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Parte |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Orientadora: Dra. Catarina Gongalves



Lista de Abreviaturas

DCI — Denominagao Comum Internacional
MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM - Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats (Pontos Fortes, Pontos Fracos,

Oportunidades, Ameagas)



I. Introducio

Com o intuito de proporcionar aos alunos um contacto com a atividade profissional e
como forma de solidificar os conhecimentos tedricos obtidos durante o curso, o plano de
estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) integra a realizagao de um

estagio curricular em Farmacia Comunitaria.

O estagio em Farmacia Comunitaria é essencial, pois para além de permitir aos alunos
contactar com a atividade profissional e realizar todas as atividades inerentes a esta profissao,
permite-nos também por em pratica e aprofundar todos os conhecimentos obtidos durante o

curso e interagir com os utentes.

Os farmacéuticos, mais especificamente os farmacéuticos comunitarios, sao responsaveis
por todas as atividades relacionadas com os medicamentos, desde a sua preparagao, no caso
de serem medicamentos manipulados, até a sua comercializagao e farmacovigilancia.' Nesse
sentido, é da competéncia destes garantir a seguranga, eficacia e qualidade dos medicamentos
e que estes sejam dispensados com um bom aconselhamento farmacoterapéutico,' de modo

que tenham a eficacia desejada.

O meu estagio em Farmacia Comunitaria foi realizado na Farmacia Alvim, em Braga, sob a
orientagao da Dra. Catarina Gongalves, entre janeiro de 2020 e julho de 2020. E o presente
relatorio, realizado através de uma analise SWOT, visa retratar a experiéncia vivenciada ao
longo dos 6 meses que la estagiei. A andlise SWOT baseia-se em 4 pilares: os pontos fortes
(Strenghts) e os pontos fracos (Weaknesses) que sao a componente interna, e as oportunidades

(Opportunities) e ameacgas (Threats) que sao a componente externa.



2. Analise SWOT

Tabela | - Analise SWOT

Dimensao Interna

Pontos Fortes Pontos Fracos
. , . . - , Medicamentos
Delineamento do estagio | Receitas manuais Formagao continua
esgotados
o~ , . PharmaCard
Localizagao da Farmacia Suplementos COVID-19
Horario de Proximidade de locais

Prescri¢oes por DCI

Funcionamento alargado de venda de MNSRM

Aconselhamento em

Servicos prestados . ,
cosp determinadas areas

Pertencer a uma
associacao ou a um grupo
de Farmacias

Preparagao de
medicamentos
manipulados

4 Digital Care

Duragao do estagio
curricular

2.1.Pontos Fortes

2.1.1. Delineamento do estagio

O meu estagio na Farmacia Alvim foi delineado por etapas para facilitar a aprendizagem
e para poder contactar e realizar todas as tarefas que um farmacéutico desempenha em
farmacia comunitaria. Estas fungoes vao muito para além do atendimento ao balcao, no entanto
o atendimento ao balcao é o local onde o farmacéutico pode ter um papel de maior destaque
pois € onde contacta com os utentes e pode fazer a diferenga entre um bom aconselhamento
— toma correta da medicagao — eficacia do tratamento ou aconselhamento incompleto —

incorreta toma da medicagao — problemas na adesao e eficacia do tratamento.

Como nunca tinha estagiado na Farmacia Alvim, no primeiro dia de estagio fiquei a
conhecer as instalagoes, alguns dos funcionarios e conheci todos os servigos e areas que
existem na farmacia. Inicialmente comecei por dar entrada de encomendas. Para realizar esta
tarefa, em primeiro lugar temos que indicar qual o nome do armazém ou do laboratorio, de

seguida temos que picar o cédigo de barras/ codigo matrix de todos os produtos que vém na



encomenda e a medida que vamos picando cada produto temos que verificar a respetiva
validade e comparar esta com a que esta na ficha do produto. Se a validade do produto que
estamos a rececionar for inferior a que esta na ficha do produto temos que alterar a validade,
ficando assim a validade inferior registada na ficha. Para além da validade, temos que verificar
se a quantidade rececionada coincide com a quantidade que foi faturada e no fim temos que
verificar o prego de cada produto e a margem. Antes de concluir a recegao da encomenda
temos que confirmar se o prego final corresponde com o prego final registado na fatura.
Depois de verificar tudo o que foi mencionado anteriormente e no caso de o valor coincidir
podemos finalizar a recegao da encomenda. Ao concluir a recegao da encomenda, podemos
imprimir as etiquetas dos produtos que sao arrumados fora do balcao. Ha medida que
rececionamos os produtos vai aparecendo se estes estao reservados ou nao, no caso de
estarem reservados colocamos estes produtos de lado. No final vai aparecer todas as reservas
dos produtos que demos entrada na encomenda e temos que satisfazer essas reservas e
arrumar esses medicamentos nas estantes separando os produtos pagos dos nao pagos. No
caso de algum produto ser enviado por engano ou ter validade curta podemos proceder a sua
devolugao para os respetivos armazenistas. Para isso, vamos a gestao de devolugoes
colocamos os produtos e associamos os produtos a respetiva fatura, confirmamos os pregos
e finalizamos. Ao finalizar temos que avisar a autoridade tributdria porque o produto tem que
ter um guia de remessa. No fim imprimimos trés exemplares da devolugao, dois para
acompanharem o produto e outro para ficar na farmacia. Posteriormente, os armazenistas ou

enviam uma nota de crédito ou enviam os produtos.

Nas primeiras semanas de estagio para além da rececio de encomendas, também
repunha o stock, arrumava os produtos rececionados nos respetivos sitios, para me familiarizar
com os locais onde estes se encontravam arrumados e assisti a alguns atendimentos ao balcao.
Durante este periodo, também pude verificar a validade de diversos produtos, ja que todos
os meses € impressa uma ficha com os produtos cuja validade termina nos trés meses
seguintes, e por isso temos que verificar se essa validade que aparece no computador coincide
com a do respetivo produto. No caso de a validade do produto terminar nos trés meses

seguintes temos que o retirar da farmacia e envia-lo para o armazém.

Ao fim de 3 a 4 semanas de estagio, iniciei o atendimento ao balcdo. Inicialmente
acompanhada pela minha orientadora para me familiarizar com o programa e também para o
caso de ter alguma duvida e depois sozinha. Durante o atendimento, pude contactar com
medicamentos psicotropicos. Quando dispensamos um medicamento psicotropico, temos que

preencher uma ficha com o nome completo do utente e morada, com o nome completo do
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adquirente, numero e data de validade do cartao de cidadao e data de nascimento. No fim do
atendimento sao impressos 3 papéis iguais onde consta a idade e o nome do adquirente, a
data e o nome do medicamento psicotropico que foi dispensado. Estes papéis sao guardados
e até ao dia 8 de cada més tem que ser enviado para o Infarmed o registo de todos os
medicamentos psicotropicos que foram vendidos no més anterior. Antes de enviar este registo
temos que conferir se a ficha de cada medicamento dispensado foi bem preenchida e caso a
receita seja manual temos que digitalizar e anexar a receita a ficha do psicotropico. O registo

de venda de medicamentos psicotropicos tem que ficar arquivado na farmacia durante 5 anos.

Esta aprendizagem por etapas fez com que eu fosse consolidando os conhecimentos
adquiridos, o que me permitiu ganhar uma autonomia e responsabilidade crescente a cada

novo dia de estagio.

2.1.2. Localizagao da Farmacia

A Farmacia Alvim esta situada em Real, perto do centro da cidade de Braga. Por ser
uma farmacia muito movimentada e de acesso simples permitiu-me contactar com pessoas de
faixas etdrias distintas, com necessidades e conhecimentos diferentes. Isso fez com que me
familiarizasse com uma maior diversidade de medicamentos e outros produtos vendidos na
farmacia e que me deparasse com situagoes que requereram aconselhamentos bastante

dispares.

2.1.3. Horario de Funcionamento alargado

O horario de funcionamento da Farmacia Alvim é das 8h as 24h todos os dias da
semana, incluindo feriados. Apesar de ter realizado o meu estagio quase sempre em dias Uteis,
o horario que realizei variou entre as 9h e as 20h, o que me permitiu perceber que ao longo
do dia a afluéncia de pessoas e a diversidade de situagoes vai variando, havendo uma maior

deslocacao de utentes em determinadas horas do dia, sobretudo ao final do dia.

2.1.4. Servigos prestados

Na Farmacia Alvim sao prestados diversos servigos tais como: consultas de nutrigao,
enfermagem, aromaterapia, naturopatia, ortopedia, entre outros. Estes servigos prestados
vém complementar a oferta que a farmacia tem para os seus utentes. A principal vantagem de

ter estes servicos na farmacia é a garantia de qualidade dos mesmos. Além disso, estes servicos



fazem com que um maior nimero de utentes se desloquem a farmdcia, permitem transmitir
ao utente informagoes fidedignas que muitas vezes nao sao asseguradas noutros locais, tais
como ervanarias, e vao permitir aos farmacéuticos aconselhar e vender os produtos que sao

prescritos nessas consultas.

A area da ortopedia é bastante complexa e por essa razao a Farmacia Alvim tem uma
técnica especializada nesta darea que é responsavel pelos atendimentos relacionados com a
ortopedia e que auxilia os farmacéuticos caso estes tenham alguma duvida. Uma vez que esta
area esta em constante expansao e que € parte integrante da farmacia comunitaria seria

vantajoso adquirir os conhecimentos basicos em ortopedia durante o curso.

2.1.5. Pertencer a uma associagao ou a um grupo de Farmacias

A Farmacia Alvim pertence a um grupo de Farmadcias, constituido por mais duas
farmacias (a Farmacia Martins e a Farmacia Gomes). O facto de pertencer a uma associagao
de farmacias traz imensos beneficios para a Farmacia Alvim, pois consegue ter descontos
maiores nas encomendas e assim conseguir pregos mais competitivos, em relagao aos locais
de venda de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM). Outra vantagem desta
associagao € que muitas vezes, quando falta algum medicamento ou qualquer outro produto
na farmacia, conseguimos ver no programa se esse produto existe em stock nas outras
farmacias. No caso de haver o produto na farmacia Gomes ou na farmacia Martins ligamos
para essas farmacias e pedimos para reservar, depois uma pessoa da Farmacia Alvim fica
responsavel por ir buscar as reservas e trazer para a farmacia. Isto permite satisfazer o cliente
mais rapidamente, porque muitas vezes esses medicamentos estao esgotados nos armazéns

e/ou a entrega das encomendas pelos armazenistas poderia demorar mais tempo.

Dependendo das vantagens comerciais, as encomendas poderiam ser feitas em
conjunto. Quando isso acontecia, a rececao de encomendas era feita na Farmacia Alvim e
depois separavamos o que tinha que ser enviado para cada uma das farmacias. Para isso,
davamos entrada de tudo o que veio na encomenda, verificivamos a validade, a quantidade e
o prego, comparavamos com a nota de encomenda e no final procedia-se a Movimentagao de
stock. Para esse fim, cridvamos uma nova ficha de saidas e colocavamos no assunto acertos
para a Farmacia Gomes ou para a Farmacia Martins, conforme fosse o caso, depois pinhamos

os produtos e a quantidade e imprimiamos uma folha que ia a acompanhar os produtos.



Ter estagiado na Farmacia Alvim permitiu-me conhecer a dinamica e comunicagao que
existe entre as farmacias que pertencem ao mesmo grupo e perceber as vantagens que esta

associagao traz para as farmacias.

2.1.6. Preparacao de medicamentos manipulados

Durante o meu estagio tive a oportunidade de assistir e participar na preparagao de
um medicamento manipulado. Os medicamentos manipulados nao sao prescritos
frequentemente, no entanto quando nao estao disponiveis preparagoes especificas e
adequadas para tratar determinada situagao patologica, o médico prescreve este tipo de

medicamentos que posteriormente tém que ser preparados pelos farmacéuticos.

A Farmacia Alvim tem as condigoes requeridas para a preparagao destes
medicamentos, nomeadamente as instalagoes apropriadas, as matérias-primas, os formularios,
os materiais e os procedimentos a seguir para proceder a preparagao. Por isso no decorrer
do estagio auxiliei na preparacio de Alcool a 70° saturado com 4cido bérico, uma preparagio
com agao bacteriostatica e fungicida para uso auricular, que pode ser utilizada para tratar
eczemas, micoses auriculares, otites externas e otites médias cronicas. Apos a preparagao do
medicamento manipulado, tive que preencher a ficha de preparagao do medicamento
manipulado. Nesta ficha tem que constar as matérias-primas utilizadas na preparagao e as
respetivas quantidades, o prazo de validade, as caracteristicas organoléticas, as condigoes de
armazenamento e tive que registar os calculos do preco de venda do medicamento
manipulado. Posteriormente, tive que assinar e colocar a data de preparagao na ficha, para que

de seguida esta possa ser arquivada com uma fotocopia da receita.

2.1.7. 4 Digital Care

A Farmacia Alvim utiliza como sistema informatico o 4 Digital Care. Este programa
permite realizar todas as tarefas subjacentes a atividade profissional em Farmacia Comunitaria,
nomeadamente recegao de encomendas, devolugao de produtos, movimentagao de stocks
entre farmacias, comunicacao das vendas mensais de medicamentos psicotropicos para o
Infarmed, realizagao do atendimento ao publico, loteamento das receitas manuais, detegao de
interacoes e permite a criagao de fichas para os clientes, podendo constar nesta ficha o nome,
morada, nimero de contribuinte, o telefone e o registo de medicagao. Para além disto, o 4
Digital Care permite que durante o atendimento ao publico, possamos consultar o folheto

informativo e o resumo das caracteristicas dos medicamentos, permite consultar o stock dos
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medicamentos e no caso de estes nao existirem em stock podemos encomendar diretamente
aos armazenistas. Se nao tivermos um determinado produto podemos fazer uma reserva em
nome do utente, entregando-lhe um documento com o nome do produto, a quantidade e se
este se encontra pago ou nao, para que este possa ser posteriormente levantado e pago, se
for o caso. Por fim, este programa também permite consultar o registo de documentos, isto
é bastante util, uma vez que frequentemente os utentes nao sabem quais os laboratoérios dos
medicamentos que costumam tomar habitualmente ou quais os suplementos ou outros
produtos de venda livre que adquiriram na farmacia. Assim, através desta funcionalidade

conseguimos saber quais os produtos que o utente comprou na farmacia.

Considero este programa uma mais-valia pois € um sistema informatico simples e facil
de ser utilizado e permite que as tarefas sejam realizadas corretamente. Durante o curso,
apenas aprendemos a trabalhar com o Sifarma2000°, que é o programa que geralmente as
farmacias usam em Portugal. Ao realizar o meu estagio na Farmacia Alvim fiquei a conhecer
um programa informatico novo e pude aprender a trabalhar com ele e assim aumentar o meu

conhecimento.

2.1.8. Duragao do estagio curricular

Como apenas realizei estagio em Farmacia Comunitaria, a duragao do meu estagio foi
de 815 horas, tendo iniciado o mesmo em janeiro de 2020 e terminado no final de julho de

2020.

Considero a duragao do estagio um ponto forte pelo facto de ter englobado 3 estagoes
do ano. Isso permitiu-me contactar com diversas situagoes que exigiram aconselhamentos
diferentes. Nos meses de Inverno, pude contactar, vender e aconselhar medicamentos,
xaropes e pastilhas para o tratamento de gripes, constipagoes, tosse e dor de garganta,
respetivamente. Enquanto que nos meses de primavera e verao pude aconselhar e vender
protetores solares, pomadas e cremes para tratar queimaduras e picadas de insetos,

repelentes, anti-histaminicos para tratar alergias, desparasitantes, entre outros.

Uma vez que as necessidades dos utentes vao variado consoante a altura do ano acho
essencial que o estagio nos possibilite o contacto com um maior numero e variedade de
situagoes, de modo que possamos entrar no mercado de trabalho mais preparados e capazes

de realizar com autonomia e confianga as fungoes subjacentes a esta profissao.



2.2.Pontos Fracos

2.2.1. Receitas manuais

No decorrer do estagio pude contactar com diversas receitas manuais. Para validar
uma receita manual temos que ter em atengao se a receita tem a vinheta do médico e a
respetiva assinatura, se o nome do utente, o numero de beneficiario e a entidade responsavel
estao escritos sem erros, também temos que verificar se a receita nao vem rasurada e no caso
de ter alguma rasura, se esta vem acompanhada com a rubrica do respetivo médico. Para além
disso, temos que ter em atengao se o motivo pelo qual a receita manual foi passada vem
assinalado e se esta se encontra dentro da validade. Depois de validarmos a receita temos que
inserir o plano de comparticipagado no programa. Como existem diversos planos de
comparticipagao, senti alguma dificuldade em saber qual o plano que se aplicava a determinada
receita. Outra dificuldade que senti ao contactar com receitas manuais foi perceber o que

vinha prescrito ja que na maioria das vezes a caligrafia era quase ilegivel.

2.2.2. Suplementos

Os suplementos nao sao um tema muito abordado, durante o curso, e quando
chegamos ao estagio em farmacia comunitaria deparamo-nos com uma grande variedade de
suplementos com finalidades distintas. Cada vez mais, os utentes recorrem a suplementagao
alimentar, com o intuito de melhorar a sua qualidade de vida e prevenir o aparecimento de
certas doengas e por isso, estes sao muitas vezes utilizados para amenizar os sintomas e
complicagoes que surgem com a idade. Com o surgimento da pandemia, um maior nimero
de pessoas deslocou-se a farmacia para comprar suplementos para reforgar o sistema
imunitario e para combater o cansago fisico e psicologico que surgiu devido ao confinamento
provocado pela COVID-19. Como esta drea esta em constante expansao torna-se essencial
que durante o MICF, sejam abordados com mais detalhe os suplementos, de modo que os
alunos consigam conhecer a composicao dos suplementos, para que servem e qual o
mecanismo de agao de determinada planta que esta presente na sua formulagao, quais as suas
vantagens e desvantagens em relagdo a outras que existem noutros suplementos e assim
conseguir aconselhar da melhor forma possivel as pessoas que procuram a nossa
recomendag¢ao. Um maior conhecimento nesta area vai permitir aos alunos, enquanto futuros
farmacéuticos, prestar um aconselhamento mais completo e conciso, em relagao ao que é
prestado nos pontos de venda livre onde estes suplementos também podem ser vendidos. O

facto de se conseguir prestar um aconselhamento com maior confianga e conhecimento vai
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contribuir para que cada vez mais os utentes recorram a farmdacia para adquirir os seus
suplementos em vez de adquiri-los em pontos de venda livre ou através da internet e assim

sejam utilizados de forma correta e para a finalidade pretendida.

2.2.3. Prescrigoes por DCI

Nas receitas eletronicas, os medicamentos vém prescritos pela Denominagao Comum
Internacional (DCI) e normalmente estas receitas nao vém trancadas com a marca ou o
laboratério de genérico que o doente costuma tomar. Se o utente nao souber quais sao os
laboratérios dos medicamentos que costuma fazer e nao tiver nenhum registo no programa
da farmacia, torna-se dificil conseguir perceber quais os laboratérios de cada medicamento

que a pessoa toma habitualmente.

Durante o estagio, esta situagao aconteceu algumas vezes e por isso tive que ir buscar
as caixas de varios genéricos para mostrar ao utente a ver se ele reconhecia qual o laboratério
que costumava utilizar. No entanto, em doentes polimedicados isto torna-se impraticavel ja
que para cada medicamento existem pelo menos 7 ou 8 laboratérios de genéricos. Perante
esta situagao e uma vez que o mercado de genéricos esta em expansao seria benéfico que nas
receitas, principalmente naquelas que pertencem a doentes polimedicados e que ja fazem a

medicagao ha muito tempo, viessem assinalados os respetivos laboratorios.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Formacao continua

Durante o meu estagio tive a oportunidade de assistir a varias formagoes sobre
diversos temas, nomeadamente sobre suplementos, cosméticos e preparagoes de uso
veterinario. As formagcoes ocorriam durante o horario de funcionamento da farmacia e
enquanto uma parte da equipa assistia a formagao a outra parte assegurava o atendimento ao
publico e depois trocavamos. Estas formagoes foram bastante Uteis pois permitiram-me
adquirir um conhecimento mais detalhado sobre os produtos que eram comercializados na
farmacia, o que posteriormente me ajudou no aconselhamento e venda dos mesmos, uma vez

que consegui realizar atendimentos mais completos, mais persuasivos e com maior confianga.



2.3.2. PharmaCard

A Farmacia Alvim tem um cartao denominado PharmaCard que permite aos utentes
acumular valor em cada compra que fazem na farmacia. O dinheiro acumulado em cartao pode
ser descontado em qualquer compra que a pessoa faga e no dia de aniversario a pessoa ganha
2,5€ em cartao de prenda de aniversario. Assim, o PharmaCard contribui para a fidelizagao
dos utentes e € uma estratégia que a farmacia adotou para gratificar os seus clientes. Além
disso, € uma importante ferramenta pois permite registar a medicacao que o cliente faz
habitualmente, permitindo-nos conhecer o perfil do cliente e colocar observagoes de modo a

evitar possiveis interagoes/reagoes adversas.

2.3.3. Proximidade de locais de venda de MNSRM

A Farmacia Alvim esta localizada perto de um local de venda de MNSRM. O facto de
estar perto de um local de venda de MNSRM, faz com que algumas pessoas se desloquem a
farmacia apenas para saber e comparar os precos. No entanto, a proximidade com estes locais
permite que nos diferenciemos dos mesmos pois quando vendemos estes produtos damos
sempre um bom aconselhamento e tentamos esclarecer todas as duvidas dos utentes. Isto faz
com que os utentes prefiram adquirir estes produtos na farmacia pois sentem-se mais seguros

e esclarecidos.

No decorrer do estagio tive a oportunidade de vender alguns produtos de venda livre
e de aumentar o meu conhecimento acerca dos mesmos. Tive também a oportunidade de

esclarecer e aconselhar os utentes em relagao a estes produtos.

2.3.4. Aconselhamento em determinadas areas

Com a realizagao do estagio curricular pode contactar com inimeros produtos e
marcas que desconhecia. Fiquei a conhecer diversas preparagoes de uso veterinario, as suas
fungoes e quais as suas vantagens e desvantagens em comparagao com outras que existem no
mercado. Também fiquei a conhecer algumas marcas de dermocosmética, nomeadamente
Apivita®, Martiderme® e Jowaé® e pude aprofundar o meu conhecimento sobre os produtos

de dermocosmeética das restantes marcas que ja conhecia.

O aconselhamento na area de dermocosmética e na area de preparagoes de uso

veterinario foi onde senti mais dificuldade durante o estiagio. Cada vez mais as pessoas
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deslocam-se a farmacia para adquirir estes produtos e colocam bastantes questoes. Com a
ajuda dos meus colegas consegui dar resposta as questoes que me foram sendo colocadas por
parte dos utentes e fui adquirindo e consolidando conhecimentos sobre estas areas o que me

permitiu realizar, dia ap6s dia, um aconselhamento mais confiante e auténomo.

2.4. Ameacas

2.4.1. Medicamentos esgotados

No decorrer da realizagao do meu estagio curricular deparei-me com algumas
situagoes em que os utentes se deslocavam a farmacia para adquirir a medicagao que tomam
habitualmente e esta se encontrar constantemente esgotada. Exemplos disso foi o Tolvon®, o
Victan®, o Brintellix® o Elvanse®, entre outros. Muitas vezes, os utentes mostraram desagrado
pelo facto dos medicamentos se encontrarem esgotados e me questionavam quando é que
voltavamos a ter os respetivos medicamentos, ao qual eu lhes respondia que quando estes se
encontram esgotados nao existe uma previsao de quando voltam a estar disponiveis no
mercado. A inexisténcia de medicamentos genéricos impossibilitou que os utentes tomassem
a sua medicagao de forma continua, o que fez com que alguns utentes tivessem que trocar de

medicagao ja que nao podiam estar tanto tempo a espera sem tomar os medicamentos.

Entre os medicamentos esgotados destaco o Tolvon®, este medicamento é utilizado
para o tratamento da depressao, pelo facto de se encontrar esgotado muitos utentes tiveram
que substituir a toma do Tolvon® pela Mirtazapina, que também é um antidepressivo. O
problema associado a troca de antidepressivos € que estes nao tém efeito imediato, como é
o caso da Mirtazapina que demora, normalmente, | a 2 semanas a ter efeito,” o que pode por

em causa a adesao a terapéutica.

2.4.2. COVID-19

A pandemia provocada pela COVID-19 fez com que o estagio fosse suspenso durante
um més e meio. No periodo que antecedeu a suspensao do estagio, a farmacia teve que adotar
medidas de seguranga que permitissem manter o distanciamento entre os utentes e oOs
funcionarios da farmacia. A maioria dos atendimentos consistiam na venda de paracetamol,
ibuprofeno e de suplementos para reforgar o sistema imunitario e as formagoes que estavam

agendadas tiveram que ser suspensas por tempo indeterminado.



Quando retomei o estagio curricular, deparei-me com um ambiente bastante diferente
do que havia quando tinha suspendido o estagio. A equipa estava a trabalhar por turnos, o uso
de viseira ou de mascara era obrigatorio e apos cada atendimento tinhamos que desinfetar as
maos, o balcao e o multibanco. O sistema de senhas tinha sido retirado da farmacia, haviam
apenas 3/4 balcoes de atendimento em funcionamento e apenas podiam estar 2 pessoas a
espera no interior da farmacia. A medicao da glicémia, do colesterol e da tensao arterial foi

suspensa, bem como os servigos de nutrigao e de enfermagem, como medidas de contengao.

Pouco a pouco, os servigos foram voltando ao normal e por isso comegamos
inicialmente por voltar a medir a tensao arterial, posteriormente foi colocado o sistema de
senhas e mais tarde foram retomadas as consultas de nutrigao, enfermagem e naturopatia. No

entanto, as formagoes continuaram suspensas, tendo havido apenas uma formagao presencial.

A utilizagdo de mascara, por vezes, dificultou a comunicagao entre o utente e o

farmacéutico, pois nao se conseguia perceber o que os utentes diziam.



3. Casos Praticos

3.1.Caso Pratico |

Uma utente, do sexo feminino, vem a farmacia porque o sobrinho de |5 anos esta com
muita comichao nos olhos e ja lhe doem os olhos de tanto cogar. Refere que o sobrinho tem
os olhos bastante vermelhos mas a visao nao foi alterada. Diz que a comichao comegou no dia
anterior mas nao quer deixar passar muito tempo, visto que costuma ter muitas conjuntivites.
Perante esta situagao, questionei a utente se o sobrinho tinha acordado com remela no canto
do olho, ao qual ela respondeu que nao. Posto isto, e tendo em conta a sintomatologia
apresentada podemos concluir que o sobrinho tem uma conjuntivite alérgica e por isso
recomendei-lhe a utilizagio de Allergodil® em colirio, cujo principio ativo é o cloridrato de
azelastina, um anti-histaminico. Recomendei que aplica-se | a 2 gotas deste colirio de manha
e a noite e que no caso de utilizar lentes de contacto que deveria aplicar o colirio antes de
colocar as lentes e aguardar 10 a |15 minutos até as voltar a colocar. Também recomendei a
utente que o sobrinho limpasse os olhos com soro fisiologico e compressas de forma a auxiliar

o tratamento.

3.2. Caso Priatico 2

Uma utente, do sexo feminino, com cerca de 30 anos deslocou-se a farmacia com
sintomatologia de uma infecao flingica vaginal. Queixava-se de comichao na regiao perivaginal
sem corrimento, vermelhidao e algum inchago. A utente referiu que os sintomas tinham
surgido no dia anterior mas como nao passavam decidiu ir a farmacia. Perante esta situagao
expliquei a senhora que ela estava com uma infegao fungica vaginal e que a sintomatologia que
ela apresentava se devia a um desequilibrio da flora vaginal. Recomendei-lhe que utiliza-se o
Candiset®, cujo principio ativo é o clotrimazol, um antifingico. Uma vez que a infecio era
externa disse-lhe para aplicar o creme de manha e a noite na zona afetada durante 6 dias. Para
complementar o tratamento sugeri que utiliza-se o gel de higiene intima da Uriage Gyn-8, que
como tem um pH de 8 vai ajudar a tratar os sintomas da inflamagao, nomeadamente a
comichao, vermelhidao e o inchago. O gel de higiene intima da Uriage Gyn-8 como tem pH
de 8 nao deve ser utilizado durante muito tempo pois pode alterar o pH da vagina, por isso
recomendei que o utiliza-se apenas durante 6 dias. Por fim, informei a utente que, se apés o

tratamento, os sintomas persistirem ou piorarem deveria procurar aconselhamento médico.
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4. Conclusido

O estagio curricular constitui a Gltima etapa para a conclusao do MICF. Este permite
aos estagiarios colocar em pratica todos os conhecimentos que foram adquirindo durante o
curso e complementa-los com conhecimentos praticos que apenas se adquirem com a

experiéncia.

O estagio realizado na Farmacia Alvim foi bastante intenso, o que me permitiu crescer
tanto a nivel pessoal como a nivel profissional. Os 6 meses de estagio permitiram-me adquirir
novos conhecimentos e constatar a importincia e o valor desta profissao. Para nés
farmacéuticos, enquanto profissionais de salde, a aprendizagem é contante, e dia apos dia,
com o exercer da profissao, temos sempre a oportunidade de aperfeicoar e melhorar o nosso
conhecimento e desempenho. Com este estagio adquiri mais confianga e seguranga e acho que

estou melhor preparada para entrar no mercado de trabalho.

Sinto-me grata pelo meu primeiro contacto com a atividade profissional ter sido na
Farmacia Alvim. Quero agradecer a toda a equipa da Farmacia Alvim pela simpatia, pela ajuda,
pela disponibilidade e pela paciéncia que sempre tiveram comigo, todos contribuiram para a
minha evolugao durante este percurso. Por fim, quero deixar um agradecimento especial a

Dra. Catarina Gongalves, que foi quem me orientou durante o estagio. Obrigada por tudo!
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“Novos alvos terapéuticos em Giardia lamblia: potencial

aplicacdo de vesiculas extracelulares”
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Lista de Abreviaturas
AME:s - enzimas de metabolizagao da arginina, do inglés “Arginine Metabolic Enzymes”
CPs - proteases de cisteina, do inglés “Cysteine Proteases”

ESCRT - complexo de classificagio endossémica responsavel pelo transporte, do inglés

“Endosomal Sorting Complex Responsible for Transport”

ESVs - vesiculas especificas de enquistamento, do inglés “Encystation-specific Secretory

Vesicle”

HSPs - proteinas de choque térmico, do inglés “Heat shock proteins”
ILVs - vesiculas intraluminais, do inglés “Intralumial Vesicles”

LBPA - icido lisobisfosfatidico, do inglés “Lysobisphosphatidic Acid”
miRNA - micro RNA

mRNA - RNA mensageiro

MVBs - corpos multivesiculares, do inglés “Multivesicular Bodies”
MVs - microvesiculas

OMS - Organizagao Mundial de Saude

RE - Reticulo Endoplasmatico

SPP - peptideos de sinal, do inglés “Signal Peptides”

VPs - Vesiculas Periféricas
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Resumo

A giardiase é uma patologia negligenciada que afeta anualmente entre 130 a 262 milhoes
de pessoas. Apesar da taxa de mortalidade ser baixa esta patologia causa uma taxa de
morbilidade elevada provocando um grande impacto socioeconémico e na saude publica. As
terapéuticas existentes para tratar a giardiase tém bastantes efeitos secundarios e as taxas de
reinfecao sao bastante elevadas. Com o aparecimento de resisténcia aos farmacos, tornou-se
essencial encontrar novos alvos terapéuticos e desenvolver novos farmacos para fazer face a
esta parasitose. Nesse sentido surgiram as vesiculas extracelulares que evidenciam ser alvos
atraentes para o tratamento da giardiase. Estas vesiculas parecem desempenhar fungoes
essenciais nos parasitas, nomeadamente, na colonizagao das células alvo, na imunomodulagao
da resposta defensiva do hospedeiro e na comunicagao entre os parasitas e o hospedeiro. Por
puderem estar envolvidas em processos fundamentais para a sobrevivéncia de Giardia, as
vesiculas extracelulares tém potencial para virem a ser utilizados como alvo terapéutico na

giardiase.

Palavras-chave: Giardiase, Giardia lamblia, alvos terapéuticos, vesiculas extracelulares, novos

alvos terapéuticos.
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Abstract

Giardiasis is a neglected disease that affects 130 to 262 million people. Although the
mortality rate is low, this pathology causes a high morbidity rate, causing a great
socioeconomic and public health impact. Existing therapies to treat giardiasis have many side
effects and the rates of re-infection are quite high. With the emergence of resistance to
antiparasitic drugs, it has become essential to find new therapeutic targets and develop new
drugs to deal with this parasitosis. In this sense, extracellular vesicles emerged, which prove
to be attractive targets for the treatment of giardiasis. These vesicles seem to perform essential
functions in the parasites, namely, in the colonization of the target cells, in the
immunomodulation of the host's defensive response and in the communication between the
parasites and the host. Because they can be involved in fundamental processes for the survival
of Giardia, extracellular vesicles have the potential to be used as a therapeutic target in

giardiasis.

Keywords: Giardiasis, Giardia lamblia, therapeutic targets, extracellular vesicles, new

therapeutic targets.
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I. Introducio

As infegOes parasitarias intestinais afetam anualmente milhGes de pessoas em todo o

~ ’ 1,2
mundo, permanecendo como um problema global que poem em causa a saide humana'~. Estas
parasitoses causam um maior impacto nos paises mais pobres, onde o nimero de mortes e
de pessoas infetadas é bastante superior'”. No entanto nestes paises as doengas provocadas

pelos parasitas continuam a ser negligenciadas'”.

As parasitoses entéricas encontram-se muitas vezes associadas a pobreza, uma vez que
a falta de condigdes habitacionais, tais como a auséncia de saneamento, o acesso restrito a
agua potavel, a superlotagdo e a escassez de higiene favorecem a disseminagao destes
organismos>**. A transmissio dos parasitas intestinais ocorre habitualmente pela via fecal-oral,
através da ingestao de alimentos e agua contaminados, bem como pelo contacto com solos e
fémites contaminados’. Estes parasitas sio responsaveis por um elevado nimero de doengas
gastrointestinais, que podem causar desnutrigao, atraso no crescimento, obstrugao intestinal,
deficiéncia de proteinas e comprometimento cognitivo, provocando um grande impacto

socioeconémico e na salide publica®.

Os farmacos existentes para tratar as parasitoses intestinais tém bastantes efeitos
secundarios e exigem planos de administragao complexos, fazendo com que os gastos sejam
mais elevados e ocorram falhas na adesao ao tratamento. Para além disso, o aparecimento de
resisténcia aos medicamentos antiparasitarios faz com que seja imprescindivel descobrir novos
alvos terapéuticos e encontrar novas terapéuticas que sejam eficazes, simples e que estejam
ao alcance de todos, de forma a reduzir a morbilidade e o nimero de infetados, dando uma
melhor qualidade de vida as pessoas, principalmente aquelas que vivem em paises em

desenvolvimento®*>¢”7,

Assim, esta monografia faz uma revisao sobre as terapéuticas que existem atualmente
para a giardiase e das suas limitagoes, bem como sobre novos alvos terapéuticos que estao a

ser estudados, dando destaque particular ao papel das vesiculas extracelulares do parasita.
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2. Giardiase
2.1.Etiologia e epidemiologia

A giardiase é uma infegdo parasitaria intestinal causada por Giardia lamblia (G. lamblia)®.
Este protozoario também conhecido como Giardia duodendlis (G. duodendlis) ou Giardia
intestinalis (G. intestinalis), destaca-se dos outros parasitas entéricos pela sua elevada
prevaléncia, quer em paises ricos, quer em paises mais pobres, surgindo em diferentes

situagdes socioambientais*®’.

No século XVII, Anton van Leeuwenhoek descreveu pela primeira vez G. lamblig,

enquanto analisava as suas fezes diarreicas ao microscépio'®"

. Este parasita € um protozoario
eucariota unicelular flagelado da ordem Diplomonadida, familia Hexamitidae e do género

Giardia®'*"3.

Quanto a sua morfologia, G. lamblia apresenta duas formas distintas: o trofozoito e o
quisto. O trofozoito é piriforme, tem simetria bilateral, dois corpos parabasais, oito flagelos
livres, um disco ventral e dois nlcleos sem nucléolos'’. Os oito flagelos e o disco ventral do
trofozoito tém um papel importante na colonizagao do trato gastrointestinal, pois sao os
flagelos que lhe conferem mobilidade e é através do disco ventral que o parasita adere as
células intestinais. Estas caracteristicas do citoesqueleto também sao essenciais para a divisao
celular (divisao binaria assexuada) garantindo, assim, a sobrevivéncia do parasita®. O quisto é
ovoide, tem 4 nucleos, flagelos intracitoplasmaticos e possui uma parede quistica, permitindo

a sua sobrevivéncia no meio exterior durante semanas a meses'®'“.

Apesar de ser um parasita eucariota, G. lamblia nao possui mitocondrias, peroxissomas
nem nucléolos. O citoplasma contém granulos ribossomicos e de glicogénio, vactolos
lisossémicos e um aglomerado de membranas que se assemelham ao complexo de Golgi'.
Este parasita pode colonizar o trato gastrointestinal de humanos e de animais e por isso a sua
transmissao pode ocorrer de pessoa para pessoa, de animal para pessoa ou através de

alimentos e agua contaminados™'°.

Este protozoario liga-se a superficie apical das células do epitélio intestinal provocando

lesao nas células epiteliais, apoptose dos enterocitos e aumento da permeabilidade intestinal,
’ . . . ~ 15

através do comprometimento de enzimas e de jungdes celulares”. O aumento de

permeabilidade pode ser responsavel pelo desenvolvimento da diarreia**'>. Para além disso, as

alteragoes celulares modificam a absorcao de nutrientes provocando a sindrome de ma

absor¢ao e, consequentemente, afetar o crescimento e o desenvolvimento cognitivo da
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crianga®. As infegdes provocadas por este protozoirio raramente levam i morte, sendo
frequentemente crénicas e assintomdticas’. No entanto, a giardiase pode provocar
modificagoes fisiopatologicas intestinais e extraintestinais que se mantém apos a infecao ter
sido tratada, o que pode afetar profundamente a qualidade de vida'>'®. Na fase aguda da doenca
pode haver dor abdominal, enjoos, vomitos, diarreia, cansago excessivo, flatuléncia e redugao

de peso™".

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a giardiase é uma patologia
negligenciada, com mais de 200 milhoes de pessoas parasitadas a nivel mundial e com [30-262
milhdes de novas infe¢es por ano'®. A giardiase prevalece nos paises onde a pobreza é maior,
com uma incidéncia de 20 a 30%, enquanto que nos paises desenvolvidos a incidéncia é de 2 a

7%".

2.2.Ciclo de vida de Giardia lamblia

G. lamblia tem um ciclo de vida dimérfico, apresentando duas formas distintas: o quisto
infecioso que sobrevive em ambientes indspitos e o trofozoito responsavel pela infegao e
patologia. O hospedeiro mamifero, homem e animais, ingere agua ou alimentos contaminados

. ~ o . . ~ 19
com quistos, que no estomago a pH acido iniciam o processo de excistagao . Quando
alcangam o intestino delgado, o parasita sai do quisto sob a forma de trofozoito e adere as
vilosidades intestinais através do disco ventral'"'”. A adesdo do trofozoito as células intestinais
é essencial para que ocorra divisio celular e consequentemente a colonizagio'"".
Dependendo dos sinais ambientais especificos (pH, sais biliares, oxigénio) a que o parasita é
exposto no intestino, pode ocorrer divisao celular ou iniciar-se o processo de
. 20 . ;. . ’ ~
enquistamento™. O enquistamento ¢ induzido quando os trofozoitos sao arrastados para o
intestino grosso, formando-se quistos infeciosos que sao expelidos nas fezes do hospedeiro

(Figural)'”?'. Contudo, na fase aguda da infegio devido ao transito intestinal aumentado podem

ser encontrados trofozoitos em fezes diarreicas'>.
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Alimentos 3
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Figura | - Ciclo de vida de Giardia lamblia (Adaptado de KAYSER, F. H., et al, 2005) 2'.

2.3. Alvos terapéuticos

O tratamento da giardiase baseia-se fundamentalmente no uso de nitroimidazois,

sobretudo metronidazol, e de benzimidazois, nomeadamente de albendazol e mebendazol”'¢%2,

O metronidazol é um pro-farmaco que € ativado na auséncia de oxigénio e pela agao
de enzimas do protozoario formando-se radicais nitrosos que se ligam ao DNA do trofozoito.
Esta ligacao induz a fragmentagao do DNA com consequente morte do parasita por apoptose
celular'®?. A ocorréncia de regulagio negativa ou de mutagdes nas enzimas que vao ativar o
farmaco sio as principais causas do aparecimento de resisténcia ao metronidazol'®. Apesar da
elevada taxa de éxito de tratamento, o metronidazol provoca cefaleias, fraqueza, vomitos e é

potencialmente mutagénico e cancerigeno'®.

O albendazol e o mebendazol impedem a polimerizagao da tubulina que é uma proteina
fundamental do citoesqueleto de G. lamblia*****¢, Esta proteina est4 presente nos microtibulos

e estes tém um papel basilar em varios processos que sao importantes para a sobrevivéncia
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do parasita, nomeadamente na divisao, adesao, mobilidade, transporte e
enquistamento/excistagao. Portanto, alteragdes na tubulina inviabilizam os microtubulos

impossibilitando a sobrevivéncia do parasita®.

Quando os nitroimidazdis e os benzimidazdis nao sao eficazes existem outras
alternativas terapéuticas, nomeadamente a nitazoxanida, paromomicina, quinacrina, cloroquina

e a furazolidona’*"%,

Se os medicamentos antigiardiais nao forem eficazes isoladamente, podem ser
administrados em associacio”. Nesse caso, normalmente associam-se medicamentos que

atuam em alvos distintos, de modo a evitar que ocorram resisténcias cruzadas®.

Apesar da variedade terapéutica, muitos dos farmacos utilizados para tratar a giardiase
tém uma baixa eficicia e tém efeitos adversos o que diminui a adesio a terapéutica'’.
Adicionalmente, a resisténcia tem vindo a aumentar e as taxas de reinfecao sao elevadas,
fazendo com que seja crucial encontrar novos alvos terapéuticos e desenvolver novos

farmacos para o combate a esta parasitose®™'*"’.

2.3.1. Novos alvos terapéuticos

Com o objetivo de alcangar terapéuticas mais eficazes tém sido pesquisados novos
alvos terapéuticos. A escolha de um alvo terapéutico € um processo determinante, pois este
tem que ter um papel basilar no parasita, de modo que a sua inibigao impossibilite a sua

sobrevivéncia®.

Entre os novos alvos terapéuticos salienta-se a enzima glicolitica triosefosfato
isomerase de G. lamblia’. Esta enzima esta envolvida no metabolismo fermentativo do parasita,
que é a sua Unica fonte de obtengio de energia’. Deste modo, alteragdes nas enzimas
glicoliticas podem levar a morte deste protozodrio por esgotamento da fonte energética’. A
triosefosfato isomerase € inativada através da alteragao quimica da cisteina 222, alteragao que
pode ser conseguida através de compostos tiol-reativos. Existem evidéncias de que os
trofozoitos de G. lamblia morrem quando ha redugao da expressio da triosefosfato
isomerase’. Alguns medicamentos ja existentes no mercado, com outras indicagdes clinicas,
tém sido estudados no sentido de avaliar a atividade antigiardial’. Tudo indica que o dissufiram
e os inibidores da bomba de protoes conseguem alterar a cisteina 222 do parasita inativando

a triosefosfato isomerase de G. lamblia sem danificar a enzima humana similar’.
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Outra enzima glicolitica que pode vir a ser um alvo terapéutico é a frutose |,6-bifosfato
aldolase, que esta também envolvida no metabolismo fermentativo de G. lamblia**. Existem
evidéncias de que os trofozoitos nao sobrevivem quando o gene codificante da enzima nao é
transcrito”. Adicionalmente, a frutose |,6-bifosfato aldolase do parasita difere da enzima
homologa humana, com estruturas e mecanismos enzimaticos diferentes, presumindo-se que
seja possivel inibir a enzima do parasita sem danificar a enzima do hospedeiro®. Assim, tém
sido pesquisados compostos com potencial para inibir a frutose |,6-bifosfato aldolase. No
entanto, os estudos estao numa fase inicial e ainda nao foi encontrado nenhum farmaco com

capacidade para inibir esta enzima.

As vesiculas extracelulares destacam-se como um potencial novo alvo terapéutico, uma
vez que constituem um meio de comunicagao entre células participando nao sé em diversas
respostas do sistema imunitario mas também na transferéncia de informagao intercelular. Por
esta razao, as vesiculas extracelulares podem estar envolvidas na patogenicidade da giardiase,

apresentando potencial para virem a ser excelentes alvos terapéuticos™.

3. Vesiculas extracelulares
3.1.Caracterizacao

No decorrer da apoptose ou da ativagao celular, praticamente todos os tipos de células
libertam vesiculas extracelulares®'. Estas vesiculas possuem uma forma esférica, sio rodeadas
por uma membrana com dupla camada de lipidos, contém varias macromoléculas como acidos
nucleicos, proteinas, hidratos de carbono, lipidos e moléculas de adesao e podem ser

encontradas em diversos fluidos biolégicos®"*>%,

As vesiculas extracelulares sao sintetizadas e libertadas quer pelos hospedeiros quer

3334 Estas

pelos agentes patogénicos, nomeadamente virus, bactérias, fungos e parasitas
vesiculas tém, no minimo, trés formas de comunicar com as células recetoras: podem manter-
se ligadas a membrana da célula desencadeando processos de sinalizagao devido a interagao
com o recetor celular; podem ser internalizadas por endocitose mediada por recetor; ou
podem fundir-se com a membrana da célula recetora®***. Desta comunicagio é possivel que

resulte uma alteracio da fungdo da célula que recebe a vesicula®.

Tendo em conta o tamanho e a biossintese, as vesiculas extracelulares podem ser

divididas em 3 grupos: exossomas, microvesiculas (MVs) e corpos apoptéticos (Tabela 1)*%
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Tabela | - Classificagao das vesiculas extracelulares em fungao do tamanho e da biossintese32.

Vesiculas Extracelulares
Classificacdo Exossomas Microvesiculas Corpos apoptéticos
Tamanho 402 120 nm 50 a 1000 nm 500 a 2000 nm
Dimensao Pequena Média Grande
Biossintese Endossomas Memb,r ana plasmét'ica de Células em apoptose
células normais

Os exossomas descobertos nos anos 80 numa preparagao de reticuldcitos, sao as

. : . A . 30,32,33
vesiculas extracelulares com um tamanho mais reduzido e tém origem nos endossomas .
Os endossomas resultam do processo de endocitose, que € o mecanismo pelo qual a célula
destroi os recetores que estao a sua superficie, e através da invaginagao da membrana vao
formar corpos multivesiculares (MVBs)***. A maioria dos MVBs fundem-se com os lisossomas
de forma a degradar as proteinas que estao dentro das suas vesiculas intraluminais (ILVs). No
entanto, alguns podem fundir-se com a membrana citoplasmatica libertando os exossomas

para fora da célula através do processo de exocitose (Figura 2)*>*,
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Figura 2 — Biogénese e libertacdo de exossomas. A endocitose de recetores que estio a
superficie da célula origina endossomas e estes por invaginagao da sua membrana vao produzir corpos
multivesiculares (MVBs). A maioria dos MVBs funde-se com os lisossomas degradando as proteinas
que estio no seu interior. Uma pequena quantidade de MVBs funde-se com a membrana plasmatica
libertando os exossomas para fora da célula através do processo de exocitose32:33.

Estudos sugerem que a sintese e libertagao de exossomas depende, no minimo, de trés
processos independentes e caracteristicos da célula, nomeadamente a presenga de um
complexo de classificagao endossomica responsavel pelo transporte (ESCRT), um mecanismo
dependente de ceramida, e outro da presenca de tetraspaninas®’. Até ao momento, o
mecanismo mediado por ESCRT foi o mais estudado. ESCRT compreende quatro complexos
multiproteicos que sao formados por proteinas citosolicas que se agrupam de forma
sequencial®’. Estes 4 complexos multiproteicos sio direcionados para a membrana dos
endossomas através da interacio com a ubiquitina, com a clatrina e entre si*’. Os complexos
ESCRT-0, ESCRT-1 e ESCRT-Il tém a capacidade de reconhecer e de se unir a ubiquitina,
enquanto que o complexo ESCRT-IIl é responsavel pelas etapas finais do processo de
producao de ILVs®. Antes das ILVs serem libertadas da membrana do endossoma a ubiquitina
€ removida por uma enzima denominada desubiquitinase e posteriormente os complexos sao
desfeitos pelo AAA + -ATPase Vps4. Por fim, as ILVs sao libertadas formando-se o MVB*. Um
outro mecanismo envolvido na sintese e libertagao de exossomas depende da ceramida que é
sintetizada pela esfingomielinase neutra 2. Na auséncia de ceramida ocorrem deformagoes na

membrana do endossoma e consequentemente a formagao de ILV fica comprometida,

interferindo com a sintese e libertacgio de exossomas’. Por Ultimo, a presenca de
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tetraspaninas também influencia a libertagio de exossomas®’. As tetraspaninas sio proteinas
transmembranares que comunicam com diversas proteinas sinalizadoras. Estudos apontam que

a caréncia de tetraspaninas compromete a libertagio de exossomas®’.

O conteudo dos exossomas altera-se consoante o local e do tipo de células que os

’ ;. . o 17 . 33

produzem, bem como o estado em que a célula se encontra (estado patoldgico / fisiologico)™.
Porém, existem algumas proteinas que estao presentes em todos os exossomas
nomeadamente a Tsgl0| e a ALIX, que estao envolvidas na formagao do MVB, a Hsp70 e
Hsp90 que sao proteinas de choque térmico, diversas tetraspaninas que participam na adesao
do exossoma a célula alvo, GTPases e anexinas que intervém no transporte e fusio de
membranas, integrinas e proteinas RAB que controlam a ligagao e a fusao dos exossomas com
a célula recetora, e proteinas que estao envolvidas na formagao e transporte dos exossomas,
como é o caso da proteina que se liga ao 4cido lisobisfosfatidico (LBPA)****. Em relagio ao
conteldo lipidico, geralmente os exossomas possuem uma quantidade superior de
fosfatidilserina, colesterol, esfingomielina e gangliosideos quando comparado com as

. 33 . ’ ;L.

membranas celulares e intracelulares™. A presenca de biomoléculas caracteristicas de
determinados tipos de células ou patologia nos exossomas vai permitir determinar qual o tipo

de célula que lhe deu origem ou a presenca de uma doenca®.

Um outro tipo de vesiculas extracelulares sio as MVs®. Identificadas em 1967, estas
vesiculas tém uma dimensao intermédia entre os exossomas e 0s COrpos apoptoticos e sao
formadas através da libertacio de prolongamentos da membrana plasmatica®****. Quando as
células sao sujeitas ao stress oxidativo ou hipoxia ha um aumento de cailcio intracelular o que
vai provocar modificagdes especificas nas células, levando a uma libertagio acentuada de MVs®.
No decorrer da sua sintese, as MVs também designadas por ectossomas, integram RNA
mensageiro (mRNA), proteinas citosolicas e micro RNA (miRNA) da célula mie®. Na maioria
das vezes, as MVs tém um tamanho superior ao dos exossomas, no entanto quando sao

isoladas de fluidos biolégicos o tamanho das MVs pode ser idéntico ao dos exossomas™.

Por ultimo, os corpos apoptoticos sao libertados a partir da membrana citoplasmatica

de células em morte celular e sao as vesiculas com maior dimensio®. Este tipo de vesiculas é

heterogéneo, em tamanho e em aspeto, e possui no seu interior organelos celulares, acidos
. r . ’ .. . , ~ 39

nucleicos, lipidos, proteinas, quimiocinas e moléculas de adesao”. Tanto os corpos

apoptoticos como as MVs possuem fosfatidilserina na parte externa da bicamada lipidica®. Para

além da fosfatidilserina a membrana plasmatica dos corpos apoptoticos também contém

proteinas e lipidos da célula que Ihe deu origem®.
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Embora os mecanismos de sintese e libertagio dos trés tipos de vesiculas
extracelulares sejam diferentes, é complicado diferencid-los apés serem libertados pelas
células®”. Ainda niao ha marcadores moleculares ou propriedades fisicas especificas que

permitam diferencar inequivocamente as MVs dos exossomas®’.

3.2. Papel biolégico

Diversos organismos e tipos de células sao capazes de libertar vesiculas extracelulares
que estio envolvidas em vérios processos fisiologicos e fisiopatologicos®. A primeira fungio
que foi atribuida as vesiculas extracelulares foi a degradagao de residuos celulares. No entanto,
hoje sabe-se que estas vesiculas também participam na regulagao de genes, na troca de
informagao entre células, nas vias de sinalizagao e sao responsaveis por equilibrar o

metabolismo celular®®3'324!42,

Para além de participar nestes processos, varias fungoes
fisiologicas foram atribuidas a estas vesiculas entre as quais se destacam a sua capacidade de
estimular células T e a capacidade de modificar as propriedades bioldgicas das células
recetoras’®*. Dependendo do seu conteudo, as vesiculas extracelulares podem modular as
células vizinhas e podem desencadear respostas antitumorais através do estimulo do sistema
. s 40,42 , , e .

imunitario™ ™. Contudo, estas vesiculas também podem ser responsaveis pelo aparecimento
de metastases e de recaidas em doentes com cancro, uma vez que as vesiculas extracelulares

provenientes de células tumorais modulam o sistema imunitario, propiciam a coagulagao e a

formacio de novos vasos o que vai facilitar o desenvolvimento do tumor®.

Dos diferentes tipos de vesiculas extracelulares destacam-se os exossomas que
participam em diversos processos biologicos como na maturagao dos reticulocitos, na
apoptose celular, na apresentacao de antigénios, na transferéncia de agentes infeciosos e
RNAs, na libertagio de proteinas, na inflamagao, na coagulagao e na sintese de vasos
sanguineos novos*'*, Os exossomas tanto podem inibir como auxiliar os diversos processos
biolégicos™. Eles parecem intervir na manutengio do equilibrio celular, através da eliminagao

do DNA citoplasmatico prejudicial das células®.

Nos parasitas, as vesiculas extracelulares tém um papel importante na patogenicidade,
estando envolvidas no estabelecimento da infecio no hospedeiro, na variagao da resposta

3033354 As vesiculas extracelulares

imunitaria e na disseminagao dos agentes infeciosos
constituem um dos elementos primordiais do parasita no contacto com as células alvo,
intervém na comunicagao e na troca de genes entre agentes patogénicos e facilitam a interagao

entre o parasita extracelular e o hospedeiro®*'*. Estas vesiculas transportam e protegem a
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cargo do parasita, garantindo que esta chegue ao local alvo intacta e seja posteriormente

captada e incorporada pelas células do hospedeiro®®*'*.

As vesiculas extracelulares tanto podem resultar da resposta imunologica do
hospedeiro contra um agente infecioso, como podem ser libertadas pelos agentes patogénicos
com o objetivo de modular a resposta imunolégica do hospedeiro™®. Assim, a libertagio de
vesiculas extracelulares tanto pode ser favoravel para o hospedeiro como pode ser favoravel
para o parasita’'. As parasitoses causam stress as células do hospedeiro fazendo com que estas
secretem exossomas que vao ativar células do sistema imunitario, nomeadamente células B,
células T, células NK, mondcitos e macréfagos para combater a infegio*. No entanto, os
parasitas através da libertagao de vesiculas extracelulares podem facultar antigénios as células
apresentadoras de antigénios e alterar a resposta imunolégica*'. Por exemplo, os exossomas
com Leishmania GP63 podem provocar a apoptose de determinadas células do sistema
imunitario do hospedeiro e impedir a ativagio de células T*'. Outro exemplo é a alteragio da
resposta imunolégica provocada pelas vesiculas dos parasitas através da modificagao da sintese

de citocinas pelos macroéfagos do hospedeiro®*,

3.3. Vesiculas extracelulares como biomarcadores de parasitoses

Como referido anteriormente, as vesiculas extracelulares, incluindo os exossomas,
podem ser libertadas por qualquer tipo de célula*. Atualmente sabe-se que estas vesiculas
contém na sua composigao proteinas, lipidos e acidos nucleicos especificos que podem vir a
ser utilizados como biomarcadores moleculares de infegao e constituir um método aplicavel

ao diagnostico de parasitoses®'.

As vesiculas libertadas, quer pelos parasitas quer pelos hospedeiros, contém
biomoléculas caracteristicas da célula que lhes deu origem e podem ser encontradas em
diversos fluidos biologicos, incluindo o sangue, urina, saliva, leite materno, liquido

3414 Pelo facto destas vesiculas conterem biomoléculas

cefalorraquidiano e expetoragao
caracteristicas do estado em que as células mae se encontram, podem ser utilizadas também
para avaliar, de forma nao invasiva, a reacdo do parasita a medicamentos e também para
classificar os diferentes estddios das parasitoses®. Por exemplo na malaria, a severidade da
patologia estd associada com a quantidade de vesiculas extracelulares no plasma. Por

conseguinte, podemos utilizar estas vesiculas para avaliar a evolugao de patologias e do seu

tratamento**.
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A utilizagao de vesiculas extracelulares como biomarcadores podera ser util em varias
parasitoses, nomeadamente na esquistossomose®. Atualmente os métodos de diagnostico
utilizados para detetar esta parasitose consistem em testes serologicos e na identificagao de
ovos nas fezes e na urina®. Contudo, estes testes apresentam algumas limitagdes®. O exame
as fezes e a urina apresenta uma sensibilidade reduzida enquanto que os testes serolégicos,
apesar de possuirem uma sensibilidade superior, nao conseguem detetar uma reinfegao nem
avaliar a eficdcia da terapéutica®. Devido a estas limitagdes tém sido realizados estudos com
o objetivo de desenvolver um método com elevada sensibilidade e especificidade e com
capacidade de detetar a eficicia do tratamento®. Tudo indica que o isolamento de vesiculas
extracelulares presentes no soro de pessoas infetadas por Schistosoma mansoni e a posterior
detegio de miRNA do parasita podera ser um método de diagnéstico fidvel®. Estudos sugerem
que este método apresenta uma sensibilidade elevada e que tem a capacidade de avaliar a
eficacia da terapéutica®. Para além disso, o miRNA é estavel e é caracteristico do género
Schistosoma®. Cada espécie deve ter sequéncias de miRNA caracteristicas e por isso esta
abordagem podera ser aplicavel na detecido de vérias parasitoses®. De facto, estudos sugerem
o potencial uso de vesiculas extracelulares no diagnostico da malaria, leishmaniose, ascaridiase

e tripanossomose™.

As vesiculas extracelulares tém caracteristicas que sustentam o seu potencial como
biomarcadores de diagnostico, nomeadamente o facto de apresentarem uma estrutura estavel,
da sua quantidade e composigao variarem sob circunstancias distintas e estarem presentes em
abundincia no plasma**. Por sua vez, a utilizagio de biomoléculas como biomarcadores de
diagnostico, nomeadamente miRNA e determinadas proteinas, nao apresentam um potencial
tao elevado para virem a constituir um método de diagnostico pois possuem uma estabilidade

menor*'*,

No entanto, é necessario realizar mais estudos no ambito dos parasitas para que se
consiga conhecer melhor a sintese, as caracteristicas e o conteudo das vesiculas dos diferentes
parasitas, de modo a que seja possivel desenvolver um método fidvel com elevada sensibilidade

e especificidade com potencial aplicagio ao diagndstico destas infegoes®'.

3.4.Biogénese de vesiculas extracelulares em Giardia lamblia

A sintese e libertagao de vesiculas extracelulares € um mecanismo biologico que é
comum as diversas espécies e tem sido conservado no decorrer da evolugao constituindo uma

via de comunicacio entre os parasitas e os seus hospedeiros®’.
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O parasita G. lamblia sofreu uma evolugao redutiva e por isso tem um sistema de
endomembranas elementar em comparagao com outros parasitas, pois hao possui sistema
endossémico/lisossomico, nem complexo de Golgi, nem peroxissomas, nem

mitocondrias'>?'¥.

Em alternativa, este parasita tem vesiculas periféricas (VPs) que
desempenham o papel do endossoma e do lisossoma em simultdneo®. O mecanismo pelo qual
este parasita secreta e transporta proteinas ainda nio estd bem esclarecido". No entanto,
estudos sugerem que as proteinas libertadas por este protozoario estejam envolvidas na
patogenicidade'®. Exemplos sdo as proteases de cisteina (CPs) e as enzimas que metabolizam
a arginina (AMEs). As CPs estao envolvidas na adesao do parasita as células intestinais e na
degradagio de anticorpos, citocinas proé-inflamatérias e proteinas da matriz extracelular'®. As
AMEs competem pela obtengao de arginina com as células do hospedeiro, conseguindo captar
mais arginina do que as células do hospedeiro e consequentemente a sintese de citocinas pelas

células dendriticas e a multiplicagio celular sao inibidas'. Assim, com este bloqueio da divisao

celular, o 6xido nitrico, que € um composto nocivo para este parasita, nio é sintetizado .

G. lamblia possui trés organelos celulares essenciais que podem ser distinguidos
facilmente: os mitossomas que estao dispersos por todo o citoplasma; as VPs também
denominadas como compartimentos endossomicos/lisossémicos, que sao componentes
celulares endociticos especializados e responsaveis pela absor¢ao de nutrientes; e o reticulo
endoplasmatico (RE) que participa no metabolismo do parasita®. Para além destes organelos,
G. lamblia também contém vesiculas especificas de enquistamento (ESVs) que tém
caracteristicas semelhantes ao complexo de Golgi e tém a fun¢ao de controlar a libertagao
dos constituintes da parede do quisto®'. As ESVs e as VPs sio componentes celulares simples
e sao responsaveis, respetivamente, pela transmissao e pela reprodugao do parasita num novo
hospedeiro *. Uma vez que G. lamblia nio possui complexo de Golgi, a libertagio e o
transporte de proteinas do parasita ocorre diretamente do RE para a membrana plasmatica
ou para componentes celulares tais como as VPs*'. Ao contrario do que ocorre na maioria
dos seres eucariotas, neste parasita nao ha maturagao dos componentes celulares dos

endossomas nas VPs?'.

Evidéncias sugerem que um dos mecanismos pelo qual G. lamblia secreta e transporta
proteinas envolva vesiculas extracelulares uma vez que o parasita liberta AMEs e outras
proteinas que nio tém peptideos de sinal (SPP)"°. Recentemente, um estudo demonstrou que
G. lamblia liberta MVs que interferem na aderéncia dos trofozoitos e na estimulagao de células
dendriticas'. Este parasita também produz vesiculas com dimensio, contetdo, forma e

densidade semelhante a exossomas, apesar de nio possuir uma via endo-lisossomal classica®’.
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As vesiculas extracelulares libertadas por este protozodrio parecem conter miRNA e
proteinas entre as quais se destacam as proteinas de choque térmico (HSPs), especificamente
a Hsp90. A Hsp90 participa na adaptagao, diferenciagao e protegao de G. lamblia contra os
mecanismos de defesa do hospedeiro, tendo a capacidade de detetar e reagir as alteragoes

ambientais*®,

Como ja foi referido, tudo indica que a libertagao de exossomas pelas diferentes células
dependa no minimo de trés processos independentes e caracteristicos da célula,
nomeadamente, a presenca de um complexo de classificagao endossémica responsavel pelo
transporte (ESCRT), um mecanismo dependente de ceramida e a presenca de tetraspanina®’.
Contudo, G. lamblia possui um ESCRT reduzido, nao possui tetrapaninas e € incapaz de
sintetizar ceramida de novo®’. Este parasita parece possuir um mecanismo Gnico de sintese de
vesiculas semelhantes a exossomas®’. Estudos sugerem que os exossomas sio sintetizados nos
vacUolos periféricos e que a sua produgao e libertagao esta dependente da ceramida e das
proteinas Vps4a e Rab || associadas a ESCRT?. A proteina Rab || participa na diferenciagio
e na divisao celular e parece estar envolvida na comunicagao entre o RE e os vaclolos
periféricos’. As proteinas Rab | e Rab 2 a/b parecem estar envolvidas na exocitose dos

exossomas (Figura 3).

Exossomas

o>
OOO
O O

ESCRT
Ceramida
Vps4a

\-!Rabll Rab |

Rab 2 a’b

O
O

o

Vactolo periférico

NRabII

[ Reticulo endoplasmético]

Vactolo periférico

Figura 3 - Biogénese e libertacio de exossomas em G. lamblia®. A sintese de exossomas
ocorre nos vacuUolos periféricos e a sua producao e libertagao esta dependente da ceramida e das
proteinas Vps4a e Rab ||, que sao transportadas para o interior dos vaclolos periféricos através do
complexo de classificagio endossomica (ESCRT). As proteinas Rab | e Rab 2 a/b parecem estar
envolvidas na libertacdo de exossomas e a proteina Rab | | participa na comunicagao entre o reticulo
endoplasmatico e os vacuolos periféricos?’.
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Estudos demonstram que o aumento de calcio intracelular estimula a libertagao de
vesiculas extracelulares por parte de G. lamblia e que a ativagao de células dendriticas imaturas
in vitro ocorre na presenca de grandes quantidades de microvesiculas®’. Através da libertagio
destas vesiculas G. lamblia parece conseguir alterar a sinalizagao celular, modular a resposta
imunologica e modificar a sintese de citocinas proé-inflamatérias”. As citocinas pro-
inflamatorias sao sintetizadas pelo hospedeiro com o intuito de controlar a infegao parasitaria,

limitando a proliferacio, a invasio e a permanéncia do parasita no hospedeiro®.

A biogénese de vesiculas extracelulares em G. lamblia é um tema recente e que esta
sob investigacio®’’. Apesar de ja ter havido grandes avancos em relagio a este tema, ainda nao
sao completamente conhecidos quais os mecanismos e que componentes celulares estao
envolvidos na formacio destas vesiculas®’. No entanto, o estudo mais detalhado destas
vesiculas permitira descobrir qual o seu conteudo, quais os mecanismos subjacentes a sua

biogénese e quais os processos bioldgicos e patolégicos em que estio envolvidas®’.

3.5. Vesiculas extracelulares como potencial alvo terapéutico na giardiase

Uma vez que as vesiculas extracelulares constituem uma via para troca de informagoes
especificas entre células, elas podem constituir um potencial alvo para diversas abordagens
terapéuticas, nomeadamente na vacinagado contra agentes patogénicos, nas terapias
antitumorais, no transporte e entrega de farmacos e em terapias regenerativas e que modulam
o sistema imunolégico®. Nos parasitas extracelulares, por serem um dos primeiros
constituintes a entrar em contacto com as células do hospedeiro e por puderem estar
envolvidas na sua patogenicidade, as vesiculas extracelulares sio um alvo atractivo®****%,

Como referido anteriormente, o conteudo das vesiculas extracelulares pode alterar a
expressao de genes nas células recetoras, pode auxiliar os parasitas na evasao a resposta
imunitaria do hospedeiro e pode melhorar a fixagao dos parasitas as células alvo, exacerbando
a colonizagio e o nimero de células atingidas pelo parasita®. Assim, bloquear a sintese e
libertacao de vesiculas extracelulares dos parasitas pode constituir um potencial alvo
terapéutico™.

G. lamblia é um parasita nao invasivo e os mecanismos pelos quais ele provoca doenga
ainda nao estao completamente esclarecidos. No entanto, pensa-se que o parasita e o
hospedeiro interajam através da secrecao de determinadas proteinas que podem ser
responsaveis pela progressao da infegao. Essas proteinas vao interferir no metabolismo celular

do parasita e do hospedeiro, podendo também alterar a resposta imunologica deste Ultimo.
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Algumas das proteinas parasitarias depois de libertadas vao ser captadas pelas células
hospedeiras, provocando alteragdes nestas células, nomeadamente nas proteinas de
sinalizagdo imunolédgica e no ciclo celular o que pode levar ao seu bloqueio e
consequentemente a morte da célula hospedeira. Os produtos secretores e excretores de G.
lamblia provocam alteragoes patologicas nas células intestinais e promovem a produgao de
anticorpos especificos contra glicoproteinas intestinais comprometendo assim a absorgao e
secrecao das células do intestino'®. Evidéncias suportam que a lesdo das células epiteliais do
intestino e a modificagao da resposta imunologica do hospedeiro provocada pelos trofozoitos
de G. lamblia esteja relacionada com a libertagio de diversas proteinas e de vesiculas

extracelulares®’.

Estudos sugerem que na auséncia de colesterol as vesiculas extracelulares de Giardia
nao sao libertadas e que a aderéncia do parasita as células intestinais do hospedeiro fica
comprometida. Portanto, a inibicao da libertagao de vesiculas extracelulares pode inviabilizar
a sobrevivéncia do parasita no hospedeiro®'. A utilizagio destas vesiculas pode vir a ter um
impacto positivo no tratamento da giardiase. Contudo, sao necessarios mais estudos pois os
mecanismos de patogenia subjacentes a esta parasitose ainda nao estao totalmente
esclarecidos e ainda nio estio identificados os fatores de viruléncia'>*. Simultaneamente, o
conhecimento existente sobre as vesiculas extracelulares sintetizadas e libertadas por G.
lamblia ainda é escasso e por isso os mecanismos subjacentes a sua biogénese e libertagao

ainda nio estio bem definidos'**%,
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4. Conclusao e perspetivas futuras

As parasitoses, incluindo a giardiase, continuam a ser um problema global que poem
em causa a sallde humana, sobretudo nos paises mais pobres*. No decorrer da evolugdo os
parasitas foram contactando com diversos hospedeiros de varias espécies distintas,
desenvolvendo diversas estratégias de sobrevivéncia*. Assim, é fundamental ampliar
continuamente o conhecimento sobre os parasitas de modo a desenvolver novas abordagens

para o tratamento das parasitoses®'.

Atualmente as terapéuticas que existem para tratar a giardiase sao limitadas, induzem
efeitos adversos e estao associadas ao aparecimento de resisténcia. Assim, torna-se urgente
encontrar novos alvos terapéuticos e desenvolver novos firmacos para combater esta
parasitose’®’'**%, Neste sentido surgiram as vesiculas extracelulares como alvos atraentes
para o tratamento da giardiase'>”’. G. lamblia parece ter um mecanismo de sintese de vesiculas
extracelulares peculiar e estas parecem desempenhar papéis fulcrais na sobrevivéncia deste
parasita. Portanto, a inibicao da sintese destas vesiculas pode constituir uma nova estratégia
no controlo da giardiase. Contudo, pelo facto de os estudos sobre vesiculas extracelulares
ainda estarem a emergir pouco se sabe sobre as suas fungdes e biogénese em G. lamblia*’. A
realizagao de mais estudos permitira descobrir todas as fungoes, tanto fisioldgicas como
patoldgicas, das vesiculas extracelulares, bem como quais os mecanismos que estao
subjacentes a giardiase e quais os fatores de viruléncia que estao envolvidos na indugao da

infecio'**4,
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