de iniciar calendario no CTS, plataforma que permite
a comunicagao entre os EM envolvidos nos processos, havia invalidagoes de alguns dos Estados
Membros Envolvidos (EME), o que impossibilitava a continuidade do processo em causa. Nesta
situagao, & necessario comunicar diretamente com os EM, via e-mail, questionando se as
questoes de invalidagao se encontram resolvidas. Este processo poderia prolongar o tempo
do processo, pois, por vezes, os tempos de espera de resposta eram longos. Este ponto surge
como uma ameaga, dada curta duragao do estagio, poderia nao ser possivel acompanhar o

processo até ao fim.

4.4.3 Recursos humanos

No decorrer do estagio, foi possivel ter a percegao de como a falta de recursos humanos
vivenciada na DAM afeta o ritmo de trabalho. A falta de profissionais levou a acumulagao de
tarefas, inviabilizando a capacidade de resposta de acordo com o objetivo do calendario
estabelecido. Assim, a analise de processos foi afetada, levando a tempos de espera longos até

a finalizagao dos processos submetidos ao Infarmed.

A falta de recursos humanos constitui uma ameaga, nao apenas na dimensao dos estagios,

mas também no posicionamento externo do Infarmed como entidade reguladora.
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5. Consideragoes Finais

A oportunidade de realizar o estagio curricular no INFARMED I.P. foi uma experiéncia
bastante positiva, que contribuiu para a minha aprendizagem e crescimento, a nivel pessoal e
profissional. A orientagao da equipa da DAM foi fundamental para o sucesso do estagio, quer
pela transmissao de valores e conhecimentos, quer pela disponibilidade constante para

esclarecer duvidas.

A aplicacado de conhecimentos adquiridos ao longo do curso, em contexto real, foi
possivel durante o periodo de estagio, destacando as unidades curriculares de Assuntos
Regulamentares do Medicamento e Gestao de Processos Regulamentares. As bases que estas
duas unidades curriculares me proporcionaram, na area dos assuntos regulamentares,

facilitaram a minha adaptagao ao ritmo de trabalho da UMM.

Por fim, posso concluir, que foi uma experiéncia bastante enriquecedora e gratificante que
me permitiu adquirir competéncias e conhecimentos técnicos que serao Uteis no meu futuro
profissional e compreender melhor o papel do farmacéutico na area dos assuntos

regulamentares.
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ABSTRACT

The use of RNA molecules for gene therapy has several advantages due to the different
functions that these molecules perform in vivo. The study of the structure of messenger RNA
(mRNA) molecules and the mechanisms they trigger in the extracellular and intracellular
environment, allowed us to understand how these molecules can be modified to generate the
expression of a protein of interest, which will play an essential role in therapy. mRNA vaccines
have gained prominence in this type of therapy in recent years, having shown interest in their
application in cancer immunotherapy, particularly in solid tumors due to the
immunomodulatory action induced in the environment surrounding these tumors. The
development of quality and effective mMRNA vaccines requires the treatment of some factors
such as: the delivery vehicle for the mRNA molecules, which needs to be able to overcome
extracellular and intracellular barriers, to guarantee the correct expression of the desired
proteins and the personalization of therapy for each patient, as well as ensuring the safety of
its administration.

Autonomous artificial intelligence systems (Machine Learning and Deep Learning) have been
applied to develop mRNA vaccines. The information processing carried out allowed the
optimization of therapy, and these systems were put into practice by the pharmaceutical
industry. Studies carried out allowed us to conclude that these models can be applied in
personalizing treatment, choosing the delivery vehicle, as well as predicting toxicity after
administration, this is possible with robust databases of the subject to be analyzed.
Throughout this paper, | will be focusing on mRNA therapies applied to cancer treatment and
how artificial intelligence models can help in the optimization of these vaccines. Highlighting

the models under study, their advantages, limitations and future prospects.

Keywords: mRNA vaccine, Immunotherapy, Artificial Intelligence, Machine Learning, Deep

Learning.
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RESUMO

A utilizacao de moléculas de RNA para terapia genética apresenta diversas vantagens devido
as diferentes funcionalidades que estas moléculas desempenham in vivo. O estudo da estrutura
das moléculas de RNA mensageiro (MRNA) e dos mecanismos que estas desencadeiam no
meio extracelular e intracelular, permitiu a compreensao da forma como estas moléculas
podem ser modificadas para gerarem a expressao de uma proteina de interesse, que tera um
papel importante na terapéutica. As vacinas mRNA ganharam destaque neste tipo de terapias
nos ultimos anos, tendo revelado interesse a sua aplicagio na imunoterapia do cancro,
nomeadamente em tumores soélidos devido a acao imunomoduladora induzida no ambiente
envolvendo os mesmos. O desenvolvimento das vacinas mMRNA com qualidade e eficazes,
requer o tratamento de alguns fatores como: o veiculo de entrega das moléculas mRNA, que
precisa de ser capaz de transpor as barreiras extracelulares e intracelulares, de modo a
garantir a expressao correta das proteinas desejadas e a personalizacao da terapia para cada
doente, assim como também garantir a seguranca da sua administragao.

Os sistemas de inteligéncia artificial autonomos (Machine Learning e Deep Learning) foram
aplicados no desenvolvimento de vacinas mMRNA. O processamento da informagao realizado
permitiu a otimizacao da terapéutica, tendo estes sistemas sido colocados em pratica pela
industria farmacéutica. Estudos realizados permitiram concluir que estes modelos podem ser
aplicados na personalizagao da terapéutica, escolha do veiculo de entrega, assim como
também, na previsao de toxicidade apos a administragao, isto é possivel com bases de dados
robustas da matéria a analisar.

Ao longo deste trabalho, irei basear-me nas terapéuticas mRNA aplicadas ao tratamento na
area do cancro e como os modelos de inteligéncia artificial podem ajudar na otimizagao das

mesmas, incidindo nos modelos em estudo, as suas vantagens, limitagoes e perspetivas futuras.

Palavras-chave: Vacina mRNA, Imunoterapia, Inteligéncia Artificial, Machine Learning, Deep
Learning.
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AAT — Antigénios Associados a Tumores

AET — Antigénios Especificos de Tumores
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ML — Machine Learning

MPRAs — Massively Parallel Reporter Assays

MRL — Mean Ribosome Loading

NPL — Nanoparticulas Lipidicas

ORF — Open Reading Frame

PCD - Polymer Component Distribuition

PD-L1 - ligando da Programmed Cell Death Protein |
PEG - Polietilenoglicol

SERS - Surface-enhanced Raman spectroscopy

TIV — Transcrigao in vitro

UTR - Untraslated Region — Regiao nao codificante
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|. Introdugao

O cancro representa um grupo de doengas que podem comegar em qualquer 6rgao ou
tecido do corpo, quando células proliferam descontroladamente e invadem outras partes do
corpo e/ou se espalham para outros 6rgaos. O processo mais tardio da doenga é denominado
metdstase, sendo a segunda principal causa de morte no mundo'. O tratamento do cancro
assenta frequentemente na cirurgia, radioterapia e quimioterapia, mas surgiram outros
métodos, como a imunoterapia e terapia personalizada que revolucionaram e acabaram por
complementar as abordagens anteriormente utilizadas>. A imunoterapia tem como objetivo
potenciar ou restaurar a capacidade do sistema imunitario de detetar e eliminar células
cancerigenas’, tirando partido dos componentes biologicos e fisioldgicos presentes neste
sistema, contudo, apenas uma pequena fragao das mutagoes induz uma resposta imune no
individuo portador do tumor, o que limita a imunoterapia para tumores com alta carga
mutacional. A utilizagado de anticorpos monoclonais (mAb) como inibidores dos immune
checkpoint (ICls)* surge como uma das abordagens com mais destaque da imunoterapia nos
ultimos anos. A terapia com acidos nucleicos, nomeadamente, vacinas mRNA com o objetivo
de aumentar a apresentagao de antigénios associados a tumores (AATs) e antigénios
especificos de tumores (AETs) ao sistema imunitario e iniciar a ativagao de células T e B é
uma das vertentes da imunoterapia que tem vindo a ganhar destaque devido ao potencial que

o mRNA apresenta como agente terapéutico.

A molécula RNA mensageiro (mRNA) foi descoberta em 1961, no entanto, a primeira
vacina mRNA testada para o tratamento do cancro surgiu apenas em 995, em ensaios com
murganhos® ¢, No periodo temporal ocorrido entre os dois eventos, o estudo do mRNA
permitiu perceber o papel desta molécula na sintese de proteinas e a possivel aplicagao desta
descoberta na terapéutica, assim como o desenvolvimento de tecnologia capaz de levar o
mRNA ao alvo terapéutico. Utilizando mRNA transcrito in vivo, que tem a capacidade de
transportar a informagao de qualquer gene, é possivel a tradugao de proteinas com a atividade
farmacoldgica in vivo de interesse’. O progresso da nanotecnologia possibilitou sistemas de
entrega a base de lipidos de mRNA, os lipossomas, tendo sido em 1978, a primeira entrega
de mRNA a células utilizando lipossomas®®. Os 4cidos nucleicos apresentam carga negativa e
sao hidrofilicos impedindo a sua passagem pela membrana celular. As nanoparticulas lipidicas
desempenham um papel fulcral no transporte do mRNA até ao citoplasma das células-alvo,
pois sao catidnicas e hidrofobas e permitem uma melhor resisténcia a agao das ribonucleases
(RNases), enzimas que catalisam a hidrélise de substratos de RNA’, melhorando assim a

estabilidade do mRNA in vivo'°.
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A necessidade produgao em larga escala de vacinas mMRNA em 2021, para o combate da
pandemia Covid-19, veio realgar as potencialidades e vantagens terapéuticas, que podem ser
consideradas na aplicagao deste tipo de terapéuticas no cancro, tais como — elevada eficacia,
toxicidade baixa, administragao segura, pois nao € necessdria integragao no genoma nao
havendo risco de ocorrer mutagoes; podem ser fabricadas rapidamente e com custos
reduzidos, relativamente a producao de completa proteinas. Em terapéuticas como a
quimioterapia e a radioterapia pode ocorrer resisténcia a varios farmacos utilizados, assim
como, toxicidade elevada. Contudo, as terapias a base de mMRNA também apresentam algumas
limitagoes que se tornam desafios a superar durante o desenvolvimento e produgao,
nomeadamente, a instabilidade e ineficacia na entrega in vivo do mRNA, a duragao da expressao

de proteinas e da imunomodulagio e a entrega direcionada ao alvo in vivo """

Com o progresso da tecnologia a nivel global e sendo as diferentes areas inerentes a esta
cada vez mais indispensaveis no nosso dia a dia, € de notar, que no ramo da saude, a tecnologia
se tornou também uma pega fulcral para o desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico
e tratamento. A necessidade de autonomizar procedimentos e torna-los mais eficientes, levou
a introdugao da Inteligéncia Artificial (IA) nesta area. A IA é o termo utilizado para o uso de
software e hardware que mimetiza comportamento inteligente, com vista a realizagao de tarefas
com o minimo de intervencio humana'’. Assim, a utilizacio de modelos IA no
desenvolvimento de vacinas mRNA para o tratamento do cancro é uma vertente que esta

atualmente a ser explorada pela industria farmacéutica.

2. Antigénios tumorais

Os antigénios tumorais podem ser classificados em duas categorias: os antigénios
associados a tumores (AATs) e antigénios especificos de tumores (AETs). Os AATs sao
expressos normalmente nos tecidos, enquanto que em células tumorais estes encontram-se
expressos de forma nao regulada. Assim, este tipo de antigénio tem baixa especificidade
tumoral, imunogenicidade e apresentam elevada tolerancia imunologica central”’. Estas
caracteristicas culminam num desafio, quando se pretende desenvolver vacinas para o
tratamento do cancro, pois como sao autoantigénios as células B e T que reconhecem estes
antigénios podem ter sido removidas pela tolerancia imunolégica central e periférica. Assim,
ensaios clinicos com vacinas direcionadas para os AATs demonstraram que a resposta imune,

quando detetada, nao ¢ significativa. Quando se consegue ter uma resposta significativa, existe

o risco de ocorrerem danos colaterais em células normais, podendo causar toxicidade'*. O
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segundo tipo de antigénios tumorais sao os AETs, nestes estao incluidos antigénios expressos
por oncovirus, sendo que 10% dos casos de cancro a nivel mundial sao causados por uma
infecao viral' e os neoantigénios, que sao formados através de mutagdes no genoma das
células tumorais durante a carcinogénese. Como estes antigénios nao sao expressos por
células saudaveis tém elevada especificidade tumoral, imunogenicidade e fraca tolerancia
imunoldgica central”®, sendo, portanto, alvos ideais para os linfocitos T. As células T

reconhecem as células tumorais e desencadeiam uma resposta imunolégica adaptativa'”.

Estudos realizados com milhares de sequéncias de RNA, para I8 tipos de tumores,
demonstraram que existe uma correlagao positiva entre o nimero de neoantigénios e a
expressao de genes com atividade citotoxica das células T'*. Os neoantigénios podem ainda
ser divididos em 2 categorias, os “partilhados” que sao comuns em diferentes doentes
oncoloégicos, mas nao estao presentes no genoma humano e os “personalizados” que sao

Gnicos relativamente a outros antigénios e sao diferentes de doente para doente".

3. Vacinas mRNA

A preparagao de vacinas mRNA para administragao requer — a preparagao da molécula
mRNA in vitro e um sistema de entrega capaz de levar o mRNA até ao alvo para ocorrer o

efeito terapéutico.

3.1 mRNA

As moléculas de mRNA sao transcritas a partir de moléculas de DNA no nucleo da célula
eucariota e contém a informagao genética para produzir proteinas no citoplasma'’. Quando o
RNA se encontra recentemente transcrito do genoma pela RNA polimerase Il (Pol Il)
denomina-se de pré-mRNA'®, esta molécula contém regides codificantes (exdes) e regides
nao codificantes (introes), sendo necessaria uma fase de maturagao para formar mMRNAY. Este
processo consiste em 3 etapas: 5'-end capping, processamento (splicing) e poliadenilagio. A
primeira fase comega durante a transcrigao pela Pol |l e envolve a intervengao de trés enzimas
RNA trifosfatase, RNA guanililtransferase e guanina-N7 metiltransferase. Apds o capping a
molécula de RNA contém uma guanosina N7-metilada na extremidade 5''°. Durante a etapa
de splicing, ocorre a remogao dos introes e a formagao de RNA maduro, resultante da uniao
dos exoes. Este processo termina com a poliadenilagao, etapa que consiste na clivagem da
extremidade 3’ e adicado da cauda poli(A) nesta mesma extremidade. Este processo de

maturagao permite proteger a molécula de mRNA da degradagao (5’- end capping) e a 3’-
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cauda poli(A) contribui para a estabilidade’” e desempenha um papel importante na exportagao
da molécula de mRNA maduro do nucleo para o citoplasma da célula, onde podera ser

traduzido, pelos ribossomas, em proteinas'®.

Na produgao de vacinas mMRNA, a transcrigao in vitro (TIV) seguida das etapas 5’ capping
e poliadenilagdo na extremidade 3’ visa recriar o processo natural do mRNA no citoplasma

das células eucariotas®® %'

. No entanto, a sintese in vitro de mRNA, obtido a partir de
plasmideos com as sequéncias de DNA desejadas®, procura também reduzir a degradagio,
que pode ser gerada apods a administragao do mRNA exdgeno e melhorar a estabilidade da
molécula in vivo, assim como também assegurar a expressao das proteinas desejadas. Para estes
efeitos sao utilizadas as seguintes técnicas — 5’ cap e a adicao da cauda poli(A) a extremidade
3’, tal como acontece no processo no na célula eucariota, com o objetivo de prevenir a
degradagao da molécula por a¢ao de exonucleases e melhorar a estabilidade da mesma (Figura
). A incorporacao de regides nao traduzidas (UTRs) nas extremidades 5’ e 3’ do mRNA,
permite a tradugao correta do antigénio desejado, que se encontra codificado na regiao open
reading frame (ORF). Apds a obtengao da molécula de mRNA, esta deve passar por um
processo de purificagao, para remover fragmentos de molde curtos, gerados através de falhas

na transcricao®® 2" 2,

38



R 5UTR ORF 3UTR

Template DNA

Plasmideo DNA T ®®® Nucledtidos

livies

Fosfato G)
©

RNA polimerase

5 ooo 5UTR ORF 3' RNAndomodificado ===~ I

dsRNA DNA

w6 —EEP \lmﬁg s —PXPEH

Pds-transcrigdo

Can0 mMRNA capping
ap \ \ . . (ARCA)
S GGQEID - EI

SAM

\J 2-0-Metiltransferase
OCH3

(r:ﬂaFEb]A 5 '_5'UTR ORF 3

’;-F['T )l Poli(A) polimerase

curto

Cauda OCH3
SRR OGOEL] o _ELIO00COLINS

OCH3 Remogdo dsRMNA e do DNA curto dsRNA
Purificagéo _, ! DA
domRNA 5 000 5UTR ORF IUTR o 3 curto

Figura I: Transcricdo in vitro de mRNA

A técnica principal para preparar a molécula de mRNA a ser administrada nas vacinas, € a transcrigdo in vitro.
E utilizada uma RNA polimerase bacteriéfago, como, por exemplo, T3, T7 ou SP6 RNA polimerase e um molde
de DNA linearizado que contém as sequencias do antigénio alvo. O mRNA nao-replicativo inclui uma open
reading frame (ORF) que codifica a proteina de interesse. Possui também regiSes nao traduzidas (5’- e 3’- prime),
uma guanosina N7-metilada na extremidade 5’ e uma cauda poli(A) na extremidade 3’, estas duas ultimas podem
ser adicionadas durante a transcrigio in vitro ou adicionadas por enzimas depois da transcrigdo inicial .

(Adaptado de Deng Z, Tian Y, Song ] et al. 2022)

Imagem criada com Biorender.com

3.2 Sistemas de entrega in vivo de mRNA

Para surgir o efeito terapéutico desejado, as moléculas de mMRNA tém de atingir o alvo,
em concentragao suficiente e de seguida, atravessar a membrana celular para chegar ao
citoplasma e poder ocorrer a tradugao de proteinas. Contudo, como foi anteriormente
mencionado, existem alguns fatores que podem levar a instabilidade e degradagao do mRNA
impedindo o cumprimento do seu proposito. As barreiras extracelulares, como as
exonucleases e as RNases presentes na pele e na corrente sanguinea e as proprias membranas
celulares representam o primeiro desafio; apds entrarem para o citoplasma as moléculas de
mRNA ficam expostas as barreiras intracelulares, nomeadamente, endonucleases e
lisossomas®” . A endocitose é necessaria para a entrada das moléculas mRNA na célula
através da membrana celular. A fuga endossomal é o processo em que a nanoparticula,
contendo o mRNA, sai de dentro do endossoma durante o processo de endocitose, que pode

ocorrer por diversos mecanismos e levar a libertagao prematura do mRNA, sendo, portanto,
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alvo de estudo para a entrega deste tipo de material genético dentro do citoplasma das células.
Quando a fuga endossomal ocorre no momento certo, o mRNA sera traduzido na proteina
desejada®. No interior da célula, as moléculas de mMRNA podem ser reconhecidas pelos
recetores toll-like (RTL), TLR3 e TLR7, estes ligam-se ao mRNA e desencadeiam uma resposta

imune inflamatéria, que resulta na inibicdo da traducdo de proteinas® .

A injecao de mRNA livre nao otimizado — mRNA sem veiculo de entrega — permitiu
perceber que é capaz de despertar a resposta imune e induzir a libertagio de citocinas®, sem
gerar efeitos secundarios significativos, sendo, por isso, alvo de estudo para vacinagao. O
mRNA livre é mais suscetivel a ser degradado pelas RNases, apesar destes obstaculos
poderem ser minimizados através da realizagao de uma administragao local de mRNA
(intramuscular, intradermal, intranasal) que diminuem o contacto com as enzimas da corrente
sanguinea”, a utilizagio de veiculos permite uma maior protegio das moléculas contra as

barreiras encontradas e podem ajudar no processo de endocitose.

A utilizagao de peptideos, como as protaminas (proteinas nucleares ricas em arginina e
de pequena massa molecular’®) para entrega in vivo de mMRNA demonstrou que apesar de
possibilitar diminuir a suscetibilidade da degradagao do mRNA pelo meio envolvente, o
complexo mRNA-protamina nio foi eficaz na tradugao para proteinas™?. Deste modo, outras
tecnologias como polimeros e nanoparticulas lipidicas (NPLs) comegaram a ser utilizadas para

a entrega de mRNA.

Os veiculos a base de polimeros cationicos, a semelhanga das protaminas, também
protegem o RNA da degradacio por acio das RNases®. Classificam-se como polimeros
catiénicos polieterimida (PEl), poliamidoamina (PAMAM) e polissacarideos’’. Apesar de
demonstrarem eficacia na entrega de acidos nucleicos, através da concretizagao da fuga
endossomal, estes polimeros podem desencadear toxicidade, nomeadamente, apoptose
celular, necrose e inflamagao®**’. Assim, NLPs sdo o veiculo mais utilizado para a entrega in
vivo de mRNA, devido 2 sua biocompatibilidade e baixa toxicidade®*. As nanoparticulas lipidicas
sao compostas por um lipido ionizavel, um fosfolipido, colesterol e um polietilenoglicol
(PEG)*. Os materiais lipidicos ionizaveis podem ser carregados positivamente até um certo
valor de pH, caracteristica que favorece a encapsulagao das moléculas mRNA através de
interagoes eletrostaticas, pois estas tém carga negativa®. Durante o processo de endocitose,
os lipidos cationicos interagem com a membrana anidnica dos endossomas, o que leva a
formacio de uma disrupgio na bicamada, que leva a libertagio do mRNA para o citoplasma®’.
A via de administragao escolhida tem influéncia na eficacia na distribuicao e expressao proteica.

Estudos realizados demonstraram que as injegoes locais - intramuscular, intradermal e
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intranasal — levam a infiltragcao de células apresentadoras de antigénio (APCs), o que estimula
a expressio local e prolongada do antigénio pretendido®*®. Por outro lado, a via intravenosa,
apesar de permitir um maior volume de injegao e ter acesso direto a APCs e 6rgaos linfoides,

apresenta o risco de toxicidade através de uma reagio sistémica®.

3.3 Adjuvantes

A utilizagao de adjuvantes na formulagao de uma vacina, tem como objetivo a atragao das
células do sistema imunitario para o local da injegdo e a ativagio das APCs*. Os agonistas dos
recetores toll-like dos noédulos linfaticos mostraram ter uma relagao direta entre a resposta
das células T CD8+ e a quantidade de agonistas dos RTL acumulados na drenagem dos nédulos
linfaticos. Atualmente, os agonistas dos RTL estao em estudo como possiveis adjuvantes para

vacinas contra o cancro*"*.

3.4 Vacinas mRNA na imunoterapia do cancro

As vacinas de mRNA sio sintetizadas in vitro* tém interesse na imunoterapia do cancro,
pois tém a capacidade de induzir a transcricao de proteinas que podem ser utilizadas para o
tratamento, através da codificagao de um ou mais antigénios associados a tumores (AATs) ou
antigénios especificos de tumores (AETs) no citoplasma da célula hospedeira, sendo estes,
depois, expressos nos antigénios alvo. Os AATs e AETs expressos podem ser apresentados a
superficie de células apresentadoras de antigénios (APCs) por moléculas do Complexo Major
de Histocompatibilidade (MHC)*. Deste modo, podem gerar respostas imunologicas

potentes, através de componentes celulares e humorais e eliminar células malignas®.

A utilizagao deste tipo de vacinas nesta patologia pode ocorrer em dois tipos de
estratégias: prevengao e tratamento. A primeira tem como objetivo induzir a memoria do
sistema imunitario, através da administracao das vacinas em individuos saudaveis de modo a
prevenir a doencga, quando causada por virus. Contudo, nem todos os tipos de cancro podem
ser evitados com vacinas de prevengao. A utilizagao destas vacinas na terapéutica do cancro,
prevé o tratamento da doenga pelo potenciamento ou reativagio do sistema imunitario*.
Atualmente, empresas como a Moderna® BioNTech® e a CureVac® sio pioneiras em estudos

de vacinas mRNA transcritas in vitro®.

As vacinas de acidos nucleicos contém antigénios codificados por DNA e RNA. Estas
vacinas permitem administrar varios antigénios em uma Unica dose e tém a capacidade de

induzir uma forte resposta imunologica*. Existem 4 tipos de vacinas aplicadas na terapia do
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cancro, tendo estas como base: células, virus, peptidios de antigénios do tumor ou acidos
nucleicos*. Na ultima categoria de vacinas referenciada, encontram-se as vacinas de DNA e
RNA. Atualmente, existem 3 tipos de RNAs em estudo para vacinas contra o cancro, sendo
esses: MRNA nao-replicativo e nao-modificado, MRNA modificado e mRNA auto-amplificador

derivado de virus®'.

A administracao ex vivo de mRNA utilizando células dendriticas pode ocorrer através de
eletroporagao. A técnica consiste no aumento da permeabilidade da membrana celular através
de um campo elétrico para facilitar a entrada do acido nucleico, que ira codificar o antigénio
anti-tumoral, no meio intracelular. Apos este passo a célula dendritica volta a ser administrada
no doente, apresentando os antigénios aos linfocitos gerando uma resposta imune contra o

tumo r,45; 46; 47.

3.4.1 Mecanismos de agao das vacinas mMRNA

A ativagao da resposta imune inata e adaptativa € conseguida pela capacidade que as
moléculas de RNA tém de induzir a produgao de citocinas proé-inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-12,
IL-18, IFN-y e TNF-a)*, assim como a secre¢io de interferdes tipo | (INF-a e INF-B) e
quimiocinas®” *°. As vacinas 2 base de mRNA representam uma abordagem que utiliza
antigénios tumorais do doente ou alogénicos para produzir as vacinas, permitindo a
personalizagao das mesmas de acordo com as mutagoes de cada doente. Para estimular a
resposta do sistema imunitario contra o tumor, as moléculas de mRNA podem ser
modificadas, através da introdugao de citocinas, quimiocinas e genes de moléculas co-
estimuladoras ou silenciando genes imunossupressores*. As células dendriticas (CD) sao as
mais eficazes na apresentagao de antigénios, sendo, por isso, necessdrias na vacinagao para
apresentarem antigénios tumorais®. Este tipo de células possui a capacidade de internalizar
antigénios e apresenta-los aos linfocitos T CD8+ e CD4+ através dos complexos MHC classe
| e MHC classe Il desencadeando uma resposta imune adaptativa® (Figura Il). Uma resposta
mediada por anticorpos (humoral) é também conseguida pelas CDs quando apresentam

antigénios aos linfécitos B*.
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Figura ll: Mecanismo de acdao das vacinas mRNA nas células dendriticas

(1) mRNA transcrito in vitro (2) Captura do mRNA para entrada na célula dendritica (CD) (3) Endocitose (4)
Ocorre a fuga endossomal do mRNA e este ¢ libertado para o citoplasma. (5) Ocorre tradugio do mRNA em
proteina (antigénio), pela agdo do ribossoma. A proteina sofre modificagées pos-tradugdo e pode ter agao na
célula onde foi formada. (6) A proteina é secretada para o exterior da célula. (7) A proteina (antigénio) é
degradada pelo proteossoma no citoplasma. O epitopo gerado é transportado até ao reticulo endoplasmatico e
ai é apresentado ao complexo major de histocompatibilidade (MHC) classe I. (8) O complexo epitopo-MHC-
classe | sao apresentados a superficie da célula, levando a inducao da resposta das células T CD8+, apéds estas o
reconhecerem através dos seus recetores. (9) Proteinas exogenas entram nas CDs por uptake celular. (10) Sao
degradadas pelos endossomas e apresentadas ao MHC-classe II. (11) E formado o complexo epitopo-MHC-
classe Il. (12) O complexo anteriormente formado € apresentado a superficie das células, levando a indugao da
resposta das células T CD4+. Proteinas exogenas também podem ser apresentadas ao MHC-classe | através de
um mecanismo conhecido como “apresentagao cruzada”.

(Adaptado de Wadhwa A, Aljabbari A, Lokras A, et al. 2020)

Imagem criada com Biorender.com

4. Inteligéncia Artificial (IA)

A Inteligéncia Artificial (IA) abrange vertentes como o machine learning (ML) e o deep
learning (DP)>’. Machine learning difere dos softwares tradicionais pela sua capacidade de originar
um output (resultado) utilizando os dados disponibilizados; quanto maior for a quantidade e
variedade dos dados a que o sistema ML tiver acesso, melhor sera a resposta gerada. As
fungoes de um sistema ML podem ser — descritivas, preditivas e prescritivas. Nas ultimas duas

décadas, os desenvolvimentos no campo do ML permitiram a criagao de algoritmos
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computacionais que sio capazes de fazer previsdes utilizando dados previamente adquiridos™.
Os sistemas deep learning tiram partido da Artificial Neural Networking (ANN) — técnica ML que
promove a aprendizagem do sistema mimetizando a forma como os neurdénios comunicam
entre si, sendo construida com base no cérebro humano. A ANN consiste numa entrada
(input), camada de saida e uma conexao oculta (entre a camada de entrada e saida), onde é
realizado o processamento de dados™ (Figura Ill). Assim, os sistemas DL s3o essencialmente

uma ANN com trés ou mais camadas capazes de desempenhar tarefas de forma autéonoma.
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Figura Ill: Deep Learning — Neural Network.

Representacao de um modelo deep learning com quatro camadas. Num primeiro passo os
dados sdo fornecidos ao sistema (input), seguindo-se o processamento de informagao pelas
quatro camadas de ANN (conexio oculta - feature extraction + learning) e, por fim, é gerada
uma resposta (output).

Imagem criada com Biorender.com

Em contraste com os sistemas ML, que requerem um input de dados pelo humano, os
sistemas DL podem ser treinados para recolher, classificar e utilizar a informac¢ao adequada a
cada caso™ >, O sucesso da utilizagio de modelos deep learning em tarefas relacionadas com
biologia molecular, deve-se, em parte, a capacidade que estes sistemas apresentam de

processar interacdes nao lineares e complexas >’ %,

4.1 Utilizagao de IA no desenvolvimento de novas moléculas personalizadas

As terapéuticas com mRNA siao o resultado de décadas de pesquisa com vista o
melhoramento de fatores como a estabilidade, controlo da resposta imune gerada e eficacia
na entrega, culminando na expressao in vivo da proteina pretendida para o efeito terapéutico.
Subjacente a estes eventos esta o desenvolvimento de novos métodos e andlogos 5 cap,

59; 60; 61

utilizagao de nanoparticulas lipidicas e bases quimicamente modificadas . A aplicagao de
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sistemas de IA no desenvolvimento de vacinas mRNA para a imunoterapia do cancro, tem
vindo a ser alvo de estudos nos ultimos anos, sendo uma area que despertou interesse na
industria farmacéutica. Deste modo, existem ja alguns modelos que sao capazes de ajudar no
desenvolvimento de terapéuticas de mRNA, podendo estes atuar em diferentes fases da
criagado da molécula e personalizagao da mesma. Nesta fase, irei abordar modelos de

inteligéncia artificial que foram aplicados em estudos de vacinas e imunoterapia do cancro.

4.1.1  Optimus 5-Prime — Eficacia de traducao de proteinas

A tradugao da open reading frame (ORF) — zona onde se encontra codificada a proteina
de interesse — é influenciada pela sequéncia de elementos da extremidade 5 UTR®. A tradugio
comeca com a ligagao dos ribossomas a extremidade 5° do mRNA e realiza um scan ao longo
da regido 5’UTR até encontrar um local de iniciagio de tradugio®. Modelos ML podem ser
utilizados para previsao da eficacia da tradugao da sequéncia 5’UTR. Este tipo de modelos
requere uma grande variedade de dados, para a resposta gerada ter a maior qualidade e eficacia
possivel. As sequéncias de transcrigao endogenas nao sao as mais indicadas para o modelo ML
preditivo alcan¢ar o melhor desempenho, pois o tamanho limitado do transcriptoma humano,
nao permite que o modelo seja treinado de forma eficiente. Este necessita de uma grande
quantidade de dados*, para além que as sequéncias endégenas com efeitos patogénicos nao
sao representadas de forma significativa, podendo gerar blind spots nos modelos. Uma
alternativa ao transcriptoma humano € a utilizagao de massively parallel reporter assays (MPRAs),
bibliotecas com grandes quantidades de sequéncias sintéticas, como fatores de transcrigao e
sequéncias codificadoras de proteinas; a variagao é restrita e € capaz de fornecer mais dados
ao modelo do que os exemplos retirados do genoma. Estas bibliotecas sao utilizadas como

input® ¢,

O modelo DL, Optimus 5-Prime, prevé o nimero de ribossomas envolvidos na tradugao
do mRNA para proteinas — mean ribosome loading (MRL) — de uma determinada sequéncia
5’UTR, de um MPRA®. O Optimus 5-Prime contém duas camadas de conexao oculta com filtros
capazes de identificar pequenas sequéncias proteicas de um vetor UTR (input) e gerar uma
previsaio de MRL (output). Tendo em consideragao que o MRL gerado é uma medida
quantitativa da eficacia da traducao de proteinas de uma sequéncia 5’UTR, a aplicagao destes

modelos é vantajosa nas terapéuticas de mRNA.
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4.1.2 Mapeamento com Deep Learning com material genético de cada individuo

As mutagoes especificas de tumores encontradas nos neoantigénios sao os alvos ideias

. . T . . . - . . 68; 69 ~
para o sistema imunitario distinguir as células tumorais das normais™ *". A agao natural dos
linfocitos T em resposta aos neoantigénios detetada antes da vacinagao, demonstra o potencial
terapéutico da utilizagao de vacinas que iram reforgar essa a¢ao e induzir novas células T

direcionadas aos neoantigénios’” '

. Para uma maior eficacia deste tipo de terapéutica, é
essencial que esta seja o mais compativel com o doente quanto possivel, a identificagao dos
neoantigénios para a terapéutica seguem duas fases: primeiramente, € realizada a sequenciagao
do exoma dos tecidos normais e tumorais, de modo a encontrar as mutagoes somaticas; de
seguida, ¢ feita da previsao de quais os peptideos com mutagoes sao mais provaveis de serem

apresentados pelas proteinas do MHC as células T"%7".

Estudos realizados com um modelo DL, com vista a personalizagao das vacinas para o
cancro, através da identificagao dos neoantigénios HLA-l e HLA-Il (Human Leukocyte Antigens)
a partir de espectrometria de massa (de novo sequencing — processo que consiste na
sequenciagio de um genoma para o qual nio ha uma sequéncia gendmica de referéncia’®),
tiraram partido da informagao de cada doente para treinar o modelo IA (Deep Novo) de forma
personalizada, nomeadamente, um conjunto de peptideos HLA normais que o sistema utilizou
para gerar previsdes de possiveis mutagoes dos peptideos HLA daquele individuo™. Os HLA
sao genes presentes no cromossoma 6 que ajudam a codificacio de proteinas que sao

apresentadas a superficie das APCs e apresentam grande variabilidade entre individuos .

Este método foi aplicado com cinco doentes com melanoma e foram identificados, em
média e por doente, 154 HLA-I e 47 HLA-II neoantigénios, incluindo neoantigénios ja com
resposta imune conhecida e neoantigénios que ainda nao havia registo em estudos anteriores.
Estes peptideos HLA apresentam as mesmas caracteristicas imunoldgicas, essenciais para o
sucesso da imunoterapia, que outros antigénios humanos relatados anteriormente, sendo
essas: imunogenicidade, nivel de expressao e afinidade de ligagao. Deste modo, é possivel
concluir que os modelos personalizados apresentam uma taxa de eficacia superior aos

modelos genéricos de 14,3% .

4.1.3 Barreiras extracelulares

As barreiras extracelulares e intracelulares, como foi anteriormente referido, apresentam
um desafio no desenvolvimento de vacinas mRNA para a imunoterapia. Existem varios tipos

de moléculas e outros fatores no meio extracelular que impedem o material administrado de
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chegar aos tecidos alvo. Sendo que, alguns destes fatores podem levar a clearance e

degradagao dos nanovetores mais rapidamente, como por exemplo, o facto de células

presentes na corrente sanguinea possuirem carga negativa e formarem ligagoes eletrostaticas
’ . . ~ . ~ 75 ~ .

com os veiculos, induzindo a sua remogao da circulagao™. A compreensao do meio envolvente

do alvo terapéutico é essencial para o sucesso, desta maneira, o uso de inteligéncia artificial

nestes casos pode ser vantajoso, na medida em que reduz o tempo e custos e os resultados

superam os obtidos com modelos convencionais.

A integracao de machine learning e surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) — técnica
de alta sensibilidade e seletividade que permite identificar a estrutura de metabolitos em baixas
concentragdes’® — torna possivel a obtengio de detalhes dos metabolitos do meio extracelular
(estrutura, interagao das moléculas como as nanoparticulas utilizadas para encapsulagao do
mRNA)”” . A conjugagdo de SERS com modelos DL permite obter informagdes dos
nanovetores quando estes se encontram ha corrente sanguinea e das interagoes moleculares

ocorridas>* ",

Apos a passagem pela corrente sanguinea, os nanovetores tém de atravessar a barreira
endotelial até ao tecido-alvo. Consoante o 6rgao a barreira endotelial apresenta propriedades
diferentes, sendo este um desafio no desenvolvimento de vacinas. Assim, a aplicagao de
modelos DL autébnomos com capacidade de fornecer imagens de células vivas e interpreta-las,
permitindo a determinagao da permeabilidade celular das varias barreiras endoteliais, deste
modo, é possivel determinar o tamanho dos nanovetores de entrega a utilizar’* . Modelos
DL equipados com microscopios de fluorescéncia podem também obter imagens que
permitem classificagao celular, através do citoesqueleto, e imagens do meio intracelular

(organelos) com elevada precisio®*®" %,

4.1.4 Previsao toxicidade dos materiais usados - veiculo de entrega

Os principios para o desenvolvimento de nanoterapias para tumores soélidos sao:
permeabilidade, efeito de retengao e os efeitos de circulagao prolongada. Deste modo, o
estudo de vacinas deve ter em consideragao a farmacocinética, a farmacodinamica, assim como
a possivel toxicidade, que pode resultar da interagao das nanoparticulas com os componentes
biolégicos devido as diferentes propriedades fisico-quimicas entre estes elementos® ®.
Modelos |A foram criados com o propédsito de prever a toxicidade dos nanomateriais
utilizados, nomeadamente, o modelo de GA-SVMC, que a partir dos dados genéticos e das

propriedades dos materiais, tais como, tamanho, area de superficie, carga, estrutura quimica

e reatividade é capaz de prever a toxicidade destes*. Contudo, como a toxicidade pode ter
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causas varaveis devidos as diferentes interacoes entre o meio bioldgico e os nanomateriais
utilizados na vacinagao, nao existem ainda bases de dados robustas para permitir o

desempenho maximo dos modelos IA.

Os polimeros como veiculo de entrega apresentam eficacia, mas podem causar toxicidade,
sendo esta propriedade um desafio em estudo. Os polimeros poly(f-amino esters) (PAEs) foram
alvo de estudo pelas suas caracteristicas que o tornam um candidato a vetor para terapia
génica®. Foi avaliado o ratio entre a combinagao ideal dos diferentes componentes do polimero
— polymer component distribuition (PCD) — e a eficacia de entrega do material genético. Para
este efeito foi utilizado um modelo ML-DL que tirou partido de dados, previamente
preparados. Para cada componente do polimero foi demonstrada a sua eficacia da entrega
individualmente, a partir destes dados, foi gerada uma base de dados com diferentes PAEs cada
um com o seu PCD, por fim, o modelo A foi estabelecida uma relagao PCD-eficacia de entrega

para o polimero, dando uma previsio de um PAE com um PCD otimizado®.

4.2 Modelos IA para o design de vacinas mRNA

O interesse despertado pelas vacinas mRNA e da aplicagao destas na terapia do cancro,
levou o mercado farmacéutico a procurar solugoes que agilizassem processos para acelerar
os estudos e desenvolvimentos das mesmas de forma segura e eficaz. Empresas pioneiras no
desenvolvimento das vacinas para o SARS-CoV-2 utilizando modelos IA, como foi o caso da

. ® ~ . .
empresa Baidu Inc® Research, estao agora a aplicar modelos semelhantes para vacinas a serem
utilizadas na imunoterapia do cancro. Entretanto, outras empresas também ja anunciaram que
modelos |A estio a ser aplicados neste campo (Tabela I).

Tabela I: Empresas farmacéuticas que apostaram na tecnologia |A para o desenvolvimento de vacinas
mRNA para o tratamento do cancro.

Instituicao Algoritmo IA utilizado | Patologia (Indicacdo | Referéncias
terapéutica) Bibliograficas
Moderna, Inc ® e | MoLFormer Nanoparticulas 88
IBM® lipidicas (NPLs) para
entrega de vacinas
mRNA
Baidu Inc® | LinearDesign Vacinas mRNA | &
Research personalizadas para o
cancro
OncXerna Xerna™ TME Panel Personalizagao da | %
Therapeutics® terapéutica (cancro do
ovario, mama e
colorretal)
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A empresa Moderna, Inc®tem neste momento duas vacinas em fase | de ensaios clinicos
para a imunoterapia do cancro, mRNA-2752 e MEDII 191. A primeira, utiliza nanoparticulas
lipidicas para a entrega e utiliza o mRNA como agente terapéutico (MRNA-2752), sendo o
mecanismo de a¢ao a indugao das citocinas proé-inflamatorias IL-23, IL36y. Revelou tolerancia
e seguranga quando combinada com durvalumab (inibidor PD-LI) e efeito sinérgico. Tem
indicagdo terapéutica para tumores soélidos/linfoma®. Relativamente a segunda terapia,
MEDI1 19, com indicagao para tumores solidos, demonstrou atividade, em certos doentes na
combinagio MEDII 19 + durvalumab. E uma terapia mRNA que promove a producio local da
interleucina IL-12 nos tumores. Apos a fase | dos ensaios clinicos, nao foram detetadas doses

toxicas™> %2,

A aposta nesta area incorporou a inteligéncia artificial, tendo um acordo entre as
empresas Moderna, Inc® e IBM® (empresa de software 1A) sido anunciado em abril de 2023%,
O modelo a ser treinado para a terapia mRNA é o MolFormer. Software ja existente que tem
uma base de dados robusta que inclui linguagem quimica, que permite capturar as propriedades

94 .. , .. , T
e estruturas moleculares™. O objetivo sera otimizar as nanoparticulas lipidicas, de modo, a

evitar a degradagao do mRNA.

As vacinas mRNA tém a limitagao da instabilidade e degradagao, que leva a diminuigao da
eficacia na tradugao em proteinas, representando, assim, um desafio para o armazenamento e
distribuicio das mesmas”. A estabilidade das moléculas de mRNA esta correlacionada com a
estrutura secundaria, devido a estabilidade termodinimica da mesma. Deste modo, o
algoritmo utilizado deve ser capaz de melhorar a estabilidade e a regiao do codao (otimizagao),
de modo a aumentar a expressao de proteinas. O modelo utilizado pela empresa Baidu Inc®,
o LinearDesign, é capaz de realizar esta tarefa . E formulado um design space para o mRNA,
utilizando um método que realiza uma transi¢ao de informagao para cada simbolo ou estado
que encontra — deterministic finite-state automaton (DFA) —, sendo capaz de codificar
exponencialmente moléculas mRNA, posteriormente, o modelo encontra a molécula mRNA

mais estavel ou o balanco ideal entre estabilidade e o codao otimizado.

O modelo Xerna™ TME Panel tira partido de componentes bioldgicos do microambiente
inerente ao tumor, que sio relevantes para os doentes. O algoritmo consiste numa ANN
treinada como 124 genes (input), sendo otimizado para varios tumores solidos. A informagao
de expressao genética e os dados clinicos de 2723 doentes, com diferentes tipos de tumor
como base de dados - gastrico, ovario, colorretal, melanoma, e uma combinagao dos trés

anteriores-, foram utilizados para treinar o algoritmo. O modelo tornou-se capaz de distinguir
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quatro subtipos de microambientes tumorais (output): angiogénese (A), imunidade ativa (lA),
imunidade deserta (ID) e imunidade suprimida (IS)”. O resultado gerado permite selecionar o
tratamento que mais se adequa a cada doente (Figura V).
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ayer layer
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e / \ . .

Figura IV: Modelo ANN.

O resultado do output ira determinar o tipo de terapéutica utilizada. Se for angiogénese (A), irdo
ser utilizados agentes anti-angiogénese. Imunidade ativa (IA) serao utilizados inibidores do imune
checkpoint. Imunidade suprimida (IS) requere uma combinagido de imunoterapias, como anticorpos
monoclonais. Por fim, no caso de imunidade deserta (ID) serdo utilizadas vacinas tumorais.
(Adaptado de UHLIK, Mark et al,, 2023)

Imagem criada com Biorender.com

Este modelo gerou a utilizagao em ensaios clinicos de duas moléculas para a imunoterapia
do cancro. Sendo a primeira, navicixizumab um anticorpo biespecifico — delta-like ligand 4
(DLL4)/vascular endotelial growth factor (VEGF) — que tem como alvo a angiogénese, inibindo
os dois fatores DLL4/VEGF. Na fase la e Ib dos ensaios realizados navicixizumab demonstrou
atividade antitumoral no cancro do ovario. A segunda molécula, bavituximab tem como alvo a
fosfatidilserina e permite respostas dos inibidores de checkpoint em doentes com tumores

solidos (cancro do ovario, da mama e colorretal).

4.3 Vacina personalizada com neoantigénio TG4050

A fase | dos ensaios clinicos da vacina personalizada para a imunoterapia do cancro
utilizando os softwares das empresas Transgene® (myvac®— tecnologia baseada em vetores virais
para a imunoterapia individualizada em tumores sélidos) e NEC Corporation® demonstrou
que a vacina TG4050 é segura e tem a capacidade de induzir uma resposta mediada pelas

células T, independente do haplotipo HLA. A vacina é preparada para cada doente oncolégico.

O myvac®tem como objetivo gerar varios neoantigénios, de acordo com as mutagdes de
cada doente e, posteriormente, os neoantigénios utilizados na terapia sao selecionados pelo

modelo |IA NEC’s Neoantigen Prediction System, de modo a estimular a resposta imune, para
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que os tumores sejam reconhecidos e destruidos. Estes modelos foram treinados para

selecionar as sequéncias com maior potencial imunogénico.

A fase | foi realizada com dois grupos, o primeiro era composto por doentes oncologicos
com cancro do ovario (High-Grade Serous Carcinoma) e o segundo grupo por doentes com
cancro na cabega e pescogo. O primeiro grupo foi tratado apenas com vacina, na recaida
assintomatica com base em dados radiologicos ou elevagao do antigénio CA-125. Ao segundo
grupo, foi administrada a vacina apods cirurgia durante a remissao ou durante o tratamento
padrao. A administragao foi realizada semanalmente durante seis semanas e a dose reforgo a
cada trés semanas durante um ano ou até serem detetados progressos. A fase Il dos ensaios

clinicos comegara ainda este ano’*”’.

5. Conclusoes e Perspetivas futuras

A terapéutica mRNA é uma area em expansao que nos Ultimos anos tem vindo a ser
aplicada em ensaios clinicos e estudos para imunoterapia do cancro. As vantagens que
apresenta relativamente a outras terapias génicas, levaram a que esforgos, para desenvolver
vacinas imuno-oncolodgicas, tenham sido feitos de modo a superar os diversos desafios de
eficacia, seguranga e estabilidade que estas formulagoes apresentam. As moléculas RNA,
especialmente, mMRNA, permitem a personalizagao da terapéutica devido as suas caracteristicas
estruturais e funcionais. A pesquisa sobre as interagoes moleculares e reagoes imunoldgicas
despertadas por tumores, permitiu a melhor compreensao destes mecanismos e, deste modo,
também melhor percegao das terapéuticas a aplicar para melhor modulagao. Os avangos
obtidos nos estudos com mRNA, permitiram também perceber como este é capaz de
despertar a resposta imune in vivo e como o veiculo de entrega utilizado pode afetar a eficacia

da terapéutica.

A necessidade de automagao de processos e de respostas para os desafios encontrados,
levou a industria farmacéutica a apostar em algoritmos de inteligéncia artificial para
desempenharem fungdes em diferentes fases de desenvolvimento das vacinas para a
imunoterapia do cancro. Modelos Machine Learning e Deep Learning foram usados em diversos
estudos. A utilizagao destes modelos, permite a redugao de custos e menor margem para
erro, comparando com outros modelos tentativa-erro aplicados. O facto de poderem ser
desenvolvidos algoritmos para atuarem em varios campos da imunoterapia, apresenta uma
mais-valia para o futuro. Contudo, estes modelos requerem bases de dados robustas para

terem o desempenho ideal, sendo esta ainda uma limitagao desta tecnologia.
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As empresas anteriormente referidas — Moderna, Inc®, Baidu Inc® Research, OncXerna
Therapeutics® - demonstraram interesse por esta vertente, anunciando que iriam aplicar
algoritmos IA no desenvolvimento de terapias mMRNA. A alemi BioNTech®também revelou o
interesse em utilizar esta tecnologia para investigagao, desenvolvimento e design, ao anunciar
que ird adquirir a empresa de software IA InstaDeep®, também tendo em vista o uso de ML
para a personalizagao de vacinas mRNA. Previamente, as duas empresas ja haviam colaborado
no desenvolvimento de vacinas RNA personalizadas para o tratamento do melanoma,
utilizando um modelo ML para gerar uma previsao dos neoantigénios a utilizar nas vacinas,
apos a identificagao individual das mutagoes, sendo assim possivel o fabrico de uma vacina
Unica para cada paciente, tendo todos os individuos apresentado elevada taxa de resposta

pelas células T, havendo redugio das metastases apds o inicio da administragdo das vacinas®.

A aposta na area terapéutica envolvendo mRNA e algoritmos de inteligéncia artificial é
notoria. Deste modo, os primeiros passos estao a ser dados para a continuagao da evolugao
da imunoterapia na area da oncologia e também para a apresentagao de solugoes para
problemas de outras areas da ciéncia. Destacando a importancia da cooperagao de diferentes
areas profissionais para a concretizagao destes trabalhos, através dos conhecimentos cedidos

por cada parte.
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