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Relatério de estagio em Farmacia

Comunitaria

Orientadora: Dra. Joana Parente



Abreviaturas

DCI - Denominagao Comum Internacional

FM - Farmacia Manso

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM - Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
MSRM - Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

SNS - Sistema Nacional de Saude

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats / Forgas, Fraquezas,

Oportunidades e Ameagas



Introducao

O farmacéutico sendo um agente de salde publica, deve atuar em articulagio com os
restantes profissionais de saide. E uma profissio antiga e bastante complexa, englobando
diferentes vertentes como: Farmacia Hospitalar, Analises Clinicas, Industria Farmacéutica,
Distribuicao Grossista, Farmacia Comunitaria, entre outras, sendo a Ultima a vertente mais
visivel da profissao, representando muitas vezes o primeiro local a que os utentes recorrem
numa situagao de necessidade. M

O farmacéutico desempenha a sua tarefa de uma forma discreta mas com grande
eficacia, qualidade e profissionalismo. As constantes mudangas do setor farmacéutico, com
subsequente necessidade de adaptagao, faz com que haja a necessidade de investir na
formagao continua, de forma a integrar-se numa rede multidisciplinar de cuidados de satde
centrados no doente.

Para exercer a atividade, o farmacéutico deve estar inscrito na Ordem dos

Farmacéuticos, sendo portanto fundamental ser titular do mestrado integrado em Ciéncias
Farmacéuticas. ® O estagio curricular constitui o ultimo semestre do MICF, o culminar de 5

anos de formagao e a primeira experiéncia dos estudantes enquanto profissionais de saude,
permitindo a consolidagao de todos os conhecimentos adquiridos até entao. Por estas
razoes, penso que esta € uma etapa imprescindivel na formagao dos futuros farmacéuticos e
também para o crescimento pessoal.

A escolha do local de estagio recaiu sobre a Farmacia Manso, em Viana do Castelo,
sob a orientagao da Dra. Joana Parente, com inicio a 7 de janeiro e fim a 30 de abril. A
opgao por esta farmacia foi pelo facto de ja conhecer desde ha alguns anos, sendo eu proépria
cliente da mesma, assim como também pelo facto de ser constituida por uma equipa jovem

com um espirito de entreajuda bastante visivel.



Analise SWOT

O presente relatorio tem como finalidade apresentar uma analise critica as atividades
realizadas e conhecimentos adquiridos durante o estagio sob a forma de uma andlise SWOT
(Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats). A analise SWOT é uma ferramenta de
gestao amplamente utilizada por diversas empresas, de diversas areas, sendo utilizada para
identificar os pontos fortes e fracos de uma empresa/organizagao, assim como as
oportunidades e ameagas das quais a mesma esta exposta. Dividindo-se em duas vertentes:
andlise interna (Pontos Fortes e Pontos Fracos) e andlise externa (Oportunidades e
Ameagas). @) Assim, o relatério consiste numa anilise dos fatores que marcaram tanto
positivamente (as mais valias e tarefas que contribuiram para a minha aprendizagem) como
negativamente o estagio (aspectos menos positivos e que se apresentaram como
dificuldades), sao ainda analisadas as oportunidades adicionais que o estigio me

proporcionou assim como os fatores que possam ter ameagado o seu sucesso.

|. Pontos Fortes

|.I Estruturagao do Plano de Estagio

O planeamento do estdgio foi sem duvida um fator decisivo no sucesso do mesmo e
permitiu que todo o processo decorresse de forma légica com o objetivo de proporcionar a
melhor formacao possivel e de acordo com a evolugao dos meus conhecimentos e
capacidades enquanto estagiaria. No inicio do estagio, comecei por desempenhar tarefas de
back office. Estas consistiam maioritariamente no processo de visualizagao da recegao de
encomendas e reposicao de medicamentos nas gavetas e lineares. Esta fase foi especialmente
importante porque me permitiu ter contacto com a maioria dos produtos da farmacia, assim
como conhecer a sua localizagao, o que agilizou posteriormente o atendimento ao balcao.

Durante as primeiras semanas, realizei também alguns servigos farmacéuticos que a
farmacia disponibiliza como a medicao da tensao arterial e glicémia. Estas atividades
proporcionaram um primeiro contacto com os utentes da farmacia e foram fundamentais no
relacionamento com o publico.

Seguiu-se a rececio de encomendas, tarefa que passei a realizar diariamente.
Comecei também a assistir aos atendimentos realizados pelos elementos da equipa técnica.
Esta atividade foi extremamente importante visto que me permitiu entender o

funcionamento basico do programa vigente na FM, o Sifarma 2000® assim como adquirir
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formagao indispensavel relativa ao aconselhamento de medicamentos e outros produtos,
nomeadamente os de venda livre. Passei também a colaborar com as farmacéuticas
responsaveis pela conferéncia do receitudrio e separagado do mesmo de acordo com os
diferentes planos de comparticipagao envolvidos. Apesar das receitas manuais ja nao serem
tdo comuns, ainda surgem na farmacia e é necessario certificar que todos os parametros
estio corretos antes do seu envio as entidades competentes.

O dltimo passo foi o atendimento ao balcao, tarefa muito importante, que me
permitiu descobrir novas especificidades e funcionalidades do Sifarma 2000®, desenvolver
ainda mais o relacionamento com o publico e também aumentar o meu aconselhamento a

nivel da medicagao, produtos de cosmética e MNSRM.

|.2 Localizagao da farmacia e Publico alvo

A FM localiza-se no centro histérico de Viana do Castelo, em frente ao jardim
publico, acaba por ser uma zona de passagem de muitos cidadaos, turistas e até peregrinos
dos Caminhos de Santiago de Compostela. Posto isto, pode dizer-se que a populagao alvo da
FM é bastante abrangente e envolve varias faixas etarias, sendo, contudo, a populagao idosa
o cliente-tipo mais abundante. Este leque de clientes de diferentes idades foi um aspeto
significativamente positivo no meu estagio pois permitiu-me lidar com diversas situagoes e
adaptar a comunicagao e o aconselhamento ao utente em questao.

Com o publico mais jovem, e na sua maioria mulheres, tive a oportunidade de
desenvolver o aconselhamento e conhecimentos a nivel da cosmética. Relativamente a
gravidas e maes recentes foi-me possivel desenvolver aptidoes e familiarizar-me com os
produtos de puericultura e ainda analisar os medicamentos passiveis de serem utilizados em
situagoes de gravidez e aleitamento. Em relagao aos utentes mais idosos, permitiu-me uma
aprendizagem ainda mais abrangente, na medida em que era confrontada com diversas
doengas e multiplas terapéuticas, tendo desenvolvido a capacidade de anilise e espirito
critico em relagao aos diferentes regimes terapéuticos. No que diz respeito aos turistas e
peregrinos, na sua maioria estrangeiros, considero também um ponto muito benéfico do
meu estagio, permitindo-me explorar a comunicagao numa outra lingua, maioritariamente o
inglés, capacidade que julgo ser cada vez mais importante num profissional.

Para finalizar, um outro aspeto positivo é o facto de a equipa técnica conhecer a
maioria dos seus utentes, nao s6 devido ao estatuto adquirido pela farmacia como também

pela fidelidade da populagao, o que permite um atendimento mais personalizado e cuidado.
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|.3 Equipa de trabalho e integragao

A equipa de trabalho da FM é composta pela Dra. Joana, diretora técnica, Dra.
Helena, farmacéutica, e pela Rosa, Tiago e Vitor, técnicos de farmacia. Todas as tarefas estao
organizadas e distribuidas por todos, estando cada um ciente das suas responsabilidades
permitindo assim realizar o trabalho em harmonia. Esta divisao de tarefas permitiu que cada
um me ensinasse aquilo que lhe competia, acabando por ter aprendido um pouco com
todos, tudo o que se faz diariamente na farmacia.

Desde o primeiro dia que me receberam muito bem, o que facilitou logo os
primeiros contactos e amenizou o natural nervosismo dos primeiros dias. Para além disso, a
equipa da farmacia € uma equipa jovem onde reina o bom ambiente e um bom espirito de
equipa, o que permitiu que me entrosasse facilmente. Houve sempre uma grande
disponibilidade por parte de todos para me ensinar e auxiliar em todos os aspetos, sendo
fulcral para a minha aprendizagem. Além do mais, também todos os utentes me acolheram
de forma muito carinhosa, tendo sido bastante recetivos a que lhes fosse eu a prestar o

atendimento.

|.4 Formacgoes externas

Ao farmacéutico, como especialista do medicamento, é-lhe exigida uma permanente
preocupacao em assegurar uma formagao continua que lhe possibilite responder aos
continuos avangos cientificos e tecnologicos na area da saude, permitindo assim otimizar o
seu desempenho e cumprir com as suas obrigagoes profissionais com maior eficacia. Ao
longo do estagio tive a oportunidade de frequentar diversas formagdes na farmacia onde,
através da visita dos delegados a mesma, eram promovidos novos produtos/gamas ou entao
um produto/gama ja existente. Além da informacdao tedrica que é dada relativamente a
composicao, propriedades, conselhos de utilizagao e orientagoes para o aconselhamento dos
produtos, foi também possivel experimentar alguns e assim ter uma melhor perce¢ao das
suas caracteristicas como a textura e cheiro, o que é especialmente util para o posterior
aconselhamento dos mesmos.

Todas estas formagoes foram essenciais na medida em que me permitiu fazer um
aconselhamento mais completo, com uma visao mais abrangente sobre o mercado existente,

por forma a indicar o produto mais adequado a cada situagao em particular.
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|.5 Servigos Farmacéuticos

Atualmente, e cada vez mais, as farmacias apresentam diversos servigos
farmacéuticos acessiveis aos seus utentes o que permite, muitas vezes, um melhor
acompanhamento e controlo de certas doengas. A FM possui os servicos de medigao de
peso e altura, tensao arterial e glicémia. Qualquer um destes servigos € gratuito e prestado
pelos diversos elementos da equipa técnica.

Durante o estagio foi-me possivel realizar estes servigos disponibilizados pela
farmacia, ajudando-me assim a ganhar pratica no procedimento das medigoes bem como na
avaliagdo dos respectivos resultados e comunicagdo com o utente, que procura num

profissional de saide um aconselhamento profissional.

.6 Gestao de stock, seleciao dos fornecedores, armazenamento e

rececao

A gestao dos produtos existentes na farmacia é fundamental para que nao haja
excesso de produtos e portanto empate de capital mas deve-se assegurar sempre a
satisfacao das necessidades dos utentes. Na gestao dos existéncias tem que se ter em conta
alguns fatores, nomeadamente o perfil dos seus utentes (faixa etdria, sexo, recursos
economicos), localizagao e dimensao da farmacia, rotagao dos produtos, variagoes sazonais,
vantagens comerciais (descontos, ofertas), produtos publicitados pelos media e produtos
novos, frequéncia de entregas e numero diario de encomendas.

O aprovisionamento dos produtos pode ser realizado por diversos fornecedores,
sendo a selecao dos mesmos o primeiro passo. A FM tem, como principal fornecedor, a
Alliance Healthcare® que efetua entregas bidiarias, de manha e a meio da tarde, havendo uma
terceira em dias de servigo, ao fim da tarde; e a Cooprofar® cuja entrega é apenas de manha.
Existem ainda produtos que sao encomendados diretamente aos laboratérios, tais como
Pierre Fabre®, Cosmética Ativa®, entre outros.

A rececio das encomendas é igualmente um fator importante sendo sempre
imperativo certificar que a encomenda recebida esta de acordo com a efetuada, isto €, que
as quantidades, produtos, descontos ou ofertas estao de acordo com o previsto. Para além
disso, € necessario também conferir os pregos, prazos de validade e estado da embalagem.

Depois de todos os produtos entrarem correctamente no stock da farmacia, passa-se

a sua etiquetagem, para aqueles cujos pregos nao sao fixos, e arrumagao dos mesmos,
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verificando se o stock dos produtos indicados no Sifarma 2000® corresponde ao real,
evitando assim a ocorréncia de erros. O principio de arrumagao é feito segundo o principio
“first expire, first out”, ou seja, o produto a escoar em primeiro lugar deve ser o de prazo de
validade mais curto, assegurando a seguranga e eficacia dos produtos, salvaguardando assim a
salde do utente.

Durante o meu estagio tive a oportunidade de efetuar diversas vezes a recegao das
encomendas, quer das didrias quer das manuais, o que considero bastante vantajoso pois
contribuiu para que me familiarizasse mais facilmente com os diversos produtos da farmacia
assim como associar o principio ativo dos medicamentos ao seu nome comercial. Para além
disso, permitiu-me ser mais autbnoma e aprofundar o meu conhecimento relativamente as
diversas funcionalidades do programa informatico, essencial quando estamos perante o
utente, na medida em que, para além de agilizar o atendimento, transmitimos maior

confianca.

|.7 Prescrigao por DCI

A prescrigao eletronica tem sido uma mais-valia, nao s6 porque facilita a sua leitura a
nivel visual como também a nivel do programa informatico, onde depois de inserir o codigo
da receita e o cédigo de acesso, é-nos apresentada a lista de todos os medicamentos
prescritos assim como as quantidades dos mesmos e respectivas posologias. Para além disso
dao uma maior seguranga e conforto ao profissional uma vez que os erros de prescrigao sao
imediatamente detetados pelo Sifarma 2000°.

A prescricao por denominagao comum internacional (DCl) di ao utente, salvo
excecao, o direto de optar pelo medicamento genérico ou de marca, o que considero um
aspeto importante visto que o utente pode escolher de acordo com as suas capacidades
monetarias ou pelo facto de estar habituado a determinado medicamento.

Quando iniciei o atendimento ao publico, constei que este aspeto foi bastante
facilitador para mim na medida em que, durante a formagao académica, o objeto de estudo
sao os principios ativos e nao as suas denominagoes comerciais, permitindo-me reconhecer

mais facilmente os produtos através da substancia ativa.
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2. Pontos Fracos

2.1 Aconselhamento de MNSRM

Ao longo do estagio foram algumas as dificuldades sentidas, uma das principais foi no
aconselhamento de certos produtos. A existéncia de falhas na minha formagao académica
condicionou, por vezes, a minha intervengao, nao me permitindo realizar certas tarefas com
a autonomia que pretendia. Penso que existem algumas areas que o curso deveria explorar
mais, como por exemplo a dermofarmacia e cosmética, os medicamentos veterinarios, a
area da ortopedia, puericultura e alimentagao infantil.

Sendo o farmacéutico, muitas vezes, o primeiro e mais acessivel ponto de contacto
com o SNS, onde os utentes recorrem pedindo uma orientagao profissional para resolver
situagoes menores, penso que, o aconselhamento dos MNSRM foi um dos maiores desafios
e dificuldades pelas quais passei durante o estagio devido a falta de pratica e poucos

conhecimentos nas areas acima referidas.
2.2. Preparagao inexistente de medicamentos manipulados

A FM pertence a um grupo de farmacias e, dado que a preparagao de medicamentos
manipulados esta centralizada numa das farmacias do grupo, nao me foi possivel, durante o
estagio, observar ou preparar medicamentos manipulados. Sendo que o conhecimento e
experiéncia relativos a preparagao de manipulados sao uma vantagem e mais-valia para
qualquer farmacéutico, gostaria de ter tido a oportunidade de proceder a preparagao dos

mesmos e, por esse motivo, penso que este foi um ponto fraco do estagio.

3. Oportunidades

3.1 Formagoes

Sendo o farmacéutico um especialista do medicamente e um profissional de saude, a
sua formagao é continua e deve ser corretamente actualizada, acompanhando os avangos
cientificos e médicos assim como também a entrada de novos produtos no mercado de
modo a proporcionar o melhor aconselhamento possivel e satisfazer as necessidades dos
utentes. Torna-se fulcral o conhecimento dos produtos disponiveis na farmacia e, para tal, a
FM proporciona a sua equipa a oportunidade de assistir a diversas formagoes quer realizadas

na farmdcia através da visita dos delegados como também na sede dos laboratérios.
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Como estagiaria tive também a oportunidade de assistir e participar em diversas
formagoes, o que penso que foi bastante importante, ajudando-me nao sé6 a entender melhor
as formulagoes e aplicagdes de certos produtos como também a obter a informagao
necessaria para realizar um melhor atendimento. Foi-me ainda fornecido diverso material de
consulta, como tabelas de aconselhamento e catidlogos que se tornam muito Uteis, além de
serem ferramentas de facil consulta.

Para além de ter considerado um ponto forte do meu estagio, considero também que
tenha sido uma oportunidade de aprendizagem e formagao, nao sé enquanto estagiaria como

também como futura farmacéutica.

3.2 Integracao e aplicagao de conhecimentos adquiridos

Ao longo do curso, foram inimeras as unidades curriculares que contribuiram para a
minha formagao enquanto estagiaria em farmacia comunitaria. De entre elas destaco as
unidades curriculares de Farmacologia, Farmacoterapia e Intervengao Farmacéutica, uma vez
que considero que foram as que me forneceram os conhecimentos necessarios para o
desempenho de grande parte das fungoes enquanto farmacéutica comunitaria. O estagio
curricular foi sem ddvida uma excelente oportunidade para os integrar, aplicar em contexto

real e ainda amplia-los, contribuindo também para relembrar certos conhecimentos.

4. Ameacas

4.1 Formagao limitada em algumas areas

No final do estagio, considero que as principais dificuldades que senti estio
relacionadas com a formagao limitada em algumas areas do curso. De entre elas, destaco a
dermocosmética, a veterinaria, a suplementagao alimentar e também a ortopedia como
aquelas em que senti maior dificuldade e onde a escassez dos meus conhecimentos possa ter
sido uma ameaga ao sucesso do estagio. Embora estes sejam dominios abordados durante o
MICF, considero que a formagao nao é dada com o detalhe necessario para que os alunos
possam posteriormente aconselhar confortavelmente estes produtos, assim como responder

a duvidas apresentadas pelos utentes.
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4.2 Conhecimento insuficiente do programa Sifarma 2000®

Um outro fator que considero que possa ter sido uma ameaga foi, sem duvida, a falta
de conhecimentos relativamente ao programa Sifarma 2000®. Embora nio seja o Unico
programa informatico disponivel em Portugal para as farmacias, € o mais utilizado em todo o
pais e, por essa razao, seria logico existir uma maior formagao nesta area. Além disso, o
Sifarma 2000® é um programa extremamente complexo e com inlimeras funcionalidades,
sendo que, mesmo durante o estagio nao me foi possivel explorar todas as suas
potencialidades. Assim sendo, penso que seria benéfico para futuros estagiarios receber
formagao aprofundada sobre este programa antes de iniciar o estagio curricular, agilizando

assim o atendimento e todas as atividades de back office.

4.3 Outros estabelecimentos de venda de MNSR

A existéncia de locais autorizados para a venda de MNSRM pode representar uma
ameaga para as farmacias. Este tipo de estabelecimentos consegue ter produtos a pregos
mais competitivos e para além disso ha um acesso muito facilitado aos medicamentos,
podendo estimular a automedicagao irresponsavel por parte dos utentes, levando a

ocorréncia de efeitos adversos ou possiveis interagoes entre produtos.

44 Medicamentos Esgotados

O setor farmaceéutico tem sofrido constantes alteracoes devido a crise econémico-
financeira do setor, levando a medidas de diminuigao de custos, o que influéncia os stocks nas
farmacias, resultando muitas vezes na indisponibilidade de certos medicamentos ou outros
produtos de saude.

Para além da falta de stocks, existem muitos medicamentos esgotados ou cuja
distribuicao é rateada, sendo esta situagao alheia a farmacia e fora do seu controlo. Por
vezes estas situacoes sao de dificil compreensao por parte dos utentes e acabam por gerar
um certo descontentamento.

Estas situagoes tornam-se um pouco desagradaveis tanto para os utentes como
também para a equipa técnica, que tem de trabalhar no sentido de acalmar a situagao,
esclarecer todas as davidas e expor as situagoes da melhor maneira para que o utente possa

compreender.

16



Casos Praticos

Caso |

Um senhor de cerca de 50 anos solicitou, na FM, uma solugao e aconselhamento para
os sintomas que o andavam a incomodar ha uns dias. Estes sintomas passavam por dores de
cabega, congestao nasal e dores musculares. Tendo identificado estes sintomas como
caracteristicos de uma gripe aconselhei a toma de llvico®, sendo este uma associagio de
paracetamol, um analgésico e antipirético, com hidrogenomaleato de bromofeniramina, um

anti-histaminico e ainda cafeina. Para tal sugeri a toma de 2 comprimidos 3 vezes ao dia.

Caso 2

Uma senhora com idade por volta dos 40 anos dirigiu-se a FM para obter um
aconselhamento. Afirmou que sentia algum desconforto vaginal, tendo relatado sintomas de
dor e ardéncia ao urinar e corrimento vaginal, contudo sem dor abdominal. Considerando
que se tratava de uma infegdo flngica sugeri o Gyno-Pevaryl Combipack® o pack de 3 évulos
e da pomada, ambos de econazol, um antifingico. Para sua aplicagao sugeri que colocasse a
pomada na zona vulvar uma vez por dia apds a sua higiene pessoal, e que introduzisse o

ovulo o mais profundamente na vagina, ao deitar-.
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Consideracgoes Finais

O estagio curricular, sendo o culminar de 5 anos, torna-se fundamental para o
desenvolvimento, aperfeicoamento e consolidagao dos conhecimentos adquiridos ao longo
do MICF. Permitindo aliar os conhecimentos tedricos a pratica e confirmar o papel
interactivo e essencial que o farmacéutico pode ter na sociedade, possuindo a capacidade de
fazer a diferengas através dos servigos e aconselhamentos prestados.

A farmacia comunitaria, sendo a area mais visivel da profissao, €, sem duvida, um local
de aprendizagem constante onde diariamente sao enfrentadas novas situagoes e desafios,
estimulando assim o desenvolvimento e superagao.

Encaro esta experiéncia, com todos os seus pontos fortes, fracos, ameagas e
oportunidades, como algo que me ajudou imenso a crescer nao s6 a nivel pessoal, como
também a nivel profissional e social. O modo como fui acolhida ajudou imenso, tendo sido
uma mais-valia na medida em que me fez sentir bem-vinda e parte integrante da equipa. Toda
a dedicagao, simpatia e solidariedade sentida fez-me enfrentar cada desafio e superar-me a

cada dia, tornando o meu percurso mais facil e enriquecedor.
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Introducao

O farmacéutico, enquanto agente de saide publica e prestador de cuidados, deve
zelar e contribuir para uma melhoria continua da qualidade de vida da populagao,
desempenhando assim um papel determinante na sociedade. Nas diversas areas de
atividade, o farmacéutico deve cumprir e fazer cumprir as normas de boas praticas de
fabrico, laboratoriais, clinicas e de registo que assegurem a qualidade, eficacia e seguranca
dos produtos de saude.

A formagao do MICF da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra é
multidisciplinar e visa a preparagao de profissionais competentes em todas as areas ligadas
ao medicamento, ao utente e a saude publica. Durante o curso, senti também a
necessidade de ter uma ideia mais alargada relativamente ao ciclo de vida do
medicamento, dai a minha escolha para a realizagao do estagio curricular ter recaido na
industria. Além disso, considerei esta possibilidade de estagio como uma mais-valia para o
desenvolvimento de novas capacidades e conhecimentos noutras areas, o que é cada vez
mais valorizado no contexto actual.

O presente relatorio pretende descrever e refletir sobre as aprendizagens feitas ao
longo do estagio na Farmalabor, orientado pelo responsavel do departamento da Garantia
de Qualidade, Dr. Joao Braga, realizado de 2 de maio a 26 de julho, procurando respeitar
a confidencialidade e o sigilo adequado a uma empresa desta natureza. Através de uma
analise SWOT, vou referir, de forma sucinta, os pontos fortes, fracos, oportunidades e

ameagas que vivenciei durante este periodo de aprendizagem.

22



Enquadramento do Estagio

A Farmalabor é a unidade de produgao do grupo Medinfar, localizada na zona
industrial de Condeixa-a-Nova, opera essencialmente em regime de produgao para
terceiros (contract manufacturing).

Dedica-se ao fabrico de uma grande variedade de produtos farmacéuticos,
cosméticos e suplementos alimentares, em formulagoes solidas, liquidas e pastosas nao-
estéreis, para uma vasta gama de clientes, tanto nacionais como internacionais, entre os

(M

quais se encontra o grupo Medinfar.

Tendo como foco a melhoria continua da qualidade dos seus produtos e servigos, a
politica do Grupo Medinfar tem como referéncia a satisfagao das necessidades dos clientes
e a responsabilidade social, nas vertentes de ambiente e seguranga, encontrando-se assim
certificada pelas normas ISO 9001 (Qualidade), ISO 14001 (Ambiente) e OHSAS 18001
(Higiene e Seguranga no Trabalho). Além disso, as Boas Praticas de Fabrico (BPF) e de
Laboratério (BPL) nunca sao esquecidas, sendo cumpridas com rigor e dedicagao, visando
um grau acrescido de eficiéncia e confianga, possibilitando assim desenvolver os melhores
servigos orientados para as necessidades de cada um dos seus clientes.

A Farmalabor é uma industria que se destaca pela tecnologia inovadora, elevada
competitividade e uma equipa repleta de pessoas qualificadas, com preocupagdes atuais,
onde a aposta na formagao continua dos seus colaboradores permite um enorme

profissionalismo em todos os servigos prestados.
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Analise SWOT

A andlise SWOT ¢é uma ferramenta de gestao amplamente utilizada por diversas
empresas, de inUmeras areas, tendo como objetivo definir as relagoes existentes entre os
pontos fortes e fracos da empresa assim como também identificar quais as oportunidades e
ameagas as quais a mesma se encontra exposta. Assim, o relatorio consiste numa analise
dos fatores que marcaram tanto positivamente como negativamente o meu estagio. Além
disso sao ainda analisadas as oportunidades e as ameagas com as quais me deparei durante

este periodo de aprendizagem. ®

| . Pontos Fortes

|.| Departamento Multidisciplinar

A Industria Farmacéutica caracteriza-se pelos seus elevados padroes de Garantia da
Qualidade (GQ) de modo a produzir medicamentos mais estaveis, eficazes e seguros.

A GQ é responsavel por inumeras tarefas, nomeadamente controlo dos registos,
revisao da qualidade de produto, qualificagao de fabricantes, validagao de higienizagao e de
processos de fabrico, controlo de alteragdes, tratamento de desvios e de nao
conformidades. Englobando todas as atividades que influenciam a qualidade do produto final,
torna-se essencial ao longo de todas as fases do ciclo do medicamento.

Uma das mais-valias de ter estagiado no departamento da GQ foi, sem duvida, o facto
de este funcionar em estreita colaboragao com todos os outros departamentos da empresa,
sendo portanto um departamento multidisciplinar, o que me permitiu alargar horizontes e

ter uma visao global do que é feito nos outros setores da empresa.

|.2 Equipa de trabalho e integragao

Toda a equipa da GQ da Farmalabor foi determinante para o sucesso do meu estagio.
Desde o primeiro dia que fui recebida num ambiente familiar, de pessoas preocupadas com a
minha integracao e sempre muito prestaveis para me auxiliar a todo o momento. Todos eles
me acompanharam ao longo do estagio, e sempre me transmitiram os seus conhecimentos
da melhor forma, depositando em mim a confianga e autonomia necessarias para a realizagao
de todas as atividades, contribuindo para o meu desemvolvimento quer a nivel professional
quer a nivel pessoal.

24



Sem excecao, toda a equipa contribuiu para que esta experiéncia tenha sido mais
enriquecedora e gratificante. Foi um privilégio ter feito parte deste grupo de trabalho

durante 3 meses.

|.3 Percecao mais real e detalhada do funcionamento de uma industria

Esta experiéncia deu-me uma nogao muito mais real e alargada do grau de exigéncia
necessario até se obter o produto acabado. Todo o processo, desde o momento da
recegao das ordens de produgao até a obtengao do produto final, vai muito além do
processo de fabrico em si e, portanto, € uma nogao que sé6 quem experiencia € que a pode
ter.

A indUstria, envolve uma série de profissionais, areas e requisitos que sao essenciais
para que tudo se realize, tais como: registos, analises e estudos, passando pelos
procedimentos de higienizagao, fulcrais para assegurar a qualidade dos produtos, pela
montagem, afinagao e funcionamento das maquinas, e ainda por todos os controlos
realizados, tanto no inicio como durante o processo de fabrico (in-process control
(IPC/CEP)).

Sem duvida que foi uma experiéncia muito enriquecedora, nao so6 porque
possibilitou a aplicagao de conceitos adquiridos ao longo do ciclo de estudos, como
também me permitiu adquirir com novos conhecimentos e contactar com a realidade
profissional do farmacéutico na area da indulstria, reforcando a importancia de valores
como o trabalho em equipa, as relagoes interpessoais e a dinamica de trabalho de uma

grande industria farmacéutica.

|.4 Promocgao da autonomia e do sentido critico

Um dos pontos fortes deste estigio foi, sem dlvida, o facto de ter permitido
desenvolver a minha autonomia e sentido critico. Assim sendo, e apesar de todas as
minhas tarefas terem sido devidamente orientadas, tive toda a liberdade para as realizar e
para procurar solu¢coes para os obstaculos que iam surgindo. No decorrer do estagio,
com os diversos trabalhos que efetuei tive contacto com bases de dados e sites
inicialmente desconhecidos, o que também permitiu desenvolveu a minha autonomia na
medida em que, ao ter explora-los, consegui familiarizar-me com os mesmos.
Relativamente a promog¢ao do sentido critico, grande parte do trabalho que realizei
envolveu selecionar e compilar informagao, tarefas que pressupoem uma analise detalhada

e critica da informacao.
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Considero que estas duas caracteristicas sao fulcrais para qualquer farmacéutico,
particularmente na execugao de fungoes na area da GQ numa industria farmacéutica, um
departamento onde é constantemente necessario tomar decisoes importantes baseadas

em dados recolhidos e resultados obtidos.

|.5 Formacgao continua

Um dos principios da Farmalabor assenta na formagao continua, no sentido de dotar
todos os seus colaboradores com o conhecimento adequado para o melhor desempenho
das suas atividades. Esta necessidade de formagao baseia-se na realidade atual do mercado,
na estratégia e objetivos futuros aos quais a empresa se propoe a alcangar.

Com o intuito de adotar os principios da protegao do ambiente, prevengao da
poluicdo e uso sustentavel de recursos, assim como medidas para prevenir os riscos
profissionais foi-me dada uma formagao sobre Ambiente e Seguranga, pelas responsaveis
destes setores. Além disso, foram explicados os riscos laborais de cada uma das areas
existentes na industria e foi feita também uma breve explicagao de todo o material de
seguranca e regras a adotar na area de produgao. Para além destas, tive também a
oportunidade de realizar outras formagoes noutros departamentos da empresa, como por
exemplo no armazém.

A participagao nestas atividades foi indiscutivelmente uma mais-valia ja que me
permitiu ampliar os meus conhecimentos noutros dominios além das atividades especificas

da GQ, tendo assim enriquecido a minha formagao como futura profissional.

2.Pontos Fracos

2.1 Duragao do estagio

A duragao do estigio foi inevitavelmente um fator menos positivo nesta minha
experiéncia. Os 3 meses de aprendizagem, apesar de proveitosos e muito enriquecedores,
passaram muito rapido. Devido a curta duragao nao me foi possivel, infelizmente, conhecer
bem todas as areas da Industria, nem aprofundar o funcionamento, a gestao e a organizagao
de uma empresa deste nivel. Além disso, senti que o estagio terminou no momento em que
me comecei a sentir mais autonoma e independente, conseguindo realizar com maior

facilidade todas as tarefas propostas.
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Apesar de, através do estagio, ter conseguido adquirir inUmeros e importantes
conhecimentos relacionados com os aspetos regulamentares do medicamento, sinto que a
duragao do estagio deveria ser alargada, para que tanto o aluno como a empresa pudessem

usufruir ainda mais desta experiéncia.

2.2. Falta de planeamento do estagio

Na minha opiniao, um dos aspetos que falhou no meu estigio foi a falta de
planeamento do mesmo. Planeamento este que se torna essencial, especialmente quando se
trata de uma industria, onde o trabalho € muito e, naturalmente, houve alguns momentos
mortos a espera que me indicassem o que fazer, tornando-se por vezes monotono e pouco
estimulante.

O facto de o tempo de estagio ja nao ser demasiado alargado para poder tirar total
proveito desta experiéncia, os tempos em que nao realizei nenhuma atividade acabaram por

desmotivar um pouco.

3. Oportunidades

3.1 Desenvolvimento de competéncias informaticas

Com o mundo tecnoldgico em constante mudanga e evolugao, atualmente, uma das
mais-valias e aptidoes valorizadas nos profissionais das mais variadas areas sao as suas
capacidades informaticas.

Durante o estigio, a maioria das tarefas que realizei exigiam a utilizagao da
ferramenta de trabalho Microsoft Excel®, sendo que a utilizagio quase didria do mesmo
possibilitou o aumento da minha destreza no emprego do programa e também a
descoberta de inumeras funcionalidades Uteis, especialmente na construgao de tabelas.
Além da folha de cilculo Microsoft Excel® tive contacto com outra ferramenta bastante
importante na empresa, o Microsoft Outlook®, sendo este o meio utilizado nas

comunicagoes e no planeamento de reunioes e outras tarefas.
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3.2 Integracao e aplicagao dos conhecimentos adquiridos

Embora os meus conhecimentos relativamente a alguns aspetos relacionados com a
industria fossem limitados, a formagao durante o MICF foi sem duavida atil no decorrer do
estagio e também para os trabalhos que realizei. De entre as unidades curriculares que
contribuiram para essa formagao destaco a unidade curricular de Assuntos Regulamentares,
pelos conhecimentos adquiridos relativamente aos aspetos regulamentares a que os
medicamentos e industrias estao sujeitos, sendo que a aplicagao destes conceitos se revelou
fundamental durante estes 3 meses de estagio. Saliento ainda a unidade curricular de
Tecnologia Farmacéutica pelos conhecimentos adquiridos no ambito das diferentes formas
farmacéuticas, formulagoes e processos de fabrico, ja que, durante esta experiéncia, ao ter
contactado com produtos muito variados, tive necessidade de os aplicar e estes foram

também a base para a minha aprendizagem subsequente.

3.3 Desenvolvimento da lingua inglesa

Uma das capacidades e aptidoes que sao atualmente mais valorizadas e procuradas
num trabalhador, independentemente da area em que opera, é a capacidade de entender,
escrever e comunicar em inglés.

Durante o meu estagio, foram varios os momentos em que tive contacto com a
lingua inglesa, visto que a Farmalabor trabalha com clientes estrangeiros e portanto, todas as
comunicagoes e documentos sao feitos em inglés ou em bilingue.

Considero que esta experiéncia, permitiu alargar os meus conhecimentos para além
do curso, ou seja, possibilitou aplicar e fortalecer o meu inglés, quer na escrita como

também na comunicagao.

4. Ameacas

4.1 Departamento do estagio

Apesar do meu estagio nao ter decorrido no departamento que elegi inicialmente, na
Producao, gostei bastante de ter experienciado a GQ, sendo este um departamento
multidisciplinar, onde as oportunidades profissionais para os farmacéuticos ao nivel da

Industria acabam por ser maiores.
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Inicialmente foi um bocado um “choque” saber que iria para outro departamento,
mas ao longo do tempo aprendi a gostar e achei todos os dias extremamente desafiantes.
Percebi também a importancia que aquela area da Inddstria tem para o funcionamento da
mesma. Fui todos os dias estimulada, desafiando a minha autonomia e espirito critico e
penso que, com a ajuda de toda a equipa, a qual estou imensamente grata, consegui superar

todos os obstaculos e desafios que foram surgindo.

4.2 Contexto econdmico atual e a constante mudancga

Para manter a capacidade competitiva, as empresas tém de fazer dispendiosos
investimentos. Além disso, as constantes mudancgas a nivel regulamentar a que as industrias
estao sujeitas aliada a rapida evolugao e exigéncias do mercado podem-se revelar como uma
potencial ameaga, tornando-se dificil acompanhar as normas e requisitos governamentais
exigidos.

Ameagadas também pela crise econdmica, limites cada vez mais apertados e a alta
pressao associada ao contexto atual, as industrias farmacéuticas necessitam de um forte
planeamento e flexibilidade para se conseguirem adaptar a mudanga, focando-se na melhoria
continua da qualidade dos seus produtos e servigos, tendo como referéncia a satisfagao das

necessidades dos seus clientes.
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Consideracgoes Finais

Com a oportunidade de poder realizar um estdgio em industria, nao hesitei em fazeé-
lo, visto que sempre foi uma das areas que sempre me despertou interesse e curiosidade,
sendo também uma experiéncia extremamente enriquecedora, onde aprendi a valorizar
ainda mais o trabalho de equipa e as relagoes interpessoais.

Esta oportunidade permitiu-me rever e pér em pratica os conhecimentos que fui
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Resumo

Na ultima década estudos sobre as fun¢oes das vesiculas extracelulares (VEs) nas
doengas parasitarias expandiram consideravelmente revelando a sua importincia na
patogénese e suscetibilidade da doenga, bem como na comunicagao célula-célula e na
resposta imune.

As VEs estao envolvidas numa grande variedade de processos biologicos, sendo a sua
biogénese um fendmeno altamente conservado em organismos vivos. Morfologicamente
consistem em pequenas esferas envolvidas numa bicamada lipidica, sendo libertadas a partir
de diferentes tipos de células (procarioticas e eucarioticas) e contém grandes quantidades de
substancias importantes como proteinas, lipidios, acidos nucleicos e pequenos metabolitos
essenciais para a comunicagao celular.

As VEs sao geralmente categorizadas em exossomas, microvesiculas (MV) e corpos
apoptoticos, com base no tamanho, biogénese e composicao. Os exossomas sao as vesiculas
de menor tamanho, podendo apesentar um didmetro compreendido entre 40 a 100 nm. As
microvesiculas sao as mais heterogéneas e apresentam um tamanho entre 100 nma | pm e
as vesiculas com mais de | pm sao designadas por corpos apoptéticos.

As VEs desempenham um papel muito importante na transmissao de informagoes e
substancias entre células, resultando numa série de alteragoes bioquimicas que ocorrem no
hospedeiro, incluindo a modulagao do sistema imunolégico. Em algumas doengas infecciosas,
como as doengas parasitarias, as VEs foram ganhando impacto como mediadores na interagao
parasita-hospedeiro. Estas vesiculas permitem a transferéncia dos fatores de viruléncia e
moléculas efetoras dos parasitas para o hospedeiro, regulando, assim, a expressao de genes
no hospedeiro e respostas imunes, mediando, consequentemente, 0 processo patogénico.

Assim, tendo em conta o papel das VEs na interagao parasita-hospedeiro e a sua
capacidade imunoldgica, estas poderao fornecer perspetivas futuras para novos
biomarcadores, vacinas inovadoras e contribuir também para o desenvolvimento de terapias

podendo assim abrir novos caminhos para combater doengas infecciosas.

Palavras-chave:Vesiculas extracelulares, interagao parasita-hospedeiro, sistema imunologico,

terapéutica, vacinagao
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Abstract

In the last decade research and studies on the functions of extracellular vesicles (EVs)
in parasitic diseases have expanded considerably revealing their importance in disease
pathogenesis and susceptibility, as well as cell-cell communication and immune response.

Extracellular vesicles are involved in a wide range of biological processes, and their
biogenesis is a highly conserved phenomenon in living organisms. Morphologically they
consist of small spheres enveloped in a lipid bilayer, being released from different cell types
(prokaryotic and eukaryotic) and contain large amounts of important substances such as
proteins, lipids, nucleic acids and small metabolites essential for cellular communication.

EVs are generally categorized into exosomes, microvesicles (MVs) and apoptotic
bodies, based on size, biogenesis and composition. Exosomes are the smallest vesicles and
may have a diameter between 40 and 100 nm. The microvesicles exhibit a size between
100nm -1 pm and they are also more heterogeneous, and the vesicles with more than | pm
size are called apoptotic bodies.

EVs play a very important role in the transmission of information and substances
between cells, resulting in a series of biochemical changes occurring in the host, including
modulation of the immune system. In some infectious diseases, such as parasitic diseases, EVs
have gained impact on communication mediation during parasite-host interactions. EVs allow
the transfer of virulence factors and parasite effector molecules to host, regulating host gene
expression and immune responses and mediating the pathogenic process.

Thus, taking into account the role of EVs in parasite-host interaction and their
immunological capacity, they may provide future perspectives for new biomarkers, innovative
vaccines and also contribute to the development of therapies and thus open new avenues for

combating infectious diseases.

Keywords: Extracellular vesicles, parasite-host interaction, immune system, therapy,

vaccination
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|.Introducao

|.1 Vesiculas Extracelulares

Os parasitas tém “atormentado” os seres humanos desde o seu aparecimento,
afetando bilices de pessoas em todo o mundo, sendo por isso consideradas um importante
problema de saude publica. Estima-se que perto de 400 espécies de parasitas sao capazes de
infetar os seres humanos, dos quais cerca de 90 apresentam taxas de mortalidade associadas.
Infelizmente estas infe¢oes sao negligenciadas, uma vez que ocorrem principalmente em
regides endémicas com pobres condigdes sanitarias. ("

Com a evolugao que ocorreu no ramo da ciéncia foi possivel obter evidéncias de que
as VEs que sao libertadas durante as infegoes parasitarias influenciam tanto na
intercomunicagao entre parasitas como também na interagao parasita-hospedeiro, sendo
portanto um objeto de estudo bastante interessante. @

As VEs sao particulas envolvidas por uma bicamada lipidica, podendo ser libertadas
por diversos organismos, desde protozodrios unicelulares até mamiferos multicelulares.
Sao divididas em trés categorias principais, os exossomos, as microvesiculas (MVs) e corpos
apoptoticos, com base no seu tamanho, biogénese e composigao (Fig.l). Exossomas sao as
vesiculas de menor tamanho, com origem endocitica que sao libertados apos a fusao de
corpos multivesiculares (MVEs) com a membrana plasmatica. As MVs, também denominadas
como microparticulas (MPs) ou ectossomas, sio mais heterogéneas, apresentado maior
tamanho e sao libertadas diretamente da membrana plasmatica. Vesiculas com tamanho
superior a | pm sao designadas por corpos apoptoticos, resultando de fragmentos de células

mortas. @

Microvesicles
0.1um-1pum

Exosomes Apoptotic bodies
40 nm - 100 nm 2um-4pum

Figura | - Diagrama dos trés grandes grupos de vesiculas extracelulares, classificadas por origem e
tamanho. 4
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AsVEs desempenham um papel importante na comunicagao célula-célula, funcionando
como veiculos para moléculas e sinais biologicos. Além disso, contém grandes quantidades de
substancias importantes como lipidios, acidos nucleicos, pequenos metabolitos e uma grande
variedade de proteinas que desempenham um papel importante em numerosos aspectos da
interagio parasita-hospedeiro, incluindo a patogénese e a evasio imune. ©

Varias espécies de parasitas, como helmintas e protozoarios, tém a capacidade de
libertar VEs que se fundem com as células do hospedeiro participando ativamente na
resposta imunoldgica. Assim, as VEs poderao ser usadas como candidatos a vacinas e
biomarcadores de diagnostico inovadores, contibuindo para melhorar o controlo das

doengas parasitirias em todo o mundo.

.2 Biogénese da Vesiculas Extracelulares

Apesar do numero crescente de estudos sobre a biogénese das VEs, as vias
moleculares envolvidas ainda nao se encontram totalmente esclarecidas. Até agora, sabe-se
que lipidos e proteinas associadas a membranas estao envolvidos na formagao e secregao
destas vesiculas.

A formaciao dos exossomas comeca nos endossomas iniciais apos endocitose de
material extracelular na membrana plasmatica através da formagao de vesiculas intraluminais
(VILs). As VILs sao pequenas vesiculas que podem conter RNA e proteinas do citosol, cujo
seu agrupamento vai dar origem aos corpos multivesiculares (CMVEs), compartimentos
intermedidrios e bem definidos. Uma vez formados, os CMVEs fundem-se com a membrana
plasmatica sendo as VILs posteriormente libertadas como exossomas (Fig. 2). ® Um dos
pontos-chave neste processo é o complexo de proteinas hetero-oligoméricas (ESCRT)
necessarias para o transporte. Estas proteinas vao reconhecer cargas provenientes do citosol
e promover sua inclusao nas ViLs. Em termos biofisicos, os exossomos sao equivalentes ao
citoplasma, encontrando-se envolvidos por uma bicamada lipidica cujos dominios externos
das proteinas transmembranares se encontram expostos ao ambiente extracelular. ®

As microvesiculas fundem-se diretamente com a membrana plasmatica ), sendo que
a sua formagao é estimulada pelo aumento do calcio intracelular, promovendo a abertura dos
canais de potassio dependentes de célcio e a ativagdo de proteases dependentes de calcio.
Por fim, os corpos apoptoéticos sao formados pela condensagao e segregacao do nucleo,
resultando numa posterior deterioragio. ®

Contudo, a descricao dos multiplos mecanismos envolvidos na biogénese das
vesiculas extracelulares ainda gera alguma confusao, surgindo dados recentes que indicam

novas moléculas importantes, além das ESCRT, associadas a este mecanismo. ")
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Figura 2 - Representacao esquematica da biogénese de microvesiculas e exossomas (parte superior).
As VEs libertadas podem interagir com a célula receptora através de varios mecanismos: via ligagio ao
receptor, fusdo ou varias vias de internalizagdo (parte inferior). Apds endocitose, as VEs poderao ser

degradadas em lisossomas ou dar origem a MVEs com VILs endogenas. ()

|.3 Composicao das Vesiculas Extracelulares

As VEs contém inimeras biomoléculas, incluindo proteinas, carboidratos, lipidos e
acidos nucléicos. A sua composicao proteica varia dependendo do organismo de origem, do
seu estado fisiologico/patologico e até mesmo do local da célula de origem, portanto as VEs
apresentam composicoes distintas entre si. @ No entanto, sio vérias as proteinas comuns
como por exemplo: tetraspaninas 51, Hsp70, bem como outras que participam na formagao
e transporte das vesiculas, tal como a ESCRT, um complexo de proteinas indispensavel para
a libertacio dos exossomas. 9

Devido as diferentes origens, o conteudo protéico das MVs e dos exossomas vai ser
distinto, sendo que as primeiras possuem um maior conteido de proteinas com modificagao

pds-traducio tais como glicoproteinas e fosfoproteinas.
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Os lipidos sdao incontestavelmente um componente essencial das membranas.
Geralmente, as VEs sao enriquecidas em lipidos como a esfingomielina, a fosfatidilserina e o
colesterol, quando comparados com as membranas plasmaticas e outras membranas
intracelulares.® No entanto, tal como ocorre nas proteinas, também o conteldo lipidico
varia.®? Vérios estudos revelaram que as VEs possuem cerca de 2 a 3 vezes mais colesterol e
fosfatidilserina relativamente as suas células de origem. Além disso, a quantidade de
esfingomielina nas VEs é também superior o que permite adquirir uma maior rigidez. ('”

Foi ainda demonstrado que as VEs possuem grandes quantidades de mRNA e
miRNA, estando também presente, contudo em menores quantidades, RNAs nao-
codificantes. No entanto, sabe-se que o conteudo de RNA difere tanto em quantidade
quanto em composicio, dependendo da origem e ambiente celular ®, por exemplo as VEs
derivadas de células cancerigenas contém mais RNA total comparando com VEs derivadas

de células normais. '?

|.4 Aplicagoes clinicas das VEs

Desde a descoberta das VEs, na década de 1980, diversos estudos tém sido
realizados com o intuito de descobrir quais as suas funcionalidades e propriedades. No
entanto, o interesse nas VEs derivadas de parasitas ainda € relativamente recente e,
portanto, ainda ha muito a ser explorado em relagio as suas aplicagoes. "

Todos os tipos de células podem excretar VEs, podendo encontrar-se em diferentes
tipos de fluidos corporais como a saliva, o sangue, a urina, o LCR e até mesmo no leite.
Inicialmente as VEs foram consideradas um sistema de eliminacao de residuos, contudo com
os estudos ja realizados, foi possivel verificar e confirmar o seu papel na comunicagao
parasita-hospedeiro e parasita-parasita demonstrando assim multiplas aplicagoes. "

Estudos que investigam as aplicagoes dos exossomas provenientes de parasitas
concentraram-se principalmente no diagndstico e tratamento de doengas parasitarias. Os
exossomas possuem varias vantagens importantes como biomarcadores de diagnostico,
incluindo a sua estrutura estavel, alto contelido no plasma e composi¢ao alternativa sob
diversas condicoes. ('"

Além disso, as VEs podem auxiliar no diagnostico de doengas malignas, uma vez que
as VEs contém uma variedade de receptores capazes de reconhecer moléculas especificas
tumorais e conseguem transporta-las entre as células para mediar a comunicagao
intercelular. Algumas dessas moléculas especificas podem ser utilizadas como biomarcadores

de diagnostico para varios cancros como o do pulmao, da mama, da prostata e do ovario.
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Infelizmente na pratica clinica ainda nao existe a aplicagdo das VEs no diagnodstico de
infec¢des causadas por parasitas. "

Os exossomas libertados pelos parasitas e células hospedeiras possuem propriedades
imunomoduladoras, o que promoveu estudos sobre as suas aplicagdes clinicas no
tratamento de doencas. Atualmente, essas aplicagoes envolvem principalmente a protegao
contra tumores. Por exemplo, foi demonstrado que os exossomas derivados de células
dendriticas podem estimular as respostas imunes dos pacientes e promover a erradicagao do
melanoma. "

O crescente interesse e procura pela evolugao pode levar a novas aplicagoes
medicinais para as VEs, como por exemplo a produgao de vacinas utilizando as VEs como
veiculos para a imunizagao. Além disso, devido aos seus efeitos anti-inflamatorios, os

exossomas podem ser potenciais farmacos imunossupressores. @

2. Protozoarios Flagelados

Os protozoarios flagelados pertencem ao Reino Protista, Sub-Reino Protozoa e Filo
Sarcomastigophora. Sao parasitas unicelulares e eucariotas, nao possuem parede celular
sendo a maioria parasitas heterotroficos, aerdbios e nao realizam a fotossintese.

Morfologicamente apresentam um ou varios flagelos responsaveis pela mobilidade e
também pela captaciao de estimulos externos. Apresentam um nucleo de um sé tipo
envolvido por uma pelicula rigida, sendo que se reproduzem assexuadamente por divisao
binaria.

Sao varios os parasitas flagelados que sao patogénicos para o ser humano, destacam-

se: Trichomonas vaginalis, Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. '?

2.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis é o agente etiologico da tricomoniase, a doenga sexualmente
transmissivel (DST) nao-viral mais comum no mundo, com uma estimativa de cerca de 276
milhoes de novos casos por ano, afetando com maior prevaléncia as mulheres sexualmente
ativas. ('

Morfologicamente apresenta-se sob a forma de trofozoito, constituido por 4 flagelos
livres e | flagelo aderente ao corpo celular (membrana ondulante), apresentando também um

grande nucleo ovdide. Apesar de nao possuir mitocondrias, apresenta granulos densos que
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podem ser vistos ao microscopio optico, os hidrogenossomos. Sendo um organismo
anaerdbio facultativo, desenvolve-se bem na auséncia de oxigénio, num intervalo de pH
compreendido entre 5 e 7,5 e temperaturas entre os 20°C e 40°C, conseguindo assim

adaptar-se ao meio hostil que encontra no trato vaginal. ¥

2.1.1 Tricomoniase

Sendo um parasita extracelular que reside no trato urogenital, a adesao de T. vaginalis
as células epiteliais é fundamental para a colonizagio e estabelecimento da infecgdo. * A
tricomoniase apresenta uma ampla variedade de manifestagoes clinicas, sendo que os sinais e
sintomas dependem das condi¢oes individuais (por exemplo os niveis hormonais), da
viruléncia e do nimero de parasitas infectantes. Embora a infecgao assintomatica seja comum,
multiplos sintomas podem surgir tanto em homens como em mulheres. (9

Nas mulheres, T. vaginalis afeta principalmente o epitélio escamoso do trato genital
levando a ocorréncia de diversas patologias como vaginite, cervitite e uretrite. Para além
disso, pode também induzir partos prematuros, sendo que as lesoes locais induzidas pelo
parasita aumentam o risco de adquirir HIV. ® A prevaléncia e o espectro da doenca nos
homens sao bem menos caracterizados. Contrariamente ao que ocorre nas mulheres, a
infecdo € maioritariamente assintomatica, nao sendo portanto tao relevante a nivel clinico.
Quando sintomatica, podem desenvolver uretrites, epididimites ou ainda prostatites. '

A principal via de contagio da tricomoniase sao as relagoes sexuais, portanto a pratica
das mesmas de uma forma segura, assim como o aconselhamento e educagao sexual sao a
principial medida preventiva a adotar no combate a infegao e a outras DSTs. A educagao
sanitaria, assim como a nao partilha de roupa interior sao também outra medida preventiva.
()

Para além da prevengao, o controlo da infecdo é outra medida essencial. Este
controlo passa pelo tratamento dos individuos infetados, sendo de extrema importancia a
realizagio de um diagndstico laboratorial em todas as pessoas sintomaticas. (' Além disso, os
homens, sejam eles sintomaticos ou assintomaticos, cuja parceira se encontre infetada devem

realizar tratamento. ('®
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2.1.2 Resposta imunolégica a infecao e estudos com VEs

As doengas infecciosas causadas por agentes patogenios sao ainda um problema em
todo o mundo. Apesar das grandes melhorias na area da saude, varios desafios permanecem
para prevenir ou erradicar estas doengas. No sentido de sobreviverem e se replicarem, os
parasitas desenvolveram inUmeras estratégias para conseguirem “escapar” as respostas
imunes do hospedeiro. Da mesma forma, o sistema imunologico do hospedeiro também ¢é
equipado de uma gama diversificada de fun¢oes efetoras para combater a infecao por
parasitas e os danos subsequentes. ('?)

O protozoario T. vagindlis inicia um processo inflamatério grave, induzindo a produgao
de o6xido nitrico (NO) por parte de macrofagos activados, interleucina-6 (IL-6), IL-8, IL-10, e
TNF-a pelas células imunes do hospedeiro. *?

Apesar das graves consequéncias associadas a doenga da tricomoniase, pouco se sabe
sobre os fatores parasitarios envolvidos na ligagao do parasita as células epiteliais do
hospedeiro. Recentemente demonstrou-se que exossomas funcionam como mediadores na
interacio parasita-hospedeiro, interferindo na resposta imunologica contra T. vaginalis. '*

A adesao as células epiteliais € o primeiro passo para o parasita causar a infecgao no
hospedeiro. Os exossomas libertados por T. vaginalis, promovem a sua aderéncia as células
epiteliais do trato genital, fornecem moléculas reguladoras e promovem ainda a modulagao
da funcio imune do hospedeiro. @

No sentido de comparar a resposta inflamatoria e o curso da infecao, foi realizado um
estudo, onde se utilizaram camundongos infetados com o parasita e alguns que foram
submetidos a um pré-tratamento com VEs de T. vaginalis. *® Verificou-se um aumento na
sintese de NO, o que permitiu concluir que os exossomas libertados por T vagindlis sao
capazes de ativar os macrofagos. Observou-se ainda, que as VEs induziram um aumento
significativo (cerca de |5 vezes mais) na expessao de IL-10, um aumento ligeiro (duas vezes
mais) nos niveis de expressao de IL-6 e de TNF-a e ainda provocaram uma diminui¢ao da
expressao da IL-8. ¢

Como se verificou que o pré-tratamento com as VEs modificou o perfil de citocinas
em camundongos infectados, foi investigado o efeito dessas vesiculas em dois eventos que
poderiam suportar o seu papel na modulagao da resposta imune: a sobrevivéncia do parasita
e a inflamagao vulvar durante o processo de infecgao.

Os resultados obtidos mostraram que o parasita permaneceu vivo na vagina do
camundongo durante os |6 dias apos a infec¢ao tanto nos animais pré-tratados como

naqueles que nao receberam qualquer tratamento. Em relacio a inflamagao, foi possivel
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concluir que os camundongos pré-tratados exibiram menor inflamagao vulvar em
comparagao com camundongos nao tratados. A producao de IL-10 foi marcadamente
diferente daquela produzida em camundongos nao tratados ao 8° dia apds a infecgao. Além
disso, os niveis de IL-13 em camundongos infectados apresentaram-se baixos nos primeiros
dias apds a infeccao por T vaginalis sendo que, apdés o 6° dia os niveis aumentaram,
contrariamente ao observado nos animais pré-tratados, cujos valores permaneceram
relativamente baixos durante o curso da infegao.

Em conclusao, a inflamagao vulvar e o edema sao consideravelmente reduzidos pelo
pré-tratamento com VEs. Além do mais, as diferengas observadas nos niveis de citocinas
demonstraram que as VEs de T vaginalis possuem um papel imunomodulador, participando na

resposta imune, permitindo melhorar o processo inflamatério. 9

2.2 Leishmania spp.

A leishmaniose € uma doenga parasitaria causada por parasitas do género Leishmania,
destacando-se: Leishmania donovani, Leishmania infantum e Leishmania chagasi e é transmitida
através de vetores flebotomineos do género Lutzomyia. Causa cerca de 2 milhoes de novas
infeccoes por ano, sendo endémica em 88 paises. Apesar da sua elevada incidéncia, a
leishmaniose continua a ser uma doenga negligenciada porque ocorre principalmente em
paises em desenvolvimento e regides pobres. @

O parasita pode apresentar-se sob duas formas morfologicamente distintas: a
amastigota, e a promastigota. A amastigota desenvolve-se no sistema mononuclear fagocitario
do hospedeiro mamifero, é arredondada ou oval e nao possui flagelo livre, representando
assim o estadio de diagnostico. A forma promastigota, desenvolve-se no intestino do vector, é

alongada, flagelada e movel, representando a forma infectante para os hospedeiros

vertebrados. @V

2.2.1 Leishmaniose

Existem trés formas principais da doenca: leishmaniose cutanea (LC) (podendo ser
difusa), leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose mucocutanea.

A forma mais grave é a LV durante a qual os parasitas invadem as visceras,
localizando-se preferéncialmente no sistema macrofagico do baco, figado, medula éssea e
orgaos linféides. *» A fase inicial da infecio caracteriza-se pelo aparecimento de um nédulo

endurecido no local da picada, perda de apetite, palidez e febre, sendo que, no decorrer da
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infecao surgem novas manifestagdes como a anemia, esplenomegalia, entre outras.A evolugao
da doenca pode ser rapida, levando o doente a caquexia e morte (semanas a alguns meses)
ou assumir um curso cronico (anos). A LV pode surgir como uma doenga oportunista,

podendo provocar co-infegao com HIV onde a esperanga média de vida é cerca de |2 meses.

@n
A LC pode apresentar-se sob trés formas distintas: lesao Unica, situada na face, tendo

cura espontanea (I a 2 anos), lesao seca, ou seja, as Ulceras aparecem alguns meses apos o
primeiro contacto com o parasita ou entao pode desenvolver a forma cronica, onde
ocorrem diversas recidivas e é de dificil tratamento. Por fim, na leishmaniose mucocutanea, o
parasita “ataca” irreversivelmente a pele e as mucosas, causando lesGes cutaneas multiplas e
grandes. Para além de apresentar uma evolugao croénica, a cura espontanea é rarissima e as
recidivas sio frequentes, mesmo com tratamento. ("

Apesar da elevada taxa de viruléncia, existem medidas que permitem minimizar os
efeitos causados pela infegao. A prevengao passa pela protecgao individual, sendo o uso de
repelentes bastante importante. Infelizmente, ainda nao existe nenhuma vacina aprovada que
possibilite a prevengao da leishmaniose. O controlo é outra medida essencial para preservar
a saude publica, sendo essencial identificar todos os reservatorios animais existentes, eliminar
o vetor causador da infecao e ainda proceder ao tratamento dos individuos infectados
interrompendo assim a propagacio da infecio. E também essencial alertar a populagio para
nao doar sangue durante 2 anos apos o regresso, caso tenham vistado paises endémicos de

Leishmania. "

2.2.2 Resposta imunolégica a infecao e estudos com VEs

A resposta imunitaria € iniciada no local de entrada do parasita através das CD e dos
macrofagos, onde as formas promastigotas de Leishmania sao interiorizadas por um processo
denominado por fagocitose. Os parasitas sao entao reconhecidos pelos fagocitos através das
PAMPs que interagem com receptores de reconhecimento de patogénios, por exemplo os
receptors TLRs expressos nos fagocitos. A interagao TLR com as PAMPs desencadeara a
ativagao de fatores de transcricao envolvidos na ativagao de genes que codificam diversas
citocinas e promovem a sintese de outras moléculas. Uma vez dentro do fagodcito
mononuclear, os promastigotas sofrem alteragoes bioquimicas e metabdlicas, dando origem a
forma intracelular obrigatoria, a amastigota. Por sua vez, as formas amastigotas de Leishmania

desenvolveram mecanismos para “escapar” i agio dos macréfagos. **
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Sdo varios os mecanismos anti-imunes e as estratégias de evasio imunitaria

existentes em Leishmania. Um deles é a presenga de proteases de superficie (MSP, também

denominada GP63) nos exossomas. A GP63 é uma metaloprotease dependente de zinco

codificada por um conjunto de genes pertencentes a trés classes de msp, cujos mRNAs siao

diferencialmente expressos em diferentes estigios da vida do parasita. *® Estas proteases

constituiem um fator de viruléncia promovendo a sobrevivéncia do parasita tanto intracelular

como extracelularmente, através da modulagio das vias de sinalizagao, resisténcia a lise

mediada pelo complemento e ainda a inibicao da produgao de iINOS, NO, TNF- a e IL-12,

bloqueando assim a resposta Thl (Fig. 3). @
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Figura 3 — Representacio esquematica da modulagao da resposta imune por exossomas durante a

infecao por Leishmania. ®

Outro mecanismo de sobrevivéncia estd relacionado com as LPG, lipidos presentes

na membrana, que inibem a fusio do fagossoma ao lisossoma, promovendo a sobrevivéncia

do parasita e a libertagao dos seus fatores de viruléncia (Fig. 4). As anti-oxidases também

desempenham um papel importante na medida em que contrariam a agao dos macroéfagos

(burst oxidativo). *?
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Figura 4 — Representagido esquematica da modulagao da resposta imune por exossomas durante a

infecao por Leishmania. 24

Os exossomas de Leishmania podem influenciar fortemente a sinalizagao e fungao dos
macrofagos, mostrando-se proé-inflamatorios e com capacidade de recrutar neutrofilos para o
local da infegao, exacerbando a resposta inflamatoria. Além disso facilitam a produgao de IL-
|0 e diminuem a ativagdo do TNF-q, inibindo consequentemente a resposta imune do
monocito ao IFN-y. As células dendriticas sao reguladas negativamente pelos exossomos,

apresentando uma diminuicao na produgao de algumas citocinas inflamatoérias, como TNF- a

ell-12.®
3. Parasitas Esporozoarios

Estes microrganismos pertencem ao Reino Protista, Sub-Reino Protozoa e Filo
Apicomplexa ®® um filo grande e com diversos parasitas unicelulares.

Apresentam um ciclo de vida complexo, passando por varios estadios ao longo do
seu desenvolvimento, para além disso nao possuem estruturas orientadas para a locomocao,
ocorrendo esta por meio de deslizamento. Uma outra caracteristica destes parasitas € o tipo
de reprodugao, neste caso € assexuada e por esporolugao, onde uma unica célula se divide
numerosas vezes, dando origem a varios nucleos em que cada um deles é isolado por uma
membrana, formando assim varios esporos a partir da célula inicial. Na maioria dos
esporozoarios, ha uma alternancia entre estadios sexuais e assexuais no ciclo vital.

Dentro desta classe de parasitas destacam-se: Plasmodium, com varias espécies

causadoras da maléria e Toxoplasma gondii. )
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3.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, agente etiologico da toxoplamose, é um parasita intracelular
obrigatorio tendo sido descrito pela primeira vez em 1908. Apesar da maioria dos pacientes
nao apresentar sintomas clinicos, T gondi € um parasita oportunista em individuos
imunodeprimidos. Além disso, a infegao em mulheres gravidas pode provocar danos graves
no feto ou até mesmo o aborto. ® Sabe-se que aproximadamente um tergo da populagio se
encontra infetado por este parasita e que a prevaléncia da infegao tem tendéncia a aumentar
com a idade e no 3° trimetre da gravidez. ®

Ao longo do seu ciclo de vida apresenta trés formas morfologicas distintas: taquizoito,
ooquisto e quisto (Fig. 5). ®” O primeiro representa a forma invasiva resultante da
reproducao assexuada, observa-se durante a fase aguda da infegao e multiplica-se muito
rapidamente nas células nucleadas do hospedeiro. O ooquisto resulta da reprodugao sexuada,
podendo apresentar-se na sua forma imatura (nao infetante) ou na sua forma infetante
(ooquisto esporulado). Por fim, os quistos, encontram-se normalmente na retina, cérebro,

musculo esquelético e cardiaco e contém no seu interior bradizoitos (formas assexuadas).
(16)

Definitive
host
(Cat)

Unsporulated
0OCysts

passed in feces

Tissue cysts ingested ;
/—‘\ by cat ‘

[issue cysts i intermediate hosts
Tissue -1l

mfected

uncooked 1 e

achyzoites
- mest

transmitted
through %
placenta

Oocysts
in feed
water,
Contaminated -
food and ¢
waler

or sonl

ingested by

— \ intermed iate
\ G

host

mtermediste hosts Sporulated oocysts

s

Infected fetus

Figura 5 - Ciclo bioldgico de T. gondii. Os oocistos nao esporulados sao excretados nas fezes dos
gatos, tornando-se infetantes apds a esporulagio em meio ambiente. Os hospedeiros
intermediarios sao infectados apos ingerirem agua ou material vegetal contaminado com oocistos.
Logo apos a ingestao, os oocistos transformam-se em taquizoitos, migram depois para os tecidos
onde evoluem para bradizéitos no interior do quisto. (16)
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3.1. Toxoplasmose

Clinicamente, a infegdo por T gondii pode apresentar diversas formas, como por
exemplo a forma ganglionar, a mais comum nas criangas em idade pré-escolar e escolar,
provocando cefaleias, dor abdominal, nauseas, vomitos, entre outros. A forma cerebrospinal
que se caracteriza por convulsoes, linfoadenopatias e sinais encefalicos, e ainda existe a forma
ocular, generalizada e exantematica. Contudo, uma das formas mais problematicas da doenga
resulta quando é adquirida durante a gravidez, dando origem a uma infecao congénita. A
infeccao congénita ocorre apenas quando uma mulher € infetada pela primeira vez durante a
gravidez. Quando a infegao é adquirida durante o primeiro trimestre da gravidez, os sintomas
sio mais graves, destacam-se as alteragdes oculares e neuroldgicas. '®

A infeccao provocada pelo parasita T gondii € amplamente prevalente tanto em
humanos como em animais. Uma vez que a principal via de transmissao da toxoplasmose ¢é a
via oral, sao varias as medidas que podem ser implementadas no sentido de minimizar a
propagacgao da infegao, como por exemplo: na alimentagao, todos os frutos e legumes devem
ser bem lavados; a carne deve ser bem cozinhada para eliminar potenciais quistos, assim
como todos os utensilios que contactam com carne crua devem ser bem lavados; no jardim
devem ser sempre utilizadas luvas, uma vez que o solo pode estar contaminado com
ooquistos. No caso dos gatos, estes devem ser alimentados preferencialmente com alimentos
secos e enlatados e a caixa de areia deve ser limpa todos os dias para evitar a acumulagao de
ooquistos excretados nas suas fezes. As gravidas, sendo um grupo de risco, devem ter

especial atencio e seguir todas as agcdes preventivas mencionadas anteriormente.

3.1.2 Resposta imunologica a infecao e estudos com VEs

Uma vez que a principal via de infecao por T gondii é a oral, o parasita chega ao
intestino e encontra inUmeras barreiras fisicas e quimicas que precisa de ultrapassar para
provocar infecao. Para tal acontecer é necessario que ocorra uma proliferagao inicial do
parasita e que o mesmo consiga atravessar o epitélio intestinal e posteriormente disseminar-
se para os tecidos mais profundos. Nos ultimos anos, varios estudos revelaram que varias
espécies de parasitas, incluindo T. gondii, libertam VEs quando contactam com o hospedeiro.
Estas VEs possuem diversas fungoes fisiologicas e estao envolvidas em atividades biologicas

cruciais. "
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Quando ocorre um primeiro contacto com o hospedeito, o parasita T. gondii excreta
diversos exossomas que vao atuar em varias células efetoras, modulando a resposta
imunitaria. As células dendriticas infetadas vao também elas libertar exossomas, induzindo
uma resposta protetora contra a infegao, promovendo a proliferagao de esplendcitos com
aumento de citocinas Thl, como IL-2 e redugao da expressao de citocinas Th2, como por
exemplo IL-4, IL-5 e IL -10. Respostas imunitarias efetivas, onde ha uma grande produgao de
citocinas Th| protegem o hospedeiro de contrair uma infegao grave, demonstrando assim o
potencial da utilizagdo de exossomas derivados de CD na preparagao de vacinas contra T.
gondii. Para além disso, as CD provocam uma forte resposta humoral, levando a um aumento
da produgio de anticorpos séricos e IgA. @”

Os exossomas derivados de T. gondii vao promover a ativagao de macrofagos,
havendo uma produgao aumentada de IL-12, sendo esta essencial para a produgao de IFN-y
pelas células NK, e aumenta também a produgao de TNF-q, que vai atuar em sinergia com a
IL-12 otimizando a produgao de IFN-y. Por sua vez, quando os macroéfagos sao ativados pelo
IFN-y produzem NO, molécula citotoxica que promove a degradacao do triptofano
(essencial para o crescimento do parasita) inibindo, assim, a replicagao de T. gondii ou até
promovendo a sua destruigio. ®®

Além disso, os exossomas contém recetores capazes de reconhecer padroes
moleculares associados ao agente patogénico (PAMPs), como por exemplo, os receptores
Toll-like (TLRs).® Os TLRs tdm um papel importante no desencadeamento inicial da
resposta imune contra T gondii, sendo responsaveis pela sinalizagao intracelular e
recrutamento da molécula MyD88. Esta molécula é responsavel pela retransmissao de sinais
para dentro da célula do hospedeiro, induzindo a producio de IL-12 por leucocitos,
macrofagos e células dendriticas. %

Com o intuito de se obter mais informacoes relativamente a funcao das VEs de T.
gondii no sistema imunitario e qual o impacto das suas propriedades biofisicas e biologicas no
organismo, foram realizados estudos em camundongos. ¥

Verificou-se que os niveis de IL-12, TNF-a e IFN-y se encontravam significativamente
altos nos grupos de camundongos que receberam exossomas de T gondii quando
comparados com os niveis do grupo controlo, enquanto que os niveis de IL-10 diminuiram
substancialmente. Além disso, a percentagem de células CD8+ no bago de camundongos foi
superior nos animais que se encontravam imunizados. Contudo, ndao houve uma diferenca
significativa na percentagem relativa as células T CD4+ entre os varios grupos.

Verificou-se, ainda, que os camundongos imunizados com exossomas de T. gondii

exibiram um tempo de sobrevivéncia prolongado (cerca de 23 dias) quando comparado ao
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tempo dos niao imunizados, que apenas sobreviveram durante 8 dias apos a infecao. No
entanto, nenhuma das vacinas proporcionou prote¢ao completa contra a infecgao, uma vez
que todos os camundongos imunizados morreram. )

Contudo, o potencial dos exossomss de T. gondii deve ser objeto de estudo, dada a
sua capacidade de modular a ativagao de macrofagos e desencadear respostas imunes, para
além de promover uma protegao parcial contra a infeccao aguda em camundongos.
Sugerindo assim, que os exossomas possam ser considerados futuros candidatos no combate

contra a toxoplasmose. ¢

3.2 Plasmodium spp.

A malaria é uma doenca parasitaria comum causada por Plasmodium. E considerada
um problema global de salide publica, presente em mais de 100 paises, sendo a Africa o
continente mais afetado.

Plasmodium é um parasita intracelular obrigatério, é constituido por um sé nucleo e
possui um complexo apical. Os estadios moveis, esporozoitos ou merozoitos, sao os que
invadem as células, sendo que a sua mobilidade é por deslizamento. Apresenta um ciclo de
vida complexo, podendo reproduzir-se sexuadamente por singamia ou assexuadamente. %

Sao cinco as espécies de Plasmodium responsaveis pela malaria: P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale e ainda P. knowlesi, sendo que o periodo de incubagao varia conforme a
espécie infetante, podendo variar entre 7 a 40 dias. "

A infecao por Plasmodium é normalmente transmitida aos seres humanos através da
picada do mosquito fémea Anopheles, existindo também outras vias de transmissao como a
sanguinea, através de transplantes hepaticos ou ainda a transmissao acidental (agulhas). "

Através do uso extensivo de medidas de precaugao e dos varios medicamentos
antimalaricos disponiveis no mercado conseguiu-se diminuir drasticamente a morbilidade e

mortalidade associadas a doenga, contudo, a malaria continua a ser a doenga que mais

mortes causa todos os dias. @
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3.2.1 Malaria

Apos a picada, o parasita desenvolve-se silenciosamente no figado antes de atingir a
corrente sanguinea, onde os parasitas da malaria invadem e se replicam nos globulos
vermelhos do hospedeiro. "

No inicio da infecao aparecem sintomas como dores de cabega e musculares, fadiga e
nauseas, evoluindo posteriormente para o acesso febril (arrepios, febre e suores). Com o
progresso da infecao surgem novos sintomas, nomeadamente a hepatomegalia, anemia e
problemas neurolégicos. As criangas e lactentes, juntamente com as mulheres gravidas, sao
os grupos mais problematicos, onde a maldria se torna mais grave e mortal. ®”

A malaria cerebral é uma das formas clinicas mais graves da doenga, sendo
responsavel por cerca de 80% das mortes causadas pela infegao. Os sintomas podem variar
consideravelmente, por vezes sugere um processo de encefalite ou de meningite, outras
vezes lembra alcoolismo ou epilepsia. Caracteriza-se essencialmente pela ocorréncia de
encefalopatia difusa com perda de consciéncia, cuja evolugio pode ser rapida ou gradual. ®?

Apesar das elevadas taxas de prevaléncia e viruléncia da malaria, sao varias as medidas
preventivas que podem ser adotadas. Uma das principais causas da ocorréncia da infegao esta
relacionada com as viagens a paises endémicos. Visto que ainda nao existe nenhuma vacina
disponivel no mercado que permita combater a doenga, torna-se essencial tomar as medidas
preventivas necessarias quando se realizam viagens a esses paises, como por exemplo a
protecao contra as picadas dos mosquitos através do uso de repelentes e ainda realizar

medicagio preventiva. @

3.2.2 Resposta imunologica a infecao e estudos com VEs

Na ultima década, a pesquisa sobre as fungoes das VEs na malaria expandiu
drasticamente. Estudos sobre os varios tipos de vesiculas, de origem parasitaria e humana,
revelaram papéis importantes das VEs na patogénese e suscetibilidade da doenga, bem como
na comunicacgao célula-célula e respostas imunes. ©

O mecanismo de protecao da vacina RTS,S contra a malaria baseia-se na imunidade
mediada por células, na qual o parasita, apos atingir o figado, desencadea uma resposta
imunitaria (Fig. 6). Verificou-se que as células apresentadoras de antigénios do figado
respondem a presenca estranha do parasita, estimulando a produgao de IL-12 por parte das
CD. Esta estimulacdo vai fazer aumentar os niveis celulares de CD4+ Thl e células NK,

levando a produgao de IFN-y. O IFN-y, por sua vez, induz os hepatocitos infectados a
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produzir o NO, que subsequentemente destroi o parasita e os globulos vermelhos infetados.
Além disso, o equilibrio entre IL-2, IL-10, IL-12 e IFN-y resulta numa resposta inflamatoria
que contribui para a imunidade pré-eritrocitica. Estudos demostraram que camundongos
com baixos niveis de células T CD4 + desenvolveram parasitémia muito alta e foram
incapazes de controlar a infecgao comparativamente aos camundongos com niveis elevados
de células T CD4 +, que desenvolveram parasitémia leve, o que indica o papel importante

desempenhado por estas células na imunidade eritrocitica. ¢
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Figura 6 - Representacao esquematica da resposta imuntdria desencadeada pela vacina contra a
malaria. G

As células NK s3ao células imunes importantes na protegao contra a malaria.
Descobriu-se que as células NK que respondem aos globulos vermelhos infectados com
malaria apresentam niveis mais elevados de um receptor de reconhecimento de patogenios,
o MDADS. Este receptor é ativado por pequenas vesiculas libertadas pelos eritrocitos
infetados. ¢?

Na malaria, a libertagao de VEs por diferentes células foi descrita em modelos
murinos e em infec¢oes humanas. Diferentes estudos demonstraram que os niveis circulantes
de VEs aumentam durante infec¢oes provocadas pelos parasitas Plasmodium vivax e
Plasmodium falciparum. Nesses estudos, os niveis de VEs circulantes correlacionaram-se com
as manifestagoes clinicas tipicas da malaria como febre e disfunges cerebrais, sugerindo um

papel importante das VEs na patogénese da doenca. "
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Os estudos iniciais das VEs na maldria centraram-se no papel das MVs no curso da
infecao. Observou-se que niveis aumentados de MVs estavam presentes em pacientes com
maldria cerebral grave, podendo assim concluir que esses niveis se correlacionam com a
gravidade da doenga. Outro elemento importante relacionado com a suscetibilidade a
doenga, é o transportador ABCAI, modulador da presenca de fosfatidilserina, um lipido
presente na camada externa da membrana das MVs. Quando o gene ABCAI é eliminado, a
acao das MVs fica comprometida e, portanto, ha uma maior protegao contra a malaria
cerebral. ® Estes resultados permitiram demonstar a associagio existente entre as MVs e a
malaria cerebral, podendo futuramente dar origem a um novo biomarcador e/ou terapia
alternativa para a doenga. (!’ Os exossomas também foram descritos no contexto da
infeccao por Plasmodium. Foi demonstrado que os exossomas derivados de eritrocitos
infectados continham proteinas de origem hospedeira e parasitaria e tinham um papel na
modulagao das respostas imunes. Verificou-se ainda que os eritrocitos infetados produzem
cerca de |10 vezes mais VEs que os nao infetados, sendo que estas vesiculas apresentam fortes
propriedades inflamatodrias, induzindo a produgao de citocinas em macrofagos, ativam
neutrdfilos e aumentam a sua taxa de migragao. Estes dados demostram que os exossomas
derivados de eritrécitos poderio ser explorados como potenciais vacinas. "

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a maldria é de grande interesse
global, contudo devido a complexicidade do ciclo de vida do parasita, variagao antigénica e a
grande redundancia de proteinas na superficie, o seu desenvolvimento permanece um
desafio. Embora muitos antigénios tenham sido avaliados como potenciais vacinas
antimalaricas, o seu sucesso foi reduzido. A vacina RTS,S é a uUnica atualmente aprovada,
contudo a sua eficacia demonstrou ser limitada. Existe um interesse crescente em utilizar as
VEs como sistemas de entrega, assim, uma vacina combinada contendo os principais
antigenios candidatos, administrada por MVs/VEs tem o potencial de ser a melhor estratégia

de vacinacio contra a malaria. ®
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Conclusao

Inicialmente considerados como subprodutos do metabolismo celular, sabe-se agora
que as VEs atuam como mediadores na transmissao de diversos sinais biologicos. Durante
milhares de anos, os parasitas conseguiram desenvolver ciclos de vida complexos, onde a
comunicagio intercelular é essencial, comunicagio essa que envolve as VEs. ")

Estudos mostraram que as VEs desempenham um papel importante, estando
envolvidos na comunicagao intercelular, sinalizagdo e regulagdo génica, permitindo a
modulagio da resposta imune do hospedeiro. ' Além disso, representam uma ferramenta
promissora de entrega terapéutica, atuando como portadores bioativos de inumeras
moléculas secretoras, como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e também material
genético. ¥ No entanto, atualmente os estudos sio limitados pela falta de consenso de
definigoes e protocolos para a identificagao, isolamento e analise de VEs de diferentes origens
celulares e tecidulares. @

A exploragao do uso racional dos exossomas e das microvesiculas pode levar a
grandes avan¢os medicinais, dado o seu papel promissor como novos agentes terapéuticos e
também como biomarcadores de diagndstico. » O potencial uso das VEs em vacinas tem
sido objeto de estudo alargado. Dada a capacidade destas vesiculas transportarem diversos
materiais bioldgicos, estas podem ser também usadas como possiveis sistemas de entrega de
agentes terapéuticos. ('")

No entanto, ainda nao estd claro quais os papéis que as VEs podem desempenhar
durante a infecao ativa em humanos e quais os efeitos globais que exercem sobre o
hospedeiro, sendo portanto necessario, mais estudos para a aplicacio de VEs em estratégias

terapéuticas e de vacinagio. ¢*
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