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Lista de Abreviaturas / List of Abbreviations

EC — Estagio curricular / Curricular Internship
FC — Farmacia comunitaria / Community Pharmacy

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra / Faculty of Pharmacy, University

of Coimbra
FSA — Farmacia Santa Ana

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas / Master’s Degree in Pharmaceutical

Sciences
PIM — Preparacgao individualizada do medicamento / Individualized drug preparation
SNS — Servigo nacional de saide / National health system

SWOT - Pontos Fortes, Pontos Fracos, Oportunidades, Ameacas / Strengths, Weaknesses,

Opportunities, Threats



I. Introducao

A farmacia comunitaria (FC) ou farmacia de oficina existem em Portugal desde 1449,
assim como os farmacéuticos que ai exercem um papel fundamental na manutengao da saude
publica. Associados ao servico nacional de saiude (SNS), garantem a acessibilidade ao
medicamento e a equidade na prestagao de cuidados de saide de qualidade. Gragas a elevada
proximidade das farmacias as comunidades, sendo muitas vezes a Unica unidade de saude
proxima, é o farmacéutico que funciona como primeira linha de ajuda no aconselhamento e

acompanhamento do doente.

Derivado do plano curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) integrar um estagio
curricular (EC) em FC, de carater obrigatorio no ultimo ano de estudos, € possibilitado ao
estudante a experiéncia da realidade de uma farmacia e o acompanhamento dos farmacéuticos
no seu contexto de dia-a-dia laboral, assim como a aplicagdo pratica dos conhecimentos

adquiridos ao longo dos anos anteriores.

Posto isto, tive a oportunidade de realizar o meu EC na Farmacia Santa Ana (FSA) sob
orientagao do Dr. Raul Almeida, tendo este sido realizado em dois segmentos temporais, de
dia 13 de setembro de 2021 a dia 7 de janeiro de 2022, e apds uma interrupgao de trés meses
para realizagao de um EC em industria farmacéutica, teve retorno no dia | de abril de 2022 e

término no dia 18 de maio de 2022.

2. Farmacia Santa Ana

A FSA foi fundada a 28 de novembro de 1983 e localiza-se na freguesia de Santana, no
concelho da Figueira da Foz e tem atualmente a direcao técnica da Dra. Maria Inacia Chaves
Teles Grilo. E composta por uma equipa dedicada e competente de farmacéuticos e técnicos
de farmacia, tendo como principal objetivo “a transmissao de informagao necessaria para
conciliar necessidades e expectativas do doente com a promogao do uso racional do

medicamento”.

No ano de 2021 a FSA foi distinguida com o prémio “Almofariz Farmacia do Ano by

Stada Portugal” do portal farmacéutico Netfarma.



3. Analise SWOT

A andlise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats) que vou apresentar
abaixo, tem como objetivo representar de uma forma mais completa a minha experiéncia de
EC na FSA Seguindo as normas deste tipo de andlise, irei de seguida dissertar acerca da
dimensao interna - pontos fortes e fracos - e da dimensao externa - oportunidades e ameagas

sentidas - do meu estagio.

Tabela | - Resumo da analise SWOT.

Pontos Fortes Pontos Fracos Oportunidades Ameacgas
(Strengths) (Weaknesses) (Opportunities) (Threaths)
Tarefas de fungao Falta de otimizacao Formagoes Plano de
farmacéutica do sistema de gestao . contingéncia
e e atendimento Grupo de farmacias COVID-19
Ambiente de . . .
trabalho Desvalorizagao do Cartao de Preferéncia de
. estagiario fidelizagao atendimento
Servicos . .
. Falta de diversidade Fecho dos centros
Frequéncia de de clientes de saude
rececao de

medicamentos

3.1. Pontos Fortes (Strengths)

3.1.1. Tarefas de funcdao farmacéutica
Aquando do inicio do meu EC foi me proposto uma aprendizagem e adaptagao de
forma gradual, comec¢ando pelas tarefas de backoffice, tais como, a recegao de encomendas,
arrumagao, reposigoes, verificagdo dos prazos de validade e devolugdes; apos algum tempo de
habituacdao a farmacia e aos medicamentos em si, passei para o atendimento ao balcao.
Inicialmente acompanhando os colegas da equipa técnica nos seus atendimentos, observando
os procedimentos a seguir, os pormenores a ter em conta para um atendimento seguro e

completo, e depois fui passando a fazer atendimentos sozinho sempre com alguém disposto a
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ajudar em alturas em que surgiam duvidas, garantido continuamente o bom atendimento do
utente. Pude também acompanhar tarefas de gestao e organizagao da farmacia, como a
realizacao de encomendas diarias e mensais, obtengao de documentos para entregar a
instituicoes externas para regularizagao de pagamentos de servigos prestados, e fecho dos

receituarios mensais.

3.1.2. Ambiente de trabalho
A equipa técnica da FSA é composta por farmacéuticos e técnicos de farmacia, sendo
uma equipa jovem, dedicada e muito competente. Desde o primeiro momento que cheguei a
farmacia para realizar o meu EC que fui muito bem recebido, de forma acolhedora, e com
prontidao para ajudar sempre que eu sentisse necessidade, o que tornou os meus dias de

estagio muito mais confortaveis e a minha aprendizagem facilitada e fluida.

A FSA encontra-se localizada em Santana, uma pequena aldeia do concelho da Figueira
da Foz, o que torna o atendimento muito pessoal, visto os utentes serem bastante regulares
e vindo das localidades em volta, havendo muitos clientes conhecidos e que tornam os
atendimentos mais completos ja que pode haver um acompanhamento proximo do estado de

saude dos utentes por parte do farmacéutico.

3.1.3. Servicos
Um dos marcos de trabalho que a FSA se orgulha de oferecer aos seus utentes, € uma

vasta variedade de servigos prestados que vao ajudar imenso a populagao que a frequenta.

Um dos servigos mais importantes passa pela realizagao da preparagao individualizada
do medicamento (PIM). Este servigo ajuda bastante na vida dos utentes polimedicados que,
nos dias de hoje, sao uma realidade bastante frequente, principalmente na populagao mais
idosa. Com este servigo assegura-se que a toma dos medicamentos € feita de uma forma
correta, no horario e dia certo. Funciona a partir de um sistema informatico que contem as
informagoes médicas, previamente carregadas, e que vai passar essa informagao para uma
automatica, que contém um tabuleiro de 45 pogos, e que vai fazer a correta distribuicio dos
medicamentos para o espaco temporal desejado, de onde vao sair saquetas individuais com o
nome, idade, medicacao, dia, e respetivo periodo da toma. Na minha opiniao este é o futuro

da farmacia comunitaria, permitindo uma dispensa personalizada do medicamento, consoante



as necessidades do utente, em alturas em que cada vez mais a toma regular e elevada de

medicamentos € mais frequente.

Figura | - Maquina automatica utilizada pela Farmacia Santa Ana para a PIM.

A farmacia esta equipada com um gabinete de apoio ao utente, totalmente equipado,
onde sao realizadas medigoes de parametros fisiologicos e bioquimicos, como a avaliagao de
colesterol, triglicerideos, glicémia, pressao arterial, e indice de massa corporal (IMC). Este
espaco é também utilizado para a administragao de vacinas e injetaveis, e nesta altura de
pandemia foi também utilizado para a colheita de amostras para a realizagao de testes rapidos

de antigénio (TRAg), proporcionando um ambiente cobmodo ao utente.

A FSA possui também servigcos de apoio domiciliario, quer seja no deslocamento de
um profissional da farmacia a casa dos utentes para esclarecimento de dudvidas e auxilio aos
mais debilitados, mas também através da entrega de medicamentos e outros produtos

reservados ou encomendados na farmacia, por telefone ou pelo website da farmacia.

Um dos servigos que se destacam na FSA é a telefarmacia, onde os profissionais de
salde, apos a alguns atendimentos de especial importancia e que necessitam de maior atengao,
contactam os utentes apds o tempo indicado para recuperagao para verificar o estado de

saude e proporcionar novo aconselhamento e esclarecimento de duvidas.

A FSA oferece também aos seus utentes, servigos de nutricao, enfermagem e
podologia, assegurados por profissionais externos qualificados nas respetivas areas, que
acompanham os utentes que requerem os servi¢os e que melhoram a qualidade de vida de

quem os procura.



Ao longo do periodo do meu EC pude observar e fazer parte da prestagao destes

servigos que tanto facilitam a vida aos utentes e demarcam a boa prestacao desta farmacia.

3.1.4. Frequéncia de rececdao de medicamentos

Apesar de na farmacia nao existirem todos os diferentes medicamentos de todos os
laboratérios comercializados em Portugal, a FSA tem um plano de acordos com distribuidoras,
como Plural+Udifar e a OCP Portugal. que asseguram a entrega diaria das encomendas
realizadas, e um acordo com a Empifarma para entrega bidiaria, sendo que da parte da manha
sao entregues as encomendas realizadas até as 21h do dia anterior, e da parte da manha sao
feitas as entregas das encomendas feitas até as |2h desse mesmo dia. Isto garante uma
constante reposicao de stocks, assim como, a satisfacdo da necessidade de utentes que tomam
algo que nao se encontra na farmacia no momento da visita, podendo levantar o medicamento

no periodo seguinte ou © mesmo sera entregue em casa.

3.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

3.2.1. Falta de otimizacao do sistema de gestao e atendimento

Um aspeto negativo que pude constatar ao longo do meu percurso de EC foi as
dificuldades do sistema de gestio e atendimento Sifarma 2000° e o novo médulo de
atendimento Sifarma®, da Glintt®. Trata-se do programa mais utilizado nas farmdcias
portuguesas, mas apesar disso ainda apresenta algumas que podem comprometer o
funcionamento da farmacia e o bom atendimento do utente. A maior falha encontra-se em
alguma falta de comunicagio e transmissio de dados entre o Sifarma 2000, que é o programa
mais antigo e que era o mais utilizado, e o novo sistema mais recente, acabando por vezes
levar a constrangimentos. Algo que condiciona a utilizagao de apenas um programa, é que este
mais recente nao possui ainda as ferramentas completas, acabando por ter de ser necessario

a utilizagao de dois sistemas o que complica o dia-a-dia de atendimento e gestao de recursos.

3.2.2. Desvalorizacdo do estagiario
Algo que verifiquei no inicio do meu EC é a visao do publico geral perante os estagiarios
de uma farmacia, mostrando algumas vezes desconfianga e descredibilizando as
recomendagoes que sao fornecidas por nos. Esta situagao leva, por vezes, o utente a preferir
ser atendido por outro colega, na qual ja tém melhor confianga, nao ajudando na aprendizagem
do futuro farmacéutico. Esta situagdo € mais marcada na FSA por estar localizada num

ambiente rural, onde os clientes conhecem bem a equipa da farmacia.



Felizmente, ao longo do meu tempo ao balcao, fui conseguindo captar a confianga dos
utentes, demonstrando as minhas capacidades técnicas e sociais, fazendo com que, a partir de

uma certa altura, fosse de total confianga tal como qualquer outro colaborador da farmacia.

3.2.3. Falta de diversidade de clientes
A FSA encontra-se inserida num meio pequeno, sendo que a populagao frequente da
farmacia seja praticamente a idosa e de idade adulta, nao havendo praticamente atendimentos
com idades mais jovens, como recém-maes com bebés, sendo muito dificil aconselhar gamas
para bebés, ou com adolescentes, nao tendo tido, por exemplo, nenhuma oportunidade de

contactar com a necessidade da dispensa de uma pilula do dia seguinte.

3.3. Oportunidades (Opportunities)

3.3.1. Formacgoes
Durante o meu EC pude estar presente para assistir a varias formagoes tedricas, por
parte de delegados de informagao médica, que se revelaram bastante enriquecedoras e Uteis

para o meu conhecimento, melhorando o meu aconselhamento para os utentes.

Tenho a destacar a formagao realizada pela Aflofarm, acerca do produto Dextazin®,
que é um medicamento para cessagao tabagica de venda exclusiva em farmacia, algo que nos
dias de hoje ¢ algo limitado no mercado portugués e que é de elevada importancia para a

saude das comunidades.

3.3.2. Grupo de farmacias

A FSA neste momento encontra-se incluida num grupo de trés farmacias do mesmo
proprietario, onde encontramos também a Farmacia Santa Ana Jardim, na Figueira da Foz, e a
Farmacia Santa Ana Graga, na localidade da Abrunheira, concelho de Montemor-o-Velho. Isto
proporciona uma comunicagao constante entre os profissionais de salide que ai exercem, com
uma persistente troca de ideias e interajuda em situagoes especiais de atendimento, fazendo
com que a experiéncia para a pessoa que visite uma das farmacias seja o mais completa e
satisfatoria possivel. Isto possibilita também uma fidelizagdo de um vasto nimero de utentes
na area de residéncia onde as farmacias se encontram, acabando por ser um marca cada vez

mais familiar no distrito de Coimbra.

3.3.3. Cartao de fidelizacdo
A FSA possui, como forma de captar e fidelizar clientes ao grupo Santa Ana, um cartao
de fidelizagao, providenciando descontos e vantagens exclusivas, que podem ser utilizados em

qualquer uma das farmacias.



3.4. Ameacas (Threaths)

3.4.1. Plano de contingéncia COVID-19
O meu EC decorreu numa altura algo critica no contexto pandémico que foi vivido a
nivel global, trazendo para as populagdes inimeras restrigoes e condicionalismos para a vida
das mesmas. O que mais foi sentido por mim, foi a utilizagao obrigatoria de mascara dentro
das farmacias, o que nas populagoes envelhecidas condicionava bastante a comunicagao
farmacéutico-doente, quer fosse pela falta de audigdo ou mesmo pela falta de contacto mais

pessoal, algo muito valorizado pelos mais idosos.

Algo que acho senti durante o meu EC, foi a procura em massa por TRAg realizados
na farmacia, que providenciavam um certificado de testagem, que em algumas ocasioes
temporais, era obrigatério para a utilizagdo de certos servigos e estabelecimentos. Isto
proporcionou que durante alguns meses a maioria das pessoas que frequentavam a farmacia
era para a realizagao dos mesmos, condicionando um pouco o atendimento farmacéutico para

os casos de aconselhamento, devido a elevada afluéncia que existiu.

3.4.2. Preferéncia de atendimento
Certos utentes regulares, ja habituados a frequentar a FSA, por vezes requeriam ser
atendidos por um colaborador especifico, o que por vezes causava momentos de confusao na
farmacia ou alguma fila de espera, devido a muitas vezes o colaborar nao estar disponivel no
momento. Isto € também prejudicial para o bom funcionamento da farmacia e para o trabalho
dos colegas requeridos, que muitas vezes se encontravam a realizar outras tarefas que nao o
atendimento ao balcao, e que tinham de colocar em pausa o que estavam a fazer, para ir

realizar aquele atendimento.

3.4.3. Fecho dos centros de saude
No concelho da Figueira da Foz tem se vindo a verificar um recorrente fecho dos
centros de salde em redor da FSA, com o intuito de centralizar as populagdes para o centro
de saude das Alhadas, uma localidade que se encontra um pouco distante da farmacia, e que
possui farmacias mais bem localizadas, acabando por alguns utentes optar por se deslocarem

a farmacia mais perto, por uma questao de comodidade.



4. Casos Praticos

Caso Pratico |

Utente do sexo masculino, na casa dos 40 anos, entra na farmacia com queixas de
sintomatologia gripal, predominantemente tosse seca. Apos analise das queixas do utente e
derivado da situagao pandémica em que nos encontravamos, aconselhei um teste rapido de
antigénio para despistar uma eventual doenga de COVID-19. Apés alguma relutancia da parte
do utente, alegando que era muito improvavel que fosse uma contaminagao por SARS-CoV-
2, foi realizado o teste na farmacia. Apos a espera dos |5 minutos necessarios para a obtengao

do veredito do teste, este demonstrou um resultado positivo.

Na sequéncia do resultado, procedi a medigao da saturagao de 0, e da temperatura
corporal, sendo que apresentou valores normais, nao sendo causa de alarme, e novamente
inquiri o utente se possuia mais algum sintoma a relatar, na qual este deu uma resposta

negativa.

Foi entdo indicado para o utente um xarope antitlssico a base de dextrometorfano,
para combate dos sintomas de tosse seca, para toma de |5 ml com intervalos de 6 a 8 horas,
e que este contactasse a linha de saude 24 (SNS24), que ¢é a linha de contacto do SNS, para
posterior indicagao de obrigatoriedade da realizagao de isolamento profilatico por parte do

utente.

Caso Pratico 2

Senhora com sensivelmente 20 anos, chega ao balcao da farmacia com sintomatologia
ligeira de uma infegao urinaria, e pede para realizar um teste para despiste da doenca. Para tal,
aconselhei a realizagao de um teste qualitativo de urina, que faz uma analise de 10 parametros,
nomeadamente aos leucécitos, nitritos, urobiliniogénio, albumina, ph, hemoglobina, gravidade
especifica, acido acetilacético, bilirrubina e glicose, que podem ser indicadores de uma infegao
bacteriana a nivel do trato urinario. O teste demonstrou niveis elevados de leucocitos (++),
nitritos (++) e hemoglobina (++), podendo aferir que se trata de um resultado positivo, e que

estavamos na presen¢a de uma infegao urinaria na jovem senhora.

Para combate da infegao que apenas apresentava sintomas ligeiros, foi aconselhado a
doente, uma suplementagao a base de arandos associada com um suplemento de vitamina C.
Foi também aconselhado medidas nao farmacoldgicas, como a ingestao de muita agua, evitar
o uso de roupa interior sintética, e a utilizagao de produtos adequados de higiene intima diaria,

para ajudar a acelerar o desaparecimento da infegao e a diminuigao dos sintomas. Foi também
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aconselhado a utente que levasse consigo um medicamento antiespasmodico, um combinado
de butilescopolamina e paracetamol, para toma em SOS caso existisse o surgimento de
espasmos, que sao muito comuns neste tipo de infecoes. Caso os sintomas nao
desaparecessem passado alguns dias, recomendei que a mesma se deslocasse ao médico de

familia para reavaliagao.

Caso Pratico 3

Um senhor dirigiu-se a farmacia, pedindo ajuda para uma questao veterinaria. Este diz
que o seu cao, com cerca de 10 kg, ha cerca de 2 semanas comegou a cogar-se muito,
apresentando prurido e peladas localizadas ao longo do dorso do animal, o que indicaria uma

dermatose.

Foi questionado ao senhor se sabia qual a causa dos sintomas, na qual este respondeu

que nao suspeita de nada.

Aconselhei entio, para tentar resolver o problema do cao, um champd
dermocalmante, de digluconato de clorohexidina + miconazol, aplicando uma a duas vezes por
semana até o desaparecimento dos sintomas, assim como uma suplementagao com um
complexo derme dietético de 6mega 3, 6 e 9, com toma de 2 capsulas por dia, para ajudar a

recuperar o vigor e integridade da pele e do pelo do animal.

Caso Pratico 4

Uma utente do sexo feminino, com aproximadamente 50 anos, chega a farmacia com
queixas de varizes nas pernas. Varizes sao derivadas do fendmeno de refluxo venoso, que
acumula sangue nas veias por causa de uma incapacidade de fecho das valvulas das veias,

tornando-as dilatadas e tortuosas.

Foi questionado a utente se tem historico de doengas cardiovasculares ou se toma
algum tipo de medicagao, na qual esta respondeu negativamente, mas queixou-se que com o

calor costuma sentir as pernas mais cansadas e inchadas.

Para tratamento do sindrome varicoso, foi aconselhado um gel heparindide, de
polissulfato de mucopolissacaridos, para aplicar varias vezes ao dia na zona das varizes,
associado com um medicamento venotropico a base de bioflavonoides, com uma toma diaria
de um comprimido de 1000 mg. Aconselhei também umas de meias de compressao para

melhoria do retorno venoso e consequente alivio dos sintomas.



Apds uma semana da visita, efetuei um servigo de telefarmacia, telefonando a utente
para questionar se houve melhorias com o tratamento, na qual respondeu que sim, e que se

sentia muito mais aliviada e com menos sinais de sindrome varicoso.

Caso Pratico 5

Um senhor de meia-idade entra na farmacia com a queixa de estar ha alguns dias com

diarreia.

Apos questionar se este sente outros sintomas como febre ou dores abdominais,
aconselhei uma toma unica didria de suplemento alimentar com bifidolactus, FOS (fruto-
oligossacaridos) e vitaminas B, B, e B, em toma concomitante com um antidiarreico nao
obstipante liofilizado de Lactobacillus, sendo que este deve ser tomado 2 capsulas trés vezes

ao dia no primeiro dia, e nos dias seguintes 2 capsulas duas vezes ao dia.

5. Conclusdes

Sendo a area da farmacia comunitaria aquela que mais alberga farmacéuticos, e que se
apresenta como o primeiro apoio em algumas populagdes, acho que este EC é de uma elevada
importancia para a formagao de um farmacéutico, mesmo que o mesmo nao siga essa area de
trabalho, acabando por se mostrar bastante enriquecedor em aspetos que vao ser bastante
uteis na minha vida profissional futura, como por exemplo o elevado grau de relagao que é
estabelecido entre utente e farmacéutico, desenvolvendo capacidades de comunicagao e

trabalho.

Concluindo, posso dizer que tive uma experiéncia muito positiva no meu EC em
farmacia comunitdria, muito gragas a equipa da FSA, que me proporcionaram um otimo
ambiente de trabalho, sempre demonstrando total disponibilidade para ajudar no meu
desenvolvimento pessoal e curricular, no qual estou muito grato, e sinto que sai deste estagio

muito bem preparado caso o meu futuro farmacéutico passe pela farmacia comunitaria.
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Lista de Abreviaturas / List of Abbreviations

API — Substancia Ativa / Active Pharmaceutical Ingredient

BLPH — Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A.

CQ - Controlo de Qualidade / Quadlity Control

EC — Estagio Curricular / Curricular Internship

EPI — Equipamento de Protecao Individual / Personal Protective Equibment
FF — Formas Farmacéuticas / Pharmaceutical Forms

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra / Faculty of Pharmacy, University

of Coimbra

GMP — Boas Praticas de Fabrico / Good Manufacturing Practice
IF — IndUstria Farmacéutica / Pharmaceutical Industry

IPC — Controlo Durante o Processo / In Process Control
LOD - Perda durante a secagem / Loss On Drying

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas / Master’s Degree in Pharmaceutical

Sciences

OPL — One Point Lesson

PSA — Produto Semi-Acabado / Semi-Finished Product

RF — Registo de Fabrico / Manufacturing Registration

SOP - Procedimento Operacional Normalizado / Standard Operating Procedure

SWOT - Pontos Fortes, Pontos Fracos, Oportunidades, Ameacas / Strengths, Weaknesses,

Opportunities, Threats
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I. Introducao

O plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) na
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) possibilita aos seus integrantes o
contacto com diversas areas profissionais do ramo farmacéutico, formando profissionais que
conhecem e percebem o medicamento em todo o seu ciclo de vida e que podem, assim,

intervir em qualquer que seja a fase em que o mesmo se encontre.

A nivel pessoal sempre considerei a hipotese de integrar a industria farmacéutica (IF)
como alternativa a tradicional farmacia comunitaria. Tendo em conta os meus gostos pessoais
e a possibilidade oferecida pela FFUC para realizagao de Estagio Curricular (EC), candidatei-
me a Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A. (BLPH), ao departamento de Fabricagao. Neste
fui colocado e orientado pela Dra. Joana Saraiva, assim como acompanhado pela equipa de
supervisores- composta por farmacéuticos e operadores seniores- cuja vasta experiéncia me
permitiu enriquecer o meu conhecimento e desenvolver o gosto pela area de produgao de

medicamentos.

O estagio teve uma duragao de aproximadamente 3 meses, tendo como data de inicio

o dia 10 de janeiro de 2022 e data de término o dia 3| de margo de 2022.

2. Bluepharma

A Bluepharma foi fundada em fevereiro de 2001, apés um grupo visionario de
profissionais da area ter adquirido as instalagoes, localizadas em Sao Martinho do Bispo
(Coimbra) e propriedade da industria alema Bayer, a qual iria terminar a sua atividade em

Portugal.

Nos dias de hoje a BLPH foca a sua atividade em trés areas do medicamento: produgao;

investigacao, desenvolvimento e registo; e comercializagao de genéricos.

No seu dia-a-dia, a empresa funciona baseando-se em valores bem estabelecidos, no
sentido de providenciar e assegurar que os medicamentos que chegam ao mercado sao de
qualidade, seguros, de facil acesso a populagao que deles necessita e que estao em constante

inovagao e melhoramento, quer ao nivel do seu fabrico, quer da sua comercializagao.
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3. Analise SWOT

A andlise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats) que vou apresentar
abaixo, tem como objetivo representar de uma forma mais completa a minha experiéncia de
EC na Blph. Seguindo as normas deste tipo de anilise, irei de seguida dissertar acerca da
dimensao interna - pontos fortes e fracos - e da dimensao externa - oportunidades e ameagas

sentidas - do meu estagio.

Tabela | - Resumo da analise SWOT.

Pontos Fortes

(Strengths)

Pontos Fracos

(Weaknesses)

Oportunidades
(Opportunities)

Ameacas

(Threats)

Integragao e ambiente
()
Formacao e
desenvolvimento de
capacidades

Aquisicao e

Falta de espago na
fabrica
[ ]
EPIs descartaveis e
CONSUMO excessivo

de recursos

Desenvolvimento
de soft-skills
[ ]
Contacto com
varias areas da
industria

farmacéutica

Concorréncia com
profissionais de
outras areas

Periodo de estagio

consolidagao de
conhecimentos
relativos a produgao de
medicamentos
.
Metodologia de

trabalho

3.1. Pontos Fortes (Strengths)

3.1.1. Integracao e ambiente

O acolhimento na BLPH encontra-se ja bastante bem estabelecido e estruturado,
conseguindo a empresa receber os seus novos estagiarios de forma organizada. Inicialmente,
no primeiro dia, existe uma sessao de apresentagao geral da empresa e respetiva organizagao

interna, realizada pelo departamento de Recursos Humanos. Apés o seu término, é atribuido
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a cada novo elemento um tutor, normalmente alguém experiente com bastante conhecimento
“da casa”, que tem como fungao apresentar o departamento e a equipa a0 novo estagiario,

assim como esclarecer todas as ddvidas que surjam durante o seu periodo de estagio.

Quanto a equipa da Fabricagdo, departamento onde fui colocado, o acolhimento
aconteceu de forma exemplar, tanto por parte dos supervisores, ao explicarem a dinamica e
o funcionamento geral da produgao e me colocarem a vontade para expor todas as questoes
relativas ao seu trabalho diario, como por parte dos operadores, que sempre se mostraram
disponiveis para me elucidar acerca das suas tarefas e de todo o funcionamento pratico
associado a produgao dos medicamentos, nao sé ao nivel do processo em si, mas também dos

equipamentos inseridos nessa fungao.

Algo que acho muito importante realgar é toda a simpatia e pré-disposigao a ajudar
por parte, nao so, do pessoal do departamento da Fabricagao, mas também dos restantes
departamentos, com os quais existe contacto diario. Esta dinamica facilita o dia-a-dia de
aprendizagem de qualquer estagiario, tornando um ambiente desconhecido num local
confortavel, e permitindo que cresga nos estudantes o gosto por aprender todos os dias coisas

novas na nossa area de interesse.

3.1.2. Formacao e desenvolvimento de capacidades

Na BLPH, desde o dia de rececdo até ao dia de saida, existe uma vasta oferta de
formacao teorica e pratica relativas aos processos que envolvem o fabrico de medicamentos.
Aliando a estas as oportunidades de aprendizagem envolvendo outros departamentos, de
suporte e restantes, este estagio torna-se muito completo.

Abordando a minha experiéncia, na semana em que entrei para o departamento da
fabricacdo acompanhei de perto todos os processos de fabrico do medicamento, passando
deste modo por um periodo de adaptagao ao chao de fibrica, a equipa, a dinamica do
departamento e aos processos propriamente ditos, e adquirindo ainda um contexto geral
daqueles que seriam os trés meses seguintes.

Obrigatoriamente, quando alguém entra na empresa para exercer qualquer fungao, tem
de realizar diversas formagoes tedricas, com posterior avaliagio de retencio de
conhecimentos, antes de principiar o referido trabalho. Os temas destas formagdes passam
por boas praticas de fabrico (GMP), assuntos regulamentares, overview da Fabricagao, entre
outros, sendo que periodicamente é necessaria a revisao dos conceitos mais importantes
relativos ao correto cumprimento de cada fungao. A par destas formagoes € mandatoria ainda

a leitura dos Procedimentos Operacionais Normalizados (SOPs), relativos aos conceitos gerais
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e especificos do respetivo departamento em que se € incluido. Esta leitura torna-se muito mais
facil de perceber e de contextualizar devido ao periodo de adaptagao que é permitido aos
novos elementos, sendo possivel comparar aquilo que foi observado com as normas escritas.

Ap6s leitura dos documentos referidos, foi-me possivel passar para a fase que mais me
cativa: a parte pratica, na qual pude “por maos a obra” e acompanhar o funcionamento diario
de uma fabrica. Esta aprendizagem foi possivel através do acompanhamento diario das fungoes
de dois cargos diferentes: operador, o qual me permitiu desenvolver novas capacidades que
irdo ser muito Uteis no futuro, tais como o contacto com a mecanica de maquinas, o
desenvolvimento de metodologias de trabalho, a importancia do trabalho de equipa, entre
outros; e supervisor, cargo em que se inserem os farmacéuticos neste departamento, os quais
por sua vez me mostraram e ajudaram a desenvolver capacidades de lideranga, de organizagao
e de resolugao de problemas inesperados, assim como de gestao de recursos humanos, visto

serem responsaveis por dezenas de operadores.

3.1.3. Aquisicdo e consolidacao de conhecimentos relativos a
produciao de medicamentos.

Na BLPH, aquando do meu periodo de EC, apenas se procedia a produgao de dois
tipos de formas farmacéuticas (FF) solidas orais: comprimidos e capsulas. Apesar de no plano
curricular do MICF se encontrarem unidades curriculares, nomeadamente as de Tecnologia
Farmacéutica, nas quais sao apresentados e demonstrados os processos de fabrico da maioria
das FFs, estes sao abordados a escala laboratorial e, por vezes, de forma breve e pouco
aprofundada. Assim, a passagem para a escala industrial torna-se uma nova aprendizagem da
maioria das técnicas e processos a esta associados.

Ambas as FF partilham no seu processo de produgao varias etapas em comum. Abaixo
tentarei expor de forma simples, nao obstante o mais completa possivel, este processo de
produgao.

Tudo se inicia pela libertagao da ordem de fabrico, na qual, apds andlise e aprovagao
das matérias-primas pelo Controlo de Qualidade (CQ), ¢ atribuido um nimero a cada lote de
medicamentos e sao impressos os respetivos registos de fabrico (RF). Nestes, serao
elaborados os calculos de acerto necessarios, tendo em conta o teor de agua e o grau de
pureza da substancia ativa (APIl), e por base as analises apresentadas pelo CQ. Apos este passo,
as matérias-primas sao libertadas e enviadas pelo armazém para as salas de pesagem. Esta é
realizada em duas salas, em cada uma das quais existe uma camara de fluxo laminar vertical,
uma balanga de bancada, na qual sao realizadas as pesagens na ordem das gramas (g), e uma

balanga de chao, para as pesagens na ordem dos quilogramas (kg). A pesagem € entao realizada,
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de forma sequencial e normalizada, sendo que s6 pode estar dentro da sala uma matéria-prima
de cada vez, excipientes e APl. Imperiosamente, o APl tem de ser pesado em ultimo lugar, de
forma a evitar contaminagdes cruzadas, dado que a maioria dos excipientes sao usados em
diferentes lotes, ou seja, em produtos diferentes.

Feita a pesagem, as matérias-primas sao encaminhadas para uma area de reserva, onde
irdo ficar até serem transportadas para as salas dos processos seguintes, nomeadamente,
granulagao e mistura. No que respeita a granulagao, esta pode ser de dois tipos diferentes:

=  Granulacio via humida:

E através deste procedimento que a maioria das matérias-primas sio granuladas. Uma
vez chegadas a sala respetiva, estas sao carregadas para uma misturadora/granuladora, sendo
que nas instalagoes encontramos trés equipamentos diferentes, tendo dois deles capacidade
para 600 L, e outra mais reduzida com capacidade para 250 L, e sao misturadas com solugao
de granulagao previamente preparada, com o auxilio de forgas de torque e amassamento. No
proximo passo, o granulado obtido passa para um equipamento de leito de ar fluidizado, com
o objetivo de eliminar a humidade em excesso. Esta, é controlada periodicamente, de 30
minutos em 30 minutos ou de hora a hora, consoante a fase de secagem em que se encontra
o produto, e através de valores obtidos na LOD (Loss On Drying). Apos serem atingidos os
valores de humidade estabelecidos no respetivo RF, o granulado é calibrado para garantir
uniformidade.

=  Granulacio via seca:

Este processo é utilizado com menos frequéncia, particularmente quando as matérias-
primas tém propriedades termossensiveis e sensiveis a humidade, nao podendo assim passar
pelo processo de granulacio humida. E entio utilizado um compactador de rolos, pelos quais
o po, ou mistura de pos, passam, formando placas compactas que apos trituragao e calibragao

permitem a obtengao dos granulos desejados.

Apos esta fase, o granulado ja devidamente calibrado passa para a sala de misturas,
onde sao adicionados os restantes componentes quando existe fase externa a adicionar, e na
qual o produto é finalmente uniformizado. Esta homogeneidade de pos é um passo critico para
a qualidade do produto final. Com os pos ja prontos, chegamos a fase em que os processos

de fabrico diferem, consoante a FF a produzir.
Comprimidos
No caso dos comprimidos, a fase seguinte é a de formagao dos mesmos, ou seja, a

compressao. Existem varios tipos de maquinas compressoras, entre os quais diferem o

numero de pungdes e o rendimento final da producdo. Estes instrumentos estao equipados
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com torres de compressao distintas, as quais condicionam diferentes tamanhos de
comprimidos.

Antes de comegar o processo propriamente dito, € necessaria uma correta e cuidadosa
montagem da maquina, comegando pela montagem dos pungoes, matrizes e guias, adequadas
ao produto em questao, e nao esquecendo o despoeirador e o detetor de metais,
equipamentos externos a maquina. A alimentacao ¢ feita, de forma geral, verticalmente, sendo
que o contentor que possui a mistura final é acoplado a boca de alimentagao da maquina. Em
certos casos, a alimentagio podera ser feita de forma manual, mas nio usualmente. E ainda
possivel que a compressora tenha a funcionalidade de alimentagao por vacuo, caso no qual
nao sera necessaria a alimentagao vertical.

Apods o processo de montagem, procede-se ao ajuste da maquina, para que as
especificagoes do RF (peso individual, dureza, espessura e comprimento, friabilidade e tempo
de desagregacao do comprimido) sejam cumpridas, e aos testes de funcionamento e rejeigao,
utilizados para aferir o bom funcionamento da leitura das forgas da compressora. Verificando
que tudo se encontra dentro da conformidade, da-se inicio a produgao.

De forma a confirmar a estabilidade da compressao, sao realizados IPCs (In Process
Control) com uma periodicidade definida pelo RF. Caso exista algum parametro fora dos limites
estabelecidos, é interrompida a produgao para reajustes da maquina. O operador € bastante
importante nesta fase do processo, visto que deve estar atento a fenédmenos como sticking ou
capping nos comprimidos, o chamado controlo 6tico, assim como as condigdes em torno da
maquina compressora, seja a pressao diferencial, a temperatura ou a humidade relativa.

Apos o término da produgao dos comprimidos, na maioria dos casos estes passam por
um processo de revestimento, o qual pode ter um objetivo funcional, como a modificagao do
perfil de libertagao, a estabilidade do produto, ou outro; ou estético, como a modificagao do
aspeto exterior, com o objetivo de, por exemplo, facilitar a adesao a terapéutica do doente.
Este processo inicia-se com o carregamento dos comprimidos nao revestidos no tambor da
maquina de revestimento, onde ficam em estado estaciondrio enquanto a temperatura
aumenta. Alcancada a temperatura estabelecida no RF, comeca a fase de revestimento
propriamente dita, e varias pistolas de aspersao debitam sobre os comprimidos a solugao/
suspensio/ agua de revestimento. E importante notar que, neste processo, os valores da
velocidade de débito, temperatura de ar de entrada e velocidade de rotagao do tambor devem
ser os previamente definidos no RF. Quando os comprimidos atingem o valor de peso ideal,
inicia-se o processo de secagem e posterior descarga, apos atingirem um valor de temperatura

proximo dos 25°C, ou seja, da temperatura ambiente.
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Depois de o revestimento estar completo, os comprimidos revestidos seguem para a

area de embalamento, onde se procedera ao acondicionamento primario e secundario.

Capsulas
No caso das capsulas, o processo € bastante mais simples, sendo que passa apenas pelo
enchimento de capsulas/ encapsulamento. Este processo assemelha-se bastante ao de
compressao, no qual a alimentagao é feita verticalmente e esta presente um detetor de metais.
O encapsulamento conta também com a presenca de um selecionador de capsulas, que verifica
a presencga de capsulas que nao cumprem as especificagdes pretendidas. Por fim, existe ainda
controlo durante o processo através de IPCs e de controlo otico das capsulas e, apés o

enchimento das mesmas, estas passam diretamente para o departamento de embalagem.

3.1.4. Metodologia de trabalho

Algo que me cativou bastante durante o meu EC foi a metodologia de trabalho
implementada, em toda a empresa, mas especialmente no departamento da Produgao. Existe
bastante cuidado durante todas as etapas do processo de fabrico das varias FF, comegando na
abertura do RF do mesmo e s6 cessando quando o medicamento chega ao cliente. Sempre
que se procede a uma determinada agao, de alguém envolvido no fabrico dos produtos, esta
é registada em tempo real e procede-se a sua confirmagao por parte de um dos supervisores,
no RF, durante todo o ciclo de producao. Estas particularidades garantem um controlo
minucioso das agoes dos operadores e reduzem os desvios de fabrico que possam acontecer
acidentalmente, ou por negligéncia. Todos os documentos relativos a IPCs, protocolos de
pesagem, relatérios das maquinas, etiquetas de limpeza de sala ou equipamento, sao anexados
ao RF, para futura andlise do CQ. Caso se encontre tudo corretamente efetuado, o

medicamento pode finalmente ser libertado para o cliente.

3.2. Pontos Fracos (Weaknesses)
3.2.1. Falta de espaco na fabrica

Uma das queixas recorrentes ao longo do meu EC, tanto por parte dos operadores,
como dos supervisores e de todo o pessoal presente na fabrica de produgao, é a limitante
falta de espago dentro da fabrica, o que dificulta bastante o trabalho de todos os envolvidos,

assim como o rendimento diario.

3.2.2. EPIs descartaveis e consumo excessivo de recursos

Apesar de ser algo necessario e importante para assegurar a seguranc¢a dos operadores

e evitar contaminagoes, a maioria dos equipamentos de protecao individual (EPI) de utilizagao
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diaria sao descartaveis e tém de ser retirados e eliminados quando se muda de produto ou

muda de sala, tal como referido, para evitar contaminagoes cruzadas.

Outro aspeto que verifiquei é a constante utilizagdo de sacos plasticos para
condicionamento provisério das matérias-primas e do produto semi-acabado (PSA), sendo
que estes mudam quando se muda de processo. Por exemplo, os sacos que recebem os
comprimidos nao revestidos nao serao os mesmo que vao receber os comprimidos revestidos,
acabando por se gastar quantidades enormes de plastico apenas num produto. Considero que

isto deve ser algo repensado, para que seja encontrada uma alternativa funcional e sustentavel.

3.3. Oportunidades (Opportunities)
3.3.1. Desenvolvimento de soft-skills

Ao longo do EC, e através do contacto com uma grande variedade de postos de
trabalho e de cargos de responsabilidade, consegui desenvolver capacidades que me irao ser
muito Uteis no futuro, nao s6 no ambito profissional, mas também na minha vida pessoal.

Foi-me proporcionada a possibilidade de desenvolver capacidades como a reagao a
imprevistos, dado que era necessario resolver problemas com a maior rapidez e eficacia
possivel, e o trabalho de equipa inter e intradepartamental, uma vez que era necessario haver
contacto constante com os colegas de departamento e com a restante empresa para que tudo
ocorresse da melhor forma possivel. Tive ainda a oportunidade de evoluir em aspetos como
a metodizagao de trabalho, a atengao aos detalhes e a gestao de recursos humanos, visto
serem os supervisores os responsaveis pelo destacamento dos operadores nos diferentes
processos, consoante as suas capacidades e formagoes, e ainda por definir as equipas dos

diferentes turnos e os horarios de refeicao de cada um.

3.3.2. Contacto com varias areas da industria farmacéutica

Durante o estagio em fabricagao existe um contacto constante com todos os
departamentos envolventes e de suporte, nomeadamente com o que cada um faz no seu dia-
a-dia e com as suas responsabilidades. Assim, é oferecida aos estagiarios uma perspetiva
bastante abrangente do funcionamento de uma IF, a qual me permitira, no futuro, escolher
qual o rumo que irei tomar no meu percurso profissional tendo uma ideia do que cada

departamento da IF realiza.
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3.4. Ameacas (Threats)
3.4.1. Concorréncia com profissionais de outras areas

Algo que verifiquei na IF onde estagiei é a presenca de profissionais de areas cientificas
que n3o a farmacéutica, em cargos que os farmacéuticos estao capacitados para desempenhar.
Isto poe em causa o seguimento de algumas carreiras na area da indUstria, visto que as
oportunidades sao, ad initio, limitadas, e a isto acresce a sua abrangéncia a outro tipo de

profissionais.

3.4.2. Periodo de estagio

Os estagios propostos pela FFUC, nomeadamente no MICF, proporcionam uma
experiéncia maior ao aluno integrante, algo que nao acontece em todas as faculdades de
farmacia do pais. No entanto, por vezes estes estagios tém, ainda assim, uma duragao
relativamente curta para que o estagiario se possa envolver em algum projeto a médio-longo
prazo na empresa em que se integra. Assim, os estagiarios do MICF tém de realizar tarefas
mais simples ou de menor importancia, comparativamente a outros mestrados que possuem

estagios de maior duragao, ainda que, por vezes, de menor interesse para o estagiario.

4. Conclusoes

Resumindo a minha experiéncia neste EC, considero ter sido algo bastante positivo na
minha formagao profissional, e s6 tenho a agradecer a equipa da produgao todo o apoio e a
oportunidade que me deram de poder integrar e vivenciar, durante os 3 meses de estagio, o
dia-a-dia de um farmacéutico em ambiente industrial. Termino assim este estagio com a
confirmagao de que o ambiente de chao de fabrica e produgao do medicamento é uma das

portas da area farmacéutica que ficaria realizado e feliz em prosseguir.

Finalmente, termino este estagio com a esperanga de que todas as experiéncias e

“

desafios passados tenham sido um sucesso e que fagam do meu “eu” profissional um

farmacéutico mais completo. Por tudo isto, posso afirmar estar realizado pessoalmente.
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ACE2 - Enzima conversora de angiotensina 2 / Angiotensin-converting enzyme 2

AIDS — Sindrome de imunodeficiéncia adquirida / Acquired immune deficiency syndrome
COVID-19 — Doenca do coronavirus 2019 / Coronavirus disease 2019

DNA — Acido desoxirribonucleico / Deoxyribonucleic acid

ELISA — Ensaio de imunoabsorgao enzimatica / enzyme-linked immunosorbent assay
HIV — Virus da imunodeficiéncia humana / Human immunodeficiency virus

HPV — Papilomavirus humano / Human papilomavirus

ICVCN - Cédigo Internacional de Classificagao e Nomenclatura de Virus / International

Code of Virus Classification and Nomenclature

LFA — Teste de fluxo lateral / Lateral flow assay

LOD - Limite de detegao / Limit of detection

MERS - Sindrome respiratéria do médio oriente / Middle east respiratory syndrome
PCR - Reagao de polimerizagao em cadeia / Polymerase chain reaction
PGA — Acido poligloico / Polyglycolic acid

POC - Point-of-care

POCT - Point-of-care Testing

QCM - Microbalanga de cristal de quartzo / Quartz crystal microbalance
RBD — Dominio de ligagao ao recetor / Receptor binding domain

RNA - Acido ribonucleico / Ribonucleic acid

RT — Transcrigao reversa / Reverse transcription

SWY - Voltametria de onda quadrada / Square wave voltammetry

TC — Tomografia computorizada / Computed tomography

WHO - Organizagao mundial de saude / World health organization
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Resumo

Os biossensores, ou sensores bioquimicos, sao dispositivos analiticos que incorporam
um elemento de bio reconhecimento ou um bio-recetor em contacto com a superficie de um
transdutor. Através da incorporagao de biossensores em instrumentos analiticos inovadores
pode haver uma detegao eficaz de virus que causam doengas contagiosas e danosas para saude
humana. Devido a elevada exigéncia para que haja uma resposta rapida no combate as
doengas, ha a necessidade de desenvolvimento metodologias desenvolvidas que cheguem de
forma acessivel e com rapidez a todas as populagoes, com o objetivo de controlar da melhor
forma a disseminaciao de doengas através da tecnologia disponivel. Este trabalho sumariza as
caracteristicas dos biossensores, bem como do virus SARS-CoV-2. Além disso apresenta
varios biossensores consoante a tipologia de tipo de transdutor e de alvo de detecao. Depois
aborda também os métodos de diagnostico de COVID-19 mais utilizados e eficazes. Por fim

apresenta algumas perspetivas futuras de detegao de SARS-CoV-2.

Palavras-chave: biossensores, SARS-CoV-2, virus, point-of-care, especificidade, sensibilidade.
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Abstract

Biosensors, or biochemical sensors, are analytical devices that incorporate a bio-
recognition element or a biosensor in contact with the surface of a transducer. By
incorporating biosensors into innovative analytical instruments there can be effective detection
of viruses that cause contagious diseases and damage to human health. Due to the high
demand for a quick response in fighting diseases, there is a need to develop methodologies
that reach all populations in an accessible way and quickly, in order to best control the spread
of diseases through the available technology. This paper summarizes the characteristics of
biosensors as well as the SARS-CoV-2 virus. It also presents various biosensors according to
the type of transducer and detection target. Then it also discusses the most widely used and
effective methods for diagnosing COVID-19. Finally, it presents some future perspectives of

SARS-CoV-2 detection.

Keywords: biosensors, SARS-CoV-2, virus, point-of-care, specificity, sensitivity.
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I. Introducao

Ao longo dos tempos tém surgido doencas de natureza viral de grande relevancia e
impacto na saude humana, como as hepatites, ébola, sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), papilomavirus humano (HPV), sindrome respiratoria do médio oriente (MERS) e mais
recentemente, a doenga do coronavirus de 2019 (COVID-19), que tém exposto inUmeras
debilidades dos sistemas de saude e da sua resposta a doengas inesperadas, e
consequentemente, estimulam avangos clinicos e tecnologias médicas. Estas doengas causam
sérios problemas de saude global e individual, provocando milhares de mortes e trazendo um

impacto enorme nas comunidades a nivel socioeconémico.!"

Devido ao crescente aumento da velocidade de surgimento de novos virus e doengas,
ou o reaparecimento de certos agentes patogénicos que se julgavam controlados ou extintos,
cada vez mais sao necessarios métodos de testagem eficazes, sensiveis, rapidos, e acima de
tudo acessiveis a toda a populagao, de forma a proporcionar um maior controlo da propagagao
dessas doencgas. Em casos pandémicos, o diagnostico precoce dos casos e o seu tratamento
associado pode ser determinante e diferenciador no grau de extensao e severidade das

consequéncias.!'"”

Como nao ¢ possivel prever o tipo de virus que emergem, é importante estabelecer
pilares solidos nas metodologias de dete¢ao de doencas, para que depois se possa adaptar, de
forma rapida e eficaz, as técnicas pré-existentes a novos casos. Estas vao diferir consoante as
caracteristicas biologicas dos microrganismos. E através destas propriedades que se
desenvolvem biossensores, mais ou menos especificos, que vao ser fundamentais no sistema

de reconhecimento dos virus.?!

Posto isto, é de extrema importancia que haja uma colaboragio de todos os ramos
cientificos e da area da salde no controlo e contengao destas doengas, de forma a que se

encontrem respostas efetivas que evitem desastres globais.™

2. Biossensores

Os biossensores, ou sensores bioquimicos, sao dispositivos analiticos que incorporam
um elemento de reconhecimento biolégico ou um bio-recetor em contacto com a superficie
de um transdutor. Sao capazes de detetar varias substancias de natureza biologica ou quimica
e integram, além do bio-recetor e transdutores, outros componentes eletrénicos de

processamento e leitura do sinal produzido pelo analito. Sao caracterizados por conjugarem
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a sensibilidade e especificidade biologicas com transdutores fisico-quimicos convertendo
metodologias bioanaliticas complexas em formatos simples e faceis de utilizar. Podem ser
utilizados em varias areas de interesse de saude publica, desde o diagndstico clinico,
descoberta de novos medicamentos, monotorizagao ambiental e controlo de qualidade

alimentar.[**

Nas ultimas décadas, com os avangos tecnologicos e médicos, a evolugao e
desenvolvimento de biossensores tem tido um acréscimo significativo. Dentro do campo dos
biossensores encontramos normalmente uma divisao em duas grandes categorias: os mais
complexos e sofisticados, que apresentam um alto rendimento com recurso a material
laboratorial, tornando-os mais caros mas também mais rapidos e eficazes, sendo capazes de
medir e compreender interagoes complexas; e aqueles que sao faceis de usar, demarcando-se
por serem portateis e acessiveis ao publico em geral, e que sao capazes de ser utilizados em

casa, sem a necessidade de um conhecimento especializado por parte do operador.™

. ‘D:] ///\
a8 [3. & Elemento de Fesnoio 5 // B
: —7 ransdutor — etetor —~ ¢ i
(@] o s o recoenhecimento = \\ Display 5
\ /
® 0 \/ P
Deteta a amostra Converte a resposta Mede o sinal

biologica num sinal
elétrico

Figura | - Diagrama de blocos com os componentes principais de um biossensor. (Adaptada de [6])

Para o desenvolvimento de uma metodologia viavel através de biossensores, é
necessario que estes preencham certos requisitos. E crucial para a boa performance analitica

dos mesmos, que detenham as seguintes caracteristicas:

= Seletividade/especificidade, sejam capazes de detetar, exclusivamente, o analito

em estudo;

= Sensibilidade e LOD, com a capacidade de detetar pequenas variagdes na

concentragao de biomarcadores, ou detetar a presenga desses tragos analiticos
em baixas concentragoes de analito;

= Linearidade, correspondente ao intervalo de concentragao de resposta linear
obtido pela calibragao;

= Apresentem um rapido tempo de resposta;
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= Reprodutibilidade em larga escala, assegurando que os resultados sao sempre

fiaveis;
= Estabilidade, conseguindo ignorar fatores internos ou externos que possam ter

um impacto negativo na andlise e obtengio de resultados.>*!

A manutengao da salde das populagoes € um dos grandes objetivos da evolugao
tecnoldgica na area das ciéncias da saude, e por isso, o desenvolvimento de biossensores
capazes de detetar varias doengas é também um foco de investigagao. Infelizmente a maioria
destas metodologias convencionais € invasiva para o paciente, visto ser necessario a colheita
de uma amostra bioldgica, normalmente, sangue ou exsudados nasofaringeos, o que se torna
um obstaculo em algumas faixas etarias, que por uma questao de conforto para os doentes, €

necessario o desenvolvimento de estratégias alternativas.”

Os biossensores funcionam através da identificacao de elementos bioldgicos, sejam
biomarcadores ou enzimas, com base em sistemas de transdugao e reconhecimento. O
elemento de reconhecimento interage com o analito em analise e produz um sinal que vai ser
convertido pelo transdutor num sinal elétrico exibido posteriormente no sistema de leitura
ou display. Equipamentos que utilizam transdutores, possuem uma vasta capacidade de
detegao, e por isso, tém tido cada vez mais aplicagoes, sendo os mais utilizados na detegao de

infecdes virais, gragas a sua alta performance, portabilidade, simplicidade e baixo custo.*!

2.1. Tipologia de biossensores com base no transdutor

2.1.1. Biossensores eletroquimicos
Biossensores de transducao eletroquimica sao o tipo de sensores mais investigados e
utilizados. Funcionam com base nas propriedades eletroquimicas dos analitos e do transdutor,
apresentando uma elevada sensibilidade e seletividade. O analito liga-se ao bio-recetor
imobilizado na superficie do transdutor, produzindo um sinal elétrico que vai ser
posteriormente analisado. Os biossensores voltamétricos/amperométricos sao os mais
comuns, mas podemos ter ainda biossensores eletroquimicos potenciométricos ou

impedimétricos.”!

2.1.2. Biossensores o6ticos
Este tipo de biossensores funcionam através de um elemento bioldgico de
reconhecimento integrado num transdutor 6tico. O principio de um biossensor otico assenta
na geragao de um sinal proporcional a concentragao de analito permitindo uma detegao sem
uso de marcadores. No processo de transdugao, € induzida uma alteragao de caracteristicas

no analito em resposta a estimulos fisicos ou quimicos provocados pelo elemento de
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reconhecimento. Os biossensores oticos mais utilizados sao de base fluorimétrica,
quimioluminescéncia, ou ainda, com bastante importancia comercial, os de ressonancia de

plasmao de superficie (surface plasmon resonance-SPR)."!

2.1.3. Biossensores termométricos
Biossensores de transdugao termométrica tém por base as reagoes endotérmicas ou
exotérmicas para medigao, por exemplo, de calor absorvido ou libertado durante esses
processos. Estes biossensores usam, normalmente, uma técnica de analise por injegao em fluxo
através de uma medicao de variagao de temperatura ao longo de um reator enzimatico. O
sinal térmico gerado durante a reagao é proporcional a concentragao de substrato. Estes

podem ser calorimétricos ou termométricos.”

2.1.4. Biossensores piezoelétricos
Biossensores piezoelétricos funcionam em resposta a variagoes de massa do material
de ligagao, como proteinas ou anticorpos a superficie, produzindo uma variagao na frequéncia
de ressonancia de vibragdo de um cristal de quartzo, que consequentemente vibra a uma

frequéncia especifica, frequéncia essa que vai ser posteriormente detetada e analisada.”!

2.2. Biossensores de afinidade

2.2.1. Biossensores de DNA/RNA

Os biossensores de DNA/RNA, também designados de genossensores, sao
frequentemente utilizados para detegao de doencas virais ou bacterianas, mediante analise do
seu material genético. Estes utilizam sondas de DNA ou RNA como elemento de
reconhecimento, através de reacoes de hibridizacao entre DNA-DNA ou entre DNA-RNA.
Estas ligacoes fornecem uma elevada especificidade e permitem uma andlise direta em
amostras biologicas muito complexas. Estes apresentam varias vantagens comparando com
outras técnicas, sendo elas, entre outras, a simplicidade de método e a rapida obtengao de

resultados.!"!

Dentro dos diferentes tipos de genossensores, as diferengas surgem no processo de
transdugao, podendo ser, Otico, piezoelétrico ou eletroquimico. Os biossensores
eletroquimicos sao os mais utilizados, devido a facilidade com que se podem miniaturizar, a
sua portabilidade, elevada sensibilidade e seletividade, baixos limites de detegao (LOD) e a
auséncia de necessidade de um pré-tratamento da amostra. Os avangos tecnologicos recentes

dos genossensores tém sido feitos com base nas seguintes estratégias:!'
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= Método de imobilizagdo de DNA, que consiste na modificagdo quimica dos

elétrodos na base da construcao do biossensor, com o objetivo de reter de forma eficaz o
material genético a superficie do transdutor, incorporando materiais sintéticos ou naturais,
proporcionando melhor condutividade, seletividade, especificidade, sensibilidade, e permitindo
uma hibridizagao mais eficiente. A quantidade de DNA retido na superficie do transdutor é
proporcional a disponibilidade de locais de ligagao do analito. Esta incorporagao pode ser
obtida através de diferentes métodos como, adsorgao, ligagao covalente ou por reticulagao,
n

sendo que esta Ultima, é a mais utilizada gragas a sua elevada eficacia.

= Design detection (estratégia de dete¢ao), através da incorporagao de uma

substancia conhecida e facilmente detetavel, um marcador (label), numa sonda “reporter”,
formando uma estrutura do tipo sandwich entre a sonda de captura e o alvo, variando a

resposta analitica consoante a presenca e quantidade de marcador.!"

= Amplificacdo de sinal, em particular para os biossensores menos sensiveis, na
andlise de fluidos biologicos. Posto isto, existe uma amplificagao do alvo ou do sinal gerado
pela espécie label. Um exemplo bastante conhecido e utilizado de amplificagao na detecao de
virus é o método reverse transcriptase - quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR), que é

caracterizado por uma elevada sensibilidade e especificidade.!"

Apesar das vantagens apresentadas por estes biossensores, o complexo processo de
modificagao que é necessario para imobilizar os acidos nucleicos na superficie do sensor e a

limitada flexibilidade sao motivos de ponderacio aquando da sua utilizagao.™

2.2.2. Imunossensores
Imunossensores tém sido utilizados para detetar diferentes tipos de virus, sendo que
sao considerados métodos alternativos e complementares ao tradicional RT-PCR gracas a sua
elevada sensibilidade e especificidade. Estes biossensores convertem um sinal das reagoes
imunoquimicas num sinal mensuravel, proporcional a concentragao de analito. Tal como os

genossensores, os imunossensores podem ser eletroquimicos, éticos ou piezoelétricos.!"

Os imunossensores eletroquimicos tém sido bastantes usados na detegao de doengas
virais, sendo candidatos ideais para producao de dispositivos point-of-care (POC), devido a
caracteristicas favoraveis como, sensibilidade e seletividade, rapida obtencao de resultados e

bom custo-beneficio.!"

Este tipo de biossensores reconhecem quer antigénios, quer anticorpos. No caso dos
antigénios, normalmente, sao detetadas glicoproteinas presentes na superficie dos virus que

sao as responsaveis pela ligagao as células hospedeiras. Aquando da detegao de anticorpos,
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sao detetadas imunoglobulinas especificas produzidas pelo corpo humano em resposta a

infecao, sendo que estas podem permanecer no corpo durante um longo espaco de tempo.!'

2.2.3. Aptasensores
Estes tipos de biossensores utilizam aptameros, que sao nucleotidos artificiais de cadeia
simples (single-stranded) capazes de se ligarem a alvos biologicos proprios, como proteinas,
células, virus, etc. Sao compostos por centenas destes nucleotidos e produzidos por sintese,
através de estratégias de ligacao, lavagem e amplificacdo. Estes possibilitam também uma
modificagao mais simples de grupos funcionais sem perda da atividade biologica, mantendo-se

estaveis e com um baixo custo de produgio.!"”

Apesar dos métodos de construgao serem muito diferentes dos genossensores, as
estratégias de modificagio podem ser utilizadas em ambos.!"! A vantagem que estes trazem em
relagao aos anteriores é a capacidade de se adaptarem a altas temperaturas, valores de pH e

elevadas concentragoes iénicas.”

A estratégia mais utilizada de detegao é a funcionalizagio do aptamero com uma
molécula marcadora e outra imobilizadora numa tira de DNA. Os aptameros podem também
ser conjugados com polimeros, e incorporados em métodos fluorométricos ou

colorimétricos, devido as suas propriedades oticas.”

3. Virus e infe¢Oes virais

Virus sao agentes patogénicos, a escala nanométrica, capazes de infetar todo o tipo de
seres vivos. Biologicamente tém um ciclo de vida intracelular obrigatério e possuem um
genoma de DNA ou RNA. Estes utilizam estratégias de sintese e replicacio a base de

apropriacao das células do individuo que infetam.!'*'"

Estes microrganismos apresentam um numero reduzido de genes responsaveis pela
infecao, estando habitualmente encapsulados num envelope lipidico ou numa capside proteica,
e sao fundamentais para a determinagao do alcance do hospedeiro e da sua composicao
antigénica viral. Outro aspeto muito importante na constituicio dos mesmos sao as
glicoproteinas espiga (spike), presentes no exterior da membrana viral, e que fazem o contacto

entre o virus e as células do hospedeiro.!"'"

Com base nas caracteristicas bioldgicas de cada um, sao categorizados em diferentes
classes, através do sistema de classificagao denominado International Code of Virus Classification

and Nomenclature (ICVCN), onde existem duas grandes divisoes taxonomicas, uma onde se
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situam os virus com genoma a base de DNA (DNA virus), e a outra, onde estao aqueles que
possuem genoma a base de RNA (RNA virus). Com base nestas duas classes major
encontramos uma organizagao mais especifica, sendo agrupados por ordem, familia, género e

espécie.l'”

3.1. COVID-19

Dentro da familia dos coronavirus, encontramos o causador da maior pandemia do
seculo XXI, o virus SARS-CoV-2, responsavel pela COVID-19. Foi pela primeira vez detetado
na provincia chinesa de Wuhan em dezembro de 2019, tendo sido conseguido uma
sequenciagao completa do seu genoma em janeiro de 2020. Derivado do elevadissimo grau de
transmissibilidade do virus, apenas dois meses depois, no més de margo de 2020, foi declarada
pandemia pela organizagio mundial de salde, trazendo assim inumeras restricoes e
consequéncias em todo o planeta, tendo sido reportados acima de 548 milhoes de casos

positivos de infegao, incluindo mais de 6 milhdes de mortes em todos os seis continentes.®'>"?)

SARS-CoV-2

Proteina Spike

Capside

Membrana

Envelope

ssRNA

Figura 2 - Vista estrutural do virus SARS-CoV-2 e a respetiva proteina de superficie. (Adaptada de

[3])

Aquando do seu aparecimento, pessoas infetadas foram analisadas através de uma
técnica multiplex PCR, com referéncia de varios virus patogénicos ja conhecidos, sendo que
apenas foi sequenciado quando foi utilizado uma técnica de nova geragao de analise de RNA.
O genoma do virus mostrou-se similar ao ja conhecido SARS-CoV, que tinha surgido em 2002,
e por isso recebeu o nome de SARS-CoV-2. Estruturalmente é muito semelhante a
coronavirus pré-existentes, como o responsavel pela MERS, tendo, normalmente, uma forma

esférica, com a possibilidade de pleomorfismo. O seu didametro ronda, em média, os 125 nm,
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compreendido entre valores de 60 nm a 140 nm, e a sua conformacao ¢ ilustrada na Figura
2 [3,14]

O virus SARS-Cov-2 dispoe de um genoma de cadeia simples de RNA (ssRNA) e possui
na sua constituicao quatro proteinas estruturais muito importantes para o seu processo de
fusao e replicagao: E (proteina do envelope), M (proteina membranar), N (proteina da capside)
e S (proteina spike); sendo que as proteinas S e N podem ser utilizadas como biomarcadores
especificos para diferenciagdo entre espécies de coronavirus. Possui também a nivel da
proteina S, duas subunidades, os recetores da enzima conversora de angiotensina 2 e dominios

de ligagdo ao recetor (RBD).[""]

A nivel celular, o processo de infe¢ao do virus consiste numa interagao proteina-
proteina, entre a proteina spike do virus e a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), que
€ o recetor presente na superficie da célula do hospedeiro. Quando o virus consegue penetrar
nas células, o material genético é replicado e convertido em proteinas que posteriormente

vio dar origem a descendéncia viral.?'”

A compreensao das caracteristicas bioldgicas do virus foram fundamentais para o

desenvolvimento de metodologias de detegio da doenca.!'¥

4. Estratégias de detecdo de virus com recurso a biossensores

No estudo de virus de relevancia elevada para a salde humana podem ser utilizados
biossensores com varios tipos e estratégias diferentes, adaptados as caracteristicas biologicas
dos virus, e consoante as necessidades emergentes sao desenvolvidos para uso laboratorial ou
em modalidade point-of-care testing (POCT). Abaixo sao apresentados alguns exemplos de

biossensores desenvolvidos para detegio de diferentes patologias.™

Foi desenvolvido um biossensor piezoelétrico que se foca na pesquisa de acidos
nucleicos para detecao do virus da hepatite B (HBV). O biossensor baseou-se numa
microbalanga de cristal de quartzo (QCM), em virtude de vantagens como, alta sensibilidade
de massa, facil funcionalizagao para obten¢ao de uma boa especificidade, resposta rapida, e um
baixo custo de produgao. Envolve um método de uma Unica etapa (single step) e sem
marcadores (label free) para deteg¢ao do genoma de HBYV, através de hibridizagao do alvo com
sondas de DNA de cadeia simples imobilizadas em superficies de ouro (Au) na balanga de
cristal de quartzo. Este demostrou uma sensibilidade e um tempo de resposta adequados para

se tornar um étimo candidato a sensor POCT para detegio rapida e direta de hepatite B.[']
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Foi também preparado um biossensor inovador a base de acido poliglicolico (PGA)
para detegao do gendtipo | do virus da hepatite C (HCVla). Trata-se de uma metodologia
simples, sem a necessidade da presenca de marcadores, para detecao de sequéncias
oligonucleotidicas do virus HCVla, através de uma sonda de inosida imobilizada, numa
superficie de PGA, através de ligagcoes covalentes. Apos imobilizagao, houve hibridizagao com
as sequéncias complementares respetivas, e posterior monitorizagao dos resultados através
de voltametria de onda quadrada (SWYV). O biossensor em estudo apresentou baixo limite de

detecao (LOD) (40,6 nM), amplo intervalo de linearidade (50 nM — 1,0 pM), boa sensibilidade

e reprodutibilidade.!"”

5. Estratégias de detecao de COVID-19 com recurso a biossensores

A COVID-19 é uma doenga altamente contagiosa, transmitida através de goticulas no
ar e pelo contacto entre humanos. Os sintomas podem ser facilmente confundidos com os de
outros virus, como o influenza, e por isso a sua detegao pode ter alguns entraves, sendo na
maioria das vezes atrasado o diagndstico, o que leva a um elevado risco de contagio e

consequente maior propagagio do virus.!

A detecao de SARS-CoV-2 define-se em trés vertentes: a detecao do virus, a detecao
do RNA/DNA viral, e detecao de anticorpos; sendo que estas podem também ser Uteis na
atribuicao de prognostico médico, descoberta de novos medicamentos e andlise do bom

funcionamento da terapéutica medicamentosa instaurada ao doente.!"”

Varios tipos de biossensores podem ser utilizados para o diagnostico de COVID-19,
sendo que os eletroquimicos sao os mais utilizados derivado do seu baixo custo, facilidade de
utilizagao e aptidao para a produgao em grande escala. Devido a fraca atividade eletroquimica
das moléculas, por vezes é necessario adicionar marcadores (labels) para obter uma

amplificacio do sinal analitico.!'®
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5.1. Detecao de RNA viral

5.1.1. Biossensores eletroquimicos
Os biossensores eletroquimicos para a detecao de RNA utilizam uma técnica de
hibridizagao entre acidos nucleicos de cadeia simples e as suas cadeias complementares. O
conceito de funcionamento do biossensor é baseado na hibridizagio entre dois acidos
nucleicos de cadeia simples complementares, e conversao desta detecao num sinal elétrico

mensuravel. O processo de hibridizagao pode ocorrer a superficie do elétrodo ou em

solucio.!'®
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Figura 3 - Representaciao basica de um biossensor eletroquimico para detegio de sequéncias de
acidos nucleicos. (Adaptada de [18])

Um aspeto critico em biossensores eletroquimicos que detetam sequéncias de acidos
nucleicos é a selecio de pequenas porgoes de copias de DNA ou RNA na amostra. Para
resolver este problema é muito importante selecionar um método de amplificagao de sinal
que seja eficaz. Dentro das técnicas moleculares de amplificagdo encontramos trés categorias,
amplificagao isotérmica mediada por enzimas, nanomateriais usados como marcadores, e

associacio de enzimas ao sistema de hibridizagio de acidos nucleicos.!'®

Recentemente, foi desenvolvido um biossensor eletroquimico com recurso a grafeno,
uma forma de carbono nanoestruturado, e com base num sistema seletivo de cadeias simples
de DNA (ssDNA), para detecio do gene N de SARS-CoV-2. O DNA foi imobilizado a
superficie do transdutor, e o sinal obtido amplificado e processado para facil leitura do sinal
eletroquimico. A incorporagao de nanoparticulas de ouro (Au) aumentou a sensibilidade do
biossensor, que com um tempo de incubagao inferior a 5 minutos, apresentou valores de 231

copias/pL e um limite de detegio (LOD) de 6,9 copias/pL em amostras nasais e de saliva.l'
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5.2. Detecdo de anticorpos

5.2.1. Biossensores eletroquimicos

Para o diagnostico da COVID-19 através da detegao de anticorpos imunoglobulina M
(IgM) e imunoglobulina G (IgG) foi incorporado um elétrodo impresso do tipo papel. O papel
funciona como substrato, e gragas ao seu baixo custo e facilidade de eliminagao evita
contaminagao viral cruzada. O funcionamento deste biossensor consiste na imobilizagao de
proteina S com um RBD, e posterior detegao eletroquimica do complexo antigénio-anticorpo
formado. Esta metodologia apresentou um tempo de resposta de 30 min, um LOD de | ng/ml,
e uma elevada sensibilidade (100%) e especificidade (90%) em amostras seroldgicas de doentes

infetados com SARS-CoV-2.%

Foi também desenvolvida uma plataforma a base de nanomateriais para a detegao de
anticorpos de SARS-CoV-2. Esta contém elétrodos conseguidos através de tecnologia de
impressao 3D de nanoparticulas. O elétrodo produzido é coberto de 6xido de grafeno
reduzido e revestido por antigénios imobilizados anti-SARS-CoV2, especificos para proteina S
e para RBD. O elétrodo foi combinado num dispositivo microfluidico que possui uma célula
eletroquimica. As interagoes entre antigénios e anticorpos foram detetadas por espetroscopia
de impedancia eletroquimica (EIS). Este método apresentou LODs para a proteina S e RBD
de, 2,8 fM e 16,9 fM respetivamente, apresentando um tempo de teste muito rapido, na ordem

dos segundos."!

5.2.2. Biossensores luminescentes

Para detecao de varias patologias foi desenvolvido um biossensor luminescente a partir
da fusao de dois fragmentos da enzima nanoluciferase (Nanoluc), as subunidades small BiT
(SmBit) e large BiT (LgBiT). Funcionam através da caracteristica das imunoglobulinas possuirem
dois locais de ligagao a antigénios, e com a incubagao da mistura das duas subunidades com
soro humano, vai haver uma ligagao a estes locais com posterior fusao dos fragmentos
conexos, originando o complexo NanolLuc, que ao ser reduzido, emite um sinal luminescente.
Esta metodologia mostrou ser bastante rapida (~5 min), precisa (~98%) e sensivel na detecgao

de anticorpos anti-SARS-CoV-2 e proteina N.*3

5.3. Detecdo da particula viral e de proteinas estruturais

5.3.1. Biossensores eletroquimicos
Foi reportado um biossensor inovador que combina fibras de algodao com métodos
eletroquimicos para detecao de SARS-CoV-2. Este imunossensor eletroquimico com

extremidade de algodao funciona, simultaneamente, como coletor e detetor. Esta metodologia
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é conseguida através da imobilizagao de antigénio de proteina N na superficie de um elétrodo
screen-printed de carbono. A detecao do antigénio viral foi feita através de um mecanismo
competitivo que utiliza uma concentragao fixa de anticorpos em solugao, sendo
posteriormente captado o sinal através de voltametria de onda quadrada. O biossensor
apresentou uma boa seletividade, e LOD de 0,8 pg/ml, permitindo uma detegao rapida, simples

e de baixo custo, sem ser necessario pré-preparagio ou pré-tratamento da amostra.!'”!

A detecao da particula de SARS-CoV-2 foi também estudada através de um método
que envolve um elétrodo modificado por sensorchip. Esta estratégia integra um sensor que
transporta um anticorpo de ligagao carregado negativamente, que se encontra conjugado a um
DNA linker equipado com uma sonda redox, até ao analito. Apos a aplicagao de um potencial
positivo, o chip move-se segundo a superficie do elétrodo. A detecao é feita por
cronoamperometria, gragas ao aumento da resisténcia ao fluxo do sensor por parte das
particulas. Este método foi dado como efetivo na dete¢ao de SARS-CoV-2 e da proteina S em
amostras de controlo e em amostras de saliva de doentes, com um tempo de teste de 5

minutos.?’!

5.3.2. Biossensores fluorescentes

Um imunossensor fluorescente para detecao de proteina N de SARS-CoV-2 foi
desenvolvido a partir da inclusao de fluoréforos (indicador fluorescente), e avalia o sinal
produzido pelo analito através de microscopia fluorescente. Este é constituido por uma
cassete que conta com uma amostra previamente extraida combinada com anticorpos
monoclonais contra o virus SARS-CoV-2 conjugados com fluoréforos. O analisador
fluorescente vai medir a quantidade de fluorescéncia provocada pela formagao de complexos
anticorpo-antigénio apds a incubagao. Este teste demora 30 minutos para realizar,

apresentando uma sensibilidade de, aproximadamente, 47%.%%

6. Métodos de detecio de referéncia de COVID-19

As pessoas infetadas com o virus SARS-CoV-2 apresentam uma série de sintomas
comuns a outras doengas respiratorias, como febre, tosse e falta de ar, havendo também a
possibilidade da existéncia de portadores assintomaticos, tornando-se por isso necessario um
rapido controlo e contengao do virus, quer seja com metodologias de referéncia laboratoriais

ou com testes rapidos POCT (point-of-care testing) para o diagnéstico da doenga.™

O diagnostico da COVID-19 é feito através de técnicas moleculares, que se baseiam

na determinagao de RNA viral, sendo o método de referéncia para SARS-CoV-2, o teste de

47



reverse transcriptase - quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR), que consiste na detegao
de sequéncias especificas do virus, podendo também ser identificado através de testes de
imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA) e testes POC lateral flow assay (LFA), que detetam
biomarcadores em amostras. Estes podem ser complementados por exames de tomografia

computorizada (TC), servindo de confirmagio em casos particulares.!"'®

Devido ao aumento exponencial dos casos em paises muito populosos, a
disponibilidade e acessibilidade aos testes por RT-PCR passou a estar comprometida e os
diagnodsticos com maior sensibilidade e seletividade deixaram de ser facilmente acessiveis, e
por isso, foi necessirio o desenvolvimento e validagado de metodologias rapidas, que
apresentassem sensibilidade e seletividade adequadas e que prevenissem falsos resultados. Os
testes POC oferecem assim uma melhoria de rapidez no rastreio da doenga combinado com

uma 6tima relagdo custo-eficacia.**!

6.1. Quantitative Polymerase Chain Reaction, RT-PCR

O método de reverse transcriptase - quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR)
consiste na determinagao da presenca de RNA viral em amostras bioldgicas colhidas do trato
respiratério superior. Utiliza tecnologia polymerase chain reaction (PCR) para converter
pequenas quantidades de RNA em sequéncias de DNA que vai ser posteriormente replicado,

até ser detetado e confirmada a presenca do virus SARS-CoV-2.%¢%

Para o diagndstico da infegao é necessario que seja feita uma colheita de amostra de
fluido biologico de uma via respiratoria superior (nasofaringe) ou inferior (orofaringe), locais
onde o virus se aloja, sendo um passo determinante com enorme influéncia na sensibilidade
do teste. Apos colheita o fluido ¢é filtrado e é isolado o RNA viral. A partir desse RNA ¢é
gerado um DNA viral complementar (cDNA) por intermédio da transcriptase reversa, onde
regioes especificas vao sofrer uma reagao de polimerizagio em cadeira (PCR) para
amplificagao e posterior incorporagao de um marcador de DNA com um isétopo radioativo
ou um marcador fluorescente, numa parte especifica do cDNA. Se forem detetadas copias de
cDNA, produzidas por intermédio da enzima DNA polimerase, ¢é sinal de que o virus se

encontra presente na amostra, e é produzido um sinal fluorescente.!"!

Uma amostragem incorreta ou nas fases iniciais da infecao, que se caracterizam por
uma baixa concentragdo de virus, podem originar um resultado falso-negativo.”” Segundo
estudos, o pico viral é atingido aquando o aparecimento dos sintomas, e a sua detegao deve

ser feita entre os 5° e 21° dias de infecio.l"!
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O teste de RT-PCR destaca-se essencialmente por ser bastante sensivel (~95%) e
especifico (~100%).”! Porém, a técnica de RT-PCR apresenta algumas limitagdes que
complicam o seu acesso e uso, das quais, o seu elevado custo de concretizagao proveniente
de instrumentos complexos, a necessidade de realizagago em ambiente laboratorial por

profissionais especializado, o que aumenta o tempo de obtengio de resultados.*

6.2. Ensaio de imunoabsorc¢ido enzimatica, ELISA

O ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA) reconhece imunoglobulinas 1gG e IgM

resultantes da resposta imunitaria do hospedeiro a infegao pelo virus SARS-CoV-2.!"
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Figura 4 - Sequéncia de ELISA. (Adaptado de [26])

Funciona através da introdugao de uma amostra, de sangue ou soro, num dos 96 pogos
de uma placa de poliestireno, onde estao depositados antigénios especificos de SARS-CoV-2
(1.). Os anticorpos da amostra vao se ligar as proteinas adsorvidas no fundo do pogo, e o
resto da mistura vai ser rejeitada (2.). Posteriormente, sao adicionados anticorpos secundarios
conjugados com uma enzima repoérter, que se vao ligar aos anticorpos anteriormente
imobilizados (3.). Apos lavagem para remocao do excesso, acabam por ficar no po¢o apenas
os anticorpos da amostra ligados a enzima (4.). A seguir, vai ser adicionado um composto
incolor que vai interagir com o complexo anticorpo-enzima (5.), fazendo com que mude
rapidamente de cor em caso de teste positivo, sendo possivel observar esta alteragao de cor
através de analise espectrofotométrica (6.). Caso a amostra seja negativa, nao vai haver

mudanca de cor (7.).l'*%l

Os testes ELISA sao bastantes uteis na determinagao de infe¢oes passadas ou infegoes
duradoras, nao sendo fidveis para a detecao precoce da doenga devido ao longo tempo de
seroconversao. Esta tipologia de teste é bastante importante para o planeamento do controlo

da doenca, pela avaliagio da proporgio de populagio que ja foi infetada.’?**”
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6.3. Teste de fluxo lateral, LFA

Dentro dos biossensores imunologicos, encontramos uma tipologia de elevada
relevancia, os testes ou imunoensaios de fluxo lateral (lateral-flow assays) (LFA). Ao longo dos
tempos os LFA tém sido bastante utilizados na detecao de varias doengas infeciosas.
Caracterizam-se por serem simples de produzir e manipular com um baixo custo de produgao,
necessitam de um reduzido volume de amostra, e demarcam-se por serem versateis e
portateis. O seu mecanismo e constituicao encontram-se esquematizados na Figura 5. A leitura
dos resultados pode ser visivel sem recurso a instrumentos oticos, gragas ao aparecimento de
cor num local definido.!"

.
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Figura 5 — Constituicao e mecanismo de LFA do tipo sandwich. (Adaptada de [1])

Os testes LFA funcionam maioritariamente com base na detegao de antigénios para a
proteina S| de SARS-CoV-2, através de uma técnica de imunocromatografia. Sao o método
mais utilizado em POCT e os mais simples de realizar, dando resultados em poucos minutos,

podendo ser executados em contexto de proximidade junto do doente.!"**

Para o combate mais rapido e eficaz da COVID-19, foram desenvolvidos testes LFA
POC que foram distribuidos pelos espagos de salde, ganhando denominagao corrente de
“testes rapidos de antigénio”. Estes funcionam através de uma cassete de teste que apresenta,
um local de deposi¢ao da amostra (S) e uma zona de teste onde irao surgir duas linhas: uma
linha de teste (T), onde os antigénios do virus vao ser detetados; e uma linha de controlo (C),
com uma conjugacao de nanoparticulas de ouro e anticorpos de SARS-CoV-2, como

apresentado na Figura 6. A amostra recolhida do paciente, através de exsudados nasofaringeos,
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é colocada no local de amostra e as proteinas vao migrar ao longo da membrana por agao
capilar. Chegando ao espago da linha de teste, antigénios SARS-CoV-2 presentes na amostra
interagem com anticorpos monoclonais anti-SARS-CoV-2 conjugados com particulas de cor,
e aparece uma linha colorida a azul ou vermelho, caso haja a presenca do virus. Mesmo que a
linha de esteja muito ténue ou uniforme, o resultado do teste devera ser interpretado como
positivo. Na zona da linha de controlo, o conjugado nanoparticula-anticorpo, formando um
novo complexo com particulas de cor, e aparece a linha de controlo conferindo que o
procedimento decorreu corretamente. Esta linha de controlo é utilizada para controlo
procedimental, devendo aparecer sempre se o resultado do teste for valido, sendo que se este

nio for visivel, o resultado do teste deve ser considerado como invalido.!'*'®

Estes apresentam uma sensibilidade entre os 84% e os 95%, e uma especificidade de

aproximadamente 100%, com um tempo de teste de |15 minutos.?*?3"]

Figura 6 — Teste rapido de antigénio do tipo LFA.

6.4. Caracteristicas das técnicas RT-PCR, LFA, ELISA

Tabela | — Comparagao entre os testes RT-PCR, POC LFA e ELISA. (Adaptada de [31])

Tempo
Teste Amostra Analito Sensibilidade = Especificidade LOD de teste
alvo (%) (%) (copias/iul)  médio
(min)
RT- Exsudado
PCR nasofaringeo, RNA 90 - 100 100 0.15-100 130
saliva
POC | Exsudado RNA 84 - 100 100 0.1- 10 15
LFA nasofaringeo
ELISA Sangue Anticorpos 86 - 100 89 - 100 - 120
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Tabela 2 — Resumo das vantagens e desvantagens dos teste RT-PCR, POC LFA e ELISA. (Adaptada

de [27] e [31])

Teste Vantagens Desvantagens

RT-PCR Atual teste de referéncia; Necessidade de reagentes e equipamento
Alta sensibilidade e especificidade; caro e especializado;
Permite detecao de casos ativos; Custo elevado;
Util na confirmagio de casos. Necessidade de profissionais

especializados para a sua realizacao.

POC LFA Nao necessita de conhecimento Dependente da boa realizagao da colheita
especializado por parte do daamostra;
operador; Leitura do resultado depende do
Facil utilizagao; operador.
Rapido;
Bom racio custo-eficacia;
Automatico.

ELISA Util para progndstico e prevaléncia Inadequado para identificagio de casos

da doenga;
Necessario para identificacio de
dadores de plasma convalescentes.

ativos.
Necessidade de profissionais
especializados para a realizagao;

Custo elevado;
Mais suscetivel a falsos positivos na
presenca de outros virus.

7. Estratégias analiticas futuras

Os biossensores podem ter um papel critico no controlo de pandemias, permitindo
detecdo rapida de casos suspeitos evitando cadeias de transmissio de doengas virais
contagiosas. Por isso é necessiario que estes apresentem propriedades criticas como,

simplicidade, rapidez, boa relagio custo-eficicia e portabilidade.”*”

Futuramente, o desenvolvimento de biossensores pode prender-se em caracteristicas
como, a portabilidade e a eliminagao de equipamentos secundarios, nomeadamente unidades
de armazenamento e fontes externas de energia. Outro ponto critico, é a quantificagao dos
dados analisados, podendo passar pela integragao de tecnologia de aplicagoes de smartphones,
permitindo avaliar com precisao as condigoes de saide dos doentes aliado a um facil acesso

por parte dos mesmos e dos profissionais de saude.*”

Os biossensores tendem também a ser desenvolvidos para detegao de SARS-CoV-2
em amostras de saliva de forma a serem menos invasivos e proporcionarem uma maior
facilidade na colheita, transporte e analise. Estudos recentes mostram a incorporagao de um
coletor de amostra de sangue num biossensor, por via de microagulhas indolores, sendo mais

confortavel para o doente.’
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No combate a propagagao de COVID-19, o desenvolvimento de novas metodologias
e o aprimoramento das ja utilizadas é de elevada importancia para uma maior rapidez e

%] Para isso é necessario que os métodos de teste apresentem

efetividade de diagnostico.
algumas melhorias no futuro entre, reducao dos tempos de analise, adaptacao a falta de
condigoes ou equipamentos de algumas populagoes mais limitadas de recursos, e diminuigao
do manuseamento e tratamento direto do virus, de forma a evitar a exposi¢cao do operador e

diminuicio dos casos de contaminacio cruzada.l”!

Com a introdugao de vacinas e o aparecimento de novas variantes, houve uma
necessidade associada de haver um processo de revacinagao mais frequente e regular sendo
que para o controlo da sua efetividade, os métodos de andlise de detegao de anticorpos,
antigénios virais ou marcadores imunolégicos podem vir a ser preponderantes na

monitorizagio da resposta imunitaria das populagdes.”*®

Outro dos grandes desafios associados a detegao de doengas virais é a capacidade de
formagao de profissionais especializados que sejam capazes de utilizar os diferentes

biossensores e outras tecnologias bioanaliticas.”

8. Conclusoes

A detecgao de doengas virais como a COVID-19 tem um papel fundamental para a saude
da comunidade global, sendo um fator preponderante nas proporgoes atingidas. A utilizagao
de biossensores pode ser uma estratégia bastante viavel gragcas a sua capacidade de
simplificacao de métodos associada a elevada sensibilidade e especificidade para o virus. Com
o estudo aprofundado de metodologias de detecao de SARS-CoV-2 melhora-se a forma e
rapidez de detecao da doencga, mas simultaneamente, constroéi-se bases para futuros virus que

possam surgir no futuro, evitando tempos maiores de propagacao incontrolada de doengas.

Quando olhamos para as estratégias analiticas de detecao com biossensores,
verificamos o estudo e utilizagao varios alvos diferentes, cada um apresentando caracteristicas
favoraveis para o seu uso estabelecido em contexto laboratorial ou em maior proximidade
com o doente, tendo em comum, uma boa sensibilidade e especificidade, rapido tempo de
resposta do teste e uma consisténcia de resultados na detecao do virus. Apesar das vantagens
ainda existem pontos que necessitam de ser explorados e melhorados, como o custo de uso
de alguns equipamentos, a necessidade de instrumentos de andlise mais complexos e mao de
obra especializada com conhecimentos aprofundados acerca das metodologias, para que os

resultados sejam crediveis.
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Para o futuro, avistam-se tempos mais controlados daqueles vividos logo apds o
surgimento do virus SARS-CoV-2, mas provavelmente, a presenga do virus no nosso
quotidiano sera constante, e por isso € necessario uma constante procura de melhoria dos
instrumentos atuais, quer para detegao dos virus ativos, mas também no sentido de prevengao
de um ressurgimento de eventos pandémicos de grande escala que provocam enormes

consequéncias globais.
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