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PARTE |

Relatorio de Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria

(Farmacia Sol)
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saude que nasce todos dias
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l. Introducao

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da
Universidade Coimbra oferece a possibilidade de experimentar uma realidade profissional
através dos estagios curriculares, dentro dos quais se encontram as areas de Farmacia
Comunitaria, Hospitalar e Industria Farmacéutica, antes da entrada no mercado.

Realizei estagio na darea Hospitalar em Valéncia, Espanha, através do Programa
Erasmus+ Estagios, onde tive o grande privilégio de estagiar no Hospital La Fe durante trés
meses, de | de fevereiro a 30 de abril de 2018, na area de Atencao Farmacéutica a Pacientes
Externos (UFPE), onde se realiza um trabalho cooperativo, em que o farmacéutico tem um
papel importante no uso dos medicamentos de forma correta, racional e responsavel com o
fim de conseguir 6timos resultados e melhorar a qualidade de vida com o minimo risco de
reagoes adversas. Houve um maior contacto com doentes oncoldgicos, seropositivos e com
fibrose quistica, entre muitos outros, mas em menor escala. Durante o tempo de estagio,
fora esta realidade, fui inserida num projeto de estudo que consistia em estudar o efeito
terapéutico, a aderéncia e o nivel de satisfacado dos pacientes em tratamento com
Alirocumab e Evolocumab com a finalidade de baixar e estabilizar os niveis de colesterol
LDL, estudo este que atingiu resultados bastante positivos. Fui avaliada no final do estagio,
pela minha orientadora, o Chefe de servico e outros farmacéuticos do servico com uma
apresentacao oral deste mesmo projeto e pela memoria escrita a qual foi entregue na
Faculdade de Farmacia de Valéncia a responsavel do departamento de Erasmus.

Por fim, mas nao menos importante realizei o estagio em Farmacia Comunitaria, em
Monte Redondo, Portugal, na Farmacia Sol, inserida no grupo de Farmacias Holon, num
periodo de 648 horas, desde 2 de maio a |12 de agosto de 2018. Esta experiéncia final vai ser
falada pormenorizadamente ao longo do relatério onde falarei de todo o processo, desde o
backoffice até ao atendimento, e toda a importancia do papel farmacéutico nesta area que

tanto contacto tem com o publico.



2.Farmacia Sol

2.1. Equipa

A Farmacia Sol nasceu a | de setembro de 2006 e é da propriedade e Diregao Técnica
da Dra. Cristina Sousa. Fazendo ainda parte da sua equipa técnica: Joana Leal (Farmacéutica);
Teresa Silvério (Técnica Farmacia); Andreia Silva (Técnica Farmacia); Rute Roleiro (Técnica
Farmacia); Sara Augusto (Técnica Auxiliar Farmacia) e Liliana Gomes (Técnica Auxiliar
Farmacia). Esta farmacia tem como lema “Farmacia Sol, saude que nasce todos os dias” e
pertence ao grupo de Farmacias Holon, como tal, dispoe de uma variedade de servicos,

topico este que sera abordado mais a frente.

2.2. Localizacdao e Horario de Servico

Localiza-se na rua Dr. Luis Pereira da Costa, 23 Monte Redondo, Leiria, onde presta
servigco a populacao proveniente de diversos locais: residentes da zona, utentes que habitam
na periferia e pessoas provenientes de outras regioes do pais ou por vezes até estrangeiros,
que se deslocam a regidao por estarem de férias, uma vez que a Farmacia se situa perto de
zonas de praia como o Pedrégao e Vieira. Encontra-se aberta e em funcionamento de 2% a 6°
feira, desde as 9h até as 2lh, sem interrupgao para almoc¢o; e ao sabado das 9h as 19h, em

que da I3h as |5h se encontra fechada para o almogo.



3. Analise SWOT

Finda a breve caracterizagao da Farmacia Sol, segue-se um esquema representativo da

analise SWOT. Esta analise divide-se numa andlise interna, onde sao descritos os pontos

fortes (S, Strenghts) e os pontos fracos (W, Weaknesses)

e numa analise externa, onde sao

apresentadas as oportunidades (O, Opportunities) e as ameagas (T, Threats). Como referido

serao descritas as principais atividades realizadas durante este periodo de estagio de forma

concomitante.

e Equipa técnica
e Projeto Kaizen
e Farmadcias Holon

e Conferéncia do receitudrio e
gestdo de encomendas

e Novo Sifarma e
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produtos e marcas
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3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Equipa técnica

Considero a equipa da Farmacia Sol muito completa, apresenta muito profissionalismo,
pro-ativa e sempre disposta a fazer mais e melhor. Cada elemento sabe a sua fungao, fungoes
estas que vao variando por todos de forma a surgir sempre novas ideias, sempre com o
intuito de melhorar a agao desempenhada. Existe também imensa entreajuda na equipa,
sendo isto uma mais valia para a organizagao da farmacia e para uma maior rapidez na
resolucao de problemas, quer no backoffice quer na prestagao de servicos e cuidados de
Saude diretos ao utente.

Nesta farmacia aprendi que um dos fatores chave para o sucesso é sem dulvida a
comunicagao; e esta componente era muito trabalhada regularmente em reunides entre toda
a equipa num horario estipulado e/ou sempre que se achasse pertinente realizar a reuniao.
Onde os grandes objetivos eram dizer o ponto de situagao em que se encontrava a farmacia,
o que haveria a melhorar, a continuar ou a terminar, chamadas de atengao no sentido de
ajudar a melhorar o trabalho didrio das pessoas, entre outros assuntos que fossem
importantes de salientar.

Fora tudo o que ja foi abordado a equipa sempre se demonstrou disponivel para me
esclarecer dlvidas ou mesmo para dar informagoes e dicas que achassem importantes para o
meu desempenho das funcgoes, para que pudesse crescer enquanto futura profissional

farmacéutica.

3.1.2. Projeto Kaizen

Trata-se de um método de gestao de origem japonesa criado em 1986 por Masaaki
Imai. Comegando por desmembrar a palavra Kaizen para se entender melhor o seu conceito,
Kai significa mudar e zen significa melhor. Assim, Kaizen define-se como a pratica de uma
melhoria continua. Hoje, é reconhecido a nivel mundial como um pilar importante de
estratégia competitiva a longo prazo para as organizagoes. A filosofia inerente a este projeto
considera que pequenas mudangas ao longo do tempo conduzem a grandes resultados,
levando assim a uma melhoria continua, mas para tal é de elevada importancia que toda a
equipa esteja envolvida ao longo de todo o processo."*’

Na Farmacia Sol este método de gestao esta implementado desde junho/julho de 2017
e até a data o balango tem sido muito positivo. Na medida de tornar este projeto mais
pratico e mais visivel a equipa, existe um quadro fisico na farmacia onde se registam tarefas,

objetivos ja alcancados, sugestoes de melhoria, produtos que se pretendem trabalhar, entre



muitas outras agoes que sao pertinentes e que ajudam os profissionais da farmacia a ter um
melhor desempenho. Junto a este mesmo quadro sao realizadas as reunides Kaizen que
foram acima mencionadas.

Este método de gestao mostra ser uma mais-valia para a Farmacia, pois consegue
aumentar a produtividade, por ajudar a rentabilizar e otimizar espagos e recursos, também
ajuda a eliminar desperdicios e a tornar a resolugao de eventuais problemas mais rapida e
eficaz. Esta filosofia torna-se uma motivagao para os colaboradores, pois o espirito de equipa
€ muito forte, se um nao desempenhar bem a sua fungao afeta toda a equipa e se cada um
desempenhar bem a sua fungao, torna-se bem visivel a evolugao da equipa em conjunto.
Cada pessoa tem voz e é deveras importante cada um expor o seu ponto de vista, expor as
suas opinioes para chegarem a um consenso global e contribuirem para uma melhor gestao

da Farmacia diariamente.

3.1.3. Farmacia Sol, uma Farmacia Holon

Como ja referido, a Farmacia Sol pertence ao grupo de Farmacias Holon, o que lhe
permite dispor de servigos especializados, servigos estes que sao diferentes dos comumente
oferecidos por outras farmacias. Assim, dentro dos servicos especializados, a Farmacia Sol
dispoe os seguintes: consulta farmacéutica, preparacao individualizada de medicagao (PIM),
administragao de vacinas e de medicamentos injetaveis e check de salde, os quais sao
fornecidos pela equipa interna da farmacia; outros servicos como o de nutricao, de pé
diabético, de podologia, de dermofarmacia e reabilitacao auditiva sao realizados por
profissionais externos a equipa, mas que frequentam com regularidade a Farmacia. Fora este
ganho em servigos, também oferece uma capacidade de organizar com uma maior facilidade
e frequéncia rastreios, assim como outras diversas agoes de saude.

Outra vantagem que o grupo de Farmacias Holon permite é a compra de produtos aos
fornecedores a um pre¢o mais baixo, permitindo assim ter maiores margens em alguns
produtos que sao habitualmente mais caros para outras farmacias; a possibilidade de
oferecer produtos da marca Holon, que se apresentam muitas vezes como excelentes
alternativas a produtos de marca conhecidos e mais dispendiosos; e o acesso a protocolos
de aconselhamento farmacéutico sobre casos clinicos mais comuns que podem aparecer na
Farmacia, os quais tém como fungao orientar e melhorar a agao farmacéutica perante tais
situagoes de indicagao farmacéutica, em que o profissional pode e deve atuar fornecendo da
melhor forma possivel o seu contributo ao utente de modo a melhorar a sua qualidade de

vida e responder as suas necessidades.



Estes protocolos revelaram-se muito Uteis, sobretudo para mim, enquanto estagiaria,

inevitavelmente mais inexperiente no aconselhamento farmacéutico.

3.1.4. Conferéncia do receituario e gestao de encomendas

Com o avango tecnolodgico registado nas farmacias, relativamente as receitas, os erros
associados a dispensa de medicamentos foram largamente reduzidos. No entanto, por vezes,
os erros podem ocorrer pelo que é necessirio estar atento e conferir sempre.
Eventualmente pode ser necessario corrigir as receitas. Ao longo do estagio passei por
diversas areas importantes e uma delas foi esta, onde tinha de verificar se todos os
parametros necessarios eram cumpridos, para que as receitas fossem aceites. Para além de
me ter dado a capacidade de saber conferir bem, permitiu-me ao mesmo tempo ter contato
com o nome dos medicamentos, familiarizar-me com estes e também com os multiplos
organismos de comparticipagao existentes, contribuindo para uma maior seguranga no meu
atendimento ao balcao e diminuindo assim a probabilidade de cometer erros no
atendimento. Outra agao deveras importante no backoffice foi a gestao de encomendas. Tive
a oportunidade de acompanhar os membros da equipa durante todo o processo de entrada
de encomendas, na arrumac¢ao de medicamentos nos locais apropriados e na contagem fisica
de produtos, o que permitiu conhecer todo o processo de gestao de stocks, e ter uma maior
nogao de onde se encontravam os produtos. A soma de tudo isto, permitiu que me fosse

possivel ser mais agil e eficiente no meu desempenho.

3.1.5. Novo Sifarma e Aconselhamento farmacéutico

Numa fase inicial do meu estagio foi instalado um novo Sifarma que funciona como um
browser. O seu modo de funcionamento é bastante intuitivo, tras vantagens em relagao ao
antigo como por exemplo, nao ser necessario retificar os produtos de novo, caso seja
necessario regressar ao procedimento anterior para introduzir um novo produto que o
utente deseje ou para alterar/remover um dos inseridos na fase prévia. Com isto poupa-se
muito tempo. Portanto, tive o privilégio de trabalhar tanto com o Sifarma2000® como com
este novo programa, podendo comparar e aprender com ambos. O que me permitiu
constatar que apesar de o programa recente trazer inUmeras vantagens, apresentava um
problema a ser melhorado com a fase final de pagamento, pela caixa automatica, o que fez
com que por vezes, tivéssemos que trabalhar somente com o programa antigo, deixando-o

um pouco de parte até que o problema se encontrasse resolvido.



Relativamente a componente do aconselhamento farmacéutico, o utente pode-se
dirigir a farmacia com varias intengoes, entre as quais, uma podera ser com o intuito de
pedir ajuda para uma determinada situagao. Nesta situagao, o farmacéutico pode mostrar o
seu valor profissional, assumindo um papel preponderante, evitando que acontegam
situagoes, como por exemplo, a automedicacao, a toma de posologias erradas ou a jungao
de suplementos alimentares que possam afetar uma posologia medicamentosa croénica ja
existente. E aqui que o farmacéutico atua, partilhando os seus conhecimentos cientificos e
fornecendo op¢oes que sejam as mais indicadas a respetiva pessoa, contribuindo para uma
melhor qualidade de vida do utente.

No entanto, perante uma situagao de dispensa de uma receita médica, é de igual forma
fundamental que o farmacéutico esteja sempre atento e pode sempre alertar e/ou transmitir
todas as informagdes que sejam pertinentes e necessarias para a utilizagao do medicamento
e até mesmo esclarecer duvidas que a pessoa possa ter, adaptando a linguagem consoante o
utente, pois desta forma estard a contribuir para uma maior seguranca e eficicia do
tratamento do utente.

Ao longo do estagio estive em contacto observacional e também executei varios casos
de aconselhamento, consolidando assim a nogao do papel interventivo desempenhado pelo
farmacéutico. Surgiram-me algumas duvidas relativamente a posologia, entre outras, que
pude colmatar através do Sifarma2000® por ter uma ferramenta com grande parte da
informacgao cientifica necessaria. Uma vez que o meu estagio decorreu entre as estagoes
primavera e verao, surgiram multiplos quadros caracteristicos de rinite alérgica, sendo
frequente os utentes referirem sintomas como espirros sucessivos, prurido nasal, olhos
lacrimejantes e com sinais de alguma vermelhidao. Nestes casos, onde a rinorreia era o
sintoma mais incomodativo, era aconselhada a utilizagao de uma solugao isotdnica de agua
do mar, como o Rhinomer® quantas vezes fossem necessarias com o intuito de aliviar e
ajudar a limpar as vias respiratdrias nasais, e soro fisiologico para fornecer um alivio tanto a
nivel oftdlmico como nasal. Em associagio a um anti-histaminico H,, como o Telfast®
(cloridrato de fexofenadina), que é um anti-histaminico com atividade antagonista seletiva
dos recetores H, periféricos e por isso nao tem o efeito de sedagao; é importante informar
que a posologia correta é de apenas um comprimido por dia, e que de preferéncia deve ser
tomado antes da refeicao e a noite. Situagoes como esta, estao mais associadas a Primavera,
muito devido ao elevado grau de pélen que circula no ar.*

Como a Farmacia Sol tem localizagao num trajeto praticamente obrigatério para se
frequentar as praias da zona, surgiram também alguns casos mais associados ao verao e a

época balnear que advém desta estagao, como a pitiriase versicolor, geralmente
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caracterizada por manchas pequenas, com coloragao branca ou acastanhada, com uma
morfologia irregular, onde primeiramente é importante informar o utente que se encontra
com uma infegao fungica e as precaugoes que deve ter. Nesta situagao pode se aconselhar a
utilizagio de um shampoo especial, como o Tedol® 20 mg/mL (cetoconazol), O Tedol® deve
ser utilizado uma a duas vezes por dia, aplicando nas zonas afetadas e circundantes. Devem
lavar-se as zonas afetadas da pele, deixar atuar durante 5 minutos e enxaguar. Se a situagao
nao melhorar ou agravar dentro de duas semanas (duragao da posologia nesta situagao), o
tratamento deve ser reavaliado e ai o farmacéutico deve sugerir que o utente se dirija ao
médico, uma vez que a toma de um antifingico oral pode ser necessaria em casos de maior

gravidade.’

3.1.6. Manipulados

Segundo a Portaria n.° 594/2004, que aprova as boas praticas a executar na preparagao
de medicamentos manipulados em farmacia de oficina e hospitalar, um medicamento
manipulado define-se como “qualquer formula magistral ou preparado oficinal preparado e
dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico”.®

Com a execug¢ao de medicamentos manipulados, é possivel fazer o ajuste da
terapéutica para um determinado doente, preenchendo lacunas a nivel de formas
farmacéuticas, ou fazendo associacoes de substincias inexistentes no mercado, ou até
mesmo dosagens que sejam indicadas para criangas ou também para animais e que nao
existam no mercado.

As farmacias devem ter instalagoes adequadas assim como o material necessario para a
preparagao de medicamentos manipulados, tendo em conta a natureza dos produtos, as
formas farmacéuticas pretendidas e a dimensao dos lotes preparados. O laboratoério onde
ocorrem as operagoes de preparagao, acondicionamento, rotulagem e controlo de
medicamentos manipulados devera ter as condigoes ideais de iluminagao, ventilagao, de
temperatura e humidade adequadas, assim como as respetivas superficies de facil limpeza.

Ao longo do curso senti que tive uma boa formagao base acerca do processo global da
preparagao de um medicamento manipulado, formagao esta que fui adquirindo e
consolidando com a ajuda das disciplinas como Farmacia Galénica, no entanto foi na
Farmacia Sol que pude experienciar pela primeira vez num contexto profissional. Apesar de
nesta Farmacia nao se proceder a execugao de uma larga escala de medicamentos
manipulados, sempre que possivel, quando surgia a oportunidade pude acompanhar de perto

a preparagao de medicamentos manipulados e proceder a preparagao de um, que consistiu
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num creme de aplicagao topica. As etapas fundamentais da preparagao de qualquer um dos
manipulados podem ser resumidas nos seguintes topicos (Anexo |):

A. Preparacido do manipulado segundo as condigdes e regras necessarias para a
execugao da féormula magistral ou a férmula oficinal e o preenchimento da sua ficha
de preparagao; ao longo da ficha de preparagao vao ser descritas as matérias-primas
utilizadas, neste passo é importante indicar o lote, o fornecedor e a quantidade
pesada e validade. O proximo passo € indicar os procedimentos de manipulagao, o
controlo de qualidade efetuado que pode passar por ensaios de verificagao das
caracteristicas organoléticas e da quantidade de acordo com a monografia, o material
de embalagem utilizado, o prazo de utilizagao e as condicoes em que deve ser
conservado consoante as caracteristicas do manipulado (como por exemplo se é
necessario conservar ao abrigo da luz se for fotossensivel, a temperatura ambiente,
em ambiente seco, etc.); E por fim preencher o nome e morada do doente e o nome
do prescritor.

B. Rotulagem. O roétulo deve conter diversas informagoes, nomeadamente a
denominaciao do medicamento e o teor em substancia ativa; a quantidade dispensada
e o numero de lote, a via de administragao, a posologia, a data de preparagao, a
identificacao do diretor técnico, do médico e do utente, bem como a identificacao, o
endereco e o telefone da Farmacia. Ainda sobre o preparado deve conter o prazo de
utilizagao; excipientes, dentro desta categoria & importante salientar se contém
alguma substancia relevante; as condicoes de conservagao e eventuais adverténcias
que possam existir.

C. O prego. O cilculo do prego passa por um somatorio das matérias-primas mais os
honorarios de manipulagao, o material de embalagem e por fim o PVP do
medicamento manipulado.

D. Dispensa do medicamento manipulado. Na fase final, mas nao menos importante, é
de extrema relevancia prestar o aconselhamento farmacéutico necessario ao utente
para que este execute de forma correta a posologia do medicamento manipulado

para garantir a eficacia e a sua seguranga.



3.2. Pontos Fracos
3.2.1 Dificuldade na correspondéncia entre nomes comerciais e

respetivas substancias ativas ou vice-versa

Uma das dificuldades que senti numa fase mais inicial do atendimento ao balcao foi a
incapacidade de fazer a interligagao dos nomes comerciais dos medicamentos as respetivas
substancias ativas ou vice-versa. O que desencadeou alguma inseguranga, visto que se
tornava um pouco uma barreira na comunicagao com o utente, na medida em que nao podia
prestar aconselhamento ou esclarecimentos de duvidas sem ter em primeiro lugar o
conhecimento de que substincia ativa se tratava, ou o oposto, como no caso de prescrigoes
por Denominagao Comum Internacional (DCI), de tentar sugerir alguns nomes comerciais
para que o utente conseguisse compreender qual o medicamento a que me tentava referir.
Contudo, com o apoio da ferramenta “Informacio Cientifica” do Sifarma2000°, onde é
possivel obter a informagao necessiria rapidamente; acoplando a experiéncia e o
desempenho de fungdes na gestao de encomendas, essa lacuna foi colmatada de forma
gradual.

Como uma substancia ativa pode ter varias aplicagoes/fungoes, a correspondéncia com
a indicagao terapéutica nem sempre era algo imediato, o que também contribuiu para alguma
inseguranca. No entanto, mais uma vez, a experiéncia e mesmo a revisao em casa da
componente farmacologica que foi dada ao longo do curso MICF, em cadeiras como
Farmacologia Il e Farmacia Clinica principalmente, ajudaram imenso a contornar esta

adversidade.

3.2.2. Dificuldade na interpretacao de receitas manuais

A informatizagao das receitas levou a uma diminuigao abrupta dos erros de dispensa.
Como tal, sempre que surgiam receitas manuais, senti algum receio de errar. O que
contribuiu para a inseguranga sentida, passava muito pela falta de cuidado do médico
prescritor no preenchimento das mesmas, tornando-se muitas vezes ilegiveis. Por este
motivo, e como forma de precaugao, quando surgiam receitas manuais procedia sempre que
possivel a dupla verificagao com um profissional da equipa da Farmacia, com o intuito de
garantir que estava a dispensar o medicamento certo, na dose pretendida e na forma

farmacologica correta.



3.2.3. Desconhecimento de alguns produtos e marcas

Numa fase inicial do estagio deparei-me com uma enorme quantidade e variedade de
produtos, desde medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM), medicamentos
sujeitos a receita médica (MSRM), produtos de puericultura, de higiene oral, de higiene
intima, dermocosmeética (e todas as suas gamas inerentes), veterinaria, ortopédicos, meias de
descanso/compressao, material de primeiros socorros e tantos outros exemplos. Assim era
de esperar, uma vez que as Farmacias sao estabelecimentos da area de saude muito
completos que tentam ir de encontro a maioria das necessidades dos utentes. No entanto,
apesar de ter esta nogao da realidade, inevitavelmente foi uma das minhas dificuldades, dada
a imensidao tanto em quantidade como em variedade dos produtos existentes na Farmacia.
Apesar de ja ter realizado previamente estagio de Verao em farmacia comunitaria, senti que
o conhecimento a nivel de marcas e variedades de produtos sé se adquire com tempo e
experiéncia profissional. Considero que o MICF também nos poderia preparar um pouco

melhor, principalmente em areas como puericultura, cosmética e veterinaria.

3.3. Oportunidades

3.3.1. Formacoes constantes

Assisti a um leque consideravel de formagoes internas através de delegados de
informagao médica. Estes delegados deram pequenas formagoes internas na Farmacia,
apresentando novos produtos ou relembrando as propriedades dos ja existentes,
salientando o que os distingue de outros produtos do mercado. Ainda dentro destas
formagoes internas, tive acesso a uma outra, dada por uma farmacéutica especializada na
area de dermofarmacia, onde aprofundei os meus conhecimentos no campo da psoriase e da
urticaria. Usufrui também de uma formagao online, por parte da ANF, com o intuito de me
ajudar a ambientar e compreender melhor o método de funcionamento do novo Sifarma. O
que se tornou bastante util, pois permitiu me obter um melhor desempenho no atendimento
ao balcao.

A nivel de formagoes externas, tive o privilégio de poder frequentar um encontro das
farmacias Holon, no casino da Figueira da Foz, onde nao faltaram apresentagoes e
esclarecimentos de uma gama variadissima de produtos e marcas, assim como nao poderia
faltar, foi também explicado todo o conceito Holon. Também muito enriquecedora, foi outra
formagao da marca ISDIN, no Hotel EuroStar, em Leiria, onde fiquei a conhecer de forma
bastante detalhada e explicita a gama de produtos da marca, as suas respetivas fungoes e os

diferentes publicos a que se destinam.



Posso afirmar, que estas oportunidades que me foram possibilitadas ao longo do
estagio, foram sem ddvida um ponto muito positivo. Uma vez que consegui obter
conhecimentos tedricos e posteriormente aplica-los na pratica profissional. Este processo
fez toda a diferen¢a, mudou sem duvida a minha postura por me permitir sentir mais segura
e confiante, o que me levou a desempenhar melhor o meu papel enquanto profissional

farmacéutica.

3.3.2. Estagio de Verao

A Farmacia Sol para além de me ter permitido realizar o estagio curricular, também
me possibilitou a oportunidade de realizar um estagio de verao prévio. O que me deu um
impulso no desenvolvimento durante o estagio curricular aqui realizado. Por ja me encontrar
um pouco familiarizada com a filosofia e funcionamento da farmacia; somando o facto de ja
conhecer os membros da farmacia, o que também senti que contribuiu imenso para a minha

progressao e confianga no desempenhar das atividades ao longo do meu percurso.

3.3.3. Desenvolvimento de competéncias de comunicac¢iao

Ao longo do estagio senti que, a nivel pessoal, adquiri novas competéncias a nivel de
comunicagao. O que me possibilitou arranjar ferramentas e modos de me conseguir adaptar
a cada utente. Cada caso é um caso e cada pessoa ¢é singular, pelo que é fundamental uma
constante adaptagao na comunicagdao, no entanto, existem pontos chave como: confianga,

empatia e postura profissional, tudo acompanhado de boa disposicao.

3.4. Ameacas
3.4.1. Locais de venda de medicamentos nao sujeitos a receita

médica

O Decreto-Lei n. °134/2005, de 16 de agosto, veio permitir a venda de medicamentos
nao sujeitos a receita médica (MNSRM) em locais fora das farmacias, devidamente
autorizados pelo INFARMED e que cumpram os requisitos legais exigidos. Estes
estabelecimentos comerciais tém crescido consideravelmente em nimero nos ultimos anos.
O que representa uma enorme ameaca para a sustentabilidade das farmacias.

No entanto, ha que encarar estas ameagas como desafios. Para tal deve se trabalhar
diariamente para se conseguir ultrapassar este obstaculo. Focando nos pontos positivos, a
Farmacia Sol, por pertencer ao grupo de farmacias Holon, tem a possibilidade de oferecer

PVPs mais competitivos, o que € uma grande vantagem. Para além disso, aposta igualmente
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em estratégias de fidelizacao dos utentes, como por exemplo, a confirmagao telefénica da
marcacao dos servicos, ofertas de rastreios e/ou servicos a clientes, feiras da salide onde se
realizam imensos check-ups de saude, oferta de um cartao da Farmacia para o utente ir
registando os seus valores de tensao arterial, colesterol total e glicémia sempre que fizer o
seu check-up; workshops em escolas, caminhadas, a elaboragao de PIM’s (Anexo ll), que
apesar de nao trazer grande lucro a farmacia, acaba por ser uma forma de fidelizagao do
utente e a consulta farmacéutica. Em suma, a Farmacia Sol tenta sempre inovar e ter um
contacto mais proximo com os seus utentes, sempre com o objetivo de chegar as suas
necessidades e contribuir para uma melhoria na qualidade de vida dos mesmos. Este dltimo
topico € de realgar, pois o profissional farmacéutico ao desempenhar o seu papel de
oferecer os seus conhecimentos e esclarecimento de eventuais ddvidas, cria a enorme
distincdo entre a compra de produtos numa farmacia e a compra nesses estabelecimentos,

onde o aconselhamento nao existe.

3.4.2. Falta de medicamentos

Infelizmente, a falta de medicamentos nas farmacias portuguesas continua a ser uma
realidade. O que constitui uma ameaga para a saude publica, comprometendo a terapéutica
de muitos utentes. O facto de muitos medicamentos se esgotarem no nosso mercado
nacional, deve se ao facto de apresentarem um PVP baixo, o que os torna atrativos para a
sua exportagao para outros mercados estrangeiros, onde o PVP praticado é muito superior.
Como os laboratorios s6 vendem a nivel nacional, o numero de embalagens
correspondentes a quota de mercado leva a que a sua falta seja frequente. O INFARMED
tem tentado colmatar esta falta, mas a existéncia de livre circulacio de bens e mercadorias
continua a levar a que este acontecimento ocorra apesar dos esforgos feitos. Uma das
tentativas para a resolugao desta situagao foi a criagao da Via Verde do medicamento. O que
faz com que os laboratoérios sejam um pouco obrigados a manter o stock de seguranga nos
distribuidores grossistas para satisfazer as encomendas que tém associado ao nimero da
receita, no entanto, ainda nao é muito abrangente.

O que torna tudo isto uma ameaga, € a falta de compreensao por parte dos utentes.
Presenciei ao longo do estagio, situagoes em que por mais que se explique com toda a
paciéncia e calma a situagao, o utente acaba muitas vezes por responsabilizar a farmacia e

por vezes dirige se a outra farmacia para tentar solucionar o seu problema.



4. Conclusido

O término do estagio curricular, simbolizou o fim de uma experiéncia incrivel onde
senti que adquiri inlmeras capacidades no campo de farmacia comunitaria e tive o privilégio
de estar rodeada de pessoas que partilhavam um mesmo objetivo comum, ser mais e melhor
todos os dias. Apesar de so ter tido uma duragao de 648 horas, o que levo daqui nao tem
medicao possivel, sei que vou muito enriquecida em diversos niveis, o que tudo devo a cada
pessoa da equipa da Farmacia Sol, farmacia esta que faz jus, sem duvida, ao nome que tem.

Ao longo deste estagio para além da oportunidade que tive em desenvolver as minhas
competéncias como ja referido, também aprendi ao longo da minha experiéncia que as
farmacias sao um local de preferéncia para muitas pessoas, onde depositam a sua confianga
por se sentirem seguras, por sentirem que tém a atengao devida e o aconselhamento
farmacéutico especializado. O que me mostrou que o farmacéutico se consegue distinguir e
marcar a sua posi¢ao na sociedade de uma forma muito positiva. Espero que este legado
continue e sempre a crescer, para tal um farmacéutico tem que ser inteiro e trabalhar
constantemente numa evolugao para poder estar ao nivel das expectativas. Ja o Sr.
Presidente da Republica Marcelo Rebelo Sousa dizia “ser farmacéutico nio é s6 uma
profissao, € uma vocagao!”

Posto isto, com o término desta experiéncia, todo o meu percurso académico termina
também. E o fim de um capitulo, mas é igualmente o inicio de um novo, com muitas paginas
em branco, no qual espero conseguir desempenhar as minhas fungées enquanto profissional
farmacéutica da melhor forma possivel e sempre em constante evolugao.

Nao posso terminar sem mais uma vez agradecer a toda a equipa técnica da Farmacia
Sol, por tudo o que fez por mim, toda a disponibilidade, todos os conhecimentos

transmitidos e por me ter permitido finalizar o meu percurso nesta Farmacia.
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ANEXO |

Manipulados — Ficha do produto

ANEXO I

Plano individualizado da medicagao (PIM)
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PARTE 1l

Nanomateriais como biossensores para a
detecao precoce do HIV



Abreviaturas

Ag - Prata

Anti-P24 - Anticorpo para o p24

Au - Ouro

AuNPs - Nanoparticulas de ouro
AuNRs - Nanobastoes de ouro (do
inglés nanorods of gold)

BCA - Bio cddigo de barras (do inglés
biobarcode assay)

CCR5 A32 - Mutacido delta 32 do
recetor C-C da quimiocina tipo 5
CRF - Forma circulante recombinante
do subtipo M do HIV-|

CV - Voltametria ciclica

DPYV - Voltametria de impulso
diferencial

EIS - Espectroscopia de impedancia
eletroquimica (ou AC - Impedancia de
Corrente Alternada)

ELISA - Ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

FACS - Classificacao de células ativadas
por fluorescéncia (do inglés Fluorescence-
activated cell sorting)

FNBs - Esferas poliméricas
nanométricas fluorescentes

HRS - Dispersao de Hyper-Rayleigh
LFA - Ensaios de Fluxo Lateral (do
inglés Lateral Flow Assays)

LOD - Limite de detecao

LTR - Repeticao de terminal longa

MBs - Esferas magnéticas

MS - Sentinela molecular

NMs - Nanomateriais

NNI - National Nanotechnology Initiative
(Projeto Americano)

NPs - Nanoparticulas

NRs - Nanobastoes (do inglés nanorods)
PRLS - Dispersao de luz por
ressonancia plasmonica (do inglés
Plasmon Resonance Light Scattering)

PSA - Antigénio especifico da prostata
p24 - Antigénio da capside VIH-I

QP - Ponto quantico (do inglés Quantum
dots — QD)

SERS - Dispersao de Raman amplificada
por superficie (do inglés Surface-Enhanced
Raman Scattering)

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida

SIV - Virus da Imunodeficiéncia Simia
(SIVcpz- dos chimpanzés, SIVgor-dos
gorilas)

SPR - Ressonancia plasmonica superficial
(do inglés Surface Plasmon Ressonance)
SWY - Voltametria de onda quadrada
UNAIDS - Programa das Nagoes
Unidas sobre HIV/SIDA (Joint United
Nations Program on HIV/AIDS)

VIH - Virus da Imunodeficiéncia

Humana [tipo | (VIH-1) e 2 (VIH- 2)]
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Resumo

Os sensores e/ou biossensores sao dispositivos analiticos aplicados em diferentes areas
como nomeadamente na area biomédica para a detecao de virus.

Os virus sao dos agentes infeciosos que apresentam dimensdes mais pequenas,
podendo causar inimeras doengas, tais como a ébola, a gripe comum, a meningite e a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), entre outras. A SIDA é uma das doencas
pandémicas globais, e resulta da infecao pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH). Se o
tratamento antirretroviral adequado for selecionado numa fase precoce da infe¢ao, tanto o
risco de contrair SIDA como o de transmissao do virus conseguem largamente ser
reduzidos. A alta prevaléncia de doengas como esta, a par doutras, muito se deve a falta de
meios e de ferramentas que propiciem uma detecao eficaz, rapida e seletiva.

Nesta monografia, sera demonstrada a possibilidade de se atingir este objetivo com a
utilizagdo de nanomateriais, através da detegao do virus num estagio precoce da infegao.
Serao entiao apresentados nanobiossensores, biossensores baseados em nanoparticulas, que
se pensam ter estas caracteristicas, os quais poderao vir a mudar radicalmente a realidade de

detecao do VIH.

Palavras-chave: Nanomateriais, biossensores, VIH, SIDA, detecao do VIH.
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Abstract

The sensors and/or biosensors are analytical devices applied in different areas such as
the biomedical area for virus detection.

Viruses are among the smallest infectious agents that can cause numerous diseases like
Ebola, Common Flu, Meningitis, Acquired Immune Deficiency Syndrome among many more.
AIDS is one of the global pandemic diseases that results from HIV infection, if an adequate
antiretroviral treatment is selected at an early stage of infection, the risk of obtaining AIDS
and even transmission is largely reduced. The high prevalence of diseases like this one,
among others, is largely due to the lack of means and tools that provide rapid, effective and
selective detection. In this monography it will be shown the possibility of reaching this goal
by detecting the virus at an early stage with the use of nanomaterials.

It will be presented nanobiosensors that are thought to have these characteristics and

which can possibly radically change this reality of HIV detection.

Keywords: Nanomaterials, nanobiosensors, HIV, AIDS, VIH detection.
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I. Introducio

1.1. VIH/SIDA

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) é maioritariamente reconhecido por ser o
agente causador do Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), doenga perante a qual
o sistema imunitario fica fragilizado e o organismo fica sujeito a infe¢oes oportunistas.
Segundo o Programa das Nagoes Unidas sobre VIH/SIDA (UNAIDS), esta doenga € das mais
graves que afeta a saude, morrendo anualmente cerca de 2,5 milhdes de pessoas por

VIH/SIDA.>*"

1.1.1. Contextualizacdao Histérica

De acordo com o conhecimento atual, a disseminacao do VIH comecou em meados
do século XX, sendo que a transferéncia para os seres humanos tera sido efetuada a partir
do contacto com macacos, ha cerca de 35 a 50 anos atras. No entanto tal, nao foi
suficientemente confirmado epidemiologicamente. Devido a disseminagao, e ao periodo de
incubacao da epidemia, admite-se igualmente que esta esteja relacionada com a peste negra,
tendo esta Ultima sido causada por um virus hemorragico. Foram examinados
detalhadamente dados historicos que levaram a conclusao de que a bactéria Yersenia pestis
era um dos agentes infeciosos na epidemia, junto com outro agente que se julga ser o VIH.
As consideragoes basearam-se principalmente na existéncia da mutacao delta 32 do recetor
C-C da quimiocina tipo 5 (CCR5 A32), que protege contra a infecao pelo VIH e esta
presente na populagao caucasiana ha mais de 2000 anos. A combinagao de dois agentes
infeciosos levou a devastacao causada pela peste negra, a remogao de portadores de VIH e a
um aumento no nimero de mutacdes CCR5 A32 na populagio caucasiana. Na Africa
Subsaariana, esta epidemia e o subsequente processo de saneamento nao ocorreram, o que
explica o nivel de informacao genética sobre o VIH nesta parte do mundo ser superior.
Contudo, tal teoria ainda precisa de melhor comprovacio.'?

A teoria mais comum relata que o VIH ocorreu por transmissao zoonética do virus da
imunodeficiéncia simia de chimpanzés Pan troglodytes troglodytes (SIVcpz), tanto para o grupo
M como para o grupo O do VIH do tipo | (VIH-1), por volta de 1920, e para o grupo N de
VIH-1 por volta de 1960, na Africa Central Ocidental. O VIH do tipo 2 (VIH-2) foi
transmitido por via zoondtica por macacos (Cercocebus atys) em humanos na Africa
Ocidental por volta de 1940. Analises genéticas moleculares sugerem que o VIH-I foi

exportado para o Haiti, provavelmente em 1966, chegando a América do Norte
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aproximadamente dois anos depois. Desde meados dos anos 80, os diferentes subtipos de
VIH-1 do grupo M espalharam-se e rapidamente se tornaram pandemia global. Em contraste
com o VIH-1, o VIH-2 permaneceu inicialmente restrito a Africa Ocidental, dado apresentar
menor infecciosidade. No entanto, posteriormente, o VIH-2 foi exportado para Portugal e
Franga, provavelmente em meados da década de 1960, ocorrendo entao uma disseminagao
do tipo 2 do VIH. A prevaléncia deste ultimo seria documentada especialmente na Europa,
América do Sul e Asia. Em 2013 foi estimado que, globalmente, 35 milhdes de pessoas viviam
com VIH. Desde 1999, o numero de novas infegoes tem diminuido gradualmente. Para 2013,
foi estimado um nimero de 1,9 milhoes pessoas recém-infetadas. Cerca de trés quartos das
pessoas infetadas pelo VIH vivem na Africa Subsaariana, sendo que dois tercos das novas
infecoes relatadas sao originarios dessa regiao. Os paises mais afetados pelo VIH, com alta
prevaléncia entre jovens de 15 a 49 anos, sao a Suazilandia (aproximadamente 27%), Lesoto
(aproximadamente 23%) e Botswana (aproximadamente 23%)."**

Segundo a Diregao Geral de Saude, em Portugal os primeiros casos de infecao por VIH
ocorreram em meados do ano de 1983. Ao longo dos ultimos 36 anos, assistimos a
profundas alteragoes, tanto na disseminagao da doenga como na sua forma de propagagao e
terapéutica, havendo uma evolugao muito positiva em termos médicos, sociais e culturais.
No entanto, muito permanece por fazer, dado que Portugal continua a ser dos paises com
uma das mais elevadas taxas de incidéncia de novos casos de infecao diagnosticados, no

contexto da Unido Europeia.’

I1.1.2. Caracteristicas do VIH

A morfologia do VIH é aproximadamente esférica e apresenta um didmetro de cerca
de 120 nm, o que faz com que possa ser visto como uma nanoestrutura biolégica. E dos
virus que apresenta maiores variagoes, devido a taxa de substituicao dos nucleotidos ser
elevada. O seu material genético apresenta-se na forma de RNA e contém 9 genes que
codificam 19 proteinas.®® E um lentivirus que pertence 4 familia dos retrovirus e a subfamilia
Orthoretrovirinae. Como anteriormente indicado foram identificados dois tipos, VIH-1 e VIH-
2. O tipo VIH-| (o mais comum e que tem suscitado mais estudos) encontra-se subdividido
nos grupos M, N, O e P. Em termos filogenéticos, no grupo N e O dos humanos podem
encontrar-se alojados varios virus relacionados com o chimpanzé; no grupo P, pode
encontrar-se o S|V dos gorilas (SIVgor). Relativamente ao grupo M, os virus sao subdivididos
pelos subtipos de A a D (que em termos de evolugio sio os mais antigos), Fa H, | e K>’ O

VIH recombinante é derivado de diversos subtipos e é denominado CRF (forma de
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recombinagao circulante). A recombinagao é observada quando uma célula alvo ¢ infetada
com pelo menos dois subtipos diferentes de VIH. Por exemplo, quando ocorre a troca de
uma sequéncia de genes completa em posi¢oes nao especificas. Os anticorpos anti-VIH-1 sao
gerados apds a infegao pelo tipo VIH-1. No entanto, s6 podem ser detetados geralmente
entre as 4-8 semanas, ja que a janela de detegao é tardia, dificultando a oportunidade de
gerar um diagnostico precoce. Um dos objetivos dos biossensores desenvolvidos,
nomeadamente os baseados em nanomateriais, consiste em arranjar meios para solucionar
este problema. De realgar que o tipo VIH-2 nao se consegue distinguir do VIH-1 em termos
morfoldgicos, apresentando menor potencial patogénico.”'?

O genoma do VIH consiste em duas cadeias simples de RNA idénticas, situadas dentro
do nucleo deste virus. O genoma do provirus do VIH, também conhecido como proviral
DNA, é gerado pela transcricio reversa do genoma RNA viral em DNA, ocorrendo
seguidamente a degradagao do RNA e a integracio do DNA de cadeia dupla do VIH no
genoma humano. O genoma do DNA do VIH é atacado em ambas as extremidades por
sequéncias de repeticao de terminal longa (LTR). Na regiao 5'LTR vai dar-se a codificagao do
promotor, para que se inicie a transcricao dos genes virais. A leitura do segmento do gene
gag ocorre no sentido 5' para 3' e vai codificando as proteinas do exterior da membrana do
nucleo (MA, pl7), a proteina do capsideo (CA, p24), o nucleocapsideo (NC, p7) e uma
proteina estabilizadora do acido nucleico de menores dimensoes. O segmento de leitura do
gene gag é seguido pelo segmento de leitura do gene pol para que ocorra a codificagao para
as enzimas protease (PR, pl2), transcriptase reversa (RT, p51) e ribonuclease H (RNase H,
pl5) ou transcriptase reversa (RT mais RNase H, p66 juntos) e integrase (IN, p32).
Adjacente ao gene pol, vem o segmento de leitura de env e a partir dele sao derivadas as
duas glicoproteinas de envelope: proteina de superficie (gpl20, SU) e proteina
transmembranar (gp4l, TM). Além das proteinas estruturais, o genoma do VIH codifica
também para originar varias proteinas reguladoras como a proteina transativadora (Tat) e
regulador de splicing de RNA (Rev). Estas tém um papel importante para o inicio da
replicagao do VIH, enquanto outras proteinas reguladoras como o fator regulador negativo
(Nef), fator de infetividade viral (Vif), proteina de virus r (Vpr) e proteina de virus unica
(Vpu) sao necessarias na parte da replicagao viral, na iniciagao do virus e na patogénese. O
VIH-2 codifica a proteina x viral (Vpx) em vez de Vpu, o que acaba por ser parcialmente
responsavel por este tipo de VIH apresentar uma patogenicidade reduzida
comparativamente ao tipo VIH-I. A estrutura do genoma do SIVcpz e do SIVgor é idéntica a

do VIH-I?
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I1.1.3. Formas de transmissao

Tipicamente, o VIH pode ser transmitido por partilha de fluidos, mormente via sexual (uma
vez que se encontra apto a entrar no organismo através de membranas intactas ou de pele
e/ou mucosas lesionadas), por partilha de seringas para consumo de drogas e também pela
transmissao mae-filho, tanto no processo do parto como durante a amamentagao. No
entanto, essa transmissao também pode ocorrer por transplante de orgaos, transmissao de
saliva e inseminagao artificial, nao obstante menos frequentemente, dado o menor niimero
de casos recenseados. O VIH consegue infetar uma variedade de células do sistema imune,
tais como as células T CD4", macroéfagos e células da microglia.® Em Portugal, no presente
ano, e a semelhanca do que se constatou nos anos mais recentes, a transmissao mais
frequente com uma percentagem de 60,6% continua a ser a que advém por contacto
heterossexual, seguida pela transmissao por relagoes sexuais entre homens, com uma
percentagem de cerca de 36,9%. Esta ultima é assinalada por um numero muito
representativo, nomeadamente cerca de 51,4% dos casos de sexo masculino. A transmissao
associada ao consumo de drogas por via injetavel, que ha varios anos atras se apresentava

como a forma mais frequente, é hoje em dia indicada em apenas 1,5% dos casos (Figura 1).’
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Figura 1. Formas de transmissdo do virus VIH e a Evolugdo de VIH/SIDA em Portugal no ano 2017
(Adaptada da referéncia 5).

I.1.4. A importancia da detecdo precoce da infecdo por VIH

A capacidade de detecao precoce da infegao por VIH é deveras importante, tendo em
muitos aspetos um papel critico. Em primeiro lugar, pelo facto de durante a fase aguda o
potencial de contagio do virus ser muito superior que na fase cronica. Detetar a infegao num
estagio precoce de desenvolvimento doenca permite a redugao drastica do contagio,

levando a quebra do ciclo de transmissao do virus. Em segundo lugar, iniciar o tratamento
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antirretroviral adequado o mais cedo possivel oferece grandes vantagens a longo prazo em
termos clinicos, tendo sido provado por varios investigadores que se consegue baixar os
riscos relacionados com a doenga, e mesmo a transmissao do virus, até 96%, para além de se
melhorar a eficiéncia da terapia antirretroviral.*’ E aqui que entra a possibilidade de com os
nanomateriais se poder atingir este objetivo, tentando também conseguir-se detetar o virus
com menor volume de amostra, maior sensibilidade, rapidez e se possivel com menores
custos relativamente aos métodos convencionais, como ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica
(ELISA), Imunoblot de proteinas (Western Blotting), etc. Apesar de ja serem considerados
métodos com boa sensibilidade, apresentam um custo elevado devido as exigéncias dos
materiais necessarios requerendo centros avan¢ados de pesquisa e pessoal especializado.
Nao apresentam igualmente a capacidade de detetar a infecao por VIH em estagio precoce
da infecao, devido aos anticorpos VIH apresentarem niveis de concentragio muito

baixos.*'*"

2. Nanotecnologia e Nanomateriais

Segundo a National Nanotechnology Initiative (NNI), um projeto americano que visa
compreender e controlar os materiais a escala nano, a nanotecnologia é ciéncia, é
engenharia e tecnologia, tudo direcionado numa nanoescala.” Os nanomateriais (NMs)
derivam da palavra grega ndvog (anao) e definem-se por apresentarem dimensoes muito
pequenas da ordem dos nm usualmente abaixo dos 100 nm. A sua definicao €, porém, um
tema controverso. A Comissao Europeia emitiu em 2011 uma recomendagao sobre a
definicao de NMs, de modo a simplificar tal controvérsia, definindo os nanomateriais como
um material natural ou fabricado, que contém particulas num estado desagregado ou em
forma de agregado/aglomerado. Em termos de distribuicao dos nanomateriais por numero-
tamanho, metade ou mais de metade das particulas tém uma ou mais dimensoes externas na

gama de tamanhos, os quais se encontram compreendidos numa gama entre 1-100 nm.'*"?

Os NMs por apresentarem caracteristicas Unicas e atrativas, conseguem aplicar-se a
inimeras areas podendo ser preparados e sintetizados por inUmeros métodos descritos
mais a frente. Apresentam diversas utilidades e aplicagoes na area da farmacia, mormente a
detecdo e diagnoéstico de varios alvos, como macromoléculas (proteinas, DNA e RNA), virus
(a exemplo do VIH), e células como bactérias, entre outras aplicagoes. Uma das principiais
aplicagoes destes NMs na area da farmacia é o tratamento e diagnostico de diversas doencgas

como o cancro pois podem ser usadas como veiculo de transporte de drogas e para
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diagnostico através por exemplo da fluorescéncia dessas nanoparticulas. Além de poderem
ser utilizadas como meio de diagndstico sao também utilizadas na cosmética, inddstria
alimentar, eletronica, engenharia de maquinas, industria de construgao ou no campo
ambiental. Devido a reduzida dimensao das particulas e as modificagbes que ocorrem ao
nivel da estrutura destes materiais, conduzindo ao aumento da area de superficie em relagao
ao volume, isto &, ao aumento do numero de moléculas/atomos, conseguem alcangar
propriedades de superficie Unicas, comparativamente aos materiais com a mesma
composicao fisico-quimica, mas de maiores dimensoes. Isso permite-lhes modificar a
reatividade e melhorar as suas propriedades no campo 6tico, eletroquimico e mecanico.
Devido a descoberta deste tipo de propriedades, tém evidenciado um crescimento e

evolugio na sua utilizagio significativos ao longo dos dltimos anos.”'"'®

2.1. Biossensores

Tipicamente, os biossensores siao dispositivos analiticos, por norma compostos por
trés componentes: |. uma fase de reconhecimento seletiva, eventualmente especifica, de
origem biologica; 2. o transdutor, que converte o sinal de entrada analitico num sinal de
saida, e 3. o aparelho de leitura, que envolve o processamento de sinal (normalmente a
amplificacdo do sinal) e exibicao do sinal de saida num formato apropriado ao estudo
realizado.'>"” Estes dispositivos, através do transdutor, transformam o sinal que advém da
interacao do analito em estudo com o elemento biologico dando origem a um sinal
eletroquimico, otico ou magnético, num outro sinal mensuravel normalmente elétrico
conseguindo quantificar o biomaterial existente nas amostras.'>"”

Com base nos diferentes tipos de sinais analiticos, inUmeros biossensores tém vindo a
ser desenvolvidos para detecao de ADN, proteinas ou outros compostos relacionados com
o VIH apresentando-se como alternativa aos métodos convencionais. Tendo como base os
diferentes tipos de sinais analiticos, os biossensores podem ser categorizados como
eletroquimicos, éticos, mecanicos, entre outros.'®

De acordo com os componentes de reconhecimento seletivo, existem trés classes de
biossensores: biossensores moleculares (baseados em anticorpos, acidos nucleicos, enzimas
ou canais ionicos), biossensores celulares e biossensores teciduais. Quanto aos elementos
sensiveis, estes dois uUltimos sao baseados no préprio organismo, enquanto o primeiro se
baseia em componentes biolédgicos imobilizados."”

Atualmente, devido ao rapido desenvolvimento das nanotecnologias, os biossensores

baseados em novos materiais, como os nanomateriais, sao desenvolvidos com o intuito de
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oferecer resposta sensivel as moléculas-alvo, assim como de proverem a detecao de outras
moléculas relacionadas. Os biossensores em nanoescala sao uma ferramenta poderosa para a
andlise do microambiente celular, oferecendo a possibilidade de um diagndstico precoce e de
detecao de tecidos e/ou moléculas patogénicos. Como é conhecido, os nanomateriais tém
tamanhos que podem variar de alguns nanémetros até varias centenas, o que acaba por
equipara-los a muitas macromoléculas biologicas, como plasmideo de DNA, anticorpos,
enzimas e virus. Materiais que se encontram nesta escala de tamanho exibem propriedades
fisicas interessantes, distintas da escala molecular e de outras superiores, suscitando novas
oportunidades para pesquisa e aplicagbes biomédicas. O campo emergente da
nanobiotecnologia une a fisica a biologia por meio de métodos quimicos no desenvolvimento
de novas ferramentas e plataformas para o entendimento de sistemas bioldgicos, diagnostico
e tratamento de doengas. As macromoléculas bioldgicas acima mencionadas sao geralmente
biomarcadores, indicadores de um estado ou condigdo biologica.'>"”

Em especial, o biomarcador da doenca (isto &, proteinas e fragmentos de proteina, o
DNA/RNA, ou pequenas moléculas especificas secretadas por células anormais) é uma
"assinatura molecular" do estado fisiologico da doenga num momento especifico e, portanto,
uma chave para a detegao precoce e o diagnostico preciso da doenga. Os biomarcadores de
doengas também oferecem informagoes sobre o mecanismo subjacente da iniciagdo de uma
doenga e, em Ultima andlise, fornecem ferramentas poderosas para definir com precisao os
estados de doenca, ajudando a que se consiga tratar num estagio precoce, o que potencia a
probabilidade de sucesso e melhor qualidade de vida.'>"’

Desta forma, o desenvolvimento de biossensores para biomarcadores de doengas €
essencial para detetar genes, proteinas aberrantes ou virus que se encontrem em niveis
ultrabaixos, ja que muitos biomarcadores estao presentes em concentragoes minimas
durante as fases iniciais da doenga. Enquanto isso, pretende-se conseguir dos biossensores
que se encontram na escala nano uma apresentagao mais portatil e maior facilidade de
alteragao de escala, sempre que necessario para analise de amostras no local de atendimento
proximo do utente de saude “point of care”, fornecendo simultaneamente um diagnodstico em
tempo real.'>"”

Na presente monografia, sera discutida a literatura publicada nos dltimos anos sobre
os avangos em biossensores para aplicagoes biomédicas, mais especificamente para a detegao
da infecao causada pelo virus VIH num estagio precoce. Esta discussao sera dividida em duas
partes principais correspondendo a primeira parte ao desenvolvimento de biossensores

oticos, a qual merecera o maior enfoque e a segunda ao desenvolvimento de biossensores

eletroquimicos.
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2.1.1. Biossensores Oticos

A identificagao e quantificagdo de numerosos biomarcadores sao necessarias para
diagnosticar, monitorizar e efetuar uma avaliagdo prognéstica de doengas complexas como a
SIDA, causada pelo VIH. A infecao por VIH representa um problema de salde publica na
Europa e em Portugal. Na Europa, estima-se que cerca de |15% das pessoas que vivem com
VIH nao se encontram diagnosticadas. Ou seja, uma em cada sete pessoas nao tem o
conhecimento de que estd infetada. Em Portugal, estima-se que esse valor tenha uma
percentagem inferior a 10%."” O desenvolvimento de ferramentas de diagnéstico eficaz para
detetar essas células tem sido dificil, devido ao baixo niumero de anticorpos anti-VIH na fase
inicial apds a infecao. Como ja anteriormente indicado geralmente, a janela de detegao situa-
se entre as 4-8 semanas.'” No entanto, aplicagdes in vivo e in vitro de nano biossensores
baseados em nano-interfaces ou nanoestruturas inteligentes podem ser usadas para
aumentar a seletividade e resolugao, tornando tais diagnosticos possiveis.

Biossensores baseados nos diferentes tipos de materiais funcionalizados tém emergido
ultimamente nos diferentes campos da biomedicina. Em especial, biossensores baseados na
medicao de um sinal otico, biossensores 6ticos, sao a classe de biossensores mais diversa,
pois podem ter como base diversos tipos de espectroscopia nomeadamente fluorescéncia,
ressonancia plasmonica de superficie (SPR), dispersao de Raman amplificada por superficie
(SERS), ultravioleta-visivel, fosforescéncia, espectrometria de refragao e dispersao. Os
biossensores baseados na fluorescéncia, SPR e SERS serao aqueles que abordaremos nesta
monografia. Esses métodos espectroscépicos podem alids medir propriedades diferentes,
como a energia, polarizagao, amplitude, tempo de decaimento e/ou fase. A amplitude é a
medida mais comum, pois facilmente permite realizar a detegao do analito especifico e
quantificd-lo.*'>"”

Em suma, a detegao otica € um método que usa biossensores para a sua detegao e
quantificagao dos analitos ou células em estudos in vitro ou in vivo. Comparativamente aos
biossensores eletroquimicos, os biossensores 6ticos tém muitas vantagens, como a de nao
serem invasivos, a capacidade de detetarem multiplos alvos, a possibilidade do rastreamento
ativo de analitos ou células in vitro/in vivo, e assim por adiante. Na Figura 2 é apresentada a
representagao esquematica de biossensores oticos baseados em Fluorescéncia, em SPR e

SERS.”?
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Figura 2. Biossensores 6ticos (baseada na referéncia 14)

Fluorescéncia

Entre outras opgdes, a detecao por fluorescéncia é uma das metodologias mais
utilizadas, devido as vantagens da alta sensibilidade, seletividade e simplicidade. No
biossensor baseado em fluorescéncia, sao aplicados marcadores fluorescentes como por
exemplo, pontos quanticos (quantum dots, QDs), nanoparticulas de ouro (AuNPs) ou
nanobastoes (nanorods, NRs), que emitem a luz a uma frequéncia menor do que a luz no seu
estado de excitacio.””

Um ensaio ultrassensivel baseado em NPs é um ensaio de amplificagao por bio codigo
de barras (biobarcode assay, BCA), que utiliza oligonucleotidos e sondas de NPs. Os bio
codigo de barras apresentam grande potencial em nanotecnologia e tém permitido o
desenvolvimento de sensores, devido as suas caracteristicas como o tamanho pequeno e a
capacidade de ligagao. O sinal ético é amplificado através de um processo de amplificagao
por NPs de prata para aumento de sinais e maior sensibilidade na leitura otica. O ensaio, em
certas condi¢oes, permite detetar proteinas como o antigeno especifico da prostata (PSA),
com um limite de detecio (LOD) de 30 attomolar (aM, 10"'® mol/dm’), ou alvos de 4cido
nucleico, a um nivel de 500 zeptomolar (zM, 10 mol/dm’). Este teste ultrassensivel baseado
em NPs poderia fornecer uma alternativa mais sensivel para a detegao do antigénio da
capside VIH-1 (p24), em comparagao aos sistemas baseados em ELISA. Posteriormente,
houve ensaios onde se modificou este ensaio BCA baseado em NPs para a detegao do
antigénio da capside VIH-1 (p24), utilizando microplacas revestidas com anticorpo anti-p24
para capturar o antigénio virico (p24). Assim, a estreptavidina revestida por uma NP a base
de bio cddigo de barras (oligonucleétido) de DNA é usada para amplificagao de sinal,

seguido por detegao usando um método de scan baseado num chip. Este ensaio € 150 vezes
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mais sensivel e deteta o antigénio p24 do VIH-I| trés dias mais cedo do que o método de
ELISA convencional podendo ser concluido dentro de 2 a 3 horas. No entanto, esta
estratégia tem algumas desvantagens. Designadamente, o facto de os oligonucledtidos
precisarem de ser modificados com corante (os corantes organicos sao sensiveis ao
fotobranqueamento e alguns deles apresentam um fundo fluorescente significativo, o que faz
decrescer a sensibilidade do método) e as vezes com um supressor, o que torna todo este
processo complicado e dispendioso.”?

Esferas magnéticas (MBs) conjugadas com anticorpos monoclonais como o gp|20MAbs
(gp120MAbs—MBs) foram aplicados para isolar particulas de VIH-1, enquanto esferas
poliméricas nanométricas fluorescentes (FNBs) conjugadas com gpl20MAbs (gp|20MAbs-
FNBs) foram usados para obter sinais de fluorescéncia. A adicao de gpl20MAbs—FNBs e
gp120MAbs—MBs na presenca de VIH-I leva a formagao de um complexo de particulas MBs—
VIH-1-FNB, que pode ser facilmente isolado e concentrado por separagio magnética
comum. Os resultados mostraram que as esferas conjugadas de anticorpos do VIH-I
neutralizantes podem ser empregues para a detegao especifica, quantitativa e rapida (menos

de 1,5h) de particulas de VIH-I com um baixo volume de amostra (inferior a 100 mL) e sem

qualquer pré-tratamento de amostras (Figura 3).”
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Figura 3. Dete¢do de particulas gp 120 de VIH por aplicagdo de microesferas conjugadas com anticorpos.
(Adaptada da referéncia 7).

A anidlise de imagem através da classificagao de células ativadas por fluorescéncia
(FACS) revelou a detegao especifica e quantitativa de particulas de VIH-I|. Estes resultados
fornecem a prova de principio de que amplamente os anticorpos de gp120 neutralizantes do
VIH-1 acoplados a nano-esferas podem ser empregues na deteciao direta de particulas de
VIH-1 com implicagao potencial para o desenvolvimento de sistemas de diagnodsticos

especificos e rapidos.”
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Outro método baseia-se em tiras de teste. As tiras de teste imunocromatograficas
com utilizagao de ouro coloidal sao uma tecnologia bem estudada e aplicavel. No entanto, os
pontos quanticos (quantum dots, QDs) sao diferentes das nanoparticulas de ouro
convencional, por possuir maior area de superficie especifica e melhor biocompatibilidade.”?
As propriedades optoelectroénicas unicas apresentadas pelos QDs dao-lhes vantagem sobre
os corantes organicos tradicionais, nao apenas no papel de etiquetas fluorescentes para

bioimagem, mas também como sondas emissivas.**

Os QDs, enquanto novas NPs
fluorescentes, conseguem agregar um maior numero de biomoléculas, com esta capacidade
aumentando a sensibilidade e a precisao das tiras. Os QDs possuem varias propriedades
distintas para o ensaio de fluxo lateral. Nomeadamente terem um tamanho menor e
controlavel (2-20 nm), que permite alterar as condigoes de reagao e passar pela faixa com
maior facilidade e rapidez. Demonstram também um tempo de vida de fluorescéncia maior e
boa foto-estabilidade. Por todas estas caracteristicas, afiguram-se excelentes para ensaios de
detecdo. O facto de apresentarem maior razao area-volume, leva-os a ter mais sitios de
ligacao, excelente compatibilidade bioldgica e estabilidade, fazendo com que se combinem
melhor e com maior facilidade com biomoléculas. Resumindo, um conjunto diverso de
investigadores desenvolveu um tipo de tiras de Ensaios de Fluxo Lateral (LFA) fluorescentes
economicas e portateis, baseadas na amplificagdo nao enzimatica mediada por Toehold,
tornando possivel dispensar instrumentos sofisticados e caros de detecao e precisao, assim
como técnicos especialistas para o fazer. Apos a sintese do CdTe-H2 o DNA do VIH ligou-
se ao CdTe formando-se CdTe-dsDNA. O CdTe-dsDNA formado liga-se a tira de teste,
melhorando assim o sinal do teste. O limite de detegao (LOD) destas tiras é de 0,76 pM,
com grande seletividade, reprodutibilidade e estabilidade. O método proposto apresenta
potencial para detegao clinica, utilizando soro humano. Acima de tudo, as tiras de teste
fluorescentes combinadas com a amplificagao de sinal atuam concomitantemente como uma

medida de detecdo para o diagnéstico precoce da SIDA.»

Ressonancia plasménica de superficie (SPR)

O biossensor pode realizar uma bioanalise eficiente, especifica e rapida de virus por
diversas técnicas baseadas em nanoestruturas e uma delas é a SPR.'” A técnica de SPR é um
método otico que mede o indice de refragao de camadas muito finas de material adsorvido
num metal (a interface metal/dielétrico ou metal/vacuo), constituindo uma poderosa
ferramenta analitica devido as suas vantagens de monitorizagao e analise estavel em tempo

|I8

real.”” Devido as suas caracteristicas, os biossensores oticos baseados em SPR estao a ter
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uma grande aplicagao, tanto tendo como base uma ampla variedade de interagdes entre
macromoléculas, como na definicao de alta ou baixa afinidade da interagao entre pequenas
moléculas e na andlise da interagao biomolecular em tempo real (por exemplo, anticorpo-
antigeno, ligante-recetor, DNA-DNA, DNA-proteina, proteina lipidica e biomoléculas
complexas) sem requisitos de funcionalizagio.” O sinal de resposta do SPR est4 relacionado
com a quantidade das moléculas ligadas a superficie do chip. Até agora, varios ensaios de SPR
empregaram estratégias de amplificacao de sinal baseadas em enzimas ou nanomateriais
metalicos para melhorar a sensibilidade.'® Resumidamente, esta técnica é aplicada para ligar
NPs as superficies alvo e, em seguida, analisar a mudan¢a do sinal por SPR usando
microscopia SPR.

As AuNPs revestidas com multiplas copias de ligantes de sulfato na extremidade,
passam a atuar como agentes anti-VIH. Sao capazes de se ligar a glicoproteina gp120 do
envelope do VIH (a ligagao sera avaliada pela ressonancia de plasma de superficie) e de inibir
in vitro a infecio pelo VIH das células T em concentracdes nanomolares.” Também foi
demonstrado que uma densidade de 50% de ligantes sulfatados em AuNPs com um tamanho
de aproximadamente 2 nm é suficiente para alcangar grandes atividades anti-VIH. Cientistas
conseguiram que ocorresse a detecao otica em tempo real de AuNPs soltas em superficies
usando microscopia SPR. A técnica explora as reflexdes alteradas localmente a partir de uma
superficie SPR causada por AuNPs ligados a particulas soltas do tipo VIH (com diametros de
aproximadamente de 100 nm). Uma razao sinal-ruido de aproximadamente 4 foi obtida com
particulas de poliestireno de 40 nm.’

Noutro estudo, foi desenvolvido um método otico de genossensibilizagao sem
marcadores, implementando nanobastoes de ouro (AuNRs) anisotropicos carregados
positivamente e um ADN com sonda livre de marcadores num tampao com grande forga
ionica para a detegao de sequéncias especificas de ADN de VIH. Quando o alvo de ADN ¢
adicionado, se os AuNRs se agregarem, vai ocorrer uma mudanga de cor, de vermelho para
roxo claro, o que resulta numa forte dispersao de luz medida por dispersao de luz por
ressonancia plasmonica (PRLS) a 555 nm. As medigSes efetuadas aumentam linearmente com
o aumento da concentragao do alvo de ADN. Neste método, um LOD de 80 pM foi
alcangado para o segmento de LTR do VIH-1 U5 e a detegao pode ser concluida em menos

de 5 min.’
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Dispersao de Raman amplificada por superficie (SERS)

Outra tendéncia na area de sensores é o desenvolvimento de sensores baseados em
SERS funcionando o espectro molecular como impressao digital, que depende da intensidade
de espelhamento Raman das moléculas, o qual aumenta significativamente apds a adsorgao
numa superficie de metal.'> Os biossensores baseados em SERS aplicam intensificagio a
dispersao de Raman através de moléculas adsorvidas em superficies de metal (por exemplo,
AuNPs ou nano particulas de Ag) ou por nanoestruturas (por exemplo AuNRs).” Entre as
diferentes técnicas espectroscopicas que caracterizam o campo eletromagnético resultante
da ressonancia plasmonica de AuNPs (superficie intensificada por fluorescéncia, superficie
intensificada por absorc¢ao e superficie intensificada por dispersao de Raman), a SERS ¢é a
mais apelativa, devido ao aumento do sinal que permite, por um fator de cerca de 10"-10",
melhorar o LOD de conjuntos de moléculas para o nivel de molécula singular, e assim
alcancar sensibilidade comparavel a fluorescéncia.”

As AuNPs tém sido amplamente utilizadas no campo da detecao de virus, dadas as
propriedades oticas/elétricas unicas que evidenciam. Num determinado estudo conseguiu-se
detetar a sequéncia de DNA viral do tipo VIH-I com uma sensibilidade de cerca de 100
pmol/L, aproveitando propriedades oticas nao-lineares de segunda ordem de AuNRs.”” As
técnicas baseadas na dispersao de Raman sao técnicas analiticas muito poderosas, utilizadas
para andlise quimica e biologica, e fornecem informagoes sobre estruturas moleculares,
processos de superficie e reagoes de interface. A SERS normalmente nao é tao poderosa em
moléculas que nao se encontrem localizadas na superficie de nanoparticulas de metal,
porque a luz visivel que nao é absorvida por estas moléculas vai ser apenas dispersa com
pouca intensidade fora das vibragoes moleculares. A regra de selecao para espectroscopia
Raman é a polaridade que vai mudando ao longo da vibragao, a qual geralmente fornece
apenas um sinal ativo fraco na concentragio de niveis usuais.”

Enquanto que os espetros de fluorescéncia sao espetros de bandas largas (tipicamente
50-100 nm, a meia altura da banda) e acontece facilmente a sobreposicao espectral, os
espectros Raman do mesmo composto apresentam bandas mais estreitas (inferior a | nm, a
meia altura da banda). Os espetros de Raman, fornecem informagao estrutural de uma
molécula e sao uma ferramenta ideal para a genotipagem molecular devido a sua seletividade
associada as linhas de emissdo estreita e as bandas vibracionais especificas da molécula.® No
entanto, a se¢ao transversal obtida por espectroscopia de Raman nao é tao intensa e nao
permite a obtengao de limites de detegao tao baixos. A SERS foi observada pela primeira vez

em 1974. Esta técnica intensifica o sinal obtido por dispersao Raman para moléculas
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adsorvidas especialmente em superficies metdlicas nanoestruturadas e NPs. A velocidade,
seletividade e relativa facilidade de implementagao da técnica SERS é uma alternativa muito
importante para as ferramentas e metodologias de diagndstico viral atuais.”?

Posteriormente, foi demonstrado que um sensor baseado em plasma pode detetar
sequéncias de acido nucleico do gene gag do tipo VIH-I. Este ensaio envolve um nano
sensor, consistindo em um hairpin loop de ADN com uma molécula que da origem a
dispersao de Raman numa extremidade e NPs de Ag na extremidade oposta. O sinal SERS é
observado quando o sensor designado por sentinela molecular (MS) esta na conformagao
hairpin (estado fechado). Contudo, quando esta apresenta-se no seu estado aberto, o sinal é
menor. Neste ensaio foram utilizados coloides de Ag com um diametro que se situava entre
35-50 nm e apresentando uma absorgao maxima a 390 nm. Estima-se que a eficiéncia de
supressao de SERS seja de 75% apos a hibridagao do nano sensor MS de plasma a sequéncia
alvo do ADN do tipo VIH-I.

Outro método combina NPs magnéticas funcionalizadas com Ag/SiO, com os
oligonucleotidos como sensor de Raman. Neste método as NPs magnéticas revestidas de
silica com o grupo amino (vao funcionar como cadeias de captura como matriz de
imobilizagao), e em conjunto tem inserido uma ferramenta de separagao para detegao de
sequéncias de ADN relacionado ao VIH. As nanoparticulas Ag/SiO, exibem uma forte
intensidade de SERS, e as capsulas de silica em torno dos nucleos de prata permitem que as
etiquetas Raman exibam uma forma de atuar extraordinaria e facil (observou-se que os
nucleos de prata com uma dimensao de 23 +/-1 nm sao encapsulados por um revestimento
de silica com 12 +/-1). Assim, as NPs magnéticas possuem vantagens, tais como a facil
separacao e amplificagao de sinal. Tudo isto é possivel porque a separagao magnética nao s6
diminui a perda de amostra e reagao inespecifica na maior extensao durante a lavagem, mas
também concentra a hibridizacao do produto final, levando ao aumento do sinal Raman. O

tempo ideal de hibridizagao é de 60 min.

Dispersao de hyper-Rayleigh (HRS)

Num estudo, monitorizado usando a técnica de dispersao de hyper-Rayleigh (HRS),
foram relatadas propriedades oticas nao lineares de segunda ordem extremamente altas.
Este ensaio é utilizado para a detecao do gene gag de cadeia simples do DNA do HIV com
excelente sensibilidade (100 pM) e seletividade (incompatibilidade de par de bases Unico).
Quando um 145-mer isento de marcadores sofreu hibridizagao com 100 pM de ADN alvo,

observou-se uma alteragao colorimétrica clara devido a agregagao (alteragoes maximas de
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absor¢ao de 697 a 950 nm) e a intensidade HRS aumentou 45 vezes, facilitando assim a

detecido dos virus e economizando tempo.””®

Tabela |. Alguns estudos baseados nos métodos de detegdo eletroquimicos abordados anteriormente
(Com base nas referéncias 7, 20 e 28).

Método de Nanomateriais Alvos Tempo de Limites de
detecao otico detecao detecao
A estreptavidina
revestida por uma NP a o Pode ser concluido
A . S Antigénio da
Fluorescéncia base de bio codigo de L dentrode2a3 /
; o capside VIH-1 (p24)
barras (oligonucleétido) horas
de DNA
Fluorescéncia Adicao de gp|20MAbs— Isolar particulas de réQizzn(tr:Ztr:\;z Ze /
FNBs e gp|20MAbs—MBs VIH-1 P 1,5h)
Tiras de Ensaios de Fluxo
Lateral (LFA)
Fluorescéncia fluorescentes com DNA do VIH / 0,76 pM
Pontos Quanticos (QDs),
como CdTe-H2
AuNPs revestidas com
SPR multiplas copias de Glicoproteina gp120 / /
ligantes de sulfato na do envelope do VIH
extremidade
Nanobastoes de ouro
(AuNRs) anisotropicos Sequéncias
SPR carregados positivamente  especificas de ADN / 80pM
e um ADN com sonda de VIH
livre de marcadores
Sequéncia de DNA
SERS AuNPs viral do tipo VIH-| / 100 pmol/L
NPs magnéticas A
SERS revestidas de silica com o Sequ'j.-:naas de DNA 60min /
. relacionado ao VIH.
grupo amino
Gene gag de cadeia
HRS NPs magnéticas simples do DNA do / 100 pM
HIvV

2.2.2. Biossensores eletroquimicos

Os métodos eletroquimicos podem ser usados também na detecao de acidos

nucleicos. Devido ao uso de compostos electroquimicamente ativos, a detegao
eletroquimica pode ser considerada como uma das ferramentas mais sensiveis para a

detecio de acidos nucleicos.”’ Existem inimeros biossensores eletroquimicos, que sio
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desenvolvidos com o intuito de serem aptos para detecao de determinadas moléculas alvo.
Existem varios métodos de detecao eletroquimica, como a voltametria ciclica (CV), a
voltametria de onda quadrada (SWYV), a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), a

voltametria de impulso diferencial (DPV), e ainda um método hibrido."

Voltametria ciclica (CV)

A voltametria reporta-se a uma técnica eletroquimica na qual, a partir do registo de
curvas de intensidade de corrente em fungao do potencial, se consegue obter informagoes
qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica, feitas durante a eletrolise dessa espécie
numa célula eletroquimica. Célula essa que tera na sua constituicao pelo menos dois
elétrodos: um referido como o elétrodo de trabalho e o outro como o de referéncia. O
mecanismo consiste hum varrimento de potencial aplicado entre estes dois elétrodos. Por
outras palavras, € um potencial que vai variando com uma velocidade constante em fungao
do tempo. Tanto o potencial como a corrente resultante do processo sao registados em
simultaneo. No final é obtido um voltamograma com os dados da intensidade de corrente e
do potencial.***'

A voltametria ciclica apresenta-se como um tipo de medigao eletroquimica em que o
potencial do elétrodo de trabalho vai aumentado numa relagao linear com o tempo. Um
voltamograma ciclico é desenhado com a corrente do elétrodo de trabalho em relagao a
voltagem aplicada. Este tipo de voltametria é comumente aplicada para fins de detecao e de

caracterizacio das propriedades eletroquimicas de um analito em solugio.'!

Voltametria de onda quadrada (SWY)

A voltametria de onda quadrada de varrimento rapido apresenta uma vantagem
relativamente ao método DPV, que é o facto de permitir a realizagdo de experiéncias com
uma maior rapidez. Todavia, a componente da sensibilidade é bastante semelhante entre as
duas técnicas. Uma experiéncia tipica que geralmente demora cerca de trés minutos para ser
realizada pela DPV, na SWYV pode realizar se em segundos.”> No método SWV, a corrente
no elétrodo de trabalho é medida, enquanto que o potencial entre um elétrodo de

referéncia e o elétrodo de trabalho é varrido linearmente em relagio ao tempo.''

Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)

Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) ou a impedancia de Corrente

Alternada (AC) é uma técnica sensivel que, no sistema estudado, monitoriza a resposta
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elétrica apds a aplicagao de um sinal de corrente alternada periodico e de pequena
amplitude. Neste método, a resposta do sistema fornece informagoes sobre o estado da
interface (presenga de substancia ou analito adsorvido) e pode detetar a ocorréncia de
reagoes de interface. Devido ao uso de rotulos electroquimicamente ativos, os métodos de
detecao baseados em eletroquimica podem ser considerados como uma das ferramentas
mais sensiveis para a dete¢ao de enzimas, anticorpos e acidos nucleicos. Um arranjo de
biossensores eletroquimicos tem muitas vantagens, como por exemplo apresentar um baixo
LOD, baixo custo e simplicidade, devido a facilidade de obtengao de sinal elétrico. EIS como
as parcelas de Nyquist foram relatadas como um método eficaz para monitorizar as
caracteristicas da superficie e, assim, permitir uma compreensao da transformagao quimica e
processos associados a superficie condutora do elétrodo em diferentes etapas de

modificacio'’

Voltametria de impulso diferencial (DPV)

A DPV é das técnicas de voltametria mais usadas para fins analiticos, devido as
vantagens que apresenta. Uma delas € a resolucao superior em relagao a outras técnicas que
utilizam uma corrente continua.’"*? Este tipo de método é sensivel e extremamente seletivo
na medicao de vestigios e nas determinagao de analitos. Na DPV, o potencial é varrido com

uma série de pulsos.'"

Método Hibrido

No método hibrido, utilizam-se 2 ou mais métodos eletroquimicos, referidos
anteriormente, para a detecio de analitos."
Na Tabela 2 encontram-se alguns exemplos de estudos relativamente aos métodos de

detecao eletroquimicos acima referidos.
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Tabela 2. Alguns estudos baseados nos métodos de detegio eletroquimicos abordados anteriormente

(Com base na referéncia 11).

Método de Nanomateriais Alvos Parametros Limite de
detecao detecao
eletroquimico
Ccv AuNPs HIV gp 120 Potencial de scanning: 600 fg/mL
-200 mV a 800 mV
Potencial:
5mV
Ccv NPs magnéticas Sequéncia de ADN  Potencial de scanning: 160 pM
de HIV -600 mV a 600 mV
Frequéncia:
100 mHz a 100 kHz
Potencial:
-300 mV
sSwyv Elétrodos impressos ~ Sequéncia de ADN  Potencial: 0.1 pg/L
em tela baseados em  de HIV 5mV
nanotubos de
carbono
EIS AuNRs Deferiprona Frequéncia: 5nM
(medicamento de 0.0l Hz a 10 kHz
replicacao anti-HIV)  Potencial:
00a+ 175V
Scan:
100 mVs
DPV Nanoestruturas de Sequéncia de ADN  Potencial: 5.0 aM
DNA de HIV 200 mV a -600 mV
autoconstruidas Scan:
100 mV/s
Método Compésito de Sequéncia de ADN  Frequéncia: 0.5 pM
Hibrido nanoparticulas Au-Ag  de HIV [0a 10° Hz
(EIS-CV) Amplitude:
5mV
cv Elétrodo de carbono  Transcriptase Scan: 0,8 pg/mL
sSwy impresso em tela Reversa (RT) do 100 mV/s (0.7 fM)
EIS com fungao AuNPs HIV-1 Potencial (CV):

100 mV a 350 mV
Potencial (SWV):
100 mV a 300 mV
Amplitude (SWV):
25 mV

Frequéncia (SWV):
10 Hz

Frequéncia (EIS):
100 kHz 2 0.1 Hz
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3. Conclusao

A populagao humana é globalmente ameagada por pandemias expansivas causadas por
virus, como o virus da imunodeficiéncia humana, sendo as possibilidades de diagnostico
atuais relativamente limitadas.” No entanto, este dominio tem vindo a sofrer grande
evolugao, havendo atualmente varias nanotecnologias em estudo como base de métodos de
diagnostico otico para detegao de VIH tais como os biossensores baseados na fluorescéncia,
no SRP e no SERS. Além dos métodos de diagndstico otico, existem os métodos
eletroquimicos, como a voltametria ciclica, a voltametria de onda quadrada, a espectroscopia
de impedancia eletroquimica, a Voltametria de pulso diferencial e o método hibrido. Em cada
método, varios exemplos de experiéncias e desenvolvimentos foram abordados,
especificando-se as respetivas vantagens, desvantagens e limites de detecao. De uma forma
geral, os métodos oticos para desenvolvimento de biossensores apresentam varias
vantagens. Sao métodos nao invasivos, permitem a detecao de multiplos alvos e o
rastreamento de analitos ou de células in vitro/in vivo. Relativamente aos métodos
eletroquimicos, estes ganham ao utilizar instrumentos pouco dispendiosos, conseguindo
atingir limites de detecao muito baixos com a simplicidade de obtengao de um sinal
eletroquimico. "' Neste sentido, ambos os métodos tém pontos positivos muito relevantes
na detegao do virus VIH, embora ao longo desta monografia a detecao otica tenha um maior
destaque, por mostrar que futuramente, com o desenvolvimento de novos dispositivos e
materiais que a nanotecnologia oferece, ocorrera provavelmente uma nova revolugao na
detecao de doengas incuraveis, como VIH/SIDA. Estes desenvolvimentos baseados em
nanotecnologia passam pela disponibilidade de uma detegao sensivel e especifica, bem como
pela possibilidade de obtengao de métodos melhorados para identificar o VIH-I usando
nanobiossensores oticos, associados a prevengao da transmissao sexual do VIH no inicio de
infecao, com uma sensibilidade aumentada e a possibilidade de se desenhar novos sistemas

de detecio de chip, a qual apenas é possivel com os métodos de detecio otica.”"
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