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PARTE |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Torres & Correia

Sob orientacio da Dra. Ana Sofia Ribeiro Correia



Lista de Abreviaturas

FFUC Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
FTC Farmacia Torres & Correia

HDL High Density Lipoprotein

LDL Low Density Lipoprotein

MAPA Monitorizagao Ambulatéria da Pressao Arterial
MICF Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
MSRM Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

SWOT Strengths, Weakness, Opportunities, Threats

UC Unidades Curriculares



I.INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional de Estatistica, em 2019, 69,2% dos farmacéuticos
exerciam a nivel da farmicia comunitiria', o que representa uma grande parte dos
farmacéuticos e demonstra a importancia da realizagdo do estagio curricular em farmacia
comunitaria para nos, futuros farmacéuticos.

Para além disto, o estagio em farmacia comunitaria permite-nos contactar com o
doente, com as patologias e seus sintomas, e com uma vasta e diversificada quantidade de
medicamentos, o que, indiscutivelmente, nos prepara de forma pratica para o mercado de
trabalho e, mais especificamente, para a realidade quotidiana do farmacéutico comunitario.

A farmdcia comunitaria, como tive oportunidade de verificar, representa um
importante papel na vida das pessoas e a nivel da saide publica em geral, proporcionando um
espago seguro e mais intimo nao s6 para os doentes terem oportunidade de comunicar os
seus sinais e sintomas, como também de questionar e colmatar as suas duvidas, permitindo
assim um atendimento devidamente personalizado e individualizado.

Assim, tive oportunidade de estagiar na Farmacia Torres & Correia (FTC), ao longo de
4 meses, o que me permitiu conhecer a perspetiva do farmacéutico comunitario, assistindo e
participando na maioria das tarefas realizadas a nivel da farmacia comunitaria desde a recegao
e entrada de encomendas ao atendimento e prestagao de outros servigos.

Posto isto, como forma de avaliagao e reflexao pessoal da minha aprendizagem ao
longo do estagio na FTC, realizo o presente relatorio recorrendo a uma anadlise SWOT
(Strengths, Weaknesses, Opportunities e Threats) e rematando com diversos casos praticos
onde me foi permitido relacionar os conhecimentos teéricos apreendidos na Faculdade de

Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) com a pratica na farmacia comunitaria.

2. ANALISE SWOT

2.1. Pontos Fortes
2.1.1. Equipa técnica

A FTC dispée de uma equipa com cerca de |2 profissionais, dindmica e
multidisciplinada, composta por farmacéuticos, técnicos e técnicos auxiliares de farmacia.

Se ha algo que tenho necessidade de destacar como ponto forte do meu estagio € a
equipa na qual estive integrada ao longo de 4 meses, uma vez que, nao s6 me proporcionou

uma otima adaptagao e, consequentemente, um estagio agradavel, como também me



incentivou a ultrapassar as minhas insegurangas e transmitiu todo o conhecimento que tive
oportunidade de desenvolver.

Toda a equipa se demonstrou totalmente disponivel e empenhada no esclarecimento
das minhas duividas e em tornar o meu estagio o mais enriquecedor possivel, para além disso,
manifestou minuciosidade no exercicio profissional e preocupagao na transmissao de certos
valores para, futuramente, me tornar uma melhor farmacéutica comunitaria e exercer a

profissao o melhor e da forma mais gratificante possivel.
2.1.2. Ortopedia

A Farmacia Torres & Correia divide-se em dois espagos distintos, um destinado
essencialmente a Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM) e a Medicamentos Nao
Sujeitos a Receita Médica (MNSRM) e outro, onde os doentes se podem dirigir quando
procuram algo mais relacionado com ortopedia e outros dispositivos médicos.

A secgao de ortopedia da FTC é profundamente desenvolvida, dispondo de uma grande
variedade deste tipo de produtos, desde os dispositivos médicos mais comuns como as meias
de compressao e os pulsos elasticos, até dispositivos que excecionalmente se encontram a
venda nas farmacias comunitarias como as camas de hospital e todos os outros produtos
inerentes ao seu uso.

Posto isto, considero o elevado grau de desenvolvimento da area ortopédica da FTC,
um ponto forte para o meu estagio, uma vez que me deu oportunidade de contactar com os
mais diversos dispositivos médicos, contactando com praticamente todas as suas classes Ze
com multiplas patologias e condi¢oes relacionadas com o seu uso. Consequentemente,
permitiu-me conhecer o modo de funcionamento dos diferentes dispositivos médicos, os
cuidados a ter, as respetivas contraindicagoes e as indicagoes para o seu uso, adicionalmente,
tive ainda oportunidade de relacionar conhecimentos adquiridos na unidade curricular

Dispositivos Médicos com as mais variadas condigoes clinicas que iam surgindo na farmacia.

2.1.3. Servigos prestados pela farmacia

Para além dos servigos habituais, a FTC garante a prestagao de muitos outros servigos,
tais como, a realizagdo de ecografias 4D, consultas de nutricao, servico de medicagao
individualizada, exames de audigao, consultas de podologia, administragao de injetaveis e ainda
a realizagao da MAPA (Monitorizagdo Ambulatoria da Pressao Arterial).

A diversidade de servigos prestados permitiu-me contactar com outros profissionais
de saiude e aprofundar os meus conhecimentos nas respetivas areas, deste modo,
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proporcionou-me uma aprendizagem dindmica e intuitiva dos fundamentos tedricos, um
conhecimento pormenorizado de certos produtos e ainda a possibilidade de participagao ativa
em campanhas promocionais, incentivando de alguma forma a minha prépria vertente
comercial. Assim sendo, acredito que a prestagao dos diversos servicos referidos acima, me
permitiu realizar um aconselhamento melhor, mais informado e, por consequéncia, mais

confiante, no momento de dispensa de produtos de venda livre, essencialmente.

2.1.4 Equipamento de medigao de pardmetros bioquimicos

Um dos servigos prestados pela FTC ¢é a realizagdo de testes bioquimicos como a
medi¢ao do colesterol total, da glicémia e do acido urico, de forma a auxiliar o doente na
monitorizagao dos seus niveis séricos.

Ao contrario da maioria das farmacias comunitarias, a FTC possui um equipamento
especifico (Figura 1) que permite a medigdo de muitos outros parametros bioquimicos para
além dos mais comuns, nomeadamente, do colesterol LDL, HDL e dos triglicéridos, do risco

cardiovascular, da hemoglobina glicada, do acido lactico, entre outros.

Figura I. Equipamento para medigao de parametros bioquimicos

O equipamento baseia-se na Lei de Lambert-Beer® estabelecendo uma relagao entre a
absorvancia e a concentragao de uma determinada substancia e, portanto, o processo de
medi¢ao de parametros bioquimicos no referido equipamento é bastante semelhante aos
varios procedimentos realizados aquando das aulas laboratoriais de multiplas unidades

curriculares (UC) do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF).



Deste modo, ao longo do decorrer do meu estagio, nao so6 tive oportunidade de
relembrar e reforgar o conhecimento adquirido em varias UC do MICF, como também de
por, efetivamente, em pratica esse conhecimento e inseri-lo na realidade quotidiana de um

farmacéutico comunitario.

2.1.5. Rob6 e Cash Guard (maquina de pagamento automatico)

A entidade patronal da FTC sempre procurou tornar a farmacia o mais eficiente
possivel e, para isso, apostou na modernizagao e automagao de varios processos inerentes ao
atendimento e a organizagao da farmacia.

Como tal, a FTC possui um robo que, apresenta diversas vantagens, tanto a nivel do
Back-office, onde armazena e organiza milhares de medicamentos, como para o local de
atendimento ao publico dispensando de forma breve os medicamentos devidamente
requisitados pelos colaboradores. Para além do robd, a farmacia dispoe de uma maquina de
pagamento automatico (CashGuard), onde cada colaborador coloca o dinheiro associado ao
respetivo nUmero identificativo, que efetua os devidos trocos e permite assim, a
rastreabilidade e a contabilizagao da caixa ao final do dia.

Desta forma, considero a existéncia do robo e da Cash Guard um ponto forte para a
minha aprendizagem, pois, acredito que me poupou imenso tempo ao longo dos 4 meses de
estagio, o que me permitiu melhorar e desenvolver outras capacidades que, caso contrario,
nao teria tido oportunidade, dada a curta duragao do estagio curricular. Adicionalmente, sinto
que melhorou substancialmente a qualidade e a eficacia dos meus atendimentos, especialmente
no inicio do estagio, por evitar a perda de contacto com o doente e me transmitir uma maior

sensagao de seguranga e confianga na dispensa dos medicamentos.

2.1.6. Nimero de estagiarios

A FTC demonstrou vontade e prontidio em participar ativamente na formagao de
futuros farmacéuticos, especialmente, provenientes da Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra, instituicao responsavel pela formagao de grande parte da equipa.

Para além disso, a FTC manifestou, desde logo, preocupagao com o numero de
estagiarios a acolher, nao sé para garantir o devido acompanhamento dos estagiarios, mas
também, de forma a nao sobrecarregar a farmacia e os profissionais que nela exercem.

Posto isto, durante grande parte do meu estagio, fui a Unica estagiaria da FTC, como

tal, senti-me bastante bem acompanhada recebendo todo o apoio e atengao por parte dos



colaboradores. Caso contrario, penso que se tornaria dificil para os colaboradores a

coordenagao entre o devido acompanhamento aos estagiarios e a elevada afluéncia a farmacia.

2.1.7. Periodo sazonal do estagio

O meu estagio teve inicio em meados de janeiro e término a 29 de abril de 2022 e,
portanto, incluiu todo o Inverno, um periodo de especial aten¢ao devido ao risco de infegoes
respiratorias, e o inicio da Primavera, uma estacao especialmente marcada pelas crises
alérgicas.

Posto isto, considero a realizagao do estagio neste periodo em especifico um ponto
forte, uma vez que, me deu oportunidade de contactar com os mais diversos casos,
especialmente, de infe¢oes respiratorias que, por si sé exigem um aconselhamento informado
e personalizado devido, nao so, a grande variedade de sinais e sintomas que podem apresentar,
como também, a elevada quantidade de produtos e opgoes terapéuticas que existem no
mercado. Assim, tive oportunidade de participar em atendimentos extremamente completos,
de constatar o papel do farmacéutico comunitario e, como a mesma patologia pode ter
aconselhamentos completamente distintos, e de aprofundar o meu conhecimento em varios

medicamentos, principalmente, os MNSRM.

2.1.8. Localizacao

A FTC localiza-se no centro de Pombal, uma cidade com cerca de 16 800 habitantes*
na area urbana, pertencente a regiao centro de Portugal.

Apesar de se tratar de uma cidade, Pombal é relativamente pequeno e
demograficamente pouco denso quando comparado com Coimbra ou outras grandes cidades.
Como tal, a propria cidade e as pessoas que la residem transmitem uma certa sensagao de
proximidade, algo que vivenciei ao longo dos 4 meses de estagio curricular.

Desta forma, tive oportunidade de atender e de contactar com os doentes num
ambiente mais intimo, criando inclusive uma relagio com eles e assistindo a sua evolugao no
decorrer do estagio. Por outro lado, também experienciei um ambiente agitado e intenso,
principalmente nos dias de mercado municipal, o que me permitiu desenvolver e aperfeigoar

as minhas capacidades de desenrasque e eficiéncia.



2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Preparagao de medicamentos manipulados

A nivel de pontos fracos, comego por referir o facto de nao ter tido oportunidade de
contactar com a preparagao de medicamentos manipulados ao longo do estagio em farmacia
comunitaria.

A FTC nao dispunha desse servi¢o e, como tal, nao me foi possivel aplicar as boas
praticas de farmécia comunitiria no processo de manipulagio de medicamentos’ e
experienciar tudo o que estas implicam, como as instalagdes e equipamentos necessarios, a
documentagao e registos inerentes, e os procedimentos, gerais e especificos de cada produto,
para a garantia de qualidade. Para além disso, ao nao proceder a preparagao propriamente dita
de medicamentos manipulados, nao desenvolvi os conhecimentos adquiridos especificamente
nas aulas praticas-laboratoriais nas UC do MICF, nao contactando com os diversos tipos de
formulagoes e suas especificidades, com as varias matérias-primas e com todo o material

necessario as respetivas preparagoes.

2.2.2. Medicamentos homeopaticos

A homeopatia surgiu como uma forma de terapia complementar ha cerca de 200 anos
e foi introduzida pelo alemao Samuel Hahnemann. Baseia-se em principios completamente
distintos da medicina convencional, dedicando-se apenas ao tratamento dos sintomas, nao
considerando a fisiopatologia da doenca e nao apresentando um mecanismo de agao
devidamente comprovado. Posto isto, a homeopatia tem se revelado um tema controverso
entre a comunidade cientifica e tem-se verificado um certo dilema quanto a atitude do
farmacéutico na venda deste tipo de medicamentos nas farmécias de oficina®.

Ainda assim, a homeopatia continua a ser solicitada por inUmeras pessoas que
procuram alternativas a medicina tradicional e o farmacéutico deve ser capaz de fornecer aos
respetivos consumidores todas as informagoes relevantes, tanto sobre este tipo de produtos
como de qualquer outro a venda nas farmdcias comunitarias, sempre com a maxima
honestidade, integridade e profissionalismo".

Deste modo, considero a auséncia de contacto com os medicamentos homeopaticos
ao longo do meu estagio um ponto fraco apenas pelo facto de nao ter aprofundado conceitos
sobre os mesmos e de nao me ter preparado para a melhor forma de atender e aconselhar
os consumidores deste tipo de terapia. Além disso, apesar de a FTC nao possuir estes

medicamentos, tenho nogao que outras farmacias apresentam em grande nimero e que ainda
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ha muitas pessoas a procurar e a acreditar na eficicia destes produtos e, como tal, o
farmacéutico deve estar devidamente informado e preparado para responder a estas situagoes,

da mesma forma que esta para todos os outros tipos de terapia.

2.3. Oportunidades
2.3.1. Formagao externa

O constante desenvolvimento da drea da saude e, consequentemente, o surgimento
sucessivo de novos produtos no mercado, obrigam o farmacéutico a manter-se atualizado,
necessitando de formagao continua, de forma a melhorar e aperfeigoar as suas capacidades
técnicas e cientificas, permitindo assim um melhor exercicio da sua profissao.

Assim, no decurso dos 4 meses de estagio na FTC, tive oportunidade de assistir e
participar em diversas formagoes de fonte externa sobre os mais variados temas e produtos
o que, contribuiu para a melhoria de qualidade da minha instrugao, favorecendo um melhor
entendimento dos varios temas e, portanto, um aconselhamento aos utentes mais informado

e personalizado.

2.4. Ameacas
2.4.1. Pandemia COVID-19

O meu estagio na FTC decorreu entre o més de janeiro e o més de abril de 2022 e,
como tal, envolveu uma altura de testagem obrigatoria no acesso a diversos estabelecimentos
e eventos, assim como para a realizagao de viagens.

Assim sendo, presenciei periodos de enorme afluéncia as farmacias, especialmente no
inicio de estagio, o que sinto que acabou por me prejudicar no sentido em que era
completamente impossivel, nesta de altura de maior necessidade de apoio, receber todo o
suporte necessario por parte dos meus colegas, apesar do seu esforgo incontestavel. Para
além disso, acabei por passar grande parte do meu estagio a tratar de processos relacionados
com a testagem, desde marcagoes a registos, o que evidentemente me retirou tempo a outro

tipo de aprendizagens.



2.4.2. Nao realizagao de estagio de verao

Ao longo dos 5 anos de formagao na FFUC, é dada a oportunidade aos estudantes de
realizar estagios de verao, o que indiscutivelmente proporciona imensas vantagens, desde a
preparagao para o mercado de trabalho até a aproximagao a instituigdes e empresas.

No meu caso nao me foi possivel ter essa experiéncia, o que considero uma ameaga
para o meu estagio, pois, muitos dos conhecimentos que adquiri ao longo dos 4 meses, poderia
ter adquirido previamente o que, tendo em conta a curta duragio do estiagio, me

proporcionaria mais tempo para apreender novos conceitos e alcangar outras capacidades.

3. CASOS PRATICOS
Caso Pratico |

Utente do sexo masculino, 77 anos, polimedicado, diabético insulino-dependente com
crise de pé diabético, dirigiu-se a farmacia, acompanhado pela esposa, para aviar receitas e
medir a pressao arterial.

Posto isto, € Ihe dispensada toda a medicagao e quando o senhor se dirige a maquina
para a medigao da pressao arterial sente-se mal. Com a ajuda da equipa, o senhor senta-se
numa cadeira e é lhe dado um copo de 4gua. No entretanto, o senhor diz que se sente melhor
e volta a dirigir-se a maquina. Mais uma vez, sente-se mal e é novamente socorrido.

Procedemos a medigao da pressao arterial (80/44 mmHg) e da glicémia (56 mg/dL) e é
Ihe imediatamente recomendado dirigir-se ao hospital.

O senhor continua a referir que se sente melhor e que tem consulta no dia seguinte
enquanto se despede e agradece a toda a equipa. A saida da farmécia, o senhor volta a sentir-
se mal e procede-se entiao a chamada para o INEM (Instituto Nacional de Emergéncia Médica)
mesmo contra a vontade do senhor.

Tendo em conta o sucedido, comegou-se a discutir possiveis causas e a analisar a
medicagao prescrita e anteriormente dispensada ao senhor. Entre a medicagao cedida, estava
NovoMix® que contém insulina aspartico sollvel / insulina aspértico cristalizada com
protamina’ e Micardis® 80 mg cujo principio ativo é o telmisartan, um antagonista do recetor
da angiotensina Il

Na altura, questionou-se ao utente e a sua esposa quem procedia a administragao da

insulina, ao qual nos responderam que era o senhor que o costumava fazer, no entanto, este



demonstrava sinais de confusio e, portanto, o senhor pode ter inconscientemente
administrado uma dose superior de insulina, o que pode ter levado a hipoglicémia.

Para além disso, também apresentava a pressao arterial muito baixa e tal, pode se dever
a dose elevada do Micardis® que, por sua vez, tinha sido aumentada recentemente pelo médico,
segundo a esposa do utente.

Em jeito de conclusiao, este caso nao s6 demonstrou ser uma situagao pratica dos
principais efeitos secundarios dos anti-hipertensores e da insulina, como também, me colocou
a prova e me obrigou a reagir em situagoes de stress e de afligdo, comprovando assim a

importancia da farmacia comunitaria enquanto cuidado primario da saude publica.
Caso Pratico Il

Utente do sexo masculino desloca-se a farmacia, solicitando algo para a sua mae (idosa),
H (o]
pois, esta apresenta uma temperatura corporal de 37°C, tosse e dor de garganta.

Assim sendo, é Ihe questionado se a sua mae é diabética ou asmatica, ao qual responde
que ela nao sofre de nenhuma das patologias. Para além disso, € lhe questionado ha quanto
tempo a mae sofre desta sintomatologia e se a tosse sentida € seca ou produtiva, questoes as
quais ele nao sabe responder.

Posto isto, € lhe aconselhado colocar agua do mar para o auxilio da higiene nasal diaria
e é lhe dispensado o Grintuss®, um dispositivo médico a base de mel que atua tanto a nivel da

.9 . 11® A o
tosse seca como da tosse produtiva’, umas pastilhas Drill® que contém um antissético
(clorohexidina) e um anestésico local (tetracaina), ajudando no alivio da dor e dos primeiros
sintomas de infegdo ligeira'® e, por fim, Ben-u-ron® 500 mg para uso em caso de febre.

Por dltimo, o utente foi alertado que se, apds o inicio do tratamento, os sintomas

persistirem ou agravarem mais de 3 dias deve consultar um médico.
Caso Pratico Il

Utente do sexo feminino, idosa, dirige-se a farmacia acompanhada pela sua nora. A
senhora é diabética e sofre de dislipidemia.

A senhora refere que estd a tomar Flagyl® 250 mg (metronidazol), Cipamox® 1000 mg
(amoxicilina) e claritromicina 500 mg, o que pode indicar infecao por Helicobacter Pylori, e
queixa-se da boca inchada e prurido a nivel vaginal e retal. Para além disto, sente perturbagoes

a nivel intestinal.



Posto isto, é lhe dito que poderia estar a sofrer uma reagao alérgica a penicilina e que
seria melhor consultar o seu médico e que, para além disso, poderia estar a desenvolver uma
candidiase.

Apesar da senhora, inicialmente, referir que nao tinha sido vista por um médico apos
o inicio da medicagao, verificou-se, pelo seu historico na farmacia, que ela ja se tinha dirigido
ao seu médico e que, por sua vez, este tinha desvalorizado os labios inchados e prescrito o
fluconazol 50 mg.

A esta altura ja era notoria a confusao no discurso da utente e, mais uma vez, analisando
o seu historico e conversando com a mesma, percebemos que a senhora também ja estava a
administrar o Gyno-Pevaryl® 10mg/g mas a nivel retal.

Assim sendo, foi Ihe explicado que o Gyno-Pevaryl® é para ser usado a nivel vaginal e
aconselhado o Atyflor® saquetas, para ajudar a repor a microflora intestinal, e uma solugio
lavante da Saforelle®, para o auxilio da sua higiene diaria e alivio do prurido.

Concluindo, este caso nao s6 envolve varios conceitos e diversas patologias, como
demonstra a importancia do acesso ao historico dos utentes na farmacia, pois, caso contrario,
nao nos teria sido possivel compreender que a utente ja se tinha dirigido ao médico com esta

sintomatologia e que ja estava a ser medicada para a candidiase.
Caso Pratico IV

Utente do sexo feminino, dirigiu-se a farmacia a queixar-se com diarreia e solicita algo
para a aliviar.

Posto isto, é lhe questionado se viajou recentemente e se apresenta outros sintomas
como febre, dor abdominal ou presenca de sangue, pus ou muco nas fezes, questoes as quais
a utente responde que nao. Para além disto, é lhe questionado ha quanto tempo sofre desta
sintomatologia e qual a frequéncia das dejegoes. A senhora responde que ha cerca de 2 dias e
que nao esta certa quanto a frequéncia das dejegoes, mas refere que ja se deslocou muitas
vezes a casa de banho.

Tendo em conta a sintomatologia da utente, é lhe aconselhado o Imodium® Rapid
(cloridrato de loperamida) para o alivio rapido da diarreia e, simultaneamente, é lhe explicada
a respetiva posologia (toma inicial de 2 comprimidos, seguida de | comprimido apds cada
dejecao liquida). Posteriormente, aconselhei a consultar o médico e a interromper o

tratamento, caso a utente nao sentisse melhorias apos 48 horas''.



Para além do Imodium® Rapid, aconselhei a ingestao de muita agua e a utilizagdo do
Redrate®, uma solugio para rehidratagao oral, de modo a assegurar a reposicio de fluidos e

eletralitos.
Caso Pratico V

Utente do sexo feminino desloca-se a farmacia, acompanhada pelo marido, e queixa-
se de sintomas de infegao urinaria, solicitando algo que a alivie. A senhora refere que sente
ardor ao urinar e que se tem dirigido muitas vezes a casa de banho.

Tendo em conta a sintomatologia referida, questionei a utente quanto a presenga de
sangue na urina e quanto a presenca de qualquer outro sintoma para além dos referidos,
questoes as quais a utente responde negativamente.

Posto isto, procedi ao aconselhamento do Advancis® Uritabs, um suplemento alimentar
composto por extratos de plantas como o arando vermelho e a uva-ursina, assim como a
explicagao da respetiva posologia tendo em conta a situagao (2 comprimidos apos o pequeno-
almogo e o jantar)'%

A uva-ursina, apesar de nao apresentar uma atividade antibacteriana comparavel aos
antibioticos, possui propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias, devendo o seu principal
efeito a arbutina. Ja o arando vermelho, tem como principal constituinte as proantocianidinas
que inibem a aderéncia das bactérias as paredes do trato urinario, apresentando eficacia na
prevencao das infegoes urindrias. Assim, esta associagao, nao s6 promove o alivio dos sintomas
provocados pelas infegoes do trato urinario nao complicadas, como também previne recidivas.

Para além disto, aconselho a utente um gel de higiene intima para o auxilio da sua
higiene didria e, ainda, medidas nao farmacoldgicas como o aumento da ingestao de agua e a
nao utilizagao de roupa interior sintética. Por fim, refor¢o que caso os sintomas persistam ou

agravem sera melhor consultar o seu médico.



4. CONSIDERACOES FINAIS

Findado o periodo de estagio e ao redigir o presente relatério, € para mim evidente o
quao enriquecedor foi a realizagao do estagio curricular na FTC.

Poder experienciar a realidade quotidiana do farmacéutico comunitario proporcionou-
me, nao sé uma melhor percegiao das suas fungdes e da sua importancia na manutengao da
salde publica, como também uma aplicagao didria e em contexto real dos conhecimentos
previamente adquiridos na FFUC. Para além disto, desenvolvi novos conceitos e vivenciei
inimeras experiéncias que, incontestavelmente, me permitiram evoluir tanto a nivel
profissional como pessoal.

Como tal, considero a realizagao do estagio curricular e tudo o que é inerente a ele,
essencial para a nossa formagao, pois, insere-nos no ambiente de trabalho e promove o
trabalho em equipa, a autonomia individual e a capacidade de concluir novos desafios de dia
para dia.

Por fim, pretendo reforgar a qualidade da equipa da FTC, equipa esta que me integrou
totalmente e que tornou o meu estagio tao elucidativo e interessante como dinamico e

entusiasmante.
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6. ANEXOS

Anexo |. Ficha para registo de teste rapido de antigénio (TRAg) para SARS-CoV-2 de uso

profissional em farmacia de oficina

REPUBLICA ;
PORTUGUESA ﬁ SMfNHSuv
- % SAD:

Testes Rapidos de Antigénio (TRAg) para SARS-CoV-2 de Uso Profissional
Farmacia de oficina
(Deve ser impresso em modelo A5)

Utente:

Nome

N.° de Utente (NNU):

Data de Nascimento: | (O

Farmacia:

Caédigo da farmécia

Identificagdo do Teste Répido de Antigénio (TRAQ):

Himero de Notificagio Laboratorial no SINAVEIab:

Dedlaragdo do Utente:

Declaro sob compromisso de honra que ndo realizei, no corrente més, mais de 2
(dois) Testes de Rapidos de Antigénio (TRAg) comparticipados pelo SNS

(Assinatura do utente)
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Anexo 2. Ficha de consentimento informado e declaracao de compromisso para a

realizagao do teste rapido de antigénio (TRAg) para SARS-CoV-2 na FTC

FARMACIA

TORRES &
CORREIA
CONSENTIMENTO INFORMADO E DECLARAGAO DE COMPROMISSO

nascido(a) dia , portador(@) do CC / outro documento
identificativo n.° emitido por (pais) , do
cartdo de Utente de Saude n.° / outro documento que valide o sistema
de salde, residente na
, com cédigo
postal , cito na freguesia , com o

contacto telefénico ;

DECLARO que

E minha vontade realizar o Teste Rapido de Antigénio, na Farmacia Torres & Correia, que
servira para detectar qualitativamente proteinas especificas do SARS-CoV-2.

Compreendi a informagdo que me foi disponibilizada, tendo percebido tudo o que me foi
explicado, em concreto o tipo de teste e método de recolha da amostra bioldgica com
zaragatoa nasofaringea, os objetivos do teste e das acgbes que terei que realizar em caso de
um resultado positivo.

Fui informado que o resultado do teste sera comunicado, através da entrega pela farméacia por
uma das seguintes formas:

o Registo escrito

o E-mail

A comunicagéo sera enviada no prazo maximo de 12 horas, no caso de os procedimentos de
recolha serem eficazes e ocorrerem como previsto. No caso da necessidade de repeticao dos
procedimentos, serei informado pela Farméacia através de contacto telefnico, com confirmagao
por SMS ou e-mail e, nessa altura, poderei propor uma nova data para realizagéo do teste.

Fui ainda informado pelo Farmacéutico que um resultado positivo podera significar infeccéo
pelo virus SARS-CoV-2 e, ainda, que um resultado ndo detetavel podera ndo excluir a
existéncia de infecgao.

Estou ciente de que deverei cumprir todos os cuidados e orientagdes que me forem dados pelo
Farmacéutico antes e depois do procedimento associado ao teste no qual consinto.

Foi-me ainda dito que posso solicitar ao Farmacéutico, todas as informagoes adicionais de que
necessite, a qualquer momento, e que s6 deverei tomar a minha decis&o que aqui expresso se
estiver totalmente esclarecido e capaz de decidir de forma livre, ponderada, informada e
consciente.

Contactos: 236218730
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FARMACIA
TORRES &
CORREIA

Também me foi dada oportunidade para fazer todas as perguntas sobre o teste, obtive
respostas esclarecedoras e tive tempo de reflexao suficiente para tomar a decis&o.

Tomei igualmente conhecimento de que poderei revogar a qualquer momento, até ao inicio do
procedimento, a realizagdo do teste.

Tomei nota que a Farmécia adota todos os procedimentos na recolha e no tratamento dos
meus dados pessoais, conforme a legislagéo de protegéo de dados em vigor.

Assim, AUTORIZO a realizagdo do Teste Répido de Antigénio, bem como dos procedimentos
ou intervengdes relacionadas, a fim de tornar possivel uma boa execugéo do mesmo.

Mais RECONHEGO que a realizagao do teste s6 é possivel na Farmacia Torres & Correia
Lda.

Porque CONSINTO que o resultado seja comunicado pela mesma as Autoridades de Saude,
nomeadamente ao Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE) e ao Instituto
Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge (INSA), e ao médico prescritor

Assumo o COMPROMISSO de, no caso de um resultado positivo, adotar as medidas de
seguranca que me s&o impostas, em concreto, a colocagao correta da mascara de protegédo, a
garantia do distanciamento social de 2 metros, o recolhimento obrigatério, e a identificagéo de
todas as pessoas com as quais contactei as autoridades publicas de satde.

Na presente data foi-me entregue o documento informativo iSatde — Testes COVID-19.

Assinatura:

Data

Contactos: 236218730



PARTE Il

Relatorio de Estagio em Farmacia Hospitalar

Centro Hospitalar Universitario de Coimbra

Sob orientacio da Doutora Marilia Joao Rocha



Lista de Abreviaturas

CHUC Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra

FH Farmacia Hospitalar

GAL Gestao, Aprovisionamento e Logistica

MICF Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

SGICM Sistema de Gestao Integrado do Circuito do Medicamento
SNS Sistema Nacional de Saude

UC Unidades Curriculares

UMIYV Unidade de Misturas Intravenosas

UPC Unidade de Preparagao de Citotoxicos
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I. INTRODUCAO

A Farmacia Hospitalar (FH) é um servigo de saude, que abrange todos os processos
envolvidos na selegao, preparagao, armazenamento, manipulagado e distribuicaio de
medicamentos, dispositivos médicos e outros produtos de salde numa determinada
instituicdo de salde, representando um papel fundamental no bom funcionamento da mesma'.
Para tal, a FH encontra-se dividida em diversos setores com os profissionais de salde
convenientemente distribuidos e com as suas fungdes devidamente estabelecidas, criando-se
assim um circuito do medicamento meticulosamente definido e totalmente rastreavel.

Os Farmacéuticos Hospitalares, para além de serem responsaveis por todo o circuito
do medicamento e pela sua utilizagao correta e racional em meio hospitalar, desempenham
muitas outras fun¢oes, desde o aconselhamento devidamente informado e personalizado aos
doentes e seus cuidadores, até ao fornecimento de informagao e contribuicio para o
conhecimento dos restantes profissionais de salde, proporcionando assim uma maior
seguranca, qualidade e eficacia no uso do medicamento'.

Posto isto, tive oportunidade de contactar com a realidade do farmacéutico hospitalar
e, consequentemente, com todas as suas competéncias e desafios ao longo do meu estagio
curricular nos servigos de FH do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). No
decorrer de cerca de dois meses de estagio, foi me permitido conhecer os diferentes setores,
a sua constituigao e respetivas fungoes, o seu papel no circuito do medicamento e, em alguns
casos, a legislagdo vigente e os procedimentos a ter. Para além disso, o estigio em FH
possibilitou-me a convivéncia e o contacto com uma equipa verdadeiramente multidisciplinar
e com patologias, e seus sinais e sintomas, bem como com medicamentos e tipos de
tratamentos, que nao me seria possivel de outra forma.

Assim, procedo a realizagao do presente relatorio de estagio recorrendo a uma analise
SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities e Threats) como forma de avaliagao e reflexao

pessoal do meu desempenho e aprendizagem ao longo do estagio curricular no CHUC.
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2. ANALISE SWOT

2.1. Pontos Fortes
2.1.1. Passagem pelos diversos setores

Ao longo dos dois meses de estagio, percorri varios setores dos servicos de FH do
CHUC, iniciando no setor de Gestao, Aprovisionamento e Logistica (GAL), passando duas
semanas pelos Cuidados Farmacéuticos e outras duas na Unidade de Preparagio de
Citotoxicos (UPC) e ambulatério no Edificio de Sao Jerénimo. De seguida, tive oportunidade
de conhecer a Unidade de Misturas Intravenosas (UMIV) e a Unidade de preparagao de
medicamentos nao estéreis e, por fim, de contactar com o setor de Ensaios Clinicos.

De acordo com a calendarizagao fornecida no inicio do estdgio, comecei por
apresentar-me no setor de GAL onde tive oportunidade de conhecer a organizacao geral da
unidade e de contactar com a legislagao em vigor e procedimentos inerentes. Para além disso,
assisti e participei no atendimento de estupefacientes, na avaliagdo de processos de
medicamentos em concurso e elaboragao dos seus relatorios preliminares e finais e também
na realizagao de pedidos de aquisicao de medicamentos e respetiva avaliagao da quantidade a
pedir tendo em conta a informagao técnico-cientifica, os indicadores de consumo e a
quantidade existente em stock no armazém. No Ultimo dia, dirigi-me ao piso -4, a0 armazém
central, e foi ai que presenciei a rececao de encomendas e todos os procedimentos e
documentos inerentes, o controlo dos prazos de validade e respetiva importancia para o
aumento da seguranga e para a diminuicao da despesa e todos os métodos de organizagao de
armazenamento de medicamentos excedentes e, principalmente, dos medicamentos de frio.
Concluindo, a passagem neste setor permitiu-me perceber parte da logistica necessaria ao
bom funcionamento dos servicos farmacéuticos do CHUC, de modo a nao ocorrer falta de
medicamentos, a assegurar o bom estado dos mesmos e a evitar as inutilizagoes, permitindo
assim uma diminui¢ao da despesa do hospital e, portanto, da despesa publica.

De seguida, dirigi-me ao setor dos Cuidados Farmacéuticos, um setor de enorme
importancia, pois, para além de exigir o contacto com os doentes e, portanto, um certo
conhecimento e consciéncia no atendimento aos mesmos, também assegura a monitorizagao
e controlo continuado da medicagao dos doentes contribuindo para um melhor e mais racional
uso do medicamento. Nesta unidade tive oportunidade de conhecer a sua organizagao geral,
os respetivos horarios de funcionamento, o seu papel no circuito do medicamento e, mais
especificamente, de assistir a validagao de prescricoes médicas, a avaliagao e elaboragao de

justificacoes clinicas e a atendimentos aos doentes no ambulatério, no piso -1. Posto isto, ao
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longo das duas semanas no setor, aprofundei os meus conhecimentos sobre determinadas
patologias e certos medicamentos, contactei com tipos de tratamentos e protocolos que
anteriormente desconhecia, aprendi a avaliar prescrigoes médicas e a relaciona-las com as
patologias, parametros bioquimicos, peso corporal, farmacocinética e efeitos adversos dos
medicamentos e, por fim, observei e coloquei em pratica certos conhecimentos adquiridos no
atendimento ao doente.

As duas semanas seguintes foram passadas num dos setores da farmacotecnia que se
localiza no Edificio de Sao Jeronimo, mais propriamente o hospital de dia de oncologia, onde
sao realizadas tanto as consultas médicas e farmacéuticas, como a administracio de
tratamentos do foro oncolégico. A minha passagem pelo Edificio de Sao Jerénimo dividiu-se
em duas fases, uma na UPC, cerca de uma semana, e outra no ambulatério do hospital de dia,
onde se realizavam as consultas farmacéuticas e o atendimento aos doentes. Na UPC, tive
oportunidade de conhecer a organizagao geral da unidade, os diversos servigos clinicos
presentes na unidade, as varias etapas de preparagao de citotoxicos, os protocolos e os
medicamentos preparados, e os cuidados e normas a ter para a manutengao da higiene dos
espagos e respetivas condigoes de assepsia. Ja4 no ambulatério, presenciei atendimentos aos
doentes e todos os processos inerentes, o que me permitiu aprofundar e relacionar os
conhecimentos adquiridos previamente, de forma mais intuitiva e apelativa, com a pratica
clinica. Para além disso, contactei diretamente com os medicamentos oncolégicos e,
consequentemente, com as suas indicagoes terapéuticas, efeitos adversos, contraindicagoes e
condigoes de conservagao. Assim, a meu ver, a passagem pelo Edificio de Sao Jerénimo tornou-
se deveras enriquecedora no sentido em que me proporcionou uma experiéncia e uma
realidade completamente inédita e me permitiu o contacto com terapias de igual forma
inovadoras.

Praticamente no fim do meu estagio, foi na UMIV e na Unidade de preparagao de
medicamentos nao estéreis que tive oportunidade de estar durante uma semana onde, mais
uma vez, conheci a organizagao e disposi¢ao das unidades de modo a assegurar o correto
circuito de preparagao do medicamento e as devidas condigoes de esterilidade, no caso da
UMIV. Do mesmo modo, experienciei o papel do farmacéutico nas unidades e, como tal,
verifiquei individualizagoes realizadas pelos técnicos e procedi a libertagao de lotes, de forma
tutelada. Tudo isto, permitiu-me contactar com os medicamentos preparados em cada uma
das unidades, conhecendo assim as suas indicagoes clinicas, condigoes de conservagao, prazos
de validade, formas farmacéuticas, vias de administragao e respetiva populagao-alvo, uma vez

que muitos deles sao preparados especificamente para os servigos de pediatria.
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Por fim, acabei o meu estagio no setor de Ensaios Clinicos, um setor um pouco
diferente dos restantes, uma vez que, possui o seu proprio circuito do medicamento, neste
caso medicamento experimental, e os seus proprios procedimentos e normas. Nesta unidade,
tive oportunidade de conhecer mais detalhadamente a legislagao que regula a pratica de
ensaios clinicos, assim como as diretrizes sobre as boas praticas clinicas®. Para além disso,
durante a minha permanéncia neste setor, procedi a leitura e avaliagao de varios protocolos
de estudo, conhecendo assim os diferentes medicamentos experimentais, tipos de ensaios e a
propria estrutura a ser seguida na elaboragao de um protocolo, presenciei atendimentos aos
doentes, participei na rece¢ao de encomendas e assisti a visitas de inicio e de selegao. Posto
isto, a passagem por este setor foi para mim essencial para conhecer a realidade dos ensaios
clinicos, o papel do farmacéutico nos mesmos e todas as hormas e procedimentos inerentes
a eles.

Em suma, considerei pertinente a realizagao deste breve resumo da aprendizagem
adquirida ao longo do percurso pelos diversos setores de forma a enaltecer a importancia e
relevancia para o meu estagio do contacto com as diferentes unidades. Apesar das suas
desvantagens, como a curta duragao em cada um dos setores, considero a passagem pelos
diferentes setores um ponto forte para o meu estagio, pois, julgo que de outra forma nao seria
possivel adquirir uma aprendizagem tao rica e diversificada e ter uma nogao tao ampla e precisa

do circuito do medicamento e da organizagao dos servigos de FH do CHUC.
2.1.2. Caderno de praticas tuteladas para estagio a realizar no CHUC

Uma das atividades propostas para realizagio ao longo do periodo de estigio no
CHUC ¢ o caderno de estagiario. Um documento que visa orientar de alguma forma, tanto o
estagiario como os tutores das diferentes unidades, para os objetivos e conteldos a
desenvolver durante o estagio. Este caderno divide-se em duas partes correspondendo a
primeira parte aos conteudos programaticos a desempenhar e a registar em cada um dos
setores e a segunda parte as fichas de atividades a executar pelo estagiario ao longo do seu
percurso.

Posto isto, a realizagao do caderno de estagiario no decorrer do meu estagio permitiu-
me, nao soO, ter desde logo nogao do esperado de cada setor, proporcionando assim
oportunidade de me avaliar pessoalmente e as atividades exercidas nas unidades, como
também de aplicar na pratica, efetuando as atividades propostas, os conhecimentos e

competéncias adquiridos em cada uma das unidades dos servicos de FH do CHUC.
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2.1.3. Trabalho final

Outra das atividades propostas pela tutoria de estagios, foi a realizagao de um trabalho
a apresentar no final do estagio cujo tema, no meu caso, consistiu no papel do farmacéutico
hospitalar na antibioterapia (ver Anexo ).

Como tal, ao longo do desenvolvimento do trabalho, tive oportunidade de relacionar
as atividades exercidas e conhecimentos adquiridos na pratica de um farmacéutico hospitalar
com o conteudo do mesmo e, para além disso, de aprofundar nogoes sobre a antibioterapia
e de compreender a importiancia da comunicagdo com os outros profissionais de saude,

contribuindo assim para um melhor uso do medicamento e para o sucesso do tratamento.
2.1.4. Contacto com outro tipo de medicamentos e terapias mais inovadoras

Ao contrario do estagio em farmacia comunitaria, em que contactei com farmacos
repetidamente abordados nas unidades curriculares (UC) ao longo do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas (MICF), o estagio em FH tornou-se mais desafiante nesse aspeto, pois,
certa parte dos medicamentos eram me completamente desconhecidos. Se por um lado foi
desafiante, por outro foi extremamente enriquecedor no sentido em que certamente nao
haveria melhor modo de aprender e aprofundar os meus conhecimentos em certas terapias,
tratando-se de uma forma de aprendizagem definitivamente mais intuitiva e incentivadora.

Como tal, tive oportunidade de contactar com outro tipo de medicamentos, como os
devidamente legislados para cedéncia em FH tanto no ambulatério do piso -1 como no do
Edificio de Sao Jeronimo (ver Anexo 2), e com outro tipo de terapias e protocolos como os
citotoxicos, soros autdlogos, anticorpos monoclonais, entre outros que, apesar de nao me
serem totalmente desconhecidos, nao se encontravam devidamente consolidados. Portanto,
ao longo do meu percurso, especialmente pela unidade de Ensaios Clinicos, UPC e UMIV, nao
so aprofundei conhecimentos anteriormente adquiridos por exemplo na UC de Biotecnologia
Farmacéutica, como também conheci toda uma nova realidade a nivel de terapias mais
recentes, inteirando-me dos seus efeitos adversos, parametros bioquimicos a ter em conta,
formas de reconstituicao, cuidados de manuseamento e suas indicagoes, algo que muito

dificilmente teria oportunidade de vivenciar noutro tipo de estagio curricular.
2.1.5. Contacto com outro tipo de condigoes e equipamentos de trabalho

Em certas unidades dos servicos de FH do CHUC, como a UMIV e a UPC, tive
oportunidade de contactar com outras condigoes e equipamentos de trabalho, condigoes estas

que asseguram a devida assepsia das preparagoes.
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Na UPC, passei por todas as fases de preparagao de citotdxicos desde a validagao,
passando pela individualizagao, até a zona de manipulagao e, como tal, ndo sé6 compreendi o
papel do farmacéutico em cada uma das zonas, como também, verifiquei as diferencas de
cuidados e inclusive vestudrio ao longo do percurso do medicamento. Como se encontra
explicito no Manual de preparagio de citotoxicos’, todas as zonas da UPC devem ser
devidamente pensadas e as normas rigorosamente cumpridas, tudo se apresenta devidamente
estipulado, desde as fungdes do pessoal, procedimentos, equipamentos, instalagdes até ao
equipamento de protegao e higienizagao dos espagos, de modo a garantir as condigoes de
assepsia necessarias a preparagao de citotdxicos e a propria protegao do pessoal que interage
de alguma forma com este tipo de medicamentos.

Ja na UMIV, nao me foi permitido entrar nas camaras de preparagao e, portanto, nao
contactei de tao perto com as diferengas de condigdes de trabalho, contudo, tanto certa parte
do vestuario como as condi¢oes de higienizagao mantinham-se.

Posto isto, a passagem nestas unidades permitiu-me conhecer todas as normas,
cuidados a ter, instalagoes e equipamentos de modo a garantir as condigoes de assepsia. Ao
entrar na zona de manipulagiao de citotoxicos, equipei-me cumprindo todas as regras e
procedimentos estipulados e, nao s6 aprendi todo o processo como também, entendi de facto
o rigor das normas. Como tal, considero todo este contacto com outras condi¢oes de
trabalho um ponto forte para o meu estagio, pois, desenvolvi capacidades e conhecimentos
que de outra forma nao me seria possivel, para além de que tive oportunidade de por em
pratica e de interagir com nogoes apreendidas na UC de Gestio e Garantia de Qualidade,
como por exemplo, as diferengas de pressao entre cada zona de preparagao e a importancia

da normalizagao e da implementagao de procedimentos.
2.1.6. A equipa e o contacto com os restantes profissionais de saude

No decorrer dos dois meses de estagio, ndo sé contactei com outros medicamentos
e com diferentes condi¢oes de trabalho como referi anteriormente, como também, interagi
com os varios profissionais de saude, algo de igual forma interessante e enriquecedor.
Primeiramente, é crucial referir a convivéncia com os farmacéuticos que, de certa forma, se
mostraram sempre disponiveis para todas minhas duvidas e que foram efetivamente os
responsaveis por toda a minha aprendizagem ao longo do estdgio. No entanto, também
gostaria de salientar a importancia da interagdo com os restantes profissionais de saide como
os técnicos, médicos e até enfermeiros, pois, considero-a fundamental para o bom
funcionamento de todos os servigos e para a manutengao da harmonia necessaria para um
melhor desempenho de um hospital tao grande como o CHUC.
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Assim, considero o contacto e a comunicagao entre farmacéuticos e com os restantes
profissionais de salude vantajoso para o meu estagio, pois, tive oportunidade de aprender e
conhecer outras perspetivas e de entender de facto o papel de cada um no circuito do

medicamento e na promogao da salde e bem-estar do doente.
2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Duragao do estagio

A nivel de pontos fracos, comego por destacar a duragao do estagio correspondendo
a cerca de dois meses, a um minimo de 280 horas.

Pois bem, assim como considero a duragiao do estagio de farmacia comunitaria, cerca
de 4 meses, insuficiente, também nao posso deixar de o referir relativamente ao estagio em
FH. E muito pouco tempo para todas as capacidades necessérias e relevantes a adquirir ao
longo do estagio. Para além disso, sendo o estagio dividido em varias fases, nos diversos
setores, torna-se ainda mais dificil de por em pratica os conhecimentos apreendidos, visto que
a aprendizagem é todo um processo e que, em tao pouco tempo em cada setor, & impossivel
prepararem-nos efetivamente para pratica e quotidiano de um farmacéutico hospitalar,

tornando-se assim um estagio muito mais observacional.
22.2. Titulo observacional

Como referi anteriormente, penso que a duragao do estagio e o tempo em cada setor
se encontra diretamente relacionado com o facto do estagio ser principalmente de titulo
observacional, uma vez que, nao nos devem propor certas tarefas para o qual nao estamos
devidamente preparados, até porque a fungao do farmacéutico é de enorme responsabilidade
e os nossos erros podem ter grandes repercussoes. No entanto, nao posso deixar de o
destacar como ponto fraco porque, efetivamente e a titulo pessoal, considero que é ao colocar
em pratica que realmente se aprende e sinto que, se em certas alturas seria realmente muito
complicado de aplicar de facto os conhecimentos adquiridos, noutras seria possivel caso

existisse disponibilidade, meios e tempo para tal.
2.2.3. Acesso ao Sistema de Gestao Integrado do Circuito do Medicamento (SGICM)

O SGICM ¢ o sistema de informacgao e gestao dos servigos de FH utilizado no CHUC
e apresenta diversas vantagens como a interligagao dos diversos servigos contribuindo assim

para a promogao do bem-estar do doente.
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Ao longo do meu percurso, tive oportunidade de ir contactando com o SGICM nos
diversos setores e de perceber as diferentes funcionalidades e a sua relevancia para a
manutengao do circuito do medicamento e, consequentemente, para um melhor
funcionamento do hospital.

No entanto, nao me foi permitido realmente explorar o programa devido as diversas
razdoes mencionadas acima, como a falta de tempo e disponibilidade por parte dos
farmacéuticos, pois, os servicos de FH encontram-se efetivamente sobrecarregados. Para além
disso, e a titulo de sugestao para melhoria futura, considero que a criagao de credenciais de
acesso ao SGICM para uso exclusivo dos estagiarios seria de facto uma mais-valia, visto que,
permitiria aos estagidrios a exploragao profunda do programa e libertaria de alguma forma os

farmacéuticos tutores, inclusive na realizagao do caderno de estagiario.
2.3. Oportunidades
2.3.1. Formacao externa

No decurso dos dois meses estagio, tive oportunidade de assistir e inclusive realizar
formagoes de fonte externa em certas unidades dos servicos de FH. No setor de GAL,
compareci a2 uma pequena formagao sobre Gases Medicinais dada pela Linde, o novo
fornecedor de oxigénio. A formacao tinha como objetivo dar a conhecer o modo de
funcionamento e as especificidades das novas garrafas de oxigénio e discutir os procedimentos
de recegao, manuseamento e devolugao do produto. Como tal, a formagao, e posterior
discussao, permitiu-me nao so alargar o meu conhecimento em Gases Medicinais, como
também, conhecer e entender a complexidade dos processos de troca de fornecedores e a
importancia de a dar a conhecer a todo o pessoal relevante, de forma, a evitar desperdicios,
falta de produto ou outras complicagdes. Ja no setor de Ensaios Clinicos, realizei um pequeno
curso, o ICH Boas praticas clinicas E6 (R2), o que me permitiu nao s6 perceber melhor toda
a dinamica do setor como compreender os procedimentos e as responsabilidades de cada
interveniente de um ensaio clinico.

Assim sendo, a participagao nestas pequenas formagoes, contribuiu para a melhoria de
qualidade da minha instrugao, favorecendo um maior entendimento e envolvéncia nos

respetivos servigos.

33



2.4. Ameacgas
24.1. Sobrecarga dos servigos de FH

Atualmente, o Sistema Nacional de Saude (SNS) parece estar a passar um periodo
complicado a nivel de falta de profissionais de saude, o que € transversal a todo o sistema
inclusive no caso dos farmacéuticos hospitalares.

Indiscutivelmente, isto representa uma grande preocupagao para a populagao e para a
salde publica em geral e nao referindo todas as repercussdes que podem surgir, pretendo
destacar a menor qualidade de formagao, e consequente falta de incentivo, dos possiveis
futuros profissionais do SNS.

Assim, considero que a sobrecarga dos servigos de FH constituiu uma ameaga para o
meu estagio, pois, sinto que a falta de meios, de condi¢oes de trabalho e indisponibilidade por
parte dos farmacéuticos prejudicou consideravelmente a minha formagao ao longo dos dois

meses de estagio.
24.2. Pandemia COVID-19 e periodo de férias

O meu estagio decorreu entre os meses de maio e junho de 2022 e, como tal, nao s6
envolveu uma altura atribulada a nivel de COVID-19 no CHUC, como também, incluiu o inicio
do periodo de férias.

Posto isto, e adicionando a influéncia da sobrecarga dos servigos farmacéuticos referida
acima, torna-se evidente a falta de pessoal presenciada nos servigos e, consequentemente, o

enorme impacto que tudo isto vai gerar na qualidade da formagao dos estagiarios.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Ao redigir o presente relatério, € para mim notério o quao enriquecedor foi a
realizagao do estagio curricular em FH no CHUC.

Apesar de todas as adversidades, os dois meses de estagio proporcionaram-me uma
imensidao de novas experiéncias e de novos conhecimentos. De destacar, a percegao do papel
do farmacéutico hospitalar e a participagao nas suas fungoes nos diferentes setores, o contacto
com circuito do medicamento e a importancia da sua manutengao e, por fim, a convivéncia
com os profissionais de salde que se tornou de igual forma impulsionador.

Para além disso, e em jeito de conclusao, o estagio em FH no CHUC permitiu-me
presenciar a realidade de trabalho no setor publico e, em comparagao com o estagio em FC,
proporcionou-me uma percec¢ao completamente distinta e uma nogao dos desafios de exercer

em cada um dos setores, publico e privado.
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5. ANEXOS

Anexo l. Trabalho final: Papel do farmacéutico em antibioterapia

PAPEL DO FARMACEUTICO
NO STEWARDSHIP

ANTIBIOTERAPIA

Ana Raquel Lopes Calvo | Rita Lopes Rebelo | Sara Sofia Gaspar Marques
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PAPEL DO FARMACEUTICO NO STEWARDSHIP
ANTIBIOTERAPIA

(1 Indicagao terapéutica na prescrigao médica

ayp Alertar o profissional de satide quando o antibiético prescrito ndo tem indicagdo
e Discutir a indicagdo terapéutica com o profissional de saude

e Promover a educagdo de toda a equipa no sentido da importancia da indicagdo da
utilizagdo do antibiético na prescrigdo médica

02 Duragao do antibidtico

ap Alertar o médico caso a antibioterapia exceda a duragdo recomendada

@y Discutir com o médico a duragdo da terapéutica, no momento da alta hospitalar

()3 Sobreposigao de cobertura anerdbia
ap Alertar o médico caso os antibiéticos prescritos tenham espetro de atividade

sobreponivel

@y Discutir o caso com o médico e considerar descontinuagdo de um dos antibidticos de
forma a evitar a duplicagdo

()4 Prescrigao de Fluoroquinolonas

@ ¥ Rever as indicagdes terapéuticas e averiguar necessidade
@y Discutir com os profissionais de saude alternativas terapéuticas
@y Rever os padroes de suscetibilidade as fluoroquinolonas

a Contribuir para a educagdo dos profissionais de salde para os efeitos adversos associados
ao uso dos antibidticos.

()5 Bacteriuria assintomatica

@@ Avaliar e discutir a existéncia de sinais e sintomas de infe¢do no trato urinario

@y Alertar para a prescindibilidade da antibioterapia nos casos de bacteridria assintomatica



()6 Reavaliagao terapéutica

ap Avaliar os resultados microbiolégicos

@y Sugerir descontinuagdo, alteracdo ou ajuste do antibidtico, caso necessario

()/ Indicagao devidamente documentada

ap Verificar que o antibiotico prescrito tem uma indicagdo devidamente documentada
@y Fornecer toda a documentagdo necessaria aos restantes profissionais de salde e alertar
para a necessidade da mesma

()8 Acompanhamento farmacoterapéutico

ap Garantir o uso racional do antibiético
ayp !dentificar interagées medicamentos e possiveis incompatibilidades
@y Identificar reagbes adversas

ap Garantir o devido ajuste de dose em doentes com fungdo renal comprometida

09 Verificagao de reagoes alérgicas a penicilina

ap Obterinformacdes detalhadas relativamente a reacao alérgica
ap Rever a utilizagdo de outros antibiéticos

@y Abordar/estudar a possibilidade de o doente tomar determinados beta lactamicos
com a devida seguranga

10 Papel do estagiario no Stewardship

ap Garantir a correta selegdo e utilizagdo dos antibiéticos
ap Planeamento de estratégias para prevenir o desenvolvimento de resisténcias
ap Garantir a continua atualizagdo de conhecimento de toda a equipa
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Anexo 2. Legislagao vigente na cedéncia de medicagao hospitalar
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Anexo 3. Exemplo de lista para controlo de prazos de validade no GAL

& CHUC &l £ _4p . Data: 2022/05/06
@w_:_.ﬁ Farmacia/Logistica Hospitalar i qahi
Artigos com o Prazo de Validade a expirar entre 20220701 e 20220731. Réo: e
GHPHT000R
Armazém : 51C001
| Artigos Lote Validade Qtd.Disp..|

81020012 ACETAZOLAMIDA 125 MG COMP 254A290122A  2022/07/31 180

10010620 Ambroxol 15 mg/2 ml Sol in) Fr 2 ml IM IV SC 727857C 2022/07/30 43
Fornecedor : 9803136 - SANOF| - PRODUTOS FARMACEUTICOS , LDA

10006261 Ambroxol 6 mg/ml Xar Fr 200 ml HO0339 2022/07/31 7
Fornecedor : 9804196 - TECNIMEDE - SOC. TECNICO MEDICINAL, SA

10005095 anfotericina B lipidica § mg/mL Susp inj Fr 20 mL IV B1815925 2022/07/30 30
Fornecedor : 9805457 - TEVA PHARMA - PRODUTOS FARMACEUTICOS, LDA

10098167 Anidulafungina 100 mg P6 conc sol inj Fr IV AASJ0D08 2022/07/31 39
Fornecedor : 9807137 - ACCORD HEALTHCARE UNIPESSOAL LDA (COMBINO PHARM)

10050756 Atovaquona 150 mg/ml Susp oral Fr 226 ml 2438 2022/07/31 2
Fornecedor : 9801364 - GLAXOSMITHKLINE PRODUTOS FARMACEUTICOS, LDA

10058750 Besilato de cisatracirio 5 mg/ml Sol inj Fr 30 ml IV 2106211 2022/07/31 817
Fornecedor : 9807137 - ACCORD HEALTHCARE UNIPESSOAL LDA (COMBINO PHARM)

10088059 Budesonida 400 pg/dose P4 inal Recip multid 100 dose(s) VO7A1R 2022/07/31 42
Fornecedor : 9804196 - TECNIMEDE - SOC. TECNICO MEDICINAL, SA

10127260 Burosumab 10 mg/1 mi Sol inj Fr 1 mi SC B23996 2022/07/31 2

84010070 Citrato de sédio 40 mg/ml Sol esténl Sac 1500 mi B3LH131 2022/07/31 96
Fornecedor : 9800138 - FRESENIUS MEDICAL CARE PORTUGAL, SA

81021151 CLONazepam 0,25 mg Comp 25E2190122A  2022/07/31 30

10129520 Cloreto de calcio 100 mmolA Sol inj Fr 1500 ml IV B3LH161 2022/07/31 8
Fornecedor : 9800138 - FRESENIUS MEDICAL CARE PORTUGAL, SA

10047621 Dalteparina sodica 2500 U.1/0.2 ml Sol inj Ser 0.2 ml SC DP6069 2022/07/31 50
Fornecedor : 9801623 - LABORATORIOS PFIZER, LDA

84020331 Desinfectante ArjoClean Emb 3L 20D2116 2022/07/30 9
Fornecedor : 9822714 - TDGI TECNOLOGIA DE GESTAO DE IMOVEIS S A.

10074807 Diazéxido 25 mg Caps 9293A 2022/07/29 800
Fornecedor : 9823313 - FARMA MONDO IBERIA SUCURSAL

10038832 Enalapril 2.5 mg Comp 233A250122A  2022/07/31 91

10067734 EScitalopram 5 mg Comp 264A200122A  2022/07/31 90

10098780 Esomeprazol 40 mg Caps GR SH4723 2022/07/30 7728
Fornecedor : 9806911 - GENERIS FARMACEUTICA, SA

10065950 Fludarabina 10 mg Comp 91362GA 2022/07/30 20
Fornecedor : 9600188 - WEP CLINICAL (WE PHARMA)

10055002 Foscameto sédico 24 mg/mi Sol inj Fr 250 ml IV 16PH8820 2022/07/30 12
Fornecedor : 9802685 - FRESENIUS KABI PHARMA PORTUGAL, LDA

81021294 halOPERIDol 0,5 mg Comp 2025280122A  2022/07/31 259

10058112 Lenograstim 33.6 M.U.l. P6 sol inj Fr IV SC cs123 2022/07131 155
Fornecedor : 9803136 - SANOF| - PRODUTOS FARMACEUTICOS , LDA

10006628 Lidocaina 25 mg/g + Prilocaina 25 mg/g Pens impreg Saq XH3700 2022/07/30 280
Fornecedor : 9821103 - BDRPHARMA, LDA

10074885 Lomustina 40 mg Caps ; G190471B 2022/07/30 340
Fornecedor : 9821898 - RB PRODUTOS FARMACEUTICOS UNIPESSOAL, LDA

10057811 Nandrolona, decanoato 50 mg/1 mi Sol inj Fr 1 ml IM COLX1M 2022/07/30 5
Fornecedor : 9821103 - BDRPHARMA, LDA

10089702 Nitroglicerina 5 mg/ml Sol inj Fr 5 ml IV 934002 2022/07/31 240
Fornecedor : 9801623 - LABORATORIOS PFIZER, LDA

10079284 Noradrenalina 1 mg/ml Sol inj Fr 1 ml IV 1873160 2022/07/30 26

10035081 Pentostatina 10 mg Pé sol inj Fr IV DJ5570 2022/07/31 4
Fornecedor : 9801623 - LABORATORIOS PFIZER, LDA

81021448 Perindopril 2.5 mg Comp 2921290122A  2022/07/31 330
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Anexo 4. Exemplo de rétulo para preparagao na UPC

Daunorrubicina 20 mg po e solvente para solu¢ao injetavel
Modo de preparagio:

1° Reconstituir o pé com 10 ml de sol. SF 0.9%.

2° Concentragdo obtida: 2 mg/ml
3° Misture suavemente até completa dissolugdo.
1° Apés reconstituigio, a solugio € estavel até 24 horas a 30°C

ou até 48 horas entre 2-8°C
5° Diluir em 100 ml SF.

Anexo 5. Exemplo de rétulo para cedéncia no ambulatério do Edificio de Sao Jerénimo

Talazoparib mg capsulas (Talzenna®)

Tomar: caps 1x/dia

As capsulas devem ser engolidas intciras e n3o devem se
abertas nem dissolvidas. Podem ser tomadas com ou sem

alimentos.
Se vomitar ou se esquecer de tomar 1 dose, ndo tome uma

dose adicional, tome a dose seguinte como habitualmente
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Anexo 6. Exemplo de guia de preparagao na UMIV

Huc 5 Farmacouth >
CHUC-ML Servigo! weuticos - Farmacotecnia Mde,unhodt?on

Guia de Preparagdo - COLIRIOS

N? Preparogdes
116428027 Ciclosporina 10 mg/ml Col, emuls Fr10 ml 4
Prozo de
Lote: 112/22 4 : Conservar < 259C.
) utilizagdo: 14/07/2022 Conservagéo
Cédigo DCI /Marca Comercial Frioml n® unt
novantis
116804111 Ciclosporina 50mg/ml, Sandimmun o 100 mg/2 ml 8 amp
UM
HIDROXIPROPILMETILCELULOSE 0,3% E P
116428020 e . LLOSEQ, ofLs18 8mi 3frs
DEXTRANO 0,1% COURIO FRS
23
Técnico ae Preporocio
1 |Colocar 8 m! de lagrimas artificiais no frasco conta-gotas para colirio.
2 |Adiconar 2 ml Cclosporing 50mg/ml ao frasco de com lagrimas artificiais.
3 [Fecharofracco Homogeneizar ¢ rotular no exterior da CFLH.
4
S
6
7
8
9
Rétulo
TOT manip.:
TOT opolo ;
Farmoacéutico:
Farmocéutico:
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Monografia

“Sistema CRISPR-Cas e o seu impacto na

resisténcia aos antibioticos”’

Sob orientacio da Professora Doutora Sara Margarida dos Santos Domingues



Lista de Abreviaturas

Acr Anti-CRISPR

Bp Pares de bases do inglés base pairs

Cas CRISPR-associated

CRISPR-Cas Clustered regularly interspaced short palindromic repeats—associated
crRNA CRISPR-RNA

DNA Acido desoxirribonucleico do inglés deoxyribonucleic acid

dsDNA DNA de dupla cadeia do inglés double-stranded DNA

HGT Transferéncia horizontal de genes do inglés horizontal gene transfer
MGEs Elementos genéticos moveis do inglés mobile genetic elements
OMS Organizagao Mundial de Salde

PAM Protospacer adjacent motif

RNA Acido ribonucleico do inglés ribonucleic acid
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RESUMO

As infegoes bacterianas, particularmente as provocadas por bactérias resistentes a
antibioticos, sao responsaveis por um grande nimero de mortes em todo o mundo. Como
tal, o aumento da resisténcia bacteriana e consequente diminui¢ao da eficacia dos antibioticos
convencionais sentida nas Ultimas décadas representa uma ameaga a saude publica, o que torna
crucial a pesquisa e desenvolvimento de terapias inovadoras. Assim, surge o sistema CRISPR-
Cas, um mecanismo de defesa desenvolvido pelas bactérias para combater os bacteriéfagos,
que tem vindo a demonstrar o seu potencial como possivel antibidtico. Na presente revisao,
pretende-se explorar o papel do sistema CRISPR-Cas na evolugao e expansao do genoma
bacteriano e como este se pode tornar revolucionador no combate a resisténcia bacteriana,
avaliando a sua origem, caracteristicas e mecanismo de agao, e destacando as suas vantagens,

bem como os principais desafios no seu uso na pratica clinica.

Palavras-chave: antibiotico; resisténcia aos antibioticos; infegao bacteriana; sistema CRISPR-

Cas.
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ABSTRACT

Bacterial infections, particularly those caused by antibiotic resistant bacteria, are
responsible for a large number of deaths worldwide. The rise of bacterial resistance and the
consequent decrease of conventional antibiotic efficiency presents a threat to public health,
making it crucial to search for and develop innovative therapies. Therefore, the CRISPR-Cas
system emerges, a defense mechanism developed by bacteria to fight bacteriophages that has
been showed potential as a possible antibiotic. In this review, it explored the role of the
CRISPR-Cas system in the evolution and expansion of the bacterial genome and how it can
become revolutionary in the fight against bacterial resistance, evaluating its origin,
characteristics, and mechanism of action, and highlighting its advantages, as well as its main

challenges in the clinical practice.

Keywords: antibiotic; antibiotic resistance; bacterial infection; CRISPR-Cas system.
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I.INTRODUCAO

As infegoes bacterianas, em particular, as provocadas por bactérias resistentes a
antibioticos, sao responsaveis por um grande nimero de mortes em todo o mundo.

Estima-se que, por ano, ocorrem aproximadamente 670 000 infegoes causadas por
bactérias resistentes a antibioticos na Uniao Europeia e que cerca de 33 000 pessoas morrem
como consequéncia destas infegdes'.

O aumento da resisténcia aos antibidticos e a consequente diminuigao da eficacia dos
mesmos tem-se revelado uma verdadeira ameaga a saude publica e, como tal, é estritamente
necessario intervir a este ponto. No entanto, tratando-se de algo tao complexo, é essencial
entender tudo o que lhe estd inerente desde os mecanismos de resisténcia até a sua
transmissao e principais desafios, para assim desenvolver novos métodos de diagndstico e de
terapéutica’,

A comunidade cientifica encontra-se em alerta para a evolugao da resisténcia aos
antibioticos e, apesar de ainda insuficientes, ja se comegaram a tomar medidas para o combate
deste problema. Antes de mais, € crucial o reconhecimento do problema, algo que nas ultimas
décadas ja se verificou com organizagées como a Organizagao Mundial de Saude (OMS) a
enfatizar este tema, considerando-se fundamental o incentivo ao desenvolvimento de novos
antibioticos, o que progressivamente se tem verificado com o surgimento de parcerias publico-
privadas e com o regresso de algumas indUstrias farmacéuticas a pesquisa de novos alvos
terapéuticos®. A nivel da prevengio e transmissio da resisténcia aos antibidticos, também se
tem visto progressos, sobretudo, no aumento da vigilincia e controlo das infegoes
comegando-se, finalmente, a reforgar a importancia da vacinagao e de boas condigoes de
saneamento’. Apesar do progresso ja alcangado, a luta contra a diminuigdo da eficicia dos
antibioticos esta longe de ficar por aqui e, tendo em conta a relevancia que estes assumem
nos nossos sistemas de saude, é imperativo reunir esforgos, tanto a nivel nacional como
internacional, com o objetivo de implementar medidas concretas e plausiveis que auxiliem no
combate a esta ameaga a satide publica’.

Assim, como referido anteriormente, ha uma constante necessidade de novos
antibioticos e mais efetivos, com novos mecanismos de agao e alvos terapéuticos. Nas ultimas
décadas, tem-se vindo a verificar uma rapida evolugao a nivel da engenharia genética o que,
simultaneamente, levou ao surgimento de abordagens inovadoras e promissoras que podem
vir a transformar o tratamento das infecoes bacterianas e, assim, a combater a resisténcia aos
antibioticos. Terapias com recurso a fagos, técnicas baseadas no uso de peptide nucleic acids,

de zinc finger nucleases e de transcription activator-like effector nucleases comegaram a aparecer,
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assim como o clustered regularly interspaced short palindromic repeats—associated (CRISPR-Cas)?,
um sistema que apesar de ter sido descoberto ha cerca de 3 décadas sé viu o seu potencial
efetivamente reconhecido em 2012°.

Uma das maiores ameagas para as bactérias sao os virus, como os bacteriéfagos, que
as atacam e as tornam vulneraveis. Para contrariar isso, estas desenvolveram varios
mecanismos de defesa e foi, precisamente, ao aprofundar este tema que se descobriu o
CRISPR-Cas, um sistema rapido e eficiente de imunidade adaptativa desenvolvido pelas
bactérias para combater os seus predadores®.

Desde entao, o sistema CRISPR-Cas tem vindo a ser massivamente estudado e tem-se
revelado uma importante técnica de edigao genética que promete revolucionar nao sé a
antibioterapia como o uso da terapia génica no tratamento de muitas outras doengas
humanas’.

Com esta revisao pretende-se explorar o potencial do sistema CRISPR-Cas, avaliando
a sua origem e suas caracteristicas, bem como o seu mecanismo de agao, suas principais
vantagens e limitagoes. Concomitantemente, procura-se avaliar o seu impacto no tratamento
das infegoes bacterianas e consequente papel na resisténcia aos antibidticos, um problema

cada vez mais preocupante e desafiante para a comunidade cientifica.

2. RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

2.1. Breve contextualizacdao historica

A historia dos antibidticos teve inicio ha milhares de anos atras, acreditando-se que as
civilizagdes antigas j& usavam produtos naturais para combater as infegdes bacterianas®. Um
exemplo disso era a aplicagao por via topica de pao com bolor no tratamento de feridas
abertas, ha cerca de 2000 anos, na Sérvia, China, Grécia e Egipto™'®. Para além disso, um
remédio de ha 1000 anos atras com atividade contra Staphylococcus aureus, incluindo S. aureus
resistente a meticilina®, e a detecio de tetraciclina em esqueletos humanos encontrados na
Nubia durante a ocupagio romana do Egipto'', despertaram o interesse da comunidade
cientifica e comprovam que o uso dos antibidticos comegou ha muito mais tempo do que
poderiamos imaginar.

No entanto, apenas em 1910 foi descoberto o primeiro agente antimicrobiano usado
efetivamente na pratica clinica, o Salvarsan, um composto introduzido por Paul Ehrlich e seus
colegas que demonstrou eficicia no tratamento da sifilis'>. Anos mais tarde, Gerhard Domagk
e sua equipa desenvolveram o Prontosil, a primeira sulfonamida usada clinicamente, o que nao

s6 impulsionou a descoberta de outras sulfonamidas menos tdxicas como incitou o
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desenvolvimento de outros antibioticos'®'*.

E, finalmente, em 1928, Alexander Fleming
observou a lise de colonias de estafilococos provocada pela contaminagao de um fungo,
conhecido como Penicillium, o que veio dar origem a descoberta da penicilina's, um antibiotico
ainda em uso nos dias de hoje. Todas estas descobertas abriram caminho para a pesquisa e
desenvolvimento de agentes efetivos no combate as infegoes bacterianas, no entanto, é Selman
Waksman, com o seu trabalho na capacidade dos proprios micrébios produzirem compostos
com efeito antimicrobiano, que inspira as industrias farmacéuticas e da assim inicio a designada
Era Dourada, uma altura repleta de descobertas e inovagao no que concerne a novos
antibioticos e em que se produziram pela primeira vez a maioria das classes de antibioticos
que se conhecem atualmente™'®.

Contudo, apos este periodo assistiu-se a uma diminuigao abrupta na inovagao e
desenvolvimento na area da antibioterapia e, para além disso, varias resisténcias aos
antibioticos foram sendo identificadas ao longo dos anos, o que levou ao cenario dos dias de

hoje, onde se presencia uma escassez preocupante de agentes realmente efetivos no

tratamento de muitas infecoes bacterianas’.

2.2. A emergéncia e disseminacao da resisténcia bacteriana

A resisténcia aos antibioticos surge de forma natural como consequéncia da exposi¢ao
aos antibidticos? e, como tal, nao pode ser completamente evitada, mas sim retardada'’.

A transmissao de bactérias resistentes pode-se dar de diferentes formas, podendo
ocorrer entre si , de humano para humano, e inclusive através dos animais e do proprio
ambiente’.

Desde a sua introdugao na pratica clinica, os antibioticos tém sido largamente usados,
inclusive observava-se um aumento excessivo da sua utilizagao, especialmente nos paises
menos desenvolvidos, assim como um aumento no uso dos antibidticos de ultimo recurso,
segundo um estudo realizado entre os anos 2000 e 2010'®. Este consumo exagerado parece
ser uma das razoes para o avango tao acelerado da resisténcia aos antibioticos assistido nas
ltimas décadas, acompanhado pelo seu uso inapropriado que se pode dever tanto a
diagnosticos incorretos, e consequente prescrigao inadequada, como a falta de instrugao do

1718 O recurso aos

consumidor que acaba por nao fazer o tratamento corretamente
antibioticos para além da medicina humana, mais especificamente, na agricultura, na medicina
veterinaria e na produgao de comida de origem animal também parece ter influéncia na
emergéncia e disseminagio de bactérias resistentes'”'”. Para além disso, a falta de condigoes

de higiene como a deficiéncia no saneamento e de abastecimento de aguas confidveis, a
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caréncia no controlo das infegoes, a elevada densidade populacional e o maior nimero de
doentes imunocomprometidos observado, principalmente nos paises menos desenvolvidos,
contribui para uma maior e mais rapida propagagio da resisténcia aos agentes
antibacterianos'®%.

Assim sendo, e tendo em conta a enorme capacidade de transmissao das bactérias
resistentes, de forma a minimizar a resisténcia aos antibidticos torna-se crucial atuar nos

diferentes niveis e de um modo global’, sendo este um dos motivos para o elevado grau de

complexidade de todo o processo.

2.3. Mecanismos de resisténcia

Apesar do avango acentuado na sua disseminagao no ultimo século, a resisténcia aos
antibioticos nao ¢é algo recente e a sua rapida transmissao relaciona-se essencialmente com as
influéncias antropogénicas vividas nas ultimas décadas que acabam por acelerar os processos
de aquisicio de resisténcia bacteriana que serio abordados de forma detalhada
posteriormente”'. Para além disso, este fendmeno parece estar verdadeiramente relacionado
com as diferentes interagdes entre os varios organismos e o proprio ambiente? e, sendo este
um conceito complexo, envolve fatores como as interagoes farmaco-bactéria e bactéria-
hospedeiro, assim como as taxas de mutagao, as de emergéncia de clones resistentes bem
sucedidos e as de resisténcia cruzada’.

Muitos dos antibioticos usados nos dias de hoje surgiram como produtos naturais
produzidos por outros microrganismos, como fungos e bactérias, encontrados em amostras
do meio ambiente, principalmente, do solo?2. Assim sendo, as bactérias em contacto com estes
produtos acabaram por desenvolver mecanismos evolutivos de forma a conseguirem coexistir
e sobreviver a estas moléculas, designando-se este tipo de resisténcia como resisténcia
bacteriana intrinseca® que, normalmente, é caracteristica de uma espécie ou de um género e
relativamente a certos tipos de antibioticos. Ou seja, algumas bactérias apresentam resisténcia
a um determinado antibidtico devido a certas particularidades estruturais ou funcionais que as
constituem e que impedem ou dificultam a agdo do mesmo®. Por outro lado, as bactérias
podem desenvolver resisténcia por via de mutagées em genes determinantes para o
mecanismo de agao do antibidtico ou por aquisicao de DNA externo através da transferéncia
horizontal genes (HGT) e, neste caso, ja estariamos perante outro tipo de resisténcia, a
resisténcia bacteriana adquirida, que se tornou o maior foco no que concerne a este problema
de salde publica®. Tanto por via de mutagdes como por via de HGT, pode ocorrer alteragio

do mecanismo de agao do antibidtico pela modificagao do alvo terapéutico, por uma
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diminui¢ao da concentragao celular do antibidtico que, se pode dever tanto a uma redugao da
permeabilidade da membrana como a ativagao de bombas de efluxo, ou por intervengao em
reacdes metabdlicas essenciais para a efetividade do antibiotico?. E de notar que, por vezes,
as modificagoes referidas anteriormente podem afetar negativamente a bactéria, assistindo-se
a uma perturbagao da homeostase celular e a uma redugao do fitness e, portanto, muitas destas
alteragdes apenas se mantém na presenca do antibiotico™.

Enquanto que, de um modo geral, no caso da resisténcia adquirida por mutagoes,
ocorre substituicao, remogao ou adicao de nucleodtidos, no caso da HGT, um processo
essencial a evolugdo bacteriana e um dos principais responsaveis pela resisténcia aos
antibidticos, conhecem-se atualmente trés mecanismos fundamentais, homeadamente, a
conjugacio, a transformagio natural e a transdugio® (Figura |). A conjugagdo é um processo
que requer o contacto direto entre as células envolvidas e que se define como sendo a
transferéncia de DNA através de um canal formado entre ambas as células, designado por
pilus sexual®. O plasmideo, isto é uma cadeia dupla e circular de moléculas de DNA,
covalentemente fechada, com capacidade de replicagdo independentemente do DNA
cromossomico, é o mais comumente abordado, no entanto, existem outros elementos
genéticos méveis (MGEs), como os transposoes, integroes e os elementos conjugativos de
integragao, que também se movem por conjugagao, o que intensifica a complexidade do
processo e, como consequéncia, da disseminagao de genes que conferem resisténcia aos
antibiéticos™. A transformagao natural é um processo descoberto pela primeira vez em 1928%
onde se assiste a absor¢ao de moléculas de DNA livres no meio ambiente que sao,
posteriormente, incorporadas no genoma da bactéria recetora®. Esta estratégia ainda nio se
encontra totalmente explorada em todas as espécies, no entanto, parece haver a necessidade
de certas condigoes para a sua ocorréncia, tais como, a existéncia de DNA livre no meio
extracelular, a exigéncia do estado de competéncia das bactérias recetoras e a estabilizagao
apropriada do DNA envolvido no processo®**. A transdugio é outro mecanismo de HGT e
trata-se de uma estratégia mediada por bacteridfagos, ou seja, virus capazes de infetar
bactérias, onde ocorre a transferéncia de material genético de uma bactéria infetada pelo virus
(dadora) para outra posteriormente infetada por esse mesmo virus (recetora). Pode
classificar-se em generalizada ou especializada e, tendo em conta o extenso periodo de tempo
que os bacteriofagos conseguem persistir no ambiente, nao ha necessidade das bactérias
(dadora e recetora) se encontrarem proximas para a ocorréncia do processo®. Entre todos
os mecanismos referidos, a conjugagao é o mais estudado e, para além de estar

frequentemente envolvido na disseminagdio e emergéncia de resisténcia nos hospitais, €
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também o mais provavel de ocorrer com maior extensao no trato gastrointestinal humano

quando suijeito a antibidticos®

Transduction

Bacteriophages (viruses that

infect bacteria) mediate

transfer of DNA between

bacteria via transduction,

whereby DNA from a

donor bacterium is packaged
into a virus particle and
transferred into a recipient

bacterium during infection. K
P

Conjugation

The mechanism of gene transfer
responsible for the most concerning
aspects of antimicrobial resistance.
A sex pilus (small tube) forms
between two bacterial cells through
which a plasmid is transferred from

. one tothe other.
Transformation

Some bacteria are able to take up free DNA
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Figura |. Mecanismos de transferéncia horizontal de genes (HGT)?

2.4. Impacto, progressos e principais desafios associados a resisténcia

bacteriana

Os antibidticos reformularam indubitavelmente a medicina moderna, nao sé pelo seu
papel no tratamento de infe¢oes que no passado seriam, provavelmente, mortais, como na sua
influéncia nos procedimentos médicos e cirurgicos, como os transplantes e tratamentos
contra o cancro’.

Assim, a emergéncia e disseminagao de resisténcia a estes agentes terapéuticos gera
grandes preocupagoes, uma vez que enquanto assistimos a um aumento da mesma e,
consequentemente, a uma diminuicao progressiva da eficacia dos antibioticos, presenciamos
simultaneamente um declinio no desenvolvimento de novos antibiéticos?, o que gradualmente
pode originar uma escassez de recursos e, portanto, um aumento do custo dos cuidados de
salide, uma diminuigao da qualidade de vida e, no pior dos casos, um aumento da mortalidade'’

Este fenédmeno ja despertou o interesse da comunidade cientifica e de algumas
entidades internacionais como a OMS e, como tal, comegaram-se a tomar medidas para o
controlo e vigilancia da resisténcia aos antibidticos, no entanto, o problema esta longe de se
encontrar resolvido. Segundo a OMS, as estratégias devem incidir na vigilancia da resisténcia

e do uso dos antibidticos, no uso racional e regulamentagao dos antibioticos, no controlo do
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uso dos antibidticos na industria alimentar, na prevengao e controlo das infegoes, no incentivo
4 inovagio e, por fim no compromisso politico®®. Medidas como a implementagio de
programas de antibiotic stewardship nos hospitais e outros centros de cuidados de salde;
politicas e programas de educagao para o uso racional de antibidticos na medicina humana,
veterinaria e agricultura; estabelecimento e consciencializagao de medidas para a prevengao e
controlo de infe¢des como o incentivo a vacinagao e aos cuidados de higiene; vigilancia e
regulamentacao do uso dos antibioticos e detegao de resisténcias tanto a nivel humano como
animal; e fortalecimento dos sistemas nacionais de saude sao algumas das medidas propostas
e ja implementadas em varios paises que prometem reduzir a disseminagao de genes
resistentes aos antibidticos'’. De forma a combater esta ameaga a salide publica, é imperativo
atuar em diferentes frentes e de um modo conjunto, nao bastando atuar a nivel nacional mas
também a nivel internacional, consciencializando e regulamentando nao sé os consumidores
mas todas as estruturas envolvidas na produgao, distribuigao, regulamentagao, prescrigao e
dispensa dos medicamentos, e agir tanto a nivel humano como animal, e até mesmo ambiental,
uma vez que a transmissio de genes resistentes pode acontecer entre os varios
reservatorios®.

Resumidamente, pretende-se limitar o uso excessivo e desnecessario dos antibioticos,
simultaneamente garantir o seu acesso a todos os que deles beneficiarem, produzir
antibioticos que colmatem necessidades clinicas ainda nao atendidas e tornar a pesquisa e
desenvolvimento de novos antibidticos promissora e rentivel novamente?”. Com o objetivo
de direcionar os esfor¢os para os agentes patogénicos de maior relevancia, relativamente a
gravidade, frequéncia de infegoes e multirresisténcia aos antibiéticos, a OMS publicou uma
lista das bactérias que devem ser prioritarias na pesquisa e desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos”(Tabela I).
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Tabela |I. Agentes patogénicos prioritarios na pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos,
segundo a OMS??

Prioridade Agente patogénico Resisténcia aos antibidticos
Acinetobacter baumannii Resistente aos carbapenemos
Critica Pseudomonas aeruginosa | Resistente aos carbapenemos

Resistente aos carbapenemos, produtoras de

Enterobacteriaceae
beta-lactamases de largo espetro

Enterococcus faecium Resistente a vancomicina

Resistente a meticilina, com sensibilidade

Staphylococcus aureus . 4 P -
intermédia e resisténcia a vancomicina

Helicobacter pylori Resistente a claritromicina
Elevada
Campylobacter spp. Resistente as fluoroquinolonas
Salmonella spp. Resistente as fluoroquinolonas
L Resistente a cefalosporina, resistente as
Neisseria gonorrhoeae .
fluoroquinolonas
Streptococcus pneumoniae | Sem sensibilidade a penicilina
Média Haemophilus influenzae Resistente a ampicilina

Shigella spp. Resistente as fluoroquinolonas

Naturalmente, as bactérias ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e as espécies

Enterobacter)*®

estdo incluidas na lista divulgada pela OMS e devem ser o maior foco no
desenvolvimento de novos antibiéticos. Estes agentes patogénicos representam uma ameaga
a saude publica, nao sé pela sua patogénese, transmissao e multirresisténcia aos antibioticos,
mas também por serem a causa da maioria das infegoes nosocomiais®’, onde os individuos se
encontram mais vulneraveis e onde se desenvolvem grande parte das resisténcias.

Posto isto, a comunidade cientifica viu-se obrigada a procurar alternativas aos
antibioticos convencionais e, por consequéncia do avango na engenharia genética sentido nas

Gltimas décadas, surgiu o sistema CRISPR-Cas, uma tecnologia avangada e igualmente

promissora que promete revolucionar o tratamento das infe¢oes bacterianas.
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3. SISTEMA CRISPR-CAS

3.1. A descoberta do sistema CRISPR-Cas e o seu mecanismo de a¢ao

A histéria do sistema CRISPR-Cas teve inicio em 1987, quando inesperadamente é
detetada uma enigmatica sequéncia repetitiva de DNA no genoma da bactéria Escherichia coli,
enquanto apenas se pretendia analisar a sequéncia nucleotidica do gene iap, o gene responsavel
pela conversio da isoenzima da fosfatase alcalina nesta bactéria’'. Em 1993, uma sequéncia
com as mesmas caracteristicas foi observada, mas neste caso, durante o estudo da expressao
do genoma de Haloferax mediterranei, um procariota pertencente ao dominio arqueia®. Desde
entao, e acompanhando o abrupto avango na area da biotecnologia e engenharia genomica das
dltimas décadas, a detegao deste tipo de sequéncias em outros procariotas, tanto a nivel das
bactérias como das arqueia, veio a ser cada vez mais usual. No entanto, a fungao desta peculiar
sequéncia de nucledtidos permanecia uma incégnita. Foi em 2005 que se verificou a relagao
entre o sistema CRISPR-Cas e o sistema imune dos procariotas que o detém. Avaliando a
similaridade de sequéncias spacer, pertencentes ao CRISPR, e de sequéncias de DNA externo
provenientes de bacteriofagos, virus arqueia ou até plasmideos, verificou-se que o sistema
CRISPR-Cas representa um importante papel no mecanismo de defesa das bactérias e das
arqueia contra esse tipo de invasores®. Concomitantemente, procedeu-se a identificagdo dos
genes CRISPR-associated (cas), inicialmente apenas 4, e comprovou-se a sua relagao funcional
com o sistema, sistema este que apenas em 2002, se comegou a denominar CRISPR-Cas*.
Assim, nos ultimos anos, tem-se assistido a uma rapida evolugao no conhecimento desta
tecnologia, desde os seus mecanismos moleculares até as suas limitagoes e possiveis
aplicagoes.

O sistema CRISPR-Cas caracteriza-se por pequenas sequéncias repetidas de DNA que,
geralmente, desenvolvem estrutura palindromica. Entre estas curtas repeticoes e de forma
regular, apresenta sequéncias de tamanho semelhante mas nao repetitivas, os spacers, o que
difere esta sequéncia de muitas outras, também elas repetitivas®* (Figura 2). O tamanho, tanto
das sequéncias repetitivas como dos spacers, varia consoante o microrganismo, podendo
conter entre 24-40 pares de bases (bp) e 20-58 bp, respetivamente’. Apresenta uma sequéncia
que contém o promotor para a sua expressao, designada sequéncia lider, contendo cerca de
300-500 bp e que, a semelhanga das sequéncias repetidas, é conservada dentro da mesma
espécie, mas diferente entre espécies®. Adjacente ao CRISPR, foram detetados genes cas*,
que ao codificarem as proteinas Cas, exibem um papel essencial no funcionamento de todo o

sistema CRISPR-Cas, permitindo a clivagem de material genético externo em pequenos
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fragmentos, fornecendo assim imunidade ao procariota contra bacteriofagos ou outros

MGEs®.

Repeats
—i— —ll il Iy
cas genes Spacers

Figura 2. Representagao basica da arquitetura do sistema CRISPR-Casé

Resumidamente, aquando de uma infe¢ao viral, por exemplo, a bactéria adquire
pequenos fragmentos do genoma viral e integra-os no seu sistema CRISPR, os quais se passam
a denominar spacers. Estes spacers sao transcritos, acompanhados das sequéncias repetidas
adjacentes, formando pequenas unidades de RNA, os CRISPR-RNAs (crRNAs).
Posteriormente, durante uma infegdo pelo mesmo virus, os crRNAs funcionam como guias
devido a sua homologia com o DNA externo e direcionam as proteinas cas, com as quais
acabam por formar complexos, para o genoma viral, provocando a clivagem do DNA externo
e tornando a bactéria imune a esse invasor’. Todo este processo se divide em trés fases
distintas e bem definidas, nomeadamente, a adaptagao, a expressao e a de interferéncia (Figura
3). Na fase inicial, da-se o reconhecimento e incorporagao de pequenos elementos genéticos
provenientes do genoma do invasor, seja ele um virus ou um MGE, no sistema CRISPR do
hospedeiro, adquirindo este um novo spacer’. Este processo ocorre com recurso a duas
proteinas, a Cas | e a Cas 2, que formam um complexo estavel e permitem a aquisi¢ao do
novo spacer’®. Estas proteinas sio as Unicas presentes em todos os tipos de sistemas CRISPR-
Cas e sem elas a fase de adaptagio nio ocorreria®. Na segunda fase do processo, a de
expressao, da-se a transcri¢io e processamento do pre-crRNA em pequenos crRNAs®. Assim
sendo, aquando de uma infe¢ao consecutiva, decorre a fase de interferéncia’, onde ocorre a
formagao de um complexo efetor entre o crRNA e as proteinas cas que permite a detecao,
através da complementaridade do crRNA com a sequéncia do genoma invasor, e posterior

clivagem do material genético externo®’.
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Figura 3. As trés fases da imunidade mediada pelo sistema CRISPR-Cas>

Tendo em conta a complexidade da arquitetura de todo o sistema e evolugao
extremamente rapida e dinamica que se tem assistido relativamente a esta ferramenta de
edigao genética, a classificagao em diferentes tipos e subtipos do sistema CRISPR-Cas nao tem
sido facil, necessitando de incluir multiplos critérios®, no entanto, vérios autores procederam
a sua classificagdo®®***, Em 2015, classifica-se pela primeira vez o sistema CRISPR-Cas em duas
classes distintas, considerando a arquitetura do modulo efetor responsavel pela fase de
interferéncia e, por vezes, pelo processamento do crRNA*. Para além disto, na altura, o
sistema dividia-se em apenas 5 tipos e 16 subtipos, sendo que em 2020 se soma mais | tipo
(tipo VI) e 17 subtipos®. De forma sucinta, atualmente, pode-se classificar o sistema CRISPR-
Cas em duas classes: classe | que inclui o tipo I, lll e IV e envolve um complexo efetor
constituido por multiplas proteinas Cas, e a classe 2 que se divide em 3 tipos, Il, V e VI, e que
necessita de uma Unica proteina efetora, nao formando complexos de proteinas para a fase de
interferéncia®. Todos os sistemas CRISPR-Cas usam o mesmo mecanismo molecular

recorrendo ao crRNA e a diferentes nucleases, porém, diferem quanto a sintese do crRNA e
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quanto aos requisitos necessarios ao reconhecimento e clivagem do material genético do
invasor®.

Averiguando em particular o mecanismo do sistema CRISPR-Cas9 conclui-se que,
sendo este um sistema de tipo Il pertencente a classe 2, o seu modo de funcionamento se
resume a uma Unica proteina efetora, a Cas 9*, nio necessitando da formagio de complexos
de nucleases para o sucesso da fase de interferéncia. A proteina Cas9 apresenta dois dominios
distintos, o RuvC e o HNH, que participam na degradacao do DNA invasor de forma
independente, clivando cada dominio uma das cadeias do DNA de dupla cadeia (dsDNA) da
sequéncia externa’’. O RuvC cliva a cadeia nio complementar e o HNH a cadeia ligada ao
crRNA e juntos estes dois dominios provocam a quebra do dsDNA?. Para além do crRNA,
este tipo de sistema carece de uma outra molécula de RNA, o trans-activating crRNA
(tracrRNA), uma pequena molécula de RNA nio codificante*. O tracrRNA apresenta
complementaridade com as sequéncias repetidas do pre-crRNA e, ao ligar-se a este,
desempenha duas fungdes distintas e essenciais para o correto funcionamento do sistema
CRISPR-Cas: desencadeia o processamento do pre-crRNA pela RNAse lll, representando um
papel fulcral na maturagao do crRNA, e posteriormente ativa a clivagem do DNA externo
pela proteina Cas9* (Figura 4). Outro dos requisitos para a atividade do CRISPR-Cas9 é a
sequéncia protospacer adjacent motif (PAM), uma pequena sequéncia préxima ao protospacer
(sequéncia alvo no DNA externo)®’. As PAMs apresentam apenas alguns pares de base e a sua
sequéncia e posi¢do variam consoante o sistema CRISPR-Cas*” sendo que, no caso dos
sistemas tipo ll, estas sequéncias tendem a aparecer imediatamente depois da sequéncia alvo®.
A sequéncia PAM é necessaria para o reconhecimento e para a ligagdo do complexo Cas9-
crRNA ao DNA alvo e mesmo que se verifique complementaridade entre o protospacer e o
crRNA, sem esta sequéncia especifica, ndo hd clivagem do material genético externo®. Esta
pequena sequéncia parece ter um papel relevante na prevengao de uma reagao autoimune,
uma vez que, a auséncia desta nos spacers do sistema CRISPR do hospedeiro, impede a

clivagem do proprio material genético®.
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Figura 4. Mecanismo de imunidade mediada pelo sistema CRISPR-Cas9é

3.2. O papel do sistema CRISPR-Cas nos procariotas

O sistema CRISPR-Cas despertou a atengao da comunidade cientifica principalmente
pelo seu possivel uso nos eucariotas e, efetivamente, desde a sua descoberta varios avangos
se tém observado nesse sentido, no entanto, esta tecnologia também demonstra um
inesperado potencial quanto as aplicagdes nos procariotas, nomeadamente, nas bactérias®.

Ao longo dos ultimos anos, realizaram-se varios estudos com o objetivo de entender
profundamente o papel do sistema CRISPR-Cas na evolugao e na expansao do genoma das
bactérias, para além do seu ja conhecido desempenho como mecanismo de defesa contra os
fagos®. Simultaneamente, procurou-se avaliar a sua possivel contribui¢do na resisténcia aos
antibioticos, procedendo-se a andlise do seu impacto na transferéncia horizontal de genes,
assim como, nos genes responsaveis pelos fatores de viruléncia e pela resisténcia aos
antibioticos.

Tendo em conta a relevancia atual das conhecidas bactérias ESKAPE e o seu impacto
na salde publica, estas receberao um maior destaque na presente revisao.

O genoma de Pseudomonas aeruginosa foi analisado com o objetivo de averiguar o papel
dos sistemas CRISPR na HGT e de identificar os seus possiveis alvos*. Este estudo permitiu o
estabelecimento de uma relagiao entre a presenga de CRISPR ativo e o tamanho do genoma
da bactéria, concluindo que o sistema esta associado a tamanhos de genoma inferiores, no
caso de P. aeruginosa, o que de certa forma valida a hipétese dos sistemas CRISPR limitarem a

HGT*, pois esta é a maior responsavel pela expansio do genoma das bactérias®.
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Paralelamente, compararam o tamanho dos genomas na presenca e auséncia de proteinas anti-
CRISPR (acr), proteinas inibidoras dos sistemas CRISPR, e os resultados mais uma vez
corroboraram a hipétese de o sistema influenciar a HGT*. Para além disso, os autores
procuraram identificar os principais alvos do sistema e determinaram que a maior parte dos
spacers identificados apresentam como alvo o DNA dos fagos seguindo-se, com uma grande
diferenca, o material genético presente nos plasmideos e outros MGEs e, por fim, detetaram
dois spacers, um que visa genes responsaveis pela resisténcia aos antibioticos e outro com
genes de viruléncia como alvo*. No geral, este estudo suporta a teoria de o CRISPR-Cas estar
relacionado com a HGT na medida em que restringe a aquisi¢ao de MGEs, nomeadamente, de
plasmideos* que, desempenham um importante papel no desenvolvimento de resisténcia aos
antibioticos em Pseudomonas aeruginosa“". Assim como este estudo, outros foram sendo
realizados com o intuito de aprofundar o papel do sistema CRISPR-Cas nas bactérias. Outro
exemplo disso, é um trabalho realizado em Acinetobacter baumannii¥’, uma bactéria igualmente
relevante no que concerne a sua patogenicidade e resisténcia aos antibioticos”. Procedeu-se
a uma analise genomica e constatou-se a presenca de dois grupos de genes distintos, o grupo
| rico em genes envolvidos na manutengao do sistema CRISPR-Cas e o grupo 2 com uma
grande carga de genes relacionados a preservagio de plasmideos”. De facto, o grupo 2
apresentou um maior nimero de plasmideos do que o grupo |, o que pode evidenciar o papel
do sistema CRISPR-Cas no bloqueio a entrada de plasmideos na célula*’. Desta forma, o estudo
genomico em Acinetobacter baumannii propée uma relagao do sistema CRISPR-Cas com a
entrada de plasmideos e de genes externos, incluindo de elementos que conferem resisténcia
aos antibioticos. Para além disto, também estabelece uma relagao deste sistema de defesa com
genes envolvidos na formagao de biofilmes, o que pode ser igualmente significante no
desenvolvimento de resisténcia desta bactéria, principalmente, em ambiente hospitalar®.
Estudos em Klebsiella pneumoniae, outra bactéria ESKAPE®*, também revelaram uma associa¢io
entre o sistema CRISPR-Cas e a aquisicao de fragmentos de DNA externo, demonstrando o
efeito do sistema no desenvolvimento de resisténcia aos antibiéticos®*. A resisténcia aos
carbapenemos em Klebsiella pneumoniae esta frequentemente relacionada com a existéncia dos
genes blagec., e blakec 3 que podem ser transmitidos por plasml'deos49. Mais uma vez, procurou-
se entender se a presenca do sistema CRISPR-Cas influencia ou nao a aquisicao destes
plasmideos portadores de genes blacec. Uma das conclusoes retiradas foi que a obtengao de
plasmideos com os genes blakpc., € blakec 3 se revelou significativamente menos bem-sucedida
nas estirpes com sistema CRISPR-Cas comparativamente as sem o sistema®. Para além disso,
estudou-se a hipotese de estirpes que anteriormente nao adquiriram os plasmideos com os

genes blagpc., € blakpc.; sofrerem, apds a eliminagao do sistema CRISPR-Cas, transformagao
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com plasmideos contendo esses mesmos genes. Os resultados demonstraram que a
eliminagao do sistema CRISPR-Cas pode possibilitar a aquisi¢io de plasmideos em estirpes
que primeiramente nao os adquiriram, aquando presenga do mecanismo de defesa, o que pode
indicar que o sistema CRISPR-Cas, inicialmente, teve influéncia na nao aquisicio dos
plasmideos com os genes blakec., € blagec.3*°. Assim, o referido trabalho, suporta a hipotese do
sistema CRISPR-Cas influenciar a aquisicio de plasmideos, demonstrando a sua possivel
relevancia no desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos, neste caso aos carbapenemos‘”.
A possivel relagao do sistema CRISPR-Cas com a HGT levou a investigagao da sua provavel
influéncia na emergéncia da resisténcia aos antibioticos. Neste sentido realizaram-se varios
trabalhos, um deles em Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium®, bactérias responsaveis
por infecdes nosocomiais multirresistentes a antibioticos®’, o qual revelou uma relagio
estatisticamente significante entre a presenca e auséncia do sistema CRISPR-Cas e o
desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos®>. Da mesma forma, em Escherichia coli,
estabelecendo uma comparagao da presenga do sistema CRISPR-Cas em estirpes resistentes
e suscetiveis a antibioticos, concluiu-se que a presenca do sistema CRISPR-Cas, neste caso do
tipo I-F, se encontra intimamente relacionada com a suscetibilidade aos antibidticos®>. A
semelhanca dos referidos anteriormente, outros estudos realizados em bactérias como

484 e Streptococcus pyogenes® tém revelado resultados promissores no

Klebsiella pneumoniae
que concerne ao papel do sistema CRISPR-Cas na suscetibilidade aos antibidticos, anunciando

o seu possivel uso como agente terapéutico.

3.3. O sistema CRISPR-Cas e a sua possivel aplicagio no tratamento das

infecoes bacterianas

Como foi referido anteriormente, atualmente, assiste-se a uma diminui¢ao da eficacia
dos antibioticos convencionais devido a rapida disseminagao e emergéncia de resisténcia aos
mesmos e a falta de inovagao terapéutica neste ramo. Assim sendo, e tendo em conta todo o
fundamento encontrado ao longo dos anos sobre o impacto da presenga do sistema CRISPR-
Cas nas bactérias, a comunidade cientifica debrugou-se sobre a sua possivel aplicagao no
tratamento de infe¢oes bacterianas.

Um estudo em Streptococcus pneumoniae® revelou resultados promissores no uso do
sistema CRISPR-Cas como possivel antibiotico, demonstrando a sua atividade na prevencao
de aquisigao de fatores de viruléncia inclusive in vivo. Neste caso, o principal fator de viruléncia
é a cipsula polissacaridica que, perante um ataque, impede a fagocitose da bactéria®.

Curiosamente, este fator de viruléncia pode ser adquirido pela bactéria durante a infegao,
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sofrendo transformagao da capsula apds aquisi¢ao de novos genes codificadores de superficie
da capsula®. Assim, procedeu-se a anilise ndo sé in vitro mas também em ratos e concluiu-se
que a introdugao do sistema CRISPR-Cas com sequéncias direcionadas a genes da capsula
pode impedir a formagao de pneumococos encapsulados e, portanto virulentos, durante a
infecao®. Para além disso, demonstrou-se que a incorporagio do sistema CRISPR-Cas com
sequéncias alvo, como genes de viruléncia ou responsaveis pela resisténcia aos antibioticos,
pode de uma forma especifica levar & morte das bactérias que os contém®. Apesar dos
resultados favoraveis, provou-se também que situagoes de elevada pressao seletiva podem
levar a perda de atividade do sistema CRISPR-Cas, tanto pela perda de fungao do proprio
sistema como por mutagoes na sequéncia alvo™. Ainda assim, no geral, o estudo revelou
resultados promissores no que concerne ao possivel uso do sistema CRISPR-Cas no combate
a resisténcia aos antibiéticos e no tratamento das infecdes bacterianas®.

Com esse mesmo objetivo, foi realizado um estudo em Staphylococcus aureus onde se
procurou desenvolver um antibiotico especifico e programavel recorrendo a uma nuclease
associada ao sistema CRISPR-Cas do tipo Il, a Cas9*. Neste estudo, procurou-se testar a
especificidade do sistema CRISPR-Cas para matar apenas as bactérias virulentas ou resistentes
aos antibidticos, um fator importante na disseminagdo da resisténcia aos antibioticos®.
Concluiu-se que os antibioticos recorrendo ao sistema CRISPR-Cas tém a capacidade de matar
apenas uma fragao das bactérias pertencentes a uma populagao, o que permite a sobrevivéncia
das restantes bactérias, limitando assim o posterior crescimento de organismos resistentes’®.
Para além disso, e tendo em conta que os plasmideos sao a principal fonte de genes de
viruléncia e de resisténcia aos antibioticos, demonstrou-se que esta tecnologia permite nao so
a morte celular, mas também a perda de plasmideos especificos, tornando, neste caso, as
bactérias sensiveis a certos antibidticos, sem ocorréncia de morte celular’®. Resultados
favoraveis, relativamente a capacidade do sistema CRISPR-Cas imunizar bactérias nao
patogénicas contra a aquisicao de genes que conferem viruléncia ou resisténcia a antibiéticos,
e quanto a possibilidade deste sistema ser facilmente reprogramado para direcionar mdltiplas
sequéncias ao mesmo tempo, também foram demonstrados aquando realizagio deste
estudo®.

Resumidamente, os resultados demonstram que o sistema CRISPR-Cas pode ser usado
de distintas maneiras no combate as infe¢oes bacterianas e, consequentemente, a resisténcia
aos antibiéticos. Se por um lado, apés a sua injegao, tem a capacidade de matar as bactérias
de uma forma nao so eficiente como especifica, por outro também permite a perda de genes
responsaveis pela viruléncia ou pela resisténcia aos antibidticos sem ocorréncia de morte

celular®>*3¢7 (Figura 5), impedindo a transformagio das células nio virulentas em virulentas®*
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e tornando as bactérias sensiveis aos antibiéticos®, podendo estas ser tratadas posteriormente

pelos antibioticos convencionais.
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Figura 5. Possiveis efeitos da injegao do sistema CRISPR-Cas na célula alvo*3

Para além disso, a especificidade do sistema CRISPR-Cas também foi testada e os
resultados comprovaram que as nucleases associadas ao sistema permitem a clivagem apenas
do DNA alvo, permitindo a sobrevivéncia das restantes bactérias, o que demonstra a utilidade
desta tecnologia na modificagdo da composi¢do de uma populagio complexa de bactérias,
como é o caso da microbiota intestinal. Outro dado relevante é a capacidade do sistema
CRISPR-Cas ser programado para multiplas sequéncias®, o que se pode revelar crucial no
desenvolvimento de resisténcia a este tipo de antibidticos.

Muitos dos estudos realizados com o objetivo de analisar o potencial do sistema
CRISPR-Cas como um possivel antibiético recorreram a sistema CRISPR-Cas do tipo Il, mais
especificamente, ao sistema CRISPR-Cas9 que, como referido anteriormente, apenas requer
uma proteina efetora, a Cas9, nao necessitando da formagao de complexos para o seu
funcionamento. De notar que esta nuclease em especifico apresenta a vantagem de ser
facilmente reprogramada, para a clivagem de sequéncias desejadas, apenas por alteragao da
sequéncia do RNA guia®. Esta caracteristica é uma das razdes pela qual a nuclease Cas9 tem
sido amplamente estudada e extensamente usada em estudos de edigao genética.

Posto isto, os antibidticos baseados na tecnologia CRISPR-Cas, apesar da necessidade
de mais estudos e do preenchimento de inimeras lacunas, apresentam diversas vantagens
relativamente aos antibidticos tradicionais® e podem vir a reformar o tratamento das infe¢cdes

bacterianas.
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3.4. Vantagens, limitagGes e desafios a sua utilizacao

Uma das desvantagens conhecidas dos antibioticos convencionais é precisamente o
facto de estes nao atuarem apenas sobre as bactérias patogénicas, isto €, ao matarem estas,
estdo igualmente a matar outras bactérias que podem ser benéficas®**"*’. Um claro exemplo
disso € a microbiota intestinal que apresenta um papel importante, influenciando fungoes
humanas essenciais para o correto funcionamento do organismo. Perturbagdes na sua
composi¢ao e complexidade podem alterar a atividade e regulagao metabdlica, para além de
aumentar a vulnerabilidade a infegoes gastrointestinais e de promover a evolugao de bactérias
resistentes aos antibidticos®. Assim, ao contrario dos antibidticos convencionais, os
antibioticos associados ao sistema CRISPR-Cas oferecem a vantagem de serem altamente
especificos, ou seja, eliminam as bactérias com base numa sequéncia de DNA alvo®’, o que
permite o combate a apenas um pequeno grupo de bactérias, possibilitando a sobrevivéncia
das que nao apresentam a tal sequéncia. Desta forma, o uso do sistema CRISPR-Cas como
antibiotico vai exercer o seu efeito sobre as bactérias patogénicas, nao interferindo na
composi¢io e equilibrio da microbiota intestinal®’. Para além disso, como referido
anteriormente, quando devidamente programados para tal, estes antibioticos tém a capacidade
de eliminar apenas as bactérias resistentes aos antibioticos, possibilitando o tratamento pelos
antibiéticos convencionais das bactérias suscetiveis aos mesmos®. A especificidade dos
antibioticos baseados no sistema CRISPR-Cas também permite que a populagao de bactérias
dita inofensiva, isto é, que nao esta a provocar a infe¢ao e que, portanto, nao é o alvo do
tratamento, prospere e ocupe o nhicho ecoldgico, diminuindo assim, a pressao seletiva para a
resisténcia aos antibidticos”. Outro ponto favoravel aos antibiéticos recorrendo ao sistema
CRISPR-Cas é o facto de estes apresentarem a possibilidade de serem direcionados para
multiplas sequéncias, ou seja, de serem programados com mais do que uma sequéncia de
crRNA guia, e assim, atacarem sequéncias diferentes. Deste modo, o sistema CRISPR-Cas
permite eliminar sequéncias a nivel do cromossoma e/ou do plasmideo, simultaneamente,
atacar diferentes espécies ao mesmo tempo e, inclusive, atacar varias sequéncias da mesma
bactéria de modo a prevenir o desenvolvimento de mutantes resistentes’.

Comparativamente a outras terapias inovadoras, como a terapia com recurso a fagos,
peptideos antimicrobianos, anticorpos ou vacinas, os antibidticos baseados no sistema
CRISPR-Cas oferecem a vantagem de permitirem o combate as bactérias com base na sua
sequéncia de DNA, possibilitando a selegao de um determinado grupo de bactérias dentro da

mesma espécie, o que seria dificil de alcangar com as restantes estratégias®.
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Como mencionado anteriormente, apesar das vantagens apresentadas, ainda existem
inimeras lacunas por resolver quanto ao possivel uso do sistema CRISPR-Cas como
antibiotico.

Um dos principais desafios relativamente a aplicagdo desta tecnologia inovadora no
combate as infe¢oes bacterianas € o mecanismo de entrega do sistema CRISPR-Cas as células
bacterianas, sempre tendo em conta a preservagio da especificidade e da eficicia pretendida®.
Os bacteriofagos parecem ser um potencial vetor de entrega, no entanto, esta estratégia ainda
apresenta diversas barreiras como a faixa de hospedeiros estreita que estes exibem, isto &,
nem todas as espécies sao infetadas por estes virus, o que pode impedir a inje¢ao do sistema
CRISPR-Cas a certas bactérias alvo. Isto, aplicado a comunidades microbianas complexas
representa um desafio adicional®'. Os bacteridfagos apresentam a capacidade de armazenar o
seu DNA em capsulas para posterior injegao na bactéria hospedeira. Posto isto, surgiram os
fagemideos, vetores hibridos que se caracterizam por um plasmideo capaz de ser armazenado
nas capsulas dos bacteriéfagos. Um estudo em S. aureus ja demonstrou que os fagemideos
podem ser usados como vetores de entrega do sistema CRISPR-Cas, porém, comprovou
também que algumas bactérias podem sobreviver ao tratamento, nao sé pela incapacidade de
rece¢ao do fagemideo, mas também pela perda do mesmo, ou até pela rece¢ao deste mas
contendo um sistema CRISPR-Cas niao funcional’®. Assim, em certos casos, os fagemideos
parecem ser uma opgao viavel, contudo dificuldades relacionadas com a sua pureza ou
produgio em grande escala podem representar obsticulos ao seu uso®. Outro potencial vetor
de entrega sao os plasmideos conjugativos que, como o nome indica, sao transferidos por
conjugagao entre bactérias, no entanto, a captagao e o seu estabelecimento nas bactérias alvo,
e ainda a eficiéncia de conjugacao, parecem representar barreiras relevantes ao seu uso como
mecanismo de entrega do sistema CRISPR-Cas®. Tendo em conta todas estas limitagdes,
existe uma constante necessidade de explorar outras possibilidades e, assim, surgiu o uso das
nanoparticulas poliméricas que, para além dos bacteriéfagos e dos plasmideos conjugativos,

podem representar um outro potencial vetor de entrega® (Figura 6).
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Figura 6. Potenciais vetores de entrega do sistema CRISPR-Cas as respetivas células alvo#

O desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos baseados no sistema CRISPR-Cas,
tal como se sucede com os antibioticos tradicionais, tem se revelado um desafio para o seu
uso na pratica clinica®'. Estudos sugerem que a presenca do sistema CRISPR-Cas por si s6, ndo
é suficiente para conferir imunidade®, sendo necessério que este se apresente devidamente
funcional, o que pode nao ocorrer devido, por exemplo, a presenca de genes acr ou a auséncia
de genes cas™. Desta forma, a resisténcia pode se desenvolver em vérios passos essenciais
para o sucesso do tratamento recorrendo aos antibioticos associados ao sistema CRISPR-Cas,
desde a injecao do sistema nas bactérias alvo até ao reconhecimento e posterior clivagem do
material genético pretendido® (Figura 7). Primeiro, hd que garantir que o sistema é
efetivamente entregue as células alvo, o que vai de encontro ao desafio referido anteriormente
relacionado com os mecanismos de entrega do sistema. Tal pode nao se suceder, caso as
bactérias alvo nao sejam hospedeiras do vetor de entrega, ou em situagoes de mutagao nos
recetores essenciais para a inje¢io do sistema CRISPR-Cas na célula bacteriana, por exemplo®.
Porém, supondo que a injegao do sistema é bem-sucedida, existe a possibilidade de o conteido
inserido na célula bacteriana ser degradado por enzimas de restrigao ou até mesmo por outros
sistemas CRISPR-Cas presentes na bactéria alvo, antes do sistema CRISPR-Cas injetado ter
oportunidade de concluir o seu mecanismo de agao, isto &, de proceder a degradagao do DNA
alvo®. Para além disso, mutagdes na sequéncia alvo, inativagdo do sistema CRISPR-Cas por

mutagoes nos genes cas ou até eliminagao dos mesmos, e a presenga de genes acr podem inibir
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ou impedir o correto funcionamento do sistema CRISPR-Cas, levando ao desenvolvimento de

R

resisténcia a este tipo de antibioticos**'.
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Figura 7. Sumario do mecanismo de agao dos antibidticos baseados no sistema CRISPR-Cas e
possiveis mecanismos de resisténcia®3

Por fim, para além da necessidade de maior suporte legislativo, a complexidade das
comunidades bacterianas, a dificuldade em prever as suas respostas a certas perturbagoes e o
facto da eficacia dos diferentes sistemas CRISPR-Cas variar consoante as espécies, também
tém dificultado a introdugao do sistema CRISPR-Cas como um especifico e potente
antibiotico®'

O sistema CRISPR-Cas, nomeadamente o CRISPR-Cas9, tem vindo a ser extensamente
usado noutros campos, para além do seu uso para o controlo da resisténcia aos antibioticos
e potencial antibidtico que se manifesta como sendo o principal foco da presente revisao.

A nivel dos procariotas, mais especificamente das bactérias, este pode ser utilizado
para edicao, silenciamento e triagem genética, podendo representar um marcador genético
para identificagao e andlise de espécies, o que pode ser interessante para a realizagao de
diagnosticos ou estudos de epidemiologia®’. Para além disso, o sistema CRISPR-Cas9 tem se
revelado uma importante ferramenta de edigao genética, tanto pelo seu potencial papel no
tratamento de doengas genéticas, como pelo seu uso na pesquisa e desenvolvimento,
melhorando, nao sé a qualidade dos estudos de disturbios genéticos, como também de
doengas comuns como a diabetes e, inclusive, influenciando a criagdo de mais rapidos e
melhores modelos animais, quando se justifica®. Por ultimo, a sua capacidade de protegio de
bactérias especificas, consideradas benéficas, contra a infecao por bacteriéfagos torna o

sistema CRISPR-Cas9 uma ferramenta promissora para a industria alimentar®.
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4. CONCLUSAO

Considerando o aumento da resisténcia aos antibioticos presenciado nas Ultimas
décadas e a consequente diminuicao de eficicia dos antibioticos convencionais, tornou-se
crucial o desenvolvimento de terapias inovadoras para o combate das infe¢oes bacterianas,
sob o risco de diminuigao da qualidade de vida ou, no pior dos casos, aumento da mortalidade
associado a estas patologias. Desta forma, o sistema CRISPR-Cas passou de um mero
mecanismo de defesa desenvolvido pelas bactérias contra os bacteriofagos, para uma potencial
alternativa no tratamento e controlo das infegoes bacterianas.

Apos analise de multiplos estudos que demonstram, nao s6 o impacto do sistema
CRISPR-Cas nas bactérias, mas também os possiveis efeitos provocados pela programagao e
posterior injegao deste nas células alvo, a versatilidade desta técnica torna-se evidente,
podendo atuar em diversos niveis. Esta tecnologia mostrou-se bem-sucedida nao sé na
eliminagao de bactérias especificas, como também, na limitagdo de aquisicao de fatores de
viruléncia e na perda de genes que conferem resisténcia, demostrando a sua eficacia, como
possivel agente terapéutico, no combate a resisténcia aos antibidticos. A sua especificidade
também foi testada, o que ao permitir a eliminagao das bactérias consoante uma sequéncia de
DNA alvo, se tornou uma das principais vantagens relativamente aos antibioticos
convencionais.

Apesar de oferecerem multiplas vantagens, os antibidticos baseados no sistema
CRISPR-Cas ainda necessitam de enfrentar inUmeros desafios até a sua aplicagao na pratica
clinica, destacando as limitagdes que dizem respeito aos mecanismos de entrega as células alvo
e ao desenvolvimento de resisténcia aos mesmos.

Apresentando-se como uma técnica de edigao genética, o sistema CRISPR-Cas, para
além de um especifico e eficiente antibidtico, tornou-se uma ferramenta promissora para

diversas areas como a biologia, medicina e biotecnologia.
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