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1. Introdução 

O farmacêutico é o especialista da área da saúde que se concentra no medicamento, 

desde a sua conceção até à dispensa e administração. A sua intervenção contribui para a 

prevenção e tratamento de doenças, através da prestação de cuidados de saúde diferenciados 

e da promoção do uso responsável de medicamentos. Deste modo, a carreira farmacêutica 

exige um elevado sentido de responsabilidade e ética, sendo que a formação e a constante 

atualização científica asseguram o cumprimento adequado do seu papel [1].  

O Mestrado Integrado em Ciências Farmacêuticas (MICF), com uma sólida formação 

académica, proporciona, ao futuro farmacêutico, um conjunto variado de recursos que o 

habilitam a desempenhar funções em qualquer área farmacêutica. Sendo que estas englobam 

as vertentes de Farmácia Comunitária, Farmácia Hospitalar, Análises Clínicas, Indústria 

Farmacêutica e Distribuição Grossista [2]. O curso de MICF serve como alicerce para uma 

formação especializada em cada uma das diversas atividades possíveis dentro desta profissão. 

Das várias áreas farmacêuticas, a farmácia comunitária apresenta-se como a vertente mais 

visível da profissão farmacêutica, devido ao fácil contacto com o utente [3]. Neste local de 

saúde, prestam-se vários serviços característicos da prática farmacêutica, como a dispensa de 

medicamentos, aconselhamento farmacêutico, apoio na utilização segura de medicamentos 

através de monitorização farmacoterapêutica e farmacovigilância, educação da população em 

matéria de saúde, preparação de medicamentos personalizados, medição de parâmetros 

bioquímicos e fisiológicos, administração de medicamentos, entre outros [1].  

O relatório em questão aborda o estágio curricular que ocorreu na “Farmácia Luciano 

& Matos”, durante o período de 1 de fevereiro de 2023 a 7 de julho de 2023, sob a supervisão 

e orientação da Dra. Andreia Rocha e sob a direção técnica da Dra. Helena Amado. A farmácia 

localiza-se na Rua da Sofia, em Coimbra, no entanto, devido a obras nas instalações principais 

da farmácia, o local onde decorreu o estágio trata-se de um local provisório na mesma rua. 

Relativamente a estas instalações provisórias, a Farmácia Luciano & Matos dispõe de uma área 

de atendimento ao público, dois gabinetes de atendimento personalizado, um laboratório, dois 

gabinetes de direção técnica, uma zona de receção de encomendas, várias zonas de 

armazenamento, instalações sanitárias e uma copa.  

Durante este estágio, proporcionou-se a oportunidade de aplicar as competências 

profissionais adquiridas, enfrentando os desafios e responsabilidades inerentes à profissão 

farmacêutica. No decorrer do presente documento, elaborado sob a forma de análise SWOT 

(Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats), será apresentado, de forma crítica e objetiva, 

o processo de aprendizagem e a consolidação dos conhecimentos adquiridos durante o estágio 



 

10 
 

curricular, incluindo ainda, a exposição de cinco casos práticos, selecionados por enfatizarem 

a importância e o impacto da intervenção farmacêutica. 

 

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

 

Pontos Fortes – Strengths Pontos Fracos – Weaknesses 

▪ Acompanhamento e integração na equipa 

▪ Plano formativo de estágio 

▪ Correlação do princípio ativo com 

designação comercial 

▪ Aconselhamento em dermocosmética 

Oportunidades – Opportunities Ameaças – Threats 

▪ Formações 

▪ Largo espectro de serviços prestados 

▪ Rutura de medicamentos 

 

Figura 1: Análise SWOT do estágio na Farmácia Luciano & Matos. 

 

 

2.1. Pontos Fortes 

2.1.1. Acompanhamento e integração na equipa 

 Ao longo do estágio, destacou-se a proximidade, disponibilidade e confiança 

demonstradas pelos colaboradores no processo da integração do estagiário. A farmácia 

Luciano & Matos conta com uma equipa de trabalho extremamente ativa e organizada. Esta 

equipa destaca-se, não só pela afabilidade, mas, acima de tudo, pela proatividade, dedicação e 

competência profissional. Além disso, a boa comunicação interpessoal e o trabalho de equipa 

presentes, são características essenciais na criação de um ambiente propício ao exercício da 

profissão farmacêutica. Existiu um constante empenho, por parte da equipa, manifestado 

através de uma participação ativa ao longo do estágio, fornecendo esclarecimentos no 

surgimento de dúvidas, facultando material de leitura e conferindo acesso a variadas 

formações. Este período formativo foi amplamente enriquecido pelo excelente ambiente de 

equipa existente, proporcionando uma constante oportunidade de adquirir a confiança 

necessária para a superação dos desafios emergentes e, consequentemente, para uma 

progressão positiva no estágio. 
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2.1.2. Plano formativo do estágio 

 O plano de formação que serviu de base para o estágio, permitiu a aquisição gradual 

das competências necessárias no domínio de todos os elementos essenciais para o bom 

funcionamento da farmácia. As novas tarefas foram introduzidas de forma progressiva, lógica 

e sequencial, permitindo a consolidação dos conhecimentos adquiridos e, consequentemente, 

a aquisição de autonomia na realização de cada tarefa. Inicialmente, procedeu-se a formação 

nas funções de back office, que incluíram a receção de encomendas, a verificação e correção 

de preços e datas de validade (quando necessário), o armazenamento com e sem a utilização 

de robot de farmácia e a organização dos produtos expostos ao público. Esta etapa destaca-se 

como particularmente importante, não só pelo contacto com os produtos existentes na 

farmácia, mas também pela primeira abordagem com as duas principais versões do software de 

gestão e atendimento da “Global Intelligent Technologies®” (Glintt®), o SIFARMA®.  

Após o primeiro mês nas funções de back office, começou a transição para a área de 

atendimento ao público, onde, inicialmente, ocorre a observação de atendimentos e, 

eventualmente, onde se inicia a realização de atendimentos acompanhados por um elemento 

da equipa. De forma a garantir uma boa preparação para o momento do atendimento, foram 

facultados protocolos de intervenção farmacêutica com esquemas de atuação e, ainda, foi dada 

formação relativa ao sistema de faturação dos vários tipos de receitas, organismos de 

comparticipação e gestão de estupefacientes e psicotrópicos. Rapidamente foi adquirida a 

autonomia no atendimento ao público. No entanto, sempre com a proximidade de membros 

da equipa que, a qualquer momento, auxiliavam na resolução de qualquer dúvida que fosse 

surgindo.  

O plano de estágio terminou com uma semana de observação no laboratório de 

medicamentos manipulados, onde se proporcionou a oportunidade de contactar com o 

software específico de gestão de laboratório, que a farmácia Luciano & Matos utiliza no dia-a-

dia na produção de todos os medicamentos manipulados. Durante este período ocorreu a 

observação da conceção de vários medicamentos manipulados com as mais variadas formas 

farmacêuticas e, ainda, foi proporcionada a oportunidade de, na qualidade de estagiário, 

proceder à produção de um medicamento manipulado, na forma de cápsulas de minoxidil 

1,5mg (Anexo 1-6). 

O plano de estágio está estruturado de forma a permitir que o estagiário 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. Correlação do princípio ativo com designação comercial 

Durante todo este percurso, uma das componentes mais desafiantes apresentou-se na 

familiarização dos nomes comerciais correspondentes aos medicamentos. Não 

necessariamente por causa da dificuldade do reconhecimento e associação dos nomes 

comerciais ao respetivo princípio ativo, mas porque existe uma pressão intrínseca, durante o 

atendimento ao público, em dar uma resposta rápida e clara ao utente. Esta dificuldade traduz-

se num maior tempo gasto de atendimento e na dificuldade de resposta rápida às diversas 

perguntas dos utentes, correndo o risco de comprometer a confiança destes para com a 

capacidade de esclarecimento do estagiário. No entanto, devido ao contacto prévio com 

vários medicamentos, através do contacto repetido e com o auxílio da equipa e do sistema 

informático, esta dificuldade acabou por ser rapidamente ultrapassada. 

 

2.2.2. Aconselhamento em Dermocosmética  

 No decorrer do período de estágio, o maior desafio a ultrapassar manifestou-se em 

aconselhamento de produtos de dermocosmética. Apesar das várias formações 

disponibilizadas e do apoio incessante da equipa na partilha de informação, a quantidade e 

variedade de marcas e produtos cosméticos apresentados em embalagens praticamente 

semelhantes, apresentaram-se como o maior desafio na área de atendimento ao público. Ao 

contrário do que acontece com a designação comercial de medicamentos, o contacto com 

marcas de dermocosmética sempre foi limitado, agravando o tempo de adaptação á vasta gama 

de produtos. Esta dificuldade não terá sido totalmente ultrapassada, mas existiu uma melhoria 

significativa na agilidade de recomendações de dermocosmética. Desta forma, com experiência 

futura naquele que é um percurso de aprendizagem contínua em farmácia comunitária, 

também se tornará, inevitavelmente, num desafio superado. 

 

2.3. Oportunidades 

2.3.1. Formações 

Um dos compromissos fundamentais do farmacêutico é manter um nível de 

competência apropriado à sua atividade profissional. Desta forma, a formação contínua é um 

componente essencial da carreira farmacêutica. 

 No decorrer do estágio, foram disponibilizadas várias ações formativas, destacando as 

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

compreensão dos vários programas de acompanhamento compreendidos pelos serviços Ezfy®. 

Este tipo de formação contínua provou-se extremamente útil para uma rápida integração na 

dinâmica proativa da equipa e na familiarização com os vários produtos e serviços que são 

trabalhados na Farmácia Luciano & Matos. 

 

2.3.2. Largo espectro de serviços prestados 

 A Farmácia Luciano & Matos dispõe de uma ampla gama de serviços de apoio ao utente, 

nomeadamente a medição de parâmetros bioquímicos (índice de glicemia, colesterol total, 

pressão arterial), administração de injetáveis e vacinas, serviço de podologia, serviço de 

nutrição, preparação individualizada da medicação (PIM), entrega ao domicílio de 

medicamentos, serviços compreendidos pelos programas Ezfy® e preparação de 

medicamentos manipulados. 

 Os serviços de medição de parâmetros bioquímicos, assim como os serviços de 

podologia, nutrição e administração de injetáveis e vacinas, foram tipicamente efetuados nos 

gabinetes de atendimento personalizado. Tanto o serviço de nutrição como de podologia, 

decorrem em parceria com profissionais especializados e certificados na área mediante 

marcação prévia. Já a administração de injetáveis e vacinas, é realizada apenas pelos 

farmacêuticos com certificação necessária para essa função. Quanto aos serviços de medição 

de parâmetros bioquímicos, estes podem ser prestados por qualquer elemento integrante da 

equipa com habilitações de atendimento ao público, incluindo o estagiário. 

A Preparação Individualizada da Medicação (PIM) é um serviço farmacêutico que 

consiste na organização de medicamentos sólidos orais em dispositivos, como caixas 

dispensadoras ou alvéolos, de forma individualizada para melhorar a adesão terapêutica, 

aumentando a segurança e eficácia dos tratamentos farmacoterapêuticos do doente [4]. PIM é 

um serviço que pode ser prestado em farmácias comunitárias, de acordo com a Portaria nº 

97/2018, de 28 de março, que regula o exercício da atividade de preparações individualizadas 

de medicamentos [5]. Este serviço é indicado para doentes polimedicados, especialmente 

aqueles com doenças crónicas, ou com dificuldades em gerir a medicação. A PIM pode ajudar 

a melhorar a adesão à terapêutica, pois facilita a identificação dos medicamentos, a dosagem 

correta e o horário de administração. O serviço é prestado pelo farmacêutico, sendo que este 

é responsável por verificar a prescrição médica, preparar a medicação de acordo com as 

necessidades do utente e fornecer orientações sobre a administração da medicação. Durante 

o estágio, proporcionou-se a oportunidade de, não só observar todo o circuito de preparação 
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de PIM, mas também de auxiliar em processos de organização do stock dedicado a este serviço, 

limpeza e montagem da tecnologia e abordar o software proprietário que permite o 

funcionamento de toda a maquinaria envolvida. 

A entrega ao domicílio de medicamentos é um serviço que pode ser prestado em 

farmácias comunitárias, de acordo com o Decreto-Lei nº 307/2007, de 31 de agosto [6] e a 

Portaria n.º 1427/2007, de 2 de novembro [7]. Este serviço é principalmente indicado a utentes 

com dificuldade de deslocação á farmácia, como idosos, pessoas com mobilidade reduzida ou 

doentes crónicos. O serviço de entrega ao domicílio de medicamentos é prestado pelo 

farmacêutico, que é o responsável por verificar a prescrição médica, preparar a medicação e 

entregá-la ao utente. 

 Os programas Ezfy® são serviços de saúde prestados por farmacêuticos comunitários, 

com o objetivo de melhorar a adesão à terapêutica, a segurança e a eficácia dos tratamentos 

farmacológicos. Os programas Ezfy® são personalizados, de acordo com as necessidades de 

cada utente e incluem uma variedade de serviços, tais como a monitorização da adesão á 

terapêutica, acompanhamento farmacoterapêutico e educação em temáticas relacionadas com 

saúde. Durante o estágio, surgiu a oportunidade de participar em diversas formações relativas 

aos vários programas de acompanhamento desenvolvidos pela Ezfy®. Além disso, no momento 

de atendimento ao público, houve, também, a oportunidade de proceder à inscrição de vários 

utentes nesses mesmos programas e, mais tarde, proceder ao devido acompanhamento, tanto 

por meio telefónico, como presencialmente. 

 Os medicamentos manipulados correspondem a qualquer fórmula magistral ou 

preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacêutico [8]. Estes 

são tipicamente preparados na farmácia, de acordo com uma prescrição médica. Os 

medicamentos manipulados podem ser preparados em diferentes formas farmacêuticas, como 

comprimidos, cápsulas, soluções orais, suspensões, pomadas, cremes, entre outros. Este 

serviço destina-se a satisfazer necessidades do público que não sejam atendidas pelo mercado 

farmacêutico. Conforme descrito no ponto 2.1.2., durante a última semana do estágio, surgiu 

a oportunidade de proceder á conceção de um medicamento manipulado, assim como todos 

os registos e os devidos procedimentos de controlo de qualidade. Este processo foi 

acompanhado pela porção da equipa que tipicamente se dedica ao laboratório a tempo inteiro. 
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2.4. Ameaças 

2.4.1. Rutura de medicamentos 

 A rutura de medicamentos é uma situação preocupante na perspetiva de um 

farmacêutico, pois pode ter várias implicações negativas, tanto para os utentes, como para a 

farmácia em si.  

 Durante o estágio, surgiram vários cenários em que houve falta de fornecimento de 

medicamentos de diferentes laboratórios, com níveis variados de gravidade, sendo que para 

algumas destas situações, existiam alternativas terapêuticas disponíveis de laboratórios 

diferentes. O caso mais preocupante terá sido a rutura de stock de Ozempic®. Este 

medicamento, comparticipado pelo SNS para o tratamento de diabetes, sofreu de uma 

procura exacerbada devido á sua utilização off-label para perda de peso.  

Não tendo sido o único medicamento em rutura, surgiu a necessidade de se criar uma 

lista de espera para vários medicamentos. Á medida que ia sendo libertado stock para a 

farmácia, iam-se contactando telefonicamente os utentes que tinham demonstrado interesse 

em ser colocados em lista de espera, mediante a apresentação de receita médica (quando 

aplicável). 

 

3. Casos Práticos 

3.1. Caso Prático 1 

 Mulher, americana a viver em Portugal há menos de um ano, na faixa etária dos 50 

anos, recorre á farmácia no sentido de obter um xarope para a tosse. Perante a situação, 

desenvolve-se uma conversa no sentido de compreender o tipo de tosse e qual a possível 

origem do problema. Em conversa com a utente, conclui-se que esta sofria de uma tosse seca 

que tinha começado 4 dias antes da ida á farmácia. Tendo em conta que o início do sintoma 

coincidia com um aumento significativo dos níveis de pólen na atmosfera que ocorria no mês 

de maio, foi sugerido que a utente não levasse o xarope para a tosse. Em vez disso, após a 

garantia de que a utente não apresentava nenhuma hipersensibilidade conhecida a cloridrato 

de fexofenadina, propôs-se que experimentasse Telfast® 120 mg, tomando 1 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 á explicação de que poderia surgir alguma 

sonolência durante o período que se encontrar a tomar o medicamento. Passado um mês, a 

utente retorna á farmácia, por motivos não relacionados com a primeira visita. Questionou-

se se a estratégia adotada teria tido sucesso, pelo que a resposta foi positiva. Este caso prático, 
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elucida a importância da capacidade de correlação de vários factores na análise de um 

determinado problema, por parte do farmacêutico, desta forma permitindo que este tenha a 

capacidade de tratar o problema subjacente a uma determinada situação, ao contrário de 

apenas corrigir o sintoma. 

 

3.2. Caso Prático 2  

 Mulher, na faixa etária dos 60 anos com sobrepeso, visita a farmácia em busca da 

medicação habitual. Em conversa com a utente, esta recorda-se de que tinha recebido 

resultados de análises de rotina há algum tempo e questiona se estas poderiam ser vistas na 

farmácia, de forma a garantir que estava tudo conforme o desejado, sendo que não 

demonstrava intenção de ir ao médico num período de tempo próximo. Ao analisar as análises, 

denota-se que estava quase tudo dentro de limites aceitáveis, no entanto dois valores 

destacaram-se como potencialmente problemáticos. Os valores de glicémia em jejum e da 

hemoglobina glicada estavam particularmente elevados, sendo que os níveis de glicémia em 

jejum se encontravam acima dos 250 mg/dL e os níveis de hemoglobina glicada entre 7,5 e 8. 

Sem adotar uma postura alarmista, questionou-se à utente se esta sofria de diabetes, ao que 

responde que, embora tivesse vários casos na família, não tinha diabetes. Foi recomendado à 

utente que, assim que tivesse oportunidade, se dirigisse ao médico e mostrasse esses valores, 

pois existia possibilidade de ela ter desenvolvido diabetes desde a última vez que fez análises. 

Foi explicado que diabetes não é uma doença incomum nem tão debilitante quanto o público 

comum acredita. Com a medicação adequada e algumas alterações no estilo de vida, é possível 

seguir uma vida perfeitamente normal. Desde então a utente voltou á farmácia, mas ainda não 

teria conseguido agendar uma consulta, devido aos constrangimentos atuais do Sistema 

Nacional de Saúde (SNS), sendo que foi reforçada a importância de não desistir de conseguir 

uma consulta. Entretanto o período de estágio deu-se como terminado e, embora neste 

momento não se consiga saber o desfecho deste caso, este caso clínico reforça a importância 

do contacto e da proximidade do farmacêutico com o utente. 

 

3.3. Caso Prático 3 

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

e refere que foi um médico que lhe é próximo 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 aquisição do produto. A partir deste momento 

fica decidido que não se irá proceder com a cedência do medicamento, no entanto, sendo a 
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primeira vez que o utente iria recorrer a este tipo de medicação, antes de negar a venda, 

fomenta-se um diálogo com o utente no sentido de compreender mais sobre o caso. Desta 

forma, podendo surgir a oportunidade de aconselhamento farmacêutico útil sem que o utente 

fique desmotivado na partilha de informação. Eis que, no decorrer do diálogo surge que o 

utente sofre de problemas cardiovasculares e que se encontra a tomar medicação, que embora 

não se tenha lembrado do nome em concreto do medicamento, sabe que é para o coração. 

Dado este cenário, 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 medicação que toma. O utente apercebe-se que não será cedido o 

medicamento que procura, a postura altera-se e, no fim, sorrindo, denota que “se não será 

vendido ali, será noutra farmácia”. Embora este caso não tenha tido um final totalmente 

positivo, é importante reforçar a importância do interesse do farmacêutico 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 criação de um diálogo e uma investigação 

mais cuidada e preocupada sobre um determinado cenário, pode levar a oportunidades de 

educação da população na matéria da saúde. Nem todos os membros do público iram 

responder positivamente às direções que o farmacêutico propõe, no entanto é imprescindível 

que este nunca deixe de estabelecer um diálogo e de partilhar informações pertinentes sobre 

os produtos de saúde. 

 

3.4. Caso Prático 4 

 No decorrer do estágio, surgiram várias situações onde o público demonstra um 

determinado nível de iliteracia relativamente aos métodos contracetivos. Embora a maioria 

dos acontecimentos tenham ocorrido com utentes de faixas etárias jovens (na casa dos 20-30 

anos), o desconhecimento em relação a métodos contracetivos é transversal à idade. 

 Mulher, na faixa etária dos 20 anos, recorre à farmácia com o objetivo de obter a 

dispensa de contraceção oral de emergência. Sendo a utente do sexo feminino e o tema 

caracteristicamente sensível, é questionado se se sentiria mais confortável em ser atendida 

por uma mulher, ao que responde que não lhe faz diferença. Perante a situação, recolhe-se 

mais informação sobre a motivação pela procura deste método contracetivo. Tenta-se saber 

há quanto tempo aconteceu a relação sexual, se utiliza algum método contracetivo hormonal 

ou não hormonal e quando teria sido a última menstruação. Conclui-se que a relação sexual 

teria acontecido há menos de 24h sem a utilização de qualquer método contracetivo, no 

entanto demonstrou interesse em iniciar a toma de uma pílula, perguntando qual a que seria 
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mais recomendada. Frente a esta questão, é explicado que cada pílula tem características 

diferentes e que devem ser escolhidas conforme as características 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 pílula contracetiva adequada às suas 

características pessoais. Tendo em conta que a relação sexual teria ocorrido num prazo 

inferior a 24 horas, é recomendada a toma de Levonorgestrel 1,5 mg, de nome comercial 

Norlevo®, alertando para os potenciais efeitos secundários. Alerta-se ainda que, no caso de 

vómitos ou diarreia num período após as 3 horas da toma, teria de repetir a toma. 

Adicionalmente, alerta-se que o método contracetivo de emergência, como o nome indica, 

deve ser reservado apenas para emergências e que não deve ser utilizado de maneira regular. 

Por fim, é reforçada a importância dos métodos contracetivos de barreira durante as relações 

sexuais. 

 Todos os atendimentos relacionados com a contraceção de emergência apresentam 

uma oportunidade para a promoção de literacia do público relativamente ao tema da 

contraceção. Este caso prático, ilustra, novamente, a importância do papel do farmacêutico na 

educação da população na matéria da saúde. 

 

3.5. Caso prático 5  

 Homem, na faixa etária dos 40 anos, dirige-se á farmácia com o objetivo de encontrar 

algum produto que auxilie no controlo de diarreia que teria surgido dois dias antes. Frente a 

este cenário é questionado que tipo de alimentos teria consumido nos dias anteriores, se teria 

viajado recentemente, se havia ocorrência de náuseas ou vómitos e se teria sentido febre. O 

utente não viajou, não ingeriu alimentos fora da sua alimentação comum, não apresenta 

náuseas, vómitos nem febre. Desta forma, foi recomendada a toma de UL-250® até 3 vezes ao 

dia, com objetivo de reestabelecer o balanço intestinal, o consumo de grandes quantidades de 

água, evitando a desidratação e uma alimentação leve durante os dias seguintes. Tendo em 

conta que a maior parte dos casos de diarreia se trata de ocorrências autolimitadas, 

recomendou-se que, caso o cenário de diarreia não ficasse resolvido nos próximos 3 dias, se 

dirigisse a uma consulta médica, para que se consiga avaliar e diagnosticar a situação. 

 Esta situação ilustra a importância da farmácia como um recurso acessível para obter 

informações e produtos para o tratamento de problemas de saúde comuns. Mesmo em casos 

simples, como a diarreia, o farmacêutico desempenha um papel fundamental na orientação de 

soluções adequadas. 

 



 

19 
 

4. Considerações Finais 

 O estágio curricular em farmácia comunitária é, indiscutivelmente, uma componente 

vital do plano de estudos de MICF, oferecendo uma oportunidade inestimável para a 

consolidação dos conhecimentos técnicos e científicos adquiridos durante o curso. 

Gradualmente, foi adquirida autonomia na execução de diversas tarefas inerentes à profissão. 

Este período de formação reforça ainda, a importância do papel do farmacêutico como 

prestador de cuidados de saúde. Para o desempenho eficaz das funções em farmácia 

comunitária, demonstrou-se essencial a aplicação dos conhecimentos e competências 

adquiridos ao longo do curso de MICF. 

 Gostaria de reforçar um profundo agradecimento a toda a equipa da Farmácia Luciano 

& Matos, pela dedicação à minha formação, pela integração na equipa, pelo apoio constante e 

por toda a confiança depositada em mim. 
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6. Anexos 

 

Anexo 1: Ficha de Preparação de 60 cápsulas de minoxidil (Página 1 de 2). 
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Anexo 2: Ficha de Preparação de 60 cápsulas de minoxidil (Página 2 de 2). 
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Anexo 3: Ficha de Preparação de Medicamentos Manipulados (Página 1 de 4). 
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Anexo 4: Ficha de Preparação de Medicamentos Manipulados (Página 2 de 4). 
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Anexo 5: Ficha de Preparação de Medicamentos Manipulados (Página 3 de 4). 
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Anexo 6: Ficha de Preparação de Medicamentos Manipulados (Página 4 de 4). 
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Lista de Abreviaturas 

ADA – Adenosine deaminase (Em português: Adenosina desaminase) 

ATP – Adenosine triphosphate (Em português: trifosfato de adenosina) 

ATTR – Transthyretin Amyloidosis (Em português: Amiloidose de transtirretina) 

Cas9 – CRISPR associated protein 9 (Em português: Proteína 9 associada a CRISPR) 

COVID-19 – Coronavirus disease 2019 (Em português: Doença provocada por coronavírus 

2019) 

CPP – Cell-penetrating peptides (Em português: Péptido de penetração celular) 

CRISPR – Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (Em português: Repetições 

Palindrómicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespaçadas) 

CTP – Cytidine triphosphate (Em português: Citidina trifosfato) 

DMD – Digital Micromirror Device (Em português: Aparelho digital de microespelhos) 

DMT – Dimethoxytrityl (Em português: Dimetoxitritil) 

DNA – Deoxyribonucleic acid (Em português: Ácido desoxirribonucleico) 

dsDNA – Double-stranded DNA (Em português: DNA de cadeia dupla) 

FDA – Food and Drug Administration 

GTP – Guanosine triphosphate (Em português: Trifosfato de guanosina) 

HIV – Human Immunodeficiency Virus (Em português: Vírus da imunodeficiência humana) 

HPLC – High-performance liquid chromatography (Em português: cromatografia líquida de alta 

eficiência) 

HPV – Human Papillomavirus (Em português: Vírus do papiloma humano) 

IVT – In Vitro Transcription (Em português: transcrição in vitro) 

LNPs – Lipid Nanoparticles (Em português: Nanopartículas lipídicas) 

LPHNPs – Lipid-Polymer Hybrid Nanoparticles (Em português: Nanopartículas Híbridas Lípido-

Polímero) 

LTR – Long terminal Repeat (Em português: Repetições terminais longas) 

m7G – 7-Metilguanosina 
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mRNA – Messenger-RNA (Em português: RNA mensageiro) 

NTP – Nucleoside triphosphate (Em português: Nucleosídeo trifosfato) 
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UTP – Uridine triphosphate (Em português: Trifosfato de uridina) 

UTR – Untranslated Region (Em português: Região não 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 então, emergiram vários estudos relacionados 

com terapia génica. Esta terapêutica é uma abordagem inovadora, que visa corrigir as causas 

subjacentes de uma ampla variedade de doenças, através da introdução de genes terapêuticos 

nas células do doente, desencadeando a produção de proteínas específicas, a substituição de 

genes defeituosos ou a desativação de genes problemáticos. 

 A terapia génica baseia-se na compreensão profunda da biologia molecular e genética 

humana e no desenvolvimento de técnicas avançadas que permitem a manipulação e entrega 

de material genético. A produção de DNA e mRNA (RNA mensageiro) seja por métodos 

biotecnológicos seja por síntese química, emerge como um passo fundamental em terapia 

génica, sendo que fornece uma ferramenta essencial para o desenvolvimento de abordagens 

específicas na resolução de diversas condições de saúde.  

Apesar de enfrentar desafios complexos, a terapia génica carrega um potencial de 

impacto enorme, prometendo revolucionar completamente o paradigma de tratamento de 

inúmeras afeções de saúde. No entanto ainda existem alguns desafios significativos, incluindo 

a eficácia a longo prazo, a segurança das abordagens utilizadas e a complexidade e custo 

associado, aos processos biotecnológicos em que se recorre a células para a produção de 

ácidos nucleicos.  

Em alternativa aos processos biotecnológicos têm vindo a emergir os processos síntese 

química na produção de DNA e mRNA sintéticos que no decorrer da presente monografia, 

serão explorados. Serão ainda abordados os principais métodos de entrega e aplicações de 

mRNA sintético. 

 

 

Palavras-chave: Terapia génica, DNA sintético, mRNA sintético, Conceção, Aplicações 
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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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1. Introdução 

1.1.  Relevância e Motivação 

O projeto Genoma Humano (PGH) é um dos marcos mais importantes da história 

científica. O projeto, liderado por um grupo internacional de investigadores, foi lançado em 

1990 e tinha como objetivo sequenciar e mapear o genoma humano. Concluído em 2003, este 

provou-se um sucesso, sendo que pela primeira vez se estabeleceu a maior parte das 

sequências codificantes de proteínas [1]. Desde que este projeto foi proposto, surgiram vários 

estudos relacionados com terapia génica e, em 1990, a Food and Drug Administration (FDA) 

aprova o primeiro ensaio clínico para tratamento de uma imunodeficiência recessiva rara, a 

deficiência na adenosina desaminase (ADA) que provoca uma doença denominada de 

imunodeficiência combinada grave (SCID). Esta doença é caracterizada pela falta ou alteração 

do gene responsável pela síntese da enzima ADA, uma enzima crucial para o funcionamento 

do sistema imunitário, sendo que a sua função é imprescindível para o desenvolvimento e 

maturação de linfócitos T e B [2]. Neste ensaio clínico, 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 cópia funcional do gene de ADA. 

Após a reintrodução no corpo humano, o número de linfócitos T no sangue normalizou, tal 

como várias respostas imunitárias. O tratamento foi interrompido após dois anos, mas a 

expressão do gene ADA nos linfócitos T, persistiu [3]. O sucesso deste procedimento vem 

solidificar a terapia génica como uma terapêutica promissora no tratamento de vários tipos 

de doenças debilitantes, como é o caso de várias patologias genéticas ou doenças de foro 

oncológico [4]. 

Ao serem introduzidos genes terapêuticos nas células do doente, a terapia génica tem 

a capacidade de abordar diretamente as causas fundamentais destas condições, oferecendo 

tratamentos potencialmente curativos [5]. Devido às suas propriedades únicas e possíveis 

benefícios, o design, produção e aplicação de DNA e mRNA sintéticos tem sido um tema 

importante na área da terapia génica [6]. Desta forma, a motivação por detrás do estudo do 

design, produção e aplicação de DNA e mRNA sintéticos na terapia génica, decorre do desejo 

de aprofundar o conhecimento sobre estas estratégias terapêuticas e fomentar um rápido 

desenvolvimento deste domínio.  
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2. Terapia Génica: Princípios e Aplicações 

2.1. DNA e RNA 

O DNA (ácido desoxirribonucleico) e o RNA (ácido ribonucleico) são dois tipos de 

ácidos nucleicos que desempenham papéis fundamentais para o funcionamento do organismo. 

O DNA tem como principal função, o armazenamento de informações genéticas. Por sua vez, 

o RNA, apresenta-se como essencial para a transmissão de informações genéticas e para a 

síntese de proteínas nas células, desempenhando uma variedade de funções vitais e estando 

envolvida em diversos processos biológicos [7]. Os nucleótidos são a unidade básica e 

fundamental da composição dos ácidos nucleicos. Estes são moléculas complexas, compostas 

por três componentes principais: a base azotada, que determina a informação genética; a 

pentose (que no caso do DNA é a desoxirribose e no caso do RNA é a ribose); e um grupo 

fosfato (o componente responsável por conferir a carga negativa à molécula e imprescindível 

na formação das ligações fosfodiéster que ligam os nucleótidos adjacentes) [8,9]. 

 Existem vários tipos de RNA, de entre os quais se destaca especialmente o mRNA 

(RNA mensageiro), pela sua capacidade de transporte de informação genética do DNA para 

os ribossomas, onde a síntese proteica ocorre. Os aminoácidos pertencentes às proteínas são 

determinados pelos codões de mRNA, que consistem em sequências de três bases azotadas 

[10]. 

 A compreensão das estruturas e funções dos ácidos nucleicos são fundamentais no 

desenvolvimento de terapias génicas eficazes, sendo que nos oferece conhecimento crítico na 

projeção de estratégias precisas na abordagem das causas fundamentais de várias patologias.  

 

2.2. Definição e princípios da terapia génica 

 Na terapia convencional, a falta, ou disfunção, de uma proteína só pode ser corrigida 

através do fornecimento externo dessa proteína no seu estado funcional ativo, ou de uma 

molécula que exerça uma função semelhante de forma direta ou indireta. A terapia génica 

surge como uma nova abordagem a esta problemática. Munida da capacidade de combater as 

causas genéticas subjacentes de determinadas doenças, esta estratégia terapêutica 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 [11,12]. 

A terapia génica é categorizada em dois grupos principais, conforme o tipo de células 

em que a inserção de genes acontece, terapia génica da linha germinativa e a terapia génica 

somática [13].  
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Na terapia génica de linha germinativa, os genes adquiridos são passados a gerações 

futuras, passando a constituir parte integrante do genoma das células do organismo [5]. Esta 

abordagem não é amplamente aplicável devido aos riscos, a questões éticas associadas e à 

insuficiência de estudos sobre o impacto desta abordagem em gerações futuras [14]. Quanto à 

terapia génica somática, esta pode ser categorizada em duas estratégias principais: in vivo e ex 

vivo [15,16].  

Na terapia génica in vivo, os genes terapêuticos são administrados diretamente ao 

corpo do doente através de um dos vários métodos de entrega [12], podendo envolver a 

transferência genética para um órgão específico, situação em que pode ser designada de in situ 

[17]. Por outro lado, a terapia génica ex vivo envolve o isolamento de células do doente, a sua 

modificação externamente ao organismo e, de seguida, a reintrodução das células modificadas 

no doente [5]. Na terapia génica somática, não ocorre transmissão dos genes às gerações 

futuras, restringindo-se apenas ao indivíduo tratado [13]. 

No decorrer do presente documento será abordada a temática do design, produção e 

aplicação de DNA e mRNA sintéticos no âmbito da terapia génica. 

 

2.3. Mecanismos de funcionamento da terapia génica 

 Usualmente, a terapia génica envolve a transferência de material genético para as 

células do doente de forma a reverter uma condição anormal ou induzir uma nova 

propriedade. Dependendo do problema subjacente que provoque a doença, é possível aplicar 

várias abordagens, como a adição, a reparação ou a inativação de material genético. Os três 

principais métodos de funcionamento da terapia génica, compreendem: a adição de genes, 

onde se procede à adição de uma cópia saudável e funcional do gene a células que não o 

possuem ou têm uma cópia defeituosa deste. Um exemplo deste tipo de abordagem é a adição 

de um alelo normal do fator de coagulação IX humano no tratamento de hemofilia tipo B [18]; 

o silenciamento de genes (que envolve a entrega de material genético com o propósito de se 

ligar a um mRNA específico de forma a impedir a sua expressão) [19]; e a edição de genes (que 

envolve a entrega de material genético que pode ser usado para cortar, inserir ou alterar 

secções específicas de DNA de uma célula do indivíduo afetado) [20]. 

 

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

Tendo presentes os mecanismos de funcionamento acima referidos, é importante 

destacar o papel de DNA e RNA em terapia génica. Começando pela terapia com DNA, esta 

abordagem envolve a entrega de DNA que codifica a produção de RNA que por sua vez 
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codifica uma proteína específica que irá tratar a doença. O DNA deve ser entregue ao núcleo 

da célula, onde permanecerá no caso de células quiescentes, fazendo com que este tipo de 

tratamento seja tipicamente de administração única [21,22]. 

Ao contrário da terapia com DNA, na terapia com RNA é necessária a administração 

de doses repetidas para que se mantenha o efeito terapêutico, visto que o DNA da célula não 

é alterado [23]. O mRNA tem capacidade de se mover por diferentes partes de uma célula e 

carrega uma mensagem que fornece instruções para a produção de proteínas. Desta maneira, 

a terapia com mRNA é projetada de maneira a provocar a produção de uma proteína 

específica, quando o gene dessa proteína está ausente na célula, quando o gene é disfuncional 

ou quando é vantajoso induzir a produção dessa proteína no corpo humano. O mRNA é uma 

classe emergente de agentes terapêuticos para a prevenção e tratamento de uma ampla gama 

de doenças [11]. Podem ainda ser introduzidas pequenas sequências de RNA nas células, por 

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

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

 

3. Introdução a DNA e mRNA sintéticos 

A biologia sintética surge como uma importante disciplina com o potencial para 

impactar várias aplicações académicas e industriais, incluindo a criação de novas terapias, 

materiais e biossensores [24]. A capacidade de desenhar e sintetizar sequências de DNA e 

RNA tem implicações massivas na biotecnologia, particularmente nos campos de biologia 

sintética e no desenvolvimento de medicamentos e terapias baseados em ácidos nucleicos [25]. 

A síntese química de sequências 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 

têm vindo a ser sido substituídos por metodologias mais recentes e mais adequadas à síntese 

automatizada de DNA/RNA [25]. 

A construção de DNA inicia-se com a síntese de oligonucleótidos, base por base, 

seguida pela montagem em fragmentos de DNA de cadeia dupla (dsDNA). Esses fragmentos 

podem então ser usados diretamente, clonados em vetores, ou montados em construções 

maiores [26]. Mais especificamente, a síntese de DNA sintético consiste na síntese de porções 

de DNA (com tamanhos compreendidos entre 250-2000 bp) a partir de oligonucleótidos 

sintéticos de cadeia simples [24]. 

 Avanços recentes tornaram possível a síntese de mRNA in vitro com a capacidade de 

ser traduzido de forma eficiente em proteínas por transcrição in vitro a partir de DNA 

(dispensando o recurso a células), sendo este relativamente estável quando introduzido em 



 

36 
 

células e dotado de capacidade reduzida de ativar uma resposta imunitária [27]. A utilização de 

mRNA apresenta algumas vantagens, quando comparado com terapias à base de DNA. Por 

um lado, o mRNA não precisa de ser integrado no núcleo da célula para mediar a tradução 

de proteínas. Por outro, o processo intracelular para a expressão de proteínas é muito mais 

simples e reduz-se o potencial risco de mutagénese por inserção no DNA. Estas características 

fazem com que o nível de expressão de proteínas seja de tal maneira aumentado, que se 

tornam comparáveis aos sistemas de expressão viral [11]. O mRNA sintético tem mostrado 

eficácia em diversas aplicações benéficas, como a imunização de doentes contra cancro [28] e 

doenças infeciosas [29] ou no alívio de sintomas de doenças, ao atuar na produção de proteínas 

deficientes [30]. 

 

3.1. DNA sintético 

3.1.1. DNA sintético – Síntese de Oligonucleótidos 

Devido à sua versatilidade e capacidade de interagir com sequências genéticas 

específicas, os oligonucleótidos desempenham um papel central em terapia génica. 

Oligonucleótidos são moléculas curtas, compostas por uma sequência de nucleótidos. Para 

que seja possível a produção de DNA sintético é necessária a produção de oligonucleótidos, 

através de um processo que permite a síntese controlada e personalizada de cadeias de 

nucleótidos.[24] Embora a síntese de oligonucleótidos tenha sido realizada anteriormente em 

solução, a abordagem em fase sólida para essas sínteses rapidamente tornou-se o método de 

preferência, mesmo para preparações em larga escala (5 a 15 mmol) [31]. 

Com o decorrer do tempo, surgem melhorias subsequentes nos mecanismos de 

síntese de oligonucleótidos, até que se alcançou o desenvolvimento de métodos de produção 

de fosforamiditas, cuja robustez e fidelidade vêm possibilitar o desenvolvimento de 

procedimentos automatizados para a síntese de oligonucleótidos [24]. As fosforamiditas são 

isoladas como pós, estáveis à oxidação e hidrólise, em condições normais de laboratório. A 

capacidade de as converter de relativamente estáveis em intermediários altamente reativos, 

sob condições ácidas fracas, é a característica distintiva da abordagem dos fosforamiditas para 

a síntese de oligonucleótidos [25]. Estas substâncias permitem a adição sequencial de novas bases 

à cadeia de DNA através de uma reação cíclica de elevada eficiência e são hoje consideradas 

como a via standard na síntese moderna de DNA. Atualmente, seja em síntese com base em 

coluna, seja em síntese com base em microarranjos, a síntese de oligonucleótidos é conseguida 

através de variações de métodos de síntese que utilizam fosforamiditas [24]. Neste contexto, o 

desenvolvimento de suportes sólidos adequados, juntamente com métodos altamente 
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eficientes de reações de acoplamento, tem facilitado a síntese de oligonucleótidos usando 

sintetizadores automatizados de DNA [31]. 

 

3.1.1.1. Síntese de oligonucleótidos com base em coluna 

 A síntese de oligonucleótidos com base em coluna é a tecnologia de primeira geração 

baseada na química de fosforamiditas, em que os reagentes são bombeados através das 

colunas, permitindo uma adição iterativa de nucleótidos [32]. Trata-se de um processo cíclico, 

composto por quatro etapas, que consiste na adição de uma nova base, por cada ciclo, a uma 

cadeia crescente de oligonucleótidos ligada a uma matriz de suporte sólida [33]. 

A primeira etapa (detritilação) inicia o processo com uma fosforamidita ligada a um 

suporte sólido (geralmente uma coluna de síntese). Esta fosforamidita encontra-se protegida 

por um grupo dimetoxitriletil (DMT), pelo que o primeiro passo consiste na desproteção 

deste através da adição de ácido tricloroacético e, assim, ativando-o para a elongação da cadeia 

com o próximo monómero de fosforamidita [24] (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Processo de detritilação [70]. 

 

Na segunda etapa (acoplamento), a próxima base da sequência é adicionada sob a forma 

de uma fosforamidita protegida por DMT. Esta nova base é então acoplada ao grupo 5’-hidroxil 

da fosforamidita anterior, formando uma ligação fosfito triéster [24] (Figura 2). 
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Figura 2: Processo de acoplamento [70]. 

 

Na terceira etapa (oxidação), quaisquer grupos 5’-hidroxil que não tenham reagido, 

são protegidos por acilação, tornando inertes as sequências que não foram estendidas, 

impedindo que estas possam vir a reagir nos próximos passos. Este passo é particularmente 

importante para reduzir a ocorrência de erros por deleção nas sequências de oligonucleótidos 

acabadas [24] (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Processo de oxidação [70]. 

 

Finalmente, na quarta e última etapa (capping), a ligação fosfito triéster, criada na 

segunda etapa, é convertida a uma ligação fosfato através da oxidação com uma solução iodada, 

elongando o pilar principal da cadeia protegido por um grupo cianoetil [24] (Figura 4). 
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Figura 4: Processo de capping [70]. 

 

O ciclo repete-se, passando novamente por todas as etapas acima descritas, até que 

se obtenha a sequência de bases desejada. Neste momento, o oligonucleótido é clivado do 

suporte sólido e os grupos de proteção são removidos da estrutura principal [24] (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5: Síntese de oligonucleótidos através de métodos baseados em fosforamiditas [24]. 
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As eficiências de acoplamento, na síntese baseada em coluna, são geralmente altas 

(tipicamente cerca de 99% por acoplamento), no entanto, quanto maior o comprimento do 

oligonucleótido, menor a eficiência de acoplamento, diminuindo o rendimento de 

oligonucleótidos completos [24]. Além disso, a depurinação, especialmente da adenosina, pode 

ocorrer durante a etapa de detritilação, dificultando a produção de oligonucleótidos longos. 

Adicionalmente, até os oligonucleótidos sintetizados com sucesso podem apresentar erros. 

Os erros mais predominantes em oligonucleótidos advêm de deleções de uma única base que 

resultam, ou da falha na remoção do grupo DMT, ou de ineficiências combinadas nas etapas 

de acoplamento e capping [33]. 

Este processo automatizado geralmente sintetiza simultaneamente 96-384 

oligonucleótidos em escalas de 10 a 100 nmol. Ao longo dos anos, melhorias na disponibilidade 

de matérias-primas, automação, processamento e purificação permitiram a síntese de até cerca 

de 100 nt (nucleótidos) a custos de aproximadamente $ 0,05-0,15 por nucleótido, com taxas 

de erro de aproximadamente 1 em 200 nt [33]. No entanto, a síntese de oligonucleótidos 

baseada em colunas não consegue atender aos requisitos de síntese de DNA em larga escala 

na era da biologia sintética, devido às limitações de baixa taxa de produção e alto custo [33]. 

 

3.1.1.2. Síntese de oligonucleótidos com base em microarranjo 

Embora a síntese de oligonucleótidos seja uma prática cada vez mais difundida, os 

custos associados à produção destas biomoléculas permanecem elevados. Desta forma, as 

técnicas de síntese de oligonucleótidos com base em microarranjo (ou microchips) têm atraído 

considerável atenção, uma vez que são reconhecidas como fontes menos dispendiosas de 

oligonucleótidos [25]. Os sintetizadores baseados em microarranjo disponíveis comercialmente 

baseiam-se nos princípios químicos de fosforamiditas com pequenas alterações, sendo que as 

principais diferenças entre os vários métodos estão nos diferentes mecanismos aplicados nas 

etapas de desproteção e acoplamento de bases. De momento, existem métodos 

eletroquímicos, controlados por luz e por impressão de jato de tinta (ink-jet printing) [32]. 

 Os primeiros métodos controlados por luz, como o nome indica, utilizam luz no 

controlo da etapa de desproteção da síntese de oligonucleótidos e aplicam técnicas de 

fotolitografia para desproteger seletivamente fosforamiditas especiais com características 

fotolábeis [24]. A estratégia deste método consiste na iluminação da superfície de um suporte 

sólido, modificado com PPG (photolabile 5’ protecting groups), com uma máscara (uma matriz 

usada para direcionar a exposição da luz) de forma a produzir grupos hidroxilo livres para o 

acoplamento do desoxinucleosídeo ativado da 3'-fosforamidita. Após o acoplamento e capping, 



 

41 
 

a superfície sólida é iluminada através de uma nova máscara, expondo o próximo grupo 

hidroxilo para um próximo acoplamento. O custo dispendioso das máscaras usadas e os 

tempos longos de síntese, limitam a aplicação deste método [32]. 

Avanços tecnológicos acabaram por simplificar o processo proposto anteriormente, 

eliminando a necessidade da utilização das técnicas de fotolitografia e substituindo-as pelo uso 

de dispositivos programáveis de microespelhos, DMD (Digital Micromirror Device) de forma a 

controlarem com precisão as reações químicas sensíveis à luz [24]. O DMD forma uma imagem 

ultravioleta na superfície de um suporte de vidro, permitindo a desproteção seletiva sem a 

necessidade da utilização de máscaras de fotolitografia, consecutivamente diminuindo o custo 

associado e o tempo necessário de síntese. Alternativamente, também é possível recorrer a 

ácidos foto-gerados (ácidos gerados ou ativados por meio de exposição a luz) para ativar a 

reação de desproteção do grupo hidroxilo [32]. 

Nos métodos eletroquímicos, são empregues microeléctrodos para induzir reações 

eletroquímicas que resultam na produção de um ácido. Esse ácido irá desbloquear, de forma 

iterativa, os grupos 5’DMT das cadeias de oligonucleótidos em crescimento. O ácido é 

produzido apenas em locais específicos, e a sua difusão no local pretendido da matriz é 

controlada por um cátodo adjacente, que impede o desbloqueio de 5’DMT nos locais vizinhos 

ao consumir o ácido difundido. As fosforamiditas podem então ser adicionadas para a 

construção da sequência pretendida. Este processo teve sucesso somente na produção de 

cadeias pequenas de oligonucleótidos. Uma limitação fundamental deste método compreende 

a quantidade de ácido produzido, visto que um excesso ou uma insuficiência do desbloqueio 

mediado por ácido afeta dramaticamente a qualidade e integridade da sequência criada [25]. 

Alternativamente às técnicas acima descritas, foram ainda desenvolvidas tecnologias 

baseadas em impressão de jato de tinta (ink-jet printing), que vêm permitir a utilização de 

fosforamiditas e reagentes normais, não sendo necessária a utilização de fosforamiditas com 

características fotolábeis. O princípio da síntese de oligonucleótidos por impressão de jato de 

tinta baseia-se na utilização de uma “cabeça de impressão” piezoelétrica para depositar 

pequenas gotas de reagente numa superfície sólida. Estas gotas contêm os componentes 

necessários para a construção de oligonucleótidos, como fosforamiditas e nucleótidos. À 

medida que as gotas de reagentes secam, formam uma superfície sólida. Nesta superfície, as 

fosforamiditas e nucleótidos reagem entre si, formando a sequência de oligonucleótidos 

desejada [24]. Este é um método particularmente versátil, que permite uma construção rápida 

de oligonucleótidos contendo as sequências desejadas e tem sido maioritariamente 
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desenvolvido e utilizado para aplicações de perfis de expressão génica e para hibridização 

genómica comparativa [25] (Figura 6). 

 

 

 

 

 

Figura 6: Síntese de oligonucleótidos por impressão de jato de tinta. (A) O dispositivo proporciona 

um pequeno e preciso volume de nucleótidos para a primeira camada na superfície do microarranjo. 

(B) Rondas repetidas de impressão estendem o comprimento dos oligonucleótidos. (C) 

Oligonucleótidos em crescimento. (D) O resultado apresenta-se com a sequência de oligonucleótidos 

desejada [69].  

 

 As tecnologias baseadas em microarranjo são as que, atualmente, oferecem melhor 

relação entre o custo, o tamanho do oligonucleótido sintetizado e a precisão deste. A escala 

de produção destes métodos é menor comparativamente a quando se utilizam técnicas 

baseadas em coluna, portanto, como consequência é precisa uma quantidade menor de 

reagentes para que se consiga a síntese, levando a uma diminuição dos custos associados. Além 

da redução da escala de síntese, os sintetizadores de oligonucleótidos baseados em chips 

oferecem níveis de multiplexing (capacidade de sintetizar simultaneamente várias sequências de 

oligonucleótidos) que não são possíveis nos sintetizadores tradicionais baseados em coluna, 

tornando esta tecnologia ainda mais eficiente e económica. Sendo que estas técnicas têm a 

capacidade de suportar milhares de sequências por superfície sólida e existindo sintetizadores 

capazes de produzir múltiplas superfícies em simultâneo, a capacidade dos métodos de síntese 

baseados em microarranjo superam até os maiores instrumentos baseados em colunas [24]. 
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A escala de síntese reduzida e uma capacidade de multiplexing resulta num custo de 

síntese de oligonucleótidos que varia entre $ 0,00001 a $ 0,0001 por nucleótido (dependendo 

do comprimento do oligonucleótido e da escala da síntese) [32]. Quando comparado com o 

custo de $ 0,05 a $ 0,10 por base, em técnicas de síntese de oligonucleótidos baseadas em 

coluna, a atratividade desta tecnologia, para aplicações de síntese de genes, torna-se óbvia. No 

entanto existem algumas dificuldades a ultrapassar com estes métodos, principalmente 

relacionados com o facto de os oligonucleótidos sintetizados em microarranjos tenderem a 

ter uma qualidade relativamente baixa, o que leva a mais erros relacionados com a síntese 

quando comparados com os oligonucleótidos sintetizados em coluna [24]. 

 Alternativamente aos métodos com base na química das fosforamiditas, foram 

desenvolvidos novos métodos para a síntese de oligonucleótidos, desta vez na forma de 

métodos enzimáticos. Os métodos enzimáticos apresentam-se na forma de duas modalidades 

principais, os métodos baseados em polimerase independentes de molde e métodos baseados 

em polimerase dependentes de molde [32]. Os métodos independentes de molde utilizam uma 

polimerase específica de DNA, designada de transferase terminal de desoxirribonucleotideo 

(TdT) (terminal desoxinucleotidil transferase (TdT)), que irá atuar como reagente, bem como 

catalisador na adição progressiva do nucleotídeo à extremidade 3' OH do oligonucleótido [34]. 

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

numa superfície sólida e de seguida é projetado um oligonucleótido de forma a que este possua 

uma sequência que lhe permita estabelecer uma ligação ao DNA molde. De seguida, é 

adicionada uma polimerase que irá catalizar a adição de nucleótidos à cadeia. O processo é 

repetido até que o oligonucleótido desejado seja sintetizado [32]. 

 Estas metodologias são ainda muito recentes e uma vez que a síntese enzimática de 

oligonucleótidos ainda não se tornou uma prática significativamente difundida, ainda existem 

muitas incógnitas sobre o potencial destes métodos [35]. No entanto, os resultados 

preliminares, atualmente disponíveis, demonstram que, embora o rendimento da reação e o 

comprimento máximo da cadeia sintetizada ainda seja inferior aos métodos com base em 

fosforamiditas, o tempo de acoplamento dos métodos enzimáticos mostrou-se 

significativamente mais curto. Apresenta-se, portanto, como um novo método promissor, em 

que o conhecimento adquirido durante a otimização dos métodos químicos pode ser útil para 

acelerar o processo de desenvolvimento da síntese enzimática [32]. 
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3.1.2. Síntese do Gene 

Os primeiros métodos de ligação de oligonucleótidos com vista à produção de 

sequências de DNA mais ou menos longas dependiam da utilização de DNA ligase e a ligação 

de oligonucleótidos adjacentes era feita sequencialmente, mas à medida que os métodos de 

montagem e a qualidade dos próprios oligonucleótidos sintéticos foram melhorando, foi 

adotado o uso de ligases termoestáveis e tornou-se possível a montagem de synthons num 

passo único. Depois da descoberta da reação em cadeia da polimerase (PCR), foram 

desenvolvidos métodos que não dependem de ligases para a montagem do DNA e, desde 

então, inúmeros outros métodos foram desenvolvidos [24]. 

 Atualmente, o fluxo de trabalho para a construção do gene sintético, pode ser 

resumido em sete etapas principais. Na primeira, a sequência do gene a ser sintetizado é 

projetada num computador, recorrendo a várias ferramentas de design genómico [36]. Na 

segunda etapa, recorre-se a uma de duas estratégias. Pode-se recorrer à síntese de 

oligonucleótidos 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 amplificação 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 várias rondas de montagem de DNA, de 

forma a serem gerados fragmentos de DNA ultra-longos. No quarto passo, os fragmentos 

ultra-longos são montados para se obter o tamanho final do gene. Devido à baixa eficiência da 

montagem in vitro, a montagem in vivo é, geralmente, a escolha preferencial. A etapa cinco 

consiste na sequenciação do gene montado para verificar a ocorrência de erros. Caso se 

detetem erros, a etapa seis consiste numa etapa de correção de erros. Por fim, na última 

etapa, o gene sintetizado é transferido para uma célula hospedeira apropriada [32] (Figura 7). 
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Figura 7: Fluxo de trabalho da construção do gene sintético [32]. 

 

É importante ressalvar que a correção de erros é uma etapa crucial para a síntese do 

gene. A maioria dos métodos para remover erros das sequências de DNA sintético recorrem 

à formação de um heteroduplex de DNA. Este heteroduplex consiste numa molécula de DNA 

de cadeia dupla, composta por duas cadeias de DNA que provêm de fontes diferentes ou têm 

sequências distintas. Em termos simplistas, um DNA heteroduplex é uma molécula de DNA 

híbrida, formada pelo emparelhamento de cadeias de DNA que não são totalmente idênticas. 

O processo de correção baseia-se na capacidade de enzimas de reparação, como as 

endonucleases, de reconhecerem a diferença entre as bases corretas e as bases incorretas do 

heteroduplex. Estas enzimas têm a capacidade de cortar a região que contém o erro e isso 

estimula a célula a substituir a sequência errada pela sequência correta durante o processo de 

reparação [24]. 

Inovações recentes têm procurado reduzir o custo da síntese de oligonucleótidos de 

DNA e a sua subsequente montagem e as ferramentas de edição de bases CRISPR/Cas9 que 

se encontram, atualmente, em rápido desenvolvimento, têm potencial para no futuro serem 

utilizadas no processo de correção de erros [37,32]. 
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3.2. mRNA sintético 

O RNA mensageiro (mRNA) é um tipo de ácido ribonucleico de cadeia simples que é 

transcrito a partir de uma cadeia de DNA, transportando a informação codificadora para a 

síntese de proteínas até aos ribossomas, para ser posteriormente transcrito e processado em 

proteínas funcionais [4]. Desta forma, várias aplicações clínicas podem ser alcançadas através da 

utilização de sequências de mRNA como agentes terapêuticos em terapia génica. O mRNA 

pode ser usado para substituir proteínas, utilizando terapias de substituição [39,42]; limitar os 

níveis de proteínas, através de abordagens que utilizam microRNAs ou Cas9 [4,42]; ou para 

reparar mutações de proteínas ao nível do DNA, através de edição genética [11,42]. Atualmente, 

existe um grande interesse nas próximas aplicações terapêuticas com mRNA, não apenas em 

medicamentos aplicáveis in vivo, mas também em várias vertentes ex vivo ou in vitro, algumas 

das quais já são utilizadas em ambientes pré-clínicos e clínicos [40].  

No decorrer dos últimos anos, as terapias e vacinas de mRNA passaram por uma 

rápida transição, passando de curiosidade para uma realidade com impacto significativo no 

mundo [40]. Em 2020, a pandemia da COVID-19 catalisou o mais rápido desenvolvimento de 

vacinas da história, com as vacinas de mRNA na vanguarda desses esforços [29]. Estas vacinas 

foram inovadoras por três principais razões. Em primeiro lugar, foram desenvolvidas em 

meses, em vez dos anos que são tipicamente necessários para o desenvolvimento de qualquer 

medicação. Em segundo lugar, as vacinas foram tremendamente eficazes, reduzindo a carga 

viral em doentes infetados previamente vacinados, reduzindo a infeção em até 95% nos ensaios 

clínicos e reduzindo substancialmente a incidência e gravidade da infeção no mundo real. Por 

último, existem evidências que sugerem que as vacinas de mRNA protegem contra variantes 

emergentes do SARS-CoV-2, incluindo aquelas com mutações nas proteínas spike. Dado que 

a LNP (a partícula nanolipídica 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 formulação LNP-mRNA, procedimentos de 

fabricação ou distribuição é crítica, principalmente à medida que aumenta a frequência com 

que vírus zoonóticos infetam o ser humano [42]. 

 Outra vertente de utilidade de mRNA é na terapia contra doenças oncológicas. As 

vacinas de mRNA são uma plataforma imunoterapêutica atrativa e poderosa contra o cancro 

devido à sua elevada potência, especificidade, versatilidade, capacidade de desenvolvimento 

rápido e em grande escala, potencial de fabrico de baixo custo e segurança [28]. 
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 As terapias baseadas em RNA mensageiro deram passos significativos, alcançando 

melhorias notáveis na estabilidade, função e produção do mRNA ao longo dos últimos anos. 

A estratégia destas terapias passa pela exploração das células do hospedeiro, utilizando-as 

como fábricas de produção de antigénios ou proteínas funcionais, com eficácia promissora e 

segurança suficiente [4]. 

 

3.2.1. Design e Síntese de mRNA 

Um dos benefícios das terapias com base em mRNA é que estas moléculas podem ser 

sintetizadas na ausência de células. Isso elimina a necessidade de validar impurezas derivadas 

de uma síntese celular. Adicionalmente, sendo que o mRNA pode ser sintetizado in vitro, a 

capacidade de produção torna-se mais flexível, podendo ser facilmente ajustada para sintetizar 

vários mRNAs que codificam proteínas de interesse, através de pequenas alterações no 

processo de síntese [43]. 

Estruturalmente, os mRNAs produzidos por transcrição in vitro (IVT) são semelhantes 

aos mRNAs que ocorrem naturalmente. Estes consistem em cinco domínios principais: um 

cap 5’, uma região de leitura não traduzida 5’ (UTR - Untranslated Region), uma região de leitura 

aberta (ORF – Open Reading Frame), uma UTR 3’ e uma cauda poliadenilada (poliA) 3’ [38] 

(Figura 8). 

 

 

 

Figura 8: Estrutura de mRNA [29].  
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A cap 5’ proporciona proteção contra nucleases, ao mesmo tempo que promove a 

iniciação da tradução ligando-se ao fator de iniciação da tradução eucariótica 4E (eIF4E) [38]. As 

regiões de leitura não traduzidas (UTRs) localizam-se em ambos os lados de uma região de 

leitura aberta (ORF). As UTRs controlam a eficiência da tradução, a estabilidade e a localização 

subcelular dos mRNAs. A ORF fornece informação genética para o processo de tradução, 

começando com um codão de iniciação (AUG) e terminando com um codão de terminação 

(UAA, UAG, UGA). A cauda poli(A) 3’ está envolvida no passo de iniciação da tradução 

quando se liga à proteína PABP (poly-A-binding protein), sendo que, o comprimento desta cauda, 

afeta significativamente a estabilidade e a eficiência da tradução dos mRNAs [11]. 

 Atualmente, o processo de produção de mRNA pode ser dividido em duas etapas 

principais: montante e jusante. A etapa a montante, evolve a produção do mRNA por IVT. A 

etapa jusante envolve a purificação, concentração e filtração estéril, de forma a obter um 

produto altamente homogéneo [43]. Após a transcrição in vitro, a solução final contém os 

produtos de transcrição (mRNAs), bem como reagentes remanescentes [11]. Desta forma, um 

dos passos cruciais para a síntese de mRNA consiste na etapa de purificação, onde são 

removidos quaisquer contaminantes (Figura 9). Estes contaminantes incluem nucleósidos que 

não reagiram, enzimas, RNA de cadeia dupla e o molde de DNA linear utilizado para a 

transcrição [11,43].  O método mais amplamente utilizado na purificação de mRNA em larga 

escala consiste na utilização de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC).  

 

 

Figura 9: Etapas da produção de IVT mRNA [29].  
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3.2.1.1. Design de IVT mRNA 

No momento do design, existem vários fatores que terão impacto no sucesso do 

mRNA produzido por IVT. A tradução e estabilidade dos mRNAs podem ser melhoradas 

através da otimização das UTRs [45]. Geralmente, sequências UTR de genes altamente 

expressos apresentam altos níveis de tradução e estabilidade e, portanto, são amplamente 

utilizadas para a síntese de mRNA. Da mesma maneira, uma melhor expressão dos mRNAs 

pode ser alcançada a partir do desenvolvimento e triagem de novas sequências UTR e a partir 

da combinação de UTRs 5’ e 3’ de forma a otimizar a eficiência de tradução [46,47]. Além disso, 

caudas de poli(A) com comprimentos de 100 a 150 nucleótidos podem melhorar a estabilidade 

dos mRNAs e iniciar eficientemente a tradução formando complexos com proteínas de ligação 

de poli(A) [38]. Relativamente à ORF, esta é especialmente importante, pois constitui grande 

parte da molécula de mRNA. Desta forma, a modulação dessa região, especificamente no 

contexto da otimização de codões, afeta a estabilidade geral do mRNA e a sua capacidade de 

tradução. A taxa de tradução é controlada principalmente pelas moléculas de tRNA, assim 

sendo, a otimização dos codões presentes no IVT-mRNA no sentido de diminuir o uso de 

espécies raras de tRNA e substituí-las por codões utilizados por espécies de tRNA mais 

comuns, não só afeta a produção proteica como a fidelidade da tradução [43].  Relativamente à 

imunoestimulação, uma das estratégias mais eficazes para combater este efeito é através da 

incorporação de nucleótidos modificados e pela purificação por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) de fase reversa [44]. Quando comparados com mRNAs não modificados, a 

incorporação de nucleótidos modificados evita o reconhecimento destas moléculas pelos 

recetores Toll-like (TLRs) assim reduzindo a produção de citocinas [38]. Além da incorporação 

de nucleótidos modificados, os IVT mRNAs purificados por HPLC apresentam uma expressão 

proteica significativamente maior e menor indução de respostas imunitárias, quando 

comparados com mRNAs não purificados [48]. Embora a purificação por HPLC seja amplamente 

utilizada na produção de IVT mRNA, é possível recorrer a um método de purificação baseado 

em celulose que é mais simples, rápido e menos dispendioso [38,44]. O design do cap 5’ oferece 

outro método para reduzir respostas imunitárias indesejadas causadas por mRNAs. O cap 5’ 

eucariótico natural (cap-0) consiste numa 7-metilguanosina (m7G) ligada ao primeiro 

nucleótido localizado na extremidade 5' do mRNA através de uma ponte trifosfato 5'-5' 

(m7GpppN). A adição de grupos metilo ao primeiro e segundo nucleótidos transcritos produz 

as estruturas de Cap-1 e de Cap-2. Estas caps são mais amplamente utilizadas na síntese de 

mRNA devido ao seu menor potencial imunoestimulatório. Atualmente, os mRNAs com 

estrutura de cap-1 podem ser convenientemente produzidos através de um método de 
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captação co-transcricional exibindo um mínimo de imunoestimulação e satisfazendo a 

eficiência de tradução [38,43]. 

 

3.2.1.2. Síntese de mRNA por transcrição in vitro 

O mRNA sintético pode ser preparado por transcrição in vitro (IVT) de um modelo de 

DNA usando a polimerase de RNA de bacteriófagos (T7, SP6, T3). Os mRNA IVT sintetizados 

consistem em moléculas de RNA de cadeia simples que medeiam a expressão da proteína-

alvo de maneira semelhante ao mRNA eucariótico natural. A solução da reação IVT é 

constituída por quatro tipos de trifosfatos de ribonucleosídeos (rNTPs), RNA polimerase e o 

molde de DNA. Os rNTPs incluem o GTP, ATP, CTP e UTP. O molde de DNA para 

transcrição in vitro requer pelo menos quatro elementos: o promotor de bacteriófago, região 

não traduzida (UTR), a região de leitura aberta (ORF) e sequência de poli(T) [11]. 

A síntese de mRNA IVT é realizada pela adição 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, o que causa uma maior estimulação imunitária. Podem ser 

implementados dois métodos para o capping de IVT mRNA: capping co-transcricional e capping 

pós-transcricional. Misturas de dinucleótidos de cap contendo os quatro trifosfatos de 

ribonucleosídeos (rNTPs) acima mencionados, são incorporadas na extremidade 5' do RNA 

com a RNA polimerase durante o capping co-transcricional. O processamento de capping co-

transcricional permite a transcrição coordenada com o capping de mRNA, no entanto, neste 

processo ocorre a incorporação competitiva de nucleósidos GTP, o que prejudica a eficiência 

do capping [4]. No capping pós-transcricional, a molécula de mRNA é primeiro transcrita sem 

a estrutura de cap. Após a transcrição estar completa, o mRNA passa por etapas adicionais 

de processamento para adicionar a estrutura de cap na sua extremidade 5' através de reações 

enzimáticas. No entanto, a quantidade de enzima necessária para este processo impede a sua 

aplicabilidade, sendo que se apresenta como uma alternativa com pior relação de qualidade e 

preço [49]. 

Conforme exposto anteriormente, é necessário considerar a estimulação imunitária 

do IVT mRNA. Para tal é usada uma metiltransferase específica de capping 2’-O, para produzir 

cap-1 ou cap-2 com base no cap-0, reduzindo a imunogenicidade do IVT mRNA. Quanto às 

caudas poli(A) dos IVT mRNA, estas são normalmente codificadas no molde de DNA ou 

anexadas ao IVT mRNA por poliadenilação enzimática, sendo que a primeira opção oferece 

um controlo mais preciso sobre o comprimento da cauda poli(A) [4].  
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 Após a transcrição in vitro, o molde de DNA é digerido por tratamento com DNase e 

a remoção do grupo trifosfato 5' dos mRNAs é realizada usando uma fosfatase específica. A 

remoção do trifosfato reduz a possível resposta imunitária. De seguida recorre-se ao passo 

de purificação de forma a remover todos os contaminantes e, assim, reduzir a possibilidade 

da ocorrência de uma resposta imunitária [11]. 

 Na Tabela 1, apresenta-se um resumo de alguns itens de controlo de qualidade na 

preparação de medicamentos à base de mRNA e o impacto que estes apresentam no produto 

final. 
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Tabela 1: Controlo de qualidade na preparação de medicamentos à base de mRNA [4]. 

 

Controlo de qualidade na preparação de medicamentos à base de mRNA 

Composição Itens de controlo de qualidade Resultado 

mRNA codificado 

por antigénio 

Otimização de codão Eficiência de tradução 

Quantidade de ácidos nucleicos Eficiência de tradução 

pH durante a síntese de mRNA Eficiência de tradução 

Sequência de mRNA Eficiência de tradução 

Integridade da sequência de mRNA Eficiência de tradução 

Comprimento da cauda poly(A) Eficiência de tradução 

Eficiência do processo de capping 5’ Eficiência de tradução 

Otimização da 5′-UTR e 3′-UTR Eficiência de tradução 

Pureza de mRNA Eficiência de tradução 

Molde de DNA residual Eficiência de tradução 

Sistema de 

entrega lipídica 

 

Análise de espectrometria de massa Eficiência de tradução 

Análise de Ressonância Magnética 

Nuclear 

Eficiência de tradução 

Componentes lipídicos Eficiência de tradução 

Carga elétrica dos componentes lipídicos Direcionamento 

Tipo e teor de lipídos Direcionamento 

Ponto Isoelétrico Estabilidade 

Micromorfologia Uniformidade 

Impurezas lipídicas Eficiência de tradução 

Distribuição Direcionamento 

Eficiência de Transfecção in vivo Eficiência de tradução 

Eficiência de Transfecção in vitro Eficiência de tradução 

mRNA-LNP 

Eficiência de encapsulamento Capacidade de carga 

Tamanho de partícula Uniformidade 

Potencial zeta Estabilidade 

Condições de armazenamento Aplicação Clínica 

Princípio de libertação Potencial Terapêutico 
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4. Métodos de transferência 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 transferência genética. 

Existem, métodos físicos [50], métodos químicos [51] e vetores virais [52]. A escolha do método 

deve ser feita tendo em conta vários parâmetros. Estes parâmetros incluem: limitações de 

tamanho para a inserção de transgenes, a pureza do vetor, eficiência de transfecção, a 

capacidade que o vetor tem de infetar células em divisão e/ou em repouso, a capacidade de 

expressão a longo prazo, a integração no genoma hospedeiro, a necessidade de especificidade 

de tipo celular ou entrega direcionada, e a toxicidade e imunogenicidade associadas ao método 

de transferência [53]. Os vetores virais apresentam-se como altamente eficazes na entrega de 

ácidos nucleicos, no entanto existem várias preocupações relativamente à segurança da sua 

utilização [52]. Os vetores não virais são preferidos nalgumas aplicações de terapia génica, pois 

possuem atributos que permitem a sua personalização, apesar de apresentarem eficiências de 

transfecção mais baixas [50,51]. 

Apesar do desenvolvimento de numerosos sistemas de entrega virais e não-virais nas 

últimas décadas, todos eles apresentam algumas desvantagens que limitam a sua aplicação 

clínica. 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 

limitações ou efeitos secundários [54]. Na verdade, tem vindo a tornar-se claro que o sistema 

de entrega tem de ser adaptado a cada situação específica.  

Atualmente, os principais sistemas de entrega de mRNA são nanopartículas à base de 

lípidos, nanopartículas à base de polímeros e nanopartículas híbridas lípido-polímero [38]. 

 

4.1. Nanopartículas à base de lípidos (LNPs) 

Estas nanopartículas compostas por lípidos são projetadas para serem biocompatíveis 

e terem capacidade de serem internalizadas nas células através de endocitose [28]. Uma vez 

dentro das células-alvo, as LNP libertam a sua carga terapêutica, permitindo a tradução do 

material genético em proteínas funcionais ou influenciando a expressão genética [51]. Para além 

de terem sido utilizadas no desenvolvimento das vacinas de mRNA contra a COVID-19 [28], 

foram também utilizadas como vetor no primeiro tratamento de siRNAs aprovado pela FDA 

e EMA, na forma de Patisiran® ou Onpattro® [55]. 

Onpattro® é um medicamento utilizado para tratar danos nos nervos perféricos 

causados devidos a amiloidose hereditária por mutação no gene que codifica a proteína 

transtirretina, uma doença caracterizada por uma acumulação de agregados amiloides de 
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transtirretina em diversos tecidos do organismo [56]. Em doentes com esta condição, é 

produzida uma transtirretina defeituosa (uma proteína de transporte de tiroxina e retinol) 

quebra com facilidade, o que conduz à sua agregação e acumulação em diferentes tecidos e 

órgãos, incluindo os nervos periféricos, interferindo com as funções normais destes [57]. O 

siRNA presente nesta medicação é desenhado de forma a ligar-se ao mRNA que codifica para 

a transtirretina promovendo a sua degradação por um mecanismo de interferência de RNA, 

reduzindo a produção da proteína defeituosa e diminuindo a formação agregados amilóides, 

bloqueando a progressão da doença, mas não revertendo potenciais lesões que se tenham 

desenvolvido antes da administração do medicamento. [58]  

Quanto às vacinas de mRNA contra o SARS-CoV-2, estas surgem na forma de injeções 

intramusculares de nanopartículas lipídicas (LNPs). O mRNA presente na vacina codifica a 

proteína spike do vírus. Esta proteína é tipicamente utilizada pelo vírus para que este se ligue 

a células humanas. Quando o mRNA é introduzido no organismo, as células usam-no para 

produzir a proteína spike e o sistema imunitário irá identificá-la como um agente invasor, 

produzindo anticorpos para combatê-la. Se o indivíduo for exposto ao vírus real, os anticorpos 

já estarão presentes no organismo e ajudarão a combater o vírus real e a prevenir a doença 

[4]. 

 

4.2. Nanopartículas à base de polímeros 

Os polímeros catiónicos têm sido um tipo essencial de vetor não viral, devido à sua 

estrutura química versátil e um alto potencial de carga. Estes compostos têm a capacidade de 

formar um complexo com o material genético (poliplexo), neutralizando a carga negativa 

destes. A formação do poliplexo é importante na proteção do material genético contra 

degradação e no transporte deste até ao alvo [59]. Dentro deste grupo, existem polímeros 

biodegradáveis e polímeros não biodegradáveis. Dentro dos não biodegradáveis, destaca-se a 

polietilenimina (PEI), este foi o primeiro polímero sintetizado em formas lineares e ramificadas 

para aplicação em terapia génica [51]. Quando o PEI é usado como vetor, este induz um efeito 

osmótico denominado “efeito de esponja de protões”, devido à sua carga positiva. Este 

fenómeno leva ao aumento de pressão osmótica dentro dos endossomas, que leva ao eventual 

expansão e rutura do endossoma, libertando o seu conteúdo para o citoplasma da célula, 

incluindo o material genético transportado pelo PEI [60]. 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 eficiência de transfecção por 

parte deste vetor. No entanto, sendo um polímero não biodegradável, este pode-se acumular 
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e provocar citotoxicidade. Considerando que, durante uma terapia génica possam ser 

necessárias administrações repetidas e que existe sempre preferência por métodos que não 

induzam citotoxicidade, a utilização de polímeros biodegradáveis como vetores, apresenta-se 

como uma alternativa vantajosa frente aos não biodegradáveis [51]. 

 

4.3. Nanopartículas híbridas lípido-polímero (LPHNPs) 

As nanopartículas híbridas lípido-polímero geralmente referem-se a nanopartículas 

compostas por componentes de polímeros e lípidos. Visto que estas nanopartículas híbridas 

aproveitam as características complementares dos materiais lipídicos e poliméricos, são 

consideradas plataformas promissoras para a entrega de mRNA. Estas têm sido 

particularmente úteis na luta contra doenças de foro oncológico [61]. Sendo que tornam 

possível a entrega de dois ou mais medicamentos quimioterapêuticos com diferentes 

propriedades físico-químicas (hidrofóbicos e hidrofílicos) num único veículo de entrega. 

Algumas das características favoráveis deste tipo de nanopartículas incluem alta capacidade de 

carga de fármacos, alta estabilidade, biocompatibilidade, tempo de circulação prolongado e 

propriedades de controlo da libertação do fármaco [62]. Nos últimos anos, várias novas 

aplicações para as LPHNPs têm sido demonstradas, como por exemplo para entrega de mRNA 

ao tecido pulmonar, no entanto a utilização destes vetores fora do campo da oncologia ainda 

está em estágios iniciais [63]. 

 

 

5. Aplicações de mRNA em terapia génica 

5.1. IVT mRNA em terapias de substituição proteica 

 Muitas doenças são causadas pela ausência parcial ou completa de uma única proteína. 

Alternativamente, a proteína pode estar presente, mas com as suas funções diminuídas [27]. 

Tradicionalmente, recorrem-se a terapias proteicas para colmatar este tipo de disfunções [64].  

 Embora a administração da proteína desejada já tenha sido aplicada com sucesso numa 

ampla variedade de doenças, ainda existem numerosas condições em que o uso de proteínas 

recombinantes não é aplicável. Isto deve-se à semi-vida curta das proteínas administradas, o 

que, combinado com a sua instabilidade e possível imunogenicidade, impedem a generalização 

desta abordagem. Outro aspeto crucial negativo deste método é a sua inelegibilidade para a 

substituição de proteínas intracelulares, como fatores de transcrição e outras moléculas 

reguladoras [30]. Adicionalmente, existem problemas intrínsecos nos processos de produção 



 

56 
 

de proteínas. Por exemplo, a produção em larga escala requer instalações complexas e etapas 

adicionais de controlo e garantia de qualidade. Além disso, após a produção, o armazenamento 

a frio de medicamentos à base de proteínas é geralmente necessário, de forma a que se 

mantenha a sua integridade antes da administração [11]. 

Assim sendo, nestes cenários, a entrega de mRNA que codifica a proteína pode ser 

preferível, quando comparados com as terapias proteicas convencionais [27]. A utilização de 

mRNA permite a expressão de proteínas de alta qualidade a partir do próprio organismo do 

doente, sem a necessidade de instalações de produção complexas. Além disso, o 

armazenamento de material genético é, geralmente, mais conveniente do que o das proteínas, 

sendo que um simples processo de liofilização permite o armazenamento a longo prazo sem 

a necessidade de refrigeração [11].  

 Porém, a terapia com mRNA tem sido associada a efeitos secundários, uma vez que o 

mRNA pode ser clivado por RNases, desencadeando respostas imunitárias através da ativação 

de recetores tipo Toll-like (TLR). Ao contrário do que acontece com as vacinas de mRNA, 

neste tipo de terapia é desvantajoso a indução de uma resposta imunitária, uma vez que isso 

interrompe a síntese proteica e acelera a degradação de mRNA. Desta forma, têm vindo a ser 

desenvolvidas estratégias de maneira a mitigar as respostas imunitárias derivadas desta 

abordagem terapêutica, como por exemplo, a utilização de mRNAs com nucleótidos 

modificados [30,27]. 

 

5.2. Vacinas de mRNA contra doenças infeciosas 

 A vacinação é a intervenção de saúde pública mais eficaz na prevenção da propagação 

de doenças infeciosas. Campanhas de vacinação bem-sucedidas erradicaram doenças 

potencialmente fatais, como a varíola. A Organização Mundial da Saúde estima que as vacinas 

previnem 2 a 3 milhões de mortes por ano de tétano, tosse convulsa, influenza e sarampo [29].  

 As vacinas de mRNA possuem várias vantagens em relação às vacinas convencionais. 

Ao contrário de algumas vacinas virais, o mRNA não integra o genoma, eliminando 

preocupações sobre mutagénese por inserção. A produção de mRNA é rápida, escalável, 

economicamente viável e, além disso, uma única vacina de mRNA pode codificar múltiplos 

antigénios, fortalecendo a resposta imune contra agentes patogénicos resistentes e 

possibilitando o direcionamento da vacina contra vários agentes patogénicos numa única 

formulação [29].  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 aplicações atuais de inteligência artificial, que permitem um 
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grande avanço na previsão da estrutura de proteínas com base em sequências genéticas, o 

desenvolvimento de vacinas de mRNA contra doenças infeciosas será um processo mais 

preciso, rápido e eficiente, levando a uma abordagem personalizada e, consequentemente, 

mais eficiente no combate contra doenças infeciosas [65]. 

 Atualmente, as vacinas de mRNA têm sido intensivamente investigadas e desenvolvidas 

para o combate de doenças altamente infeciosas, como o SARS-CoV-2, o vírus da gripe, o 

vírus Zika, o vírus da raiva e o HIV [4]. 

 

5.3. Vacinas de mRNA para imunoterapia de cancro 

Com quase 10 milhões de mortes por ano, o cancro continua a ser uma das principais 

causas de morte em todo o mundo [66]. Através da estimulação do sistema imunitário, a 

imunoterapia tem-se apresentado como uma modalidade de tratamento promissora no 

combate contra o cancro. Têm sido desenvolvidas vacinas contra o cancro, com base em 

mRNA que demonstram resultados encorajadores com base na sua eficácia e segurança [4]. 

Estas vacinas, têm como alvo os antigénios tumorais, de forma a provocarem respostas 

imunitárias com o potencial de suprimir o crescimento do tumor e, até, erradicarem o mesmo 

[28]. Desta forma, as vacinas de mRNA contra o cancro, oferecem a possibilidade de um 

tratamento específico, seguro e tolerável, em comparação com outras imunoterapias [67]. 

 Assim como nas outras modalidades terapêuticas com base em mRNA, também as 

vacinas de mRNA para imunoterapia contra o cancro apresentam várias vantagens, tais como: 

produção rápida, escalável, flexível e de baixo custo; ausência de potencial oncogénico; boa 

tolerância e capacidade de provocar uma resposta imunitária robusta [28]. No entanto, apesar 

do considerável esforço de pesquisa no desenvolvimento de vacinas contra o cancro, a 

transposição destas em terapias clínicas eficazes tem sido desafiante devido á grande 

diversidade de antigénios tumorais e a produção de respostas imunitárias 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 [4]. 

 

Terapias de mRNA em desenvolvimento 

Área 

Terapêutica 

Estratégia 

terapêutica 
Indicação Empresa 

Doenças 

infeciosas 

Vacina COVID-19 Moderna®, BioNTech®, 

Curevac®, Sirnaomics®, 

eTheRNA®, Walvax®, 

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

StemiRNA®, RNACure®, 

Abogen®, Precision 

NanoSystems®, Longuide 

Limited Lab® 

Influenza Moderna®, BioNTech®, 

Curevac®, Sirnaomics®, 

Arcturus®, Tiba®, 

StemiRNA®, 

RNACure® 

Vírus sincicial 

respiratório  

Moderna®, Curevac®, 

Ethris®, RNACure® 

Vírus da 

imunodeficiência 

humana  

Moderna®, BioNTech®, 

eTheRNA®, Argos® 

Raiva Curevac®, Precision 

NanoSystems® 

Vírus do papiloma 

humano 

Sirnaomics®, eTheRNA®, 

StemiRNA® 

Malária BioNTech®, Curevac®, 

eTheRNA® 

Vírus Epstein–Barr Moderna®, StemiRNA® 

Tuberculose BioNTech®, StemiRNA® 

Citomegalovirus Moderna®, Rhegen® 

Herpes zoster Abogen® 

Vírus Zika Moderna® 

Hepatite B Sirnaomics® 

Febre Amarela Curevac® 

Parainfluenza Moderna® 
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Metapneumovírus Moderna® 

Rotavírus Curevac® 

Vírus Nipah Moderna® 

Anticorpo COVID-19 BioNTech®, Sirnaomics® 

Vírus Chicungunha Moderna® 

Edição 

Genética 

Vírus da 

imunodeficiência 

humana  

Sangamo® 

Oncologia Vacina Melanoma BioNTech®, Curevac®, 

eTheRNA® 

Carcinoma de 

pulmão de células 

não pequenas 

BioNTech®, Sirnaomics® 

Cancro Cervical Sirnaomics®, eTheRNA® 

Cancro da Mama Sirnaomics® 

Cancro do Ovário BioNTech® 

Cancro do Fígado Sirnaomics® 

Cancro do 

Estomago 

eTheRNA® 

Cancro do pâncreas Sirnaomics® 

Cancro colorretal BioNTech®, Sirnaomics® 

Cancro da bexiga Sirnaomics® 

Cancro da próstata BioNTech® 

Cancro da cabeça e 

do pescoço 

BioNTech®, Curevac® 

Carcinoma 

adenoide quístico 

Curevac® 

Carcinoma 

espinocelular 

Curevac®, Sirnaomics® 

Carcinoma 

basocelular 

Sirnaomics® 

Carcinoma de 

células renais 

eTheRNA®, Argos® 

Leucemia mieloide 

aguda (LMA) 

StemiRNA® 
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CAR-T Cancro do pâncreas BioNTech® 

Anticorpo Cancro do pâncreas BioNTech® 

Doenças 

Genéticas 

Substituição 

proteica 

Fibrose Cística Moderna®, Translate Bio®, 

Arcturus® 

Acidemia 

propiónica 

Moderna® 

Aciduria 

metilmalónica 

Moderna® 

Doença de Von 

Gierke 

Moderna® 

Fenilcetonúria Moderna® 

CN-1 Moderna® 

Deficiência da 

ornitina 

transcarbamilase 

Arcturus® 

Hemofilia Sirnaomics® 

Desordens 

Metabólicas 

Substituição 

proteica 

Diabetes tipo 2 Moderna® 

Doenças 

Cardiovasculares 

Substituição 

proteica 

Hipercolesterolémia Sirnaomics® 

Isquémia Miocárdica Moderna® 

Fibrose Substituição 

proteica 

Cicatriz hipertrófica Sirnaomics® 

Fibrose Hepática Sirnaomics® 

Fibrose Pulmonar Sirnaomics® 

Colangite 

esclerosante 
primária (CEP) 

Sirnaomics® 

Anemia In-Cell-Art® 
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6. Discussão 

Passaram cerca de três décadas desde que foi proposta a utilização de terapia génica 

como um método de tratamento para doenças que se apresentavam difíceis de tratar ou até 

mesmo incuráveis. Tendo em conta os produtos atualmente aprovados e aqueles ainda a 

aguardar aprovação, bem como os numerosos ensaios clínicos nesta área, a terapia génica 

apresenta um futuro promissor. Embora, esta via terapêutica esteja maioritariamente a ser 

explorada para o tratamento de doenças de foro oncológico, é também atualmente estudada 

para aplicação em doenças infeciosas como a SIDA, malária e vírus do papiloma humano (HPV), 

bem como doenças adquiridas como doença vascular periférica, osteoartrite, retinopatias, 

doença arterial coronária, insuficiência cardíaca, rinite alérgica, doença de alzheimer, entre 

outras. Embora esta abordagem seja extraordinariamente promissora, o seu design, síntese e 

aplicações são temas complexos que vêm acompanhados de desafios únicos. Entre estes 

contam-se as respostas imunitárias desencadeadas por vetores que podem limitar a eficiência 

da terapia, por outro lado é crucial mitigar os efeitos off-target e existem ainda considerações 

éticas em torno de terapia génica que devem ser consideradas e devidamente avaliadas. 

Relativamente à síntese de DNA, por um lado os compostos intervenientes durante o 

processo de síntese e montagem podem introduzir erros nas sequências de aminoácidos. Por 

outro, as próprias tecnologias utilizadas para a síntese de oligonucleótidos não são perfeitas. 

Durante a síntese de oligonucleótidos, conclui-se que, atualmente, a síntese de 

oligonucleótidos com base em coluna resulta em oligonucleótidos de maior qualidade, no 

entanto esta é uma técnica mais dispendiosa. Já a síntese de oligonucleótidos com base em 

microarranjos é significativamente mais económica e permite um maior número de sequências 

únicas produzidas numa única execução de síntese. No entanto a quantidade de DNA 

sintetizado é muito menor do que aquele que seria necessário para uma produção em larga 

escala e são de qualidade inferior (são propensos a mais erros nas sequências dos aminoácidos) 

quando comparados com aqueles que são gerados através de métodos baseados em coluna. 

Dada a atratividade dos métodos de síntese de oligonucleótidos baseados em 

microarranjos, têm-se vindo a desenvolver inovações que visam melhorar a qualidade, a 

eficiência e a escalabilidade destes métodos. A utilização de técnicas de síntese de 

oligonucleótidos baseadas em microarranjo, combinadas com protocolos de síntese 

automatizada e melhorias na qualidade do DNA sintético, têm dado passos significativos rumo 

a este objetivo. O desenvolvimento contínuo de técnicas eficientes de síntese de DNA 

resultam numa alta disponibilidade de DNA sintético cada vez mais acessível. 
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Quanto ao uso clínico de mRNA para fins terapêuticos, este requer uma tradução 

adequada do mRNA nas células de interesse sem despoletar uma resposta imunológica 

indesejada. Porém, alcançar este objetivo requer superar vários desafios relacionados com a 

síntese e entrega do mRNA. Após a síntese, nem sempre os métodos de purificação de mRNA 

têm sucesso na remoção de impurezas, resultando numa eficácia terapêutica reduzida e 

provocando respostas imunológicas indesejadas. Após a administração, o mRNA pode ser 

degradado por nucleases, removido por fagocitose de macrófagos ou eliminado por filtração 

renal. Além destes fatores, o mRNA é um polinucleótido negativamente carregado de grande 

dimensão, o que por si torna difícil a penetração das membranas celulares (que são também 

carregadas negativamente). Adicionalmente, o potencial imunoestimulatório do mRNA 

exógeno é outro grande obstáculo para a sua utilização clínica. Com o objetivo de ultrapassar 

as limitações expostas, várias abordagens têm sido tomadas. Por exemplo, têm-se 

desenvolvido designs inovadores de mRNA para superar os desafios referentes à estabilidade 

e à imunoestimulação. Além disso, algumas destas dificuldades podem ser resolvidas através 

da utilização de determinados mecanismos de entrega, cujo design requer que estes protejam 

as moléculas de mRNA de degradação e facilitem a penetração de barreiras biológicas. 

 No entanto, sucessos recentes vêm consolidar o interesse da utilização de mRNA para 

fins terapêuticos. É uma molécula que demonstra alto potencial na luta contra o cancro, 

resultando nestas doenças como o alvo principal da maioria dos ensaios clínicos 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 físico-

químicos não-virais. Apesar da grande eficiência de transdução e capacidade de integração dos 

vetores virais, há também desvantagens inerentes à utilização destes: as preocupações que 

surgem relativamente à sua segurança, capacidade de acondicionamento reduzida que limita o 

acondicionamento do DNA terapêutico, complexidade e custos de produção. Foram estas 

considerações que levaram à busca de alternativas recorrendo ao desenvolvimento de vetores 

não-virais. Apesar dos efeitos dos sistemas de entrega não-virais serem, muitas vezes, 

transitórios e menos eficientes em comparação com sistemas virais, estes vetores estão 

atualmente a ser desenvolvidos e aperfeiçoados para que se consigam melhorias na sua 

durabilidade e potência, sem comprometer a sua segurança. 

A terapia génica é uma modalidade terapêutica que eventualmente fará parte dos 

cuidados de saúde padrão para uma variedade de doenças diferentes. Embora ainda existam 
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alguns desafios a superar, e muitas questões a considerar, o potencial impacto da terapia génica 

é imenso, apresentando possíveis curas para inúmeras doenças, até agora, incuráveis, 

revolucionando totalmente a maneira como tratamos determinados tipos de condições de 

saúde. 
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