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I. Nota Introdutéria

O plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) compreende a realizacao de
estagio curricular no quinto, e Ultimo, ano. Além do estdgio em Farmacia Comunitaria, que
por ser fundamental é obrigatério, é dada ao aluno a oportunidade de contactar com outra
area do seu interesse. A meu ver, a possibilidade de experienciar outra saida profissional é
uma mais-valia, dando ao aluno uma percegao real do quotidiano dos profissionais da area e

tendo um papel importante na sua preparagao como futuro farmacéutico.

Assim, uma vez que a minha candidatura ao MICF se deveu em parte a curiosidade e
expectativa pelas Andlises Clinicas, decidi realizar estagio no Laboratorio de Analises Clinicas
da Universidade de Coimbra (LACUC), entre os dias 09 de janeiro e 31 de margo de 2023,

sob a orientagao da Professora Doutora Ana Miguel Matos.

O seguinte relatorio inclui uma analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and
Threats) relativa ao estagio desenvolvido no LACUC, bem como alguns casos clinicos com os

quais me deparei no laboratério ao longo destes trés meses.

2. Laboratério de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra

O Laboratoério de Andlises Clinicas da Universidade de Coimbra iniciou a sua atividade
em outubro de 1983 na Faculdade de Farmacia, tendo sido transferido para o piso 2 do antigo
edificio da Faculdade de Medicina, localizado no Pélo | da Universidade de Coimbra (UC),

durante a época pandémica de COVID-19, onde se mantém atualmente. *

O LACUC nao so6 dispoe a toda a comunidade todas as valéncias das analises clinicas
(quimica clinica, imunologia, hematologia e microbiologia) como ainda apoia a investigacao e a
formacao académica. A equipa multidisciplinar é constituida por Farmacéuticas Especialistas
em Andlises Clinicas, Técnicos Superiores de Saude e Assistentes Técnicas que se encontram
no laboratorio de segunda a sexta entre as 8.30h e as I8h. Durante este horario é possivel
realizar a colheita de sangue venoso e recolha de outras amostras biologicos, desde urina e
fezes a exsudados das mucosas (nasal, faringea, uretral, vaginal), que auxiliam o rastreio,

diagnostico e monitorizagao clinica. *



3. Analise SWOT

A andlise SWOT apresentada reflete a minha experiéncia enquanto estagiaria no
LACUC, proporcionando uma visao geral sobre os Pontos Fortes (Strenghts) e Fracos
(Weaknesses), as Oportunidades (Opportunities) e Ameacas (Threats) destes trés meses de
estagio. A analise pode ser efetuada tanto a nivel interno, com o intuito de desenvolver os
pontos fortes e minimizar os pontos fracos inerentes ao estagio, quanto a nivel externo,

visando explorar as oportunidades e atenuar as ameagas exteriores ao estagio.

T
Pontos Fortes X Pontos Fracos X Oportunidades _

« Acompanhamento * Reduzido nimero de « Aplicacao e « Localizac&o do

continuo e autonomia utentes consolidacéo de laboratério

gradual conhecimentos tedéricos

» Duracéo do estagio + Lacunas na formacéo

» Sistema informatico « Aprofundamento da académica

Appolo componente laboratorial
+ Passagem por todas as » Elaboragao de

valéncias trabalhos extra

Figura | — Analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats)

3.1 Pontos Fortes (Strenghts)

3.1.1 Acompanhamento continuo e autonomia gradual

Desde o primeiro dia do meu estagio que me senti acolhida e integrada na equipa do
LACUC, uma equipa dinamica e dedicada. Sempre sob supervisao de um elemento da equipa,
fui incentivada a realizar as tarefas de forma cada vez mais autdnoma, relembrando,
aprendendo e aperfeicoando as diferentes técnicas. O ambiente de constante atengao e
entreajuda na equipa permitiram-me ainda ter a confianga para pedir ajuda, esclarecer duvidas

que iam surgindo nao s6 na pratica, mas também na observagao e a nao ter receio de errar.

Enquanto estagiaria, tenho a certeza que a equipa com que partilhei o laboratério
nestes trés meses teve um papel inquestionavel no meu desenvolvimento profissional, mas

também pessoal.

3.1.2 Sistema informatico Appolo®

O sistema informatico Appolo® é uma ferramenta utilizada diariamente no LACUC em

todas as fases das analises clinicas. A fase pré-analitica compreende o registo dos utentes e a
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inscricao das analises no sistema, a fase analitica a introdugao dos resultados e a pds-analitica

a validagao biopatoldgica dos mesmos.

Ao ser uma ferramenta intuitiva possibilitou uma facil compreensao do sistema e das
suas funcionalidades e, por consequéncia, um manuseamento rapido e eficiente do programa.
Assim, considero que ter tido a possibilidade de conhecer este sistema, que era desconhecido
por mim até entao, sera uma mais-valia se futuramente contactar com o mesmo ou

semelhantes.

3.1.3 Passagem por todas as valéncias

As andlises clinicas compreendem trés fases, tendo ao longo do meu estagio no LACUC
oportunidade de contactar maioritariamente com duas delas, a fase pré-analitica e a fase
analitica. A terceira e Ultima fase consiste na andlise critica dos resultados, onde se avalia a
necessidade de repeticao das analises ou, por exemplo, da realizagao de esfregagos sanguineos,
e na validagao biopatoldgica dos mesmos, apenas efetuada pelas doutoras especialistas em

analises clinicas.

As primeiras semanas do meu estagio incidiram na fase pré-analitica, nomeadamente
no atendimento e registo dos utentes no sistema Appolo. Porém, tive oportunidade de assistir
a colheita de sangue, onde compreendi que fazer as perguntas certas ao utente pode
possibilitar um melhor entendimento dos resultados obtidos na fase analitica. Assim, iniciar o
estagio nesta fase permitiu-me contactar com os utentes, mas também relembrar as diferengas
entre os tubos e seus anticoagulantes e assistir a colheita de sangue em locais que nao o brago,
por exemplo sangue das orelhas para um estudo da Faculdade de Ciéncias do Desporto e

Educacao Fisica.

A maioria do meu estagio sucedeu-se na fase analitica, onde tive possibilidade de
contactar com todas as valéncias (hematologia, microbiologia, imunologia e bioquimica),
através da realizacdo de hemogramas, esfregacos de sangue, uro e coproculturas, leitura de
tiras de Combur, observacio de sedimentos urinarios, diagnostico de infegoes virais (por
exemplo HIV, VHC, VHB), determinagao de parametros bioquimicos, entre outros, e com a
biologia molecular, mediante realizacio de testes COVID-19 e pesquisa de doengas

sexualmente transmissiveis (DSTs).

Assim, considero essencial a passagem pela fase pré-analitica e analitica para um estagio

completo e uma percegao geral de todo o processo que engloba as anilises clinicas.



3.2 Pontos Fracos (Weaknesses)

3.2.1 Reduzido niumero de utentes

Devido a pandemia de COVID-19 houve a necessidade do LACUC transferir as
instalagoes, do polo lll para o polo | da Universidade de Coimbra, e centrar a sua atengao na
realizagao de testes de rastreio, diagnostico e monitorizagao da infegao pelo SARS-CoV-2.
Apos tempos instaveis, os nimeros da infecao desceram e, em outubro de 2022, o laboratorio

reabriu todas as valéncias das analises clinicas, ja anteriormente realizadas no polo lll. 2

Assim, estando apenas ha cinco meses em total funcionamento, o numero de utentes
¢é ainda reduzido, com consequente baixo niumero de colheitas e amostras e existéncia de
momentos de menor trabalho. Porém, os “tempos mortos” sao preenchidos com a realizagao
de tarefas praticas, por exemplo a realizagio de esfregacos sanguineos ou de férmulas

leucocitarias, de modo a aproveitar o tempo livre para aprimorar a pratica laboratorial.

3.2.2 Duracao do estagio

O estigio no LACUC teve uma duragao de trés meses e, embora tenha tido
oportunidade de experienciar todas as valéncias, reconhe¢o que nao foi tempo suficiente para
desenvolver a autonomia necessaria em todas elas. Apesar de ter tirado o maximo partido do
estagio, considero que uma duragiao superior teria sido benéfica para consolidar novos

conceitos tedricos e aperfeicoar a pratica laboratorial.

A titulo de exemplo, embora compreenda tanto o fundamento tedrico como o
protocolo pratico na determinagao do tempo de protrombina, no método da coagulagao

sanguinea, nao tive pratica suficiente para realizar a técnica autonomamente.

3.3 Oportunidades (Opportunities)

3.3.1 Aplicacdo e consolidaciao de conhecimentos teodricos

A realizagao deste estagio foi fundamental para aplicar e consolidar os conhecimentos
tedricos adquiridos ao longo do meu percurso académico no MICF, nomeadamente nas
unidades curriculares: Microbiologia Geral, Bacteriologia, Parasitologia, Virologia, Bioquimica

Hematologia e Imunologia.

A adaptagao da minha formagao base a pratica laboratorial quotidiana permitiu-me
conjugar a vertente tedrica com a realidade profissional e compreender alguns conceitos

tedricos até entao um pouco incompreendidos. Além disso, a aquisicao de novos
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conhecimentos noutras areas, por exemplo Micologia, na qual tive oportunidade de realizar o

teste da blastese, constituiu um ponto de valorizagao adicional na minha formagao.

3.3.2 Aprofundamento da componente laboratorial

O plano curricular do MICF abrange diversas unidades curriculares de forte
componente pratica, entre as quais unidades muito direcionadas para as analises clinicas.
Assim, a realizagao diaria e quase exclusiva de tarefas laboratoriais permitiu-me recordar e

colocar em pratica os conhecimentos adquiridos nas aulas pratico-laboratoriais do MICF.

Ao longo destes trés meses houve espago para aperfeicoar antigas competéncias, uma
vez que algumas técnicas executadas apenas uma ou duas vezes durante o meu percurso
académico foram efetuadas inUmeras vezes num sé dia de estagio, por exemplo a leitura de
tiras de Combur e a observagao de sedimentos urinarios, mas também para desenvolver novas

aptidoes técnicas, por exemplo a realizagao de coproculturas.

3.3.3 Elaboracao de trabalhos extra

No decurso do meu estagio foi dada a todas as estagidrias a oportunidade de redigir e
apresentar trabalhos sobre diversos temas, mas que estivessem, de certa forma, relacionados

a area das analises clinicas.

Na minha perspetiva, estes trabalhos foram de grande relevancia uma vez que me
permitiram aprofundar e consolidar conhecimentos, mas também aprimorar algumas
competéncias técnicas (hard skills), através da elaboragio de materiais digitais de
acompanhamento as apresentagoes orais, e pessoais (soft skills), por exemplo melhoria da
minha capacidade de comunicagao verbal. Além disso, a possibilidade de receber feedback de
todas as colaboradoras do laboratério, tal como de assistir as apresentagoes das outras

estagiarias, proporcionaram um ambiente de constante aprendizagem e pensamento critico.

3.4 Ameacas (Threats)

3.4.1 Localizacdo do laboratorio

O LACUC localiza-se no polo | da Universidade de Coimbra, no ponto central da
comunidade académica, porém, o numero de estudantes que recorre a este servico é
reduzido. Uma possivel causa podera ser a falta de divulgacao junto dos mesmos. Assim, uma

solu¢ao poderia passar pela divulgagao do laboratério pelos nucleos de estudantes das



respetivas faculdades, por exemplo através de publicagoes nas redes sociais, o que potenciaria

a divulgacao do laboratorio ja feita pelos e-mails enviados pela UC.

O facto de o laboratério estar inserido no meio da comunidade académica, torna-o,
muitas vezes, despercebido a restante populagdao. Além disso, o dificil estacionamento devido
ao elevado movimento e confusao nesta zona é para muitos um fator decisivo na escolha do
local a realizar andlises. Assim, uma forma de aumentar o nimero de utentes fora da
comunidade académica a utilizar o servigo do LACUC poderia passar pela abertura de postos

de colheita em diversas zonas de Coimbra e posterior transporte para o laboratorio.

A pouca adesao por parte dos estudantes, tal como o desconhecimento e o dificil
acesso da restante comunidade a este servi¢o, resultaram num reduzido nimero de amostras

diarias, que se traduziram num baixo fluxo de trabalho.

3.4.2 Lacunas na formacdo académica

Apesar de considerar o plano curricular do MICF muito completo e abrangente para
as diversas saidas profissionais, reconhego que, devido a variedade do ramo farmacéutico, os

conteldos lecionados para algumas dareas nem sempre sao suficientes.

No que toca a area das analises clinicas o plano é bem delineado, porém senti falta de
uma maior atengao na area da Micologia, abordada brevemente em Microbiologia Geral. No
entanto, compreendo a incapacidade por parte da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra de fornecer uma abordagem mais especifica de todas as possiveis areas, o que me
incentivou a procurar novos conceitos e explicagdes para os contelddos niao abordados ou

pouco compreendidos até entao.

A formagao em anilises clinicas pode ser complementada com a realizagao do
Mestrado em Analises Clinicas na FFUC, o qual compreende cadeiras nao lecionadas no MICF
como Interpretagao de Dados Laboratoriais, Gestao de Qualidade Laboratorial, Genética

Molecular Humana, Micologia Clinica, entre outros. 3

4. Casos Praticos

Caso Pratico |

No dia 23 de fevereiro de 2023, um utente do sexo masculino dirigiu-se ao Laboratoério
de Analises Clinicas da Universidade de Coimbra para realizar algumas analises, entre as quais

a determinagao do grupo sanguineo.



Como ¢é pratica em todos os individuos Rhesus (Rh) negativos, foi realizado o teste do
D fraco ou do DU a partir de uma amostra de sangue total com o intuito de inferir a presenga

de expressao do antigénio D a superficie dos eritrocitos, mesmo que de forma reduzida.

De maneira a haver um controlo positivo e um controlo negativo utilizou-se parte do
sangue total de dois individuos do sexo feminino de grupo sanguineo conhecido. Além disso,
para cada individuo foram realizadas duas determinagoes utilizando dois reagentes diferentes,
o da casa comercial A e o da casa comercial B. Tanto o reagente A como o reagente B possuem
anticorpos anti-D que reconhecem o antigénio D a superficie das hemacias, porém, pesquisam

diferentes epitopos do antigénio.

Como esperado, o controlo positivo apresentou um resultado positivo, evidenciado
pela presenca de aglutinagao eritrocitaria, tanto usando o reagente A como o reagente B. O
controlo negativo estava ausente de aglutinagao e, portanto, negativo, para ambos os reagentes

(Anexo |, Figura 1-6).

O utente obteve resultados nao coincidentes com o uso dos diferentes reagentes. O
uso do reagente A indicou um resultado positivo, com presenga de aglutinagao eritrocitaria,
O que nao aconteceu com o reagente B, que continuava a atribuir um resultado negativo, sem
aglutinacao (Anexo |, Figura 7-9). Este resultado sugere a presenca do epitopo pesquisado pelo

reagente A e, como tal, a existéncia do antigénio D.

Deste caso clinico conclui-se que o utente é Rhesus positivo, o que coincidia com o
registado no seu cartao de dador de sangue, e poder-se-a afirmar que é essencial o uso de
ambos os reagentes, A e B, de forma a obter um resultado o mais fiavel possivel e a evitar

falsos negativos.

Caso Pratico 2

No dia 27 de fevereiro de 2023, uma utente de sexo feminino A dirigiu-se ao LACUC
com uma requisicao para exame bacteriologico de urina. Para este tipo de exame a utente foi
informada de alguns cuidados a ter na colheita, como a necessidade de higieniza¢ao e recolha

do jato intermédio, de forma a aumentar a assepsia da amostra.

Este exame resumiu-se a trés etapas. A primeira consistiu em semear a cultura no meio
ChromID® CPS® Elite (CPSE). O meio escolhido foi o CPSE pois, além de nio seletivo, permite
uma identificagdo presuntiva da espécie ou género bacteriano presente, tendo por base a
presenca de substratos cromogénicos que mudam de cor quando atuados por determinadas
enzimas. Dentro das bactérias mais frequentes nas infe¢oes urindrias temos as estirpes
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produtoras de B-glucuronidase e/ou B-galactosidase de Escherichia coli a colorir num tom
vermelho a bordeaux e as estirpes produtoras de desaminase do grupo PMP (Proteus,
Morganella, Providencia) a colorir num tom castanho difuso. Das estirpes produtoras de (-
glucosidase podemos ter uma coloragao num tom turquesa se Enterococcus ou num tom azul

a verde se pertencente ao grupo KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter). *

A placa contendo o meio encontrava-se a temperatura ambiente e a amostra foi bem
homogeneizada antes de se realizar a sementeira junto ao bico, de modo a trabalhar em
ambiente assético. A inoculagao da amostra de urina foi realizada de acordo com as indicagoes

do fabricante, seguida de uma incubagao a 37°C durante 24 horas.

A segunda etapa consistiu na leitura da tira de Combur apds imersao da mesma na
urina, retirando o excesso e aguardando | minuto. A leitura permitiu a determinagao de 10
parametros: bilirrubina, urobilinogénio, cetonas, glicose, proteinas, hemoglobina, nitritos, pH,
densidade e leucocitos. De todos estes € de destacar a elevada presenga de glicose, justificada
com a historia clinica de diabetes e fungao renal comprometida, e a presenga de nitritos. A

glicose na urina é passivel de facilitar o maior desenvolvimento de bactérias.

A terceira etapa consistiu na observagao do sedimento urinario ao microscopio apos
centrifugacao da urina por |5 minutos e rejeicao do sobrenadante, deixando apenas | mililitro.
A andlise microscopica permitiu a contagem de células epiteliais, leucocitos e eritrocitos em
dez quadrantes, com respetiva média e arredondamento, e ainda a detecao de outros
parametros, por exemplo bactérias, cristais. A utente tinha presente um elevado niumero de

leucocitos e bactérias, o que era concordante com uma possivel infegao urinaria.

Apos 24 horas a urocultura evidenciava um crescimento 10’ de colénias grandes, azuis
e mucosas (Anexo ll, Figura 10), sugestivas do grupo KESC, pelo que se realizou a técnica de
Gram de forma a identificar qual o APl e o ATB mais indicados. Esta técnica consiste na
realizagao de um esfregago junto ao bico, utilizando soro fisiolégico e colonias bacterianas
retiradas do meio CPSE, e posterior coloragao. A coloragao inicia-se com Violeta de Genciana
a colorir de roxo todas as bactérias, seguida do mordente Soluto de Lugol. O Alcool-Acetona
retira o roxo das Gram negativas e, apos lavagem com agua destilada, a Fucsina de Ziehl cora
de rosa as bactérias Gram negativas. Apos nova lavagem com agua destilada e secagem da
lamina observou-se ao microscopio a presenga de bacilos Gram negativos, tendo sido
escolhido o antibiograma ATB UR EU. Porém foi ainda necessario realizar o teste da oxidase

para detegao da presenga de citocromo oxidase e distingao entre Pseudomonas spp e



enterobactérias. Um resultado negativo no teste da oxidase indicou enterobactérias, tendo

sido escolhido o API 20 E para identificacao da bactéria em causa.

O API 20 E é um sistema de identificagao de Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram
negativos nao fastidiosos. A galeria contém 20 microtubos sob os quais € inoculada a suspensao
bacteriana e, apds incubagao de 24 horas, lida a mudanga de cor. A leitura de todos os
microtubos origina um codigo indicativo da espécie bacteriana presente, tendo o codigo

5215773 identificado Klebsiella pneumoniae spp (Anexo Il, Figura I 1-12). >¢

O antibiograma ATB UR EU é uma técnica para determinagao da sensibilidade de
Enterobacterales aos antibioticos. A galeria de 16 pares de cupulas possui antibioticos distintos
testados com uma ou duas concentragoes, porém o primeiro par esta ausente de antibiotico,
funcionando como controlo de crescimento positivo. A galeria € inoculada com a suspensao
bacteriana e, apos incubagao de 24 horas, lida a turvagao. Uma estirpe sensivel ao antibiotico
nao apresenta crescimento, pelo que a cupula se encontra limpida, porém uma cupula turva
indica resisténcia. Quando concentragoes distintas para o mesmo antibiotico apresentam
diferentes aspetos, a estirpe € intermédia. A leitura da galeria indicou uma estirpe resistente

a ampicilina e a ticarcilina (Anexo I, Figura 13-14).

Por fim realizou-se uma suspensao da Klebsiella pneumoniae spp em tripticase de soja

com o intuito de guardar na biblioteca bacteriana do laboratorio.

Caso Pratico 3

No dia 18 de janeiro de 2023, um utente de sexo masculino B dirigiu-se ao LACUC
para realizar andlises, entre as quais o Rapid Plasm Reagin (RPR). Esta técnica manual é usada
para identificar pacientes portadores de sifilis, uma doenga sexualmente transmissivel causada

pela bactéria Treponema pallidum.

Treponema pallidum é uma bactéria intracelular que provoca lise das células com
libertagao de cardiolipina e consequente producao de reaginas pelo organismo. O RPR é um
teste de aglutinagao entre o antigénio cardiolipina e o soro do utente. O resultado é positivo
quando ha presenca de reaginas no soro, porém as reaginas sao anticorpos nao especificos

desta bactéria, pelo que este resultado tem de ser confirmado com um teste mais especifico.

Apds RPR positivo tém de ser feitas diluicoes: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e subsequente
RPR de cada uma. Uma diluicdo 1:2 consiste em 100ul de soro do utente + 100ul de soro
fisiologico, enquanto uma diluicao 1:4 consiste em 100ul da solugao [:2 + 100ul de soro
fisiologico, e assim por diante. O utente B obteve o resultado reativo até a diluicao 1:16
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(Anexo lll, Figura 15). E de notar que um titulo de RPR de 1:16 pode ser falso positivo,
podendo dever-se a uma infegao, por exemplo de HIV (o utente tinha prescri¢cao para andlise
da mesma e o resultado foi negativo). Nao tendo o histérico do utente, nao era possivel saber
se o mesmo estava diagnosticado para sifilis, e apenas a monitorizar o tratamento, ou nao

diagnosticado, sendo necessario um teste confirmatorio para a ultima situagao.

Mais tarde, dia 20 de janeiro de 2023, o utente regressou ao LACUC com uma
prescrigao para Fluorescent Treponemal Antibody Absorption Test, um teste de
imunofluorescéncia indireta para anticorpos especificos para o Treponema pallidum utilizado
para confirmar o diagnéstico de sifilis. A amostra foi enviada para um laboratorio exterior e o

resultado da mesma foi positivo, com titulo 1:80.

5. Consideracoes Finais

Dada a abrangéncia do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, a importancia
de realizar estagio noutra area, além de Farmacia Comunitaria, é inquestionavel, tendo sido
gratificante aplicar a formagao tedrica adquirida nos ultimos anos, consolidar a pratica e

adquirir uma percegao mais auténtica do que sao as Analises Clinicas.

Durante estes trés meses pude conhecer um pouco do que ¢ a realidade profissional,
podendo afirmar que foi uma experiéncia enriquecedora tanto a nivel profissional como

pessoal e nao tendo dlvidas do seu contributo para o meu futuro profissional.

Termino apenas com um agradecimento ao Laboratério de Andlises Clinicas da
Universidade de Coimbra, a Professora Doutora Ana Miguel Matos e a toda a equipa pela

oportunidade, acompanhamento e boa disposigao.
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Anexos

Anexo |

Figura 4 — Controlo positivo com reagente B (imagem

microscoépica)
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Figura 7 — Controlo negativo com reagente B (imagem microscopica)
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Figura 10 — Utente com reagente B (imagem

microscopica)
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Anexo 1l

Figura |11 — Coldnias grandes, azuis e mucosas no meio CPSE

Figura 12 — Resultado do API 20E
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Figura 13 — Leitura do API 20E



Figura 14 — Resultado do ATB UR EU

Figura 15 — Leitura do ATB UR EU
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Anexo 11l

Figura 16 — Diluicoes RPR
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PARTE Il

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Mogo

Sob a orientagao da Dra. Maria do Carmo Mogo



Lista de Abreviaturas

CPBESA: Centro Paroquial de Bem-Estar Social de Almalagués
DCI: Denominagao Comum Internacional

FFUC: Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
MAPA: Monitorizacao Ambulatéria da Pressao Arterial

MICF: Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

MNSRM: Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica

MNSRM-EF: Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica de dispensa Exclusiva em

Farmacia
PIM: Preparacao Individualizada de Medicagao
PVP: Preco de Venda ao Publico

SNS: Servico Nacional de Salude

SWOT: Pontos fortes, Pontos fracos, Oportunidades e Ameacas (do inglés, Strenghts,

Weaknesses, Opportunities and Threats)

UC: Universidade de Coimbra
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I. Nota Introdutéria

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC) compreende varias etapas na formagao farmacéutica,

incluindo a realizagao de estagio curricular em farmacia comunitaria.

O estagio é uma parte fundamental da nossa formagao enquanto futuros farmacéuticos,
pois proporciona uma compreensao do quotidiano da farmacia comunitaria e possibilita a

aplicagao em contextos reais de todo o conhecimento adquirido nos ultimos 5 anos.

Assim, foi me dada a oportunidade de realizar estdgio na Farmacia Mogo, sob

orientagao da Dra. Maria do Carmo Mogo, num ambiente de profissionalismo e simpatia.

O seguinte relatorio consiste numa analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities
and Threats) referente ao estagio desenvolvido na Farmacia Moco, seguida de alguns casos

clinicos observados durante o mesmo.

2. Farmacia Moco

A Farmacia Mogo teve inicio em Almalagués, antes de ser realocada para a Avenida
Fernando Namora, em Coimbra, em 2012, onde se mantém atualmente. O facto da farmacia
estar localizada numa zona de muito movimento explica a diversidade de utentes com

diferentes idades, doencas e necessidades que a frequentam.

A equipa é constituida pela Diretora Técnica, seis Farmacéuticos e um Técnico
Superior de Saude. A farmacia esta aberta ao postigo de segunda a sexta entre as 0%h e as

21h30, aos sabados das 09h as 20h, aos feriados das 09h as 19h e ainda de 20 em 20 dias

durante 24h, de forma a assegurar um servigo permanente.

3. Analise SWOT

A anilise SWOT apresentada representa a minha experiéncia enquanto estagiaria na
Farmacia Mogo, tendo sido realizada a dois niveis, interno e externo, e avaliando 4 parametros.
Os pontos fortes (Strenghts) e os pontos fracos (Weaknesses) foram avaliados internamente,

enquanto as oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats) externamente.
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Pontos Fortes Pontos Fracos Oportunidades
* Equipa, » Receitas manuais e » Aplicacéo e » Lacunas na formac&o
acompanhamento regimes de consolidagdo de académica
continuo e autonomia compatrticipagdo conhecimentos
gradual = Inexperiéncia e
« Aquisicéo de novos inseguranca no
+ Sistema informatico conhecimentos aconselhamento
Sifarma 2000 e Novo
Sifarma « Rastreio cardiovascular | * Associagdo da
e de intolerancia a designagao comercial a
« Contacto com todos 0s lactose Denominagéo Comum
tipos de prescriges Internacional
« Formagao continua « Medicamentos
esgotados e alteractes
» Servigos farmacéuticos frequentes do PVP e do
design
« Diversidade de fungbes
executadas

Figura 17 — Anidlise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats)

3.1 Pontos Fortes (Strenghts)

3.1.1 Equipa, acompanhamento continuo e autonomia gradual

Desde o meu primeiro dia de estagio que me deparei com um ambiente de constante
boa disposicao e simpatia, profissionalismo e ética tanto para com os utentes bem como entre

colegas e estagiarios.

Esta equipa jovem e dinamica acompanhou-me em cada passo do meu estagio,
orientando-me em cada tarefa, incentivando-me a realiza-las de forma cada vez mais autonoma

e esclarecendo quaisquer duvidas que iam surgindo.

Enquanto estagiaria, tenho a certeza de que cada um dos elementos da equipa tem um
impacto positivo na vida dos utentes, tal como teve um papel inquestionavel no meu

desenvolvimento profissional e pessoal.

3.1.2 Sistema informatico Sifarma 2000® e Novo Sifarma®

No decorrer do estagio, tive a oportunidade de trabalhar com o sistema informatico
Sifarma® (Sifarma 2000® e o novo médulo de atendimento do Sifarma®), uma ferramenta de

uso diario na maioria das farmacias comunitarias.

A constante utilizagao das varias funcionalidades do sistema, desde as tarefas de
backoffice até o atendimento ao balcao, permitiu um manuseamento rapido e eficiente do

programa, tornando esse conhecimento uma mais-valia para o futuro.
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3.1.3 Contacto com todos os tipos de prescricoes

Apesar do aumento evidente das prescrigoes eletronicas desmaterializadas, também
conhecidas como receitas sem papel, tive a oportunidade de contactar com as prescrigoes

eletronicas materializadas e prescrigoes manuais.

Mediante a realizagao de atendimentos, constatei que as receitas manuais sao
suscetiveis de gerar nao apenas um maior tempo de dispensa, como também um maior nimero
de erros aquando da mesma. No entanto, considero este contacto essencial, uma vez que me
permitiu conhecer nao sé o processo envolvendo este tipo de prescrigdes, como alguns

regimes de comparticipagao.

3.1.4 Formacao continua

Enquanto farmacéuticos, é essencial procurarmos constantemente a aquisicao e

atualizagao de conhecimentos, tornando essencial uma formagao continua diaria.

A Farmacia Mogo deu-me a oportunidade de assistir a diversas formagoes, entre as
quais Bioderma®, Cantabria Labs®, Nestlé®, PharmaNord®, Tena®, Uriage®, que me permitiram
consolidar conhecimentos quanto a alguns produtos ja conhecidos e aprender acerca de

produtos estranhos até entao.

3.1.5 Servicos farmacéuticos

A farmacia é frequentemente o primeiro local que os utentes procuram para esclarecer
quaisquer duvidas relacionadas ao seu estado de saude e bem-estar, pelo que tem sido
essencial a evolugao da profissio farmacéutica no sentido de aumentar e diversificar os

servigos prestados pela farmacia.

A Farmacia Mogo disponibiliza ao utente uma séride de servigos, incluindo a
determinagao de parametros bioquimicos (glicémia, colesterol total e triglicéridos); medicao
da pressao arterial (trés medigoes com a indicagao final da média, Monitorizagao Ambulatoria
da Pressdo Arterial (MAPA)); medigcSes de peso; realizagio de pensos e administragdo de
injetaveis; recolha de radiografias; recolha de medicamentos (Valormed); entrega de
medicagado ao domicilio, preparagao de manipulados e Preparagao Individualizada de

Medicagao (PIM).
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Quanto a MAPA, em algumas pessoas a diminuigao da pressao arterial nao é suficiente
durante as horas de repouso noturno, o que resulta num maior risco cardiovascular e pelo

que é fundamental medir a sua pressao arterial ao longo de um periodo de 48h.

Dado que alguns destes servicos podem ser solicitados a qualquer momento do

atendimento, considero ter sido essencial a formagao pratica recebida.

3.1.5.1 Manipulados

Um medicamento manipulado é definido como “qualquer féormula magistral ou
preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico”, com

o intuito de responder as necessidades especificas de um utente.'

Durante o meu estagio na Farmacia Mogo, tive a possibilidade de assistir e contribuir
para a preparagao de alguns manipulados, dentro dos quais uma pomada de enxofre a 7%, para
tratamento da sarna ou escabiose humana causada pelo acaro parasita Sarcoptes scabiei, e
algumas solugoes alcoolicas de acido borico a saturagao, com agao antissética a nivel auricular.
Para tal, consultou-se o Formuldrio Galénico Portugués e deu-se inicio ao preenchimento da
ficha de preparagao. Apos verificagado do bom estado do material de laboratério e das
matérias-primas, efetuaram-se os calculos prévios e procedeu-se a preparagao do manipulado.
De seguida, verificaram-se as carateristicas organoléticas, fez-se o acondicionamento e a

rotulagem, e calculou-se o Prego de Venda ao Publico (PVP).

Assim, foi-me possivel recordar e colocar em pratica os conhecimentos adquiridos nas

unidades curriculares de Farmacia Galénica e Tecnologia Farmacéutica.

3.1.5.2 Preparacao Individualizada de Medicacao

A PIM é um servigco no qual o farmacéutico, seguindo sempre a terapéutica instituida
pelo médico, organiza a medicagao para toma oral do utente num sistema especifico composto
por varios compartimentos e que se encontra selado de forma hermética.” Esta abordagem
procura garantir o uso correto, seguro e efetivo do medicamento, diminuir os erros e

aumentar a adesao terapéutica, especialmente em utentes idosos polimedicados.

A Farmacia Mocgo realiza a PIM para o Centro Paroquial de Bem-Estar Social de
Almalagués (CPBESA), preparando semanalmente a medicagao para todos os utentes do lar e
alguns do centro de dia. Além disso, este servico esta igualmente disponivel para os utentes

que, apos visita a farmacia, apresentam dificuldades em cumprir o regime terapéutico.

32



Desta forma, pude observar o funcionamento da PIM e visualizar o aspeto fisico de
diversos medicamentos, o que se mostrou Util para identificar a medicagao habitual de utentes
que nem sempre se conseguem recordar do nome do medicamento, apenas da cor e do

formato da embalagem ou do comprimido.

3.1.6 Diversidade de funcoes executadas

O estagio foi realizado de forma gradual, dividindo-se em trés fases distintas e
iniciando-se pelas tarefas de backoffice. A rececao de encomendas, devolucao de produtos a
fornecedores e arrumagao dos produtos por ordem alfabética e prazos de validade, seguindo
a regra do first in, first out, foram algumas das tarefas realizadas. Durante esta fase, pude
explorar o sistema, nomeadamente as fichas dos produtos e a sua informagao cientifica, mas
também familiarizar-me com a organizagao da farmacia e com a localizagdo de todos os

produtos.

A segunda fase do estagio foi assinalada pela preparagao de pedidos para entrega ao
domicilio, o que nio sé me permitiu aprimorar o processo de atendimento no Sifarma 2000°,
como iniciar a interagao com os utentes. Os pedidos para entrega ao domicilio sao realizados
tanto para o centro de dia de Almalagués como para qualquer utente que necessite, por

exemplo utentes mais fragilizados ou incapazes de se deslocarem.

O atendimento ao balcao constituiu a ultima fase do estagio. Numa fase inicial um
colega esteve presente de modo a proporcionar um maior a vontade e confianga, mas também
garantir um atendimento correto e completo. Com o passar do tempo foi-me dada maior

autonomia, porém pude contar com o apoio de cada colega para esclarecer quaisquer duvidas.

Deste modo, considero que a estratificagdo do meu estagio permitiu um
desenvolvimento gradual e uma aquisicao progressiva dos conhecimentos necessarios a fase

seguinte.

3.2 Pontos Fracos (Weaknesses)

3.2.1 Receitas manuais e regimes de comparticipacao

Embora cada vez menos comuns, as receitas manuais ainda sao utilizadas em 4 situagoes

excecionais: faléncias informaticas, inadaptagao do prescritor, prescricaio no domicilio e
. . A 3 . . .

quarenta receitas manuais por més.” Estas receitas requerem mais tempo no atendimento,

pois é necessario verificar se estao aptas para a dispensa, e também porque a caligrafia do
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prescritor pode dificultar a leitura. Assim, é necessario redobrar a atengao para evitar a

dispensa incorreta dos medicamentos.

Além da comparticipagao do Servico Nacional de Saide (SNS), o utente pode ainda
beneficiar de regimes de comparticipagao adicionais. Cada um destes regimes ¢ introduzido
no sistema mediante um cédigo, porém, devido ao grande nimero de regimes existentes, esse

processo foi de dificil memorizagao.

No entanto, a medida que a dispensa deste tipo de receitas, manuais e/ou com regimes
de comparticipagao, se tornou mais frequente, o atendimento foi ficando mais facil e menos

demorado.

3.3 Oportunidades (Opportunities)

3.3.1 Aplicacdo e consolidacao de conhecimentos

Este estagio permitiu-me, principalmente durante o atendimento, aplicar e consolidar
os conhecimentos teoricos adquiridos ao longo do MICF, especialmente nas unidades
curriculares: Farmacologia Geral, Farmacoterapia, Farmacia Clinica, Indicagao Farmacéutica,
Servicos Farmacéuticos Clinicos, Dermofarmacia e Cosmética, Preparagoes de Uso

Veterinario, Plantas Medicinais.

Dentre essas areas, considero que a Dermocosmética, o Uso Veterinario e a
Fitoterapia foram aquelas onde senti mais dificuldade. No entanto, os colegas mostraram-se
sempre disponiveis em explicar cada produto de cada linear. Além disso, a Farmacia Mogo é
uma das farmécias Apoteca Natura®, uma rede de farmacias que nio apenas dispde de uma
variedade de produtos naturais, entre eles alguns dispositivos médicos, como disponibiliza
formagao continua a profissionais de salide e promove a realizagio de rastreios sazonais.* Por
conseguinte, a constante presenca da vertente fitoterapéutica resultou num maior contacto
com a mesma e numa maior diversidade de opgoes de aconselhamento em terapéuticas

naturais, preferidas por alguns utentes.

Assim, a adaptacao da vertente tedrica a pratica diaria permitiu-me conjugar a minha

formacao académica com a realidade profissional.
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3.3.2 Aquisicao de novos conhecimentos

Além da aplicagao e consolidagao, também a aquisicio de novos conhecimentos
noutras areas, como Ortopedia e Compressao elastica, representou uma mais-valia na minha

formacao.

Quanto a Compressao elastica, a Farmacia Mogo dispoe de uma grande variedade de
meias de compressio da marca Sigvaris®, com inimeras opgdes de malha e graus de
compressao. Estas meias estao disponiveis para ambos os sexos em diversas cores, como cor
de pele ou cor preta, em modelos de pé aberto ou de pé fechado, e de diferentes
comprimentos: até ao joelho (AD), até a raiz da coxa (AG) ou collants (AT).
As meias de compressao sao usadas com o intuito de prevenir ou aliviar diversos problemas,
como ma circulagao, varizes, inchago, entre outros. Consistindo numa compressao regressiva,
exercem maior pressao no tornozelo e menor no gémeo ou coxa, pelo que é essencial a
medigao das pernas pelo farmacéutico para determinar o tamanho correto e o tipo de malha

e grau de compressao mais adequado para cada utente e situagao.

Tendo tido oportunidade de fazer estas medigoes, foi-me ensinada a forma correta de
calgar as meias e os cuidados necessarios a ter, tais como a lavagem com sabao neutro e a

secagem da meia na horizontal, nunca em exposigao direta ao calor.

3.3.3 Rastreio cardiovascular e de intolerancia a lactose

No decurso do meu estagio, foi-me dada a oportunidade de participar na realizagao de
. . . ® . . .
rastreios cardiovasculares promovidos pela Apoteca Natura®, além de organizar e realizar

rastreios de intolerancia a lactose, apoiados pela Tecnimed.

A realizagao do rastreio cardiovascular teve o intuito de sensibilizar as pessoas para os
riscos associados as doengas cardiovasculares e incentivar a prevengao por meio da
identificagao de possiveis fatores de risco, de natureza pessoal ou relacionados ao estilo de
vida. Este rastreio consistiu na medigao de parametros como o perimetro abdominal, a pressao
arterial e o colesterol total, juntamente com algumas perguntas sobre a atividade fisica laboral

e nos tempos livres, o tabagismo, a frequéncia do consumo de frutas ou legumes, entre outros.

Apds a introducao dos dados no sistema, obtinha-se um mapa de bem-estar
cardiovascular e algumas recomendag¢oes. Dando como exemplo o seguinte mapa, a escala

varia de 0 a 4, onde quanto mais elevado for o indice de risco, maior sera a zona a vermelho.
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Figura 18 — Mapa de bem-estar cardiovascular da Apoteca Natura®

Neste exemplo concreto, as recomendagoes incluem a pratica de atividade fisica
regular e de uma alimentagao equilibrada, para diminuicao do excesso de peso, controlo do
colesterol, redugao do desejo de fumar, entre outros. Para pessoas com pouca atividade fisica
durante as horas laborais, € essencial a pratica de exercicio fisico nos seus tempos livres.
Embora nao demonstre sintomas percetiveis, a pressao arterial elevada danifica os vasos
sanguineos com o tempo, agravando o efeito de outros fatores, como o tabagismo. As
substancias toxicas do tabaco também aumentam a pressao arterial, lesionando os vasos
sanguineos e tornando-os mais suscetiveis a deposicao de gordura. Assim, o controlo da

pressio arterial, tal como a cessdo tabédgica sio fundamentais.’
Relativamente ao rastreio de intolerancia a lactose, sera descrito no caso pratico 3.

No meu ponto de vista, estes rastreios nao s6 foram benéficos para os utentes, como
me permitiram aprimorar algumas competéncias técnicas (hard skills), como a determinagao
da glicemia e do colesterol total e a medicao da tensao arterial. Além disso, também
contribuiram, nomeadamente os rastreios de intolerancia a lactose, para o desenvolvimento
de competéncias pessoais (soft skills), dentre as quais o senso de responsabilidade, a capacidade

de comunicagao e a autonomia.

3.4 Ameacas (Threats)

3.4.1 Lacunas na formacdo académica

O plano curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas aborda inimeros

temas distintos abrangendo diversas areas do ramo farmacéutico.
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No entanto, em algumas unidades curriculares, os conteudos lecionados nao foram
suficientes para um conhecimento e aconselhamento adequados em farmacia comunitaria,
nomeadamente a nivel de produtos de uso veterinario e produtos de higiene oral.
Adicionalmente, considero que seria importante incluir unidades curriculares no MICF que

abordassem temas como a ortopedia, compressao elastica e produtos oftalmicos.

Contudo, reconheg¢o a impossibilidade do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas em facultar uma abordagem detalhada de todas as areas, o que me levou nao

apenas a procurar conhecimentos em novos temas, mas também nos ja lecionados.

3.4.2 Inexperiéncia e inseguranca no aconselhamento

O primeiro contacto com os utentes foi assinalado por muito nervosismo e incerteza,
nomeadamente durante o aconselhamento de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
(MNSRM) e de MNSRM de dispensa exclusiva em farmacia (MNSRM-EF), devido a grande

diversidade de produtos disponiveis na farmacia e da falta de conhecimento sobre os mesmos.

O contacto diario com estes produtos e a ajuda dos colegas proporcionaram um maior
a vontade ao longo dos atendimentos, tornando necessaria uma pratica e estudo continuo

para responder de forma adequada as diversas situagoes.

3.4.3 Associacao da designacdo comercial a Denominagao Comum Internacional

Ao longo do MICF, o contacto com as designagoes comerciais dos medicamentos foi
limitado, pelo que o tempo que passei no backoffice foi muito util para me familiarizar com
algumas marcas e reconhecer os medicamentos pedidos pelos utentes no atendimento,

mesmo quando com designagoes que me eram desconhecidas.

Além disso, a obrigatoriedade de prescrigao por Denominagao Comum Internacional
(DCI) da substancia ativa foi também uma grande ajuda, pois facilitou a associagao da substancia

ativa a designacio comercial do medicamento.®

3.4.4 Medicamentos esgotados e alteracoes frequentes do PVP e do design

Logo no inicio do estagio, durante a recegao de encomendas, deparei-me com a
questao dos medicamentos esgotados. Porém, foi no momento do atendimento que esta
questao se tornou mais evidente, ja que muitos utentes nao conseguiam adquirir os seus

medicamentos habituais e recusavam-se a substitui-los pelas opg¢oes disponiveis ou, em
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algumas situagoes, nao havendo alternativas possiveis. Perante o descontentamento do utente,

era dificil explicar que estas faltas eram questoes externas a farmacia.

Ao dar entrada de encomendas, deparava-me ainda com alteragoes no PVP dos
medicamentos, sendo necessaria a atualizagao do prego no sistema informatico. No entanto,
continuava a ser essencial confirmar a alteragao do prego durante o atendimento, comparando
o prego na embalagem com o do sistema, de modo a evitar erros no valor tanto a faturar
como a ser pago pelos utentes. Também nestes casos, os utentes atribuiam culpa a farmacia

pela constante alteragao dos pregos.

A alteragao visual das embalagens dos medicamentos é igualmente relevante para
alguns utentes, especialmente utentes idosos polimedicados que distinguem a sua medicagao
pela cor e formato da embalagem. Ocasionalmente, alguns utentes estranhavam tal alteragao,

solicitando a confirmagao por um farmacéutico por eles conhecido.

4. Casos Praticos

Caso Pratico |

No dia 26 de junho de 2023, um utente do sexo masculino A dirigiu-se a Farmacia
Mocgo a procura de algo que aliviasse o pingar constante pelo nariz. Questionei se além do
pingar tinha dor de garganta, dor de cabega, tosse ou febre, ao que respondeu que nao. No

entanto, referiu a existéncia de feridas ao redor do nariz devido ao constante assoar.

Apesar do Allergodil®, de principio ativo azelastina, ter um efeito mais rapido, pode secar
um pouco a mucosa’. & o Vibrocil® anti-histaminico, de principios ativos maleato de dimetindeno
e fenilefrina, tem um efeito mais demorado, mas menos secante®. Assim, aconselhei o Allergodil®
juntamente com um LETIbalm® intranasal, um dispositivo médico de classe | de alto poder
hidratante e protetor da mucosa, contendo pantenol, hialuronato de sodio, extrato glicolico

de eucalipto, entre outros na sua composigio’.

Caso Pratico 2

No dia 26 de julho de 2023, uma utente do sexo feminino B dirigiu-se a Farmacia Mogo
a procura de um creme hidratante. Questionei se o creme tinha algum objetivo especifico,
como cuidado antienvelhecimento, tratamento do acne, rosacea, entre outros, ou se era

apenas para hidratagao. De seguida, mencionei os trés passos essenciais para os cuidados da
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pele (limpeza, hidratagao e protegao) e constatei que a mesma ja utilizava um gel de limpeza

da Cerave®'’, no entanto desconhecia a importincia do protetor solar na rotina diria.

Assim, ap6s analisar a pele da senhora e considerar o objetivo pretendido, aconselhei
o age lift — creme de dia lift protetor SPF30 da Uriage®, que ja possui alguma protegio solar''.
No entanto, ainda forneci algumas amostras de protetor solar SPF50+ para que ela pudesse

experimentar e considerar integrar na sua rotina diaria.

Caso Pratico 3

No dia 30/06 foi realizado na Farmacia Mogo o rastreio de intolerancia a lactose, um
dissacarideo constituido por glicose e galactose que se encontra no leite e que necessita da
enzima lactase, produzida na muscosa intestinal, para ser digerida e absorvida no intestino
delgado. Quando ha intolerancia a lactose, ou seja, quando a enzima lactase nao é devidamente
produzida ou funcional, a lactose é fermentada no colon, originando acidos e gases que causam

desconforto e sintomas gastrointestinais.'?

Para este rastreio foram selecionados utentes que apresentam dor e/ou inchago
abdominal, ruidos intestinais, flatuléncia, prisao de ventre, diarreia, nduseas e/ou vomitos 30

min a 2 h apés o consumo de alimentos com lactose. "

O rastreio foi realizado apés um periodo minimo de 2h de jejum e consistiu na medigao
da glicémia capilar basal, seguida da ingestao da solugao de lactose e novamente medicao da
glicémia apos 10 e 20 min. Uma variagao nos niveis de glicémia entre 0 a 20 mg/d| evidencia
intolerancia a lactose, enquanto um valor superior a 20 mg/dl indica a digestao da lactose, em

galactose e glicose, e posterior absorgao.

Tabela | — Resultados rastreio de intolerancia a lactose
D 91 mg/dL 11 mg/dL I16 mg/dL 25 Nao intolerante
E 105 mg/dL 121 mg/dL 142 mg/dL 37 Nao intolerante
F 95 mg/dL 102 mg/dL 122 mg/dL 27 Nao intolerante
G 92 mg/dL 92 mg/dL 109 mg/dL 17 Intolerante
H 92 mg/dL 93 mg/dL 92 mg/dL I Intolerante
I 87 mg/dL 107 mg/dL 110 mg/dL 23 Nao intolerante
J 109 mg/dL 108 mg/dL 130 mg/dL 21 Nao intolerante
K 89 mg/dL 104 mg/dL 116 mg/dL 27 Nao intolerante
L 91 mg/dL 134 mg/dL 15 mg/dL 43 Nao intolerante
M 94 mg/dL 110 mg/dL 116 mg/dL 22 Nao intolerante
N 95 mg/dL 102 mg/dL 98 mg/dL 7 Intolerante
o 79 mg/dL 79 mg/dL 84 mg/dL 5 Intolerante
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A medigao aos 10 min permitiu a inclusao dos utentes com metabolismo mais rapido,
que pudessem atingir um pico seguido de uma diminuigao até aos 20 min, como foi o caso do
utente L. Ja a medigao aos 20 min possibilitou que os utentes com metabolismo mais lento
tivessem tempo de metabolizar a lactose, como é o caso, por exemplo, do utente F. Assim,

foi possivel reduzir a ocorréncia de falsos positivos.

Quatro utentes apresentaram intolerancia a lactose (G, H, N, O), tendo sido
aconselhadas medidas nao farmacologicas aquando presenga dos sintomas, por exemplo
diarreia e flatuléncia, como a ingestao de agua ou de chas de hortela-pimenta e camomila, bem
como a pratica de exercicio fisico leve. Além disso, aconselhei a substituigdo diaria por

produtos sem lactose, juntamente com o uso pontual de Lisolac®."

O Lisolac® é um suplemento alimentar constituido pela enzima lactase que ajuda na
digestao da lactose e na redugao dos sintomas associados a sua intolerancia, devendo ser

tomado em ocasides pontuais, como bolos em festas e gelados em tardes de verio.'

5. Consideracoes Finais

Dado o inquestionavel papel da farmacia comunitaria na comunidade, considero a
realizagao de estagio nesta area fundamental, pois permite nao sé a aplicagao da formagao
tedrica adquirida ao longo dos Ultimos anos a pratica quotidiana, como o contacto com os

utentes sobre os quais nos dedicamos a estudar-.

Assim, durante estes meses, tive a oportunidade de consolidar antigos conhecimentos

e adquirir novos, tal como de desenvolver a vertente social e humana.

Nao poderia terminar sem agradecer a Dra. Maria do Carmo e a toda a equipa, pela
simpatia, prontidio em ensinar e disponibilidade em tirar quaisquer duvidas. Sem duvida

tornaram o fim do meu curso mais bonito e o meu futuro mais promissor.
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associated nuclease 9

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne
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Resumo

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenga muscular degenerativa, onde
uma mutagao genética resulta na auséncia da proteina distrofina. Esta proteina é fundamental
para a estrutura e fungao do musculo, pelo que a sua auséncia leva a substituicao progressiva

das fibras musculares por tecido adiposo e conjuntivo fibroso.

Apesar dos avangos diagnosticos e terapéuticos observados nos ultimos anos, ainda
nao ha cura para a DMD. Porém, nao deixa de ser essencial diagnosticar precocemente a
mutagao, seja na fase pré-concecional, pré-natal ou pos-natal, de modo a disponibilizar o apoio

e aconselhamento necessarios para a toma de decisoes informadas.

A utilizagao de uma abordagem multidisciplinar, combinada com o uso de terapias que
vao desde a desvalorizagao de coddes de terminagao prematuros e remogao de exoes até a
edigao ou mesmo adigao do gene da distrofina, é ainda fundamental para melhorar a qualidade

de vida dos meninos com DMD.

Palavras-chave: distrofia muscular de Duchenne (DMD), distrofina, diagnostico, cuidados

multidisciplinares, readthrough de codao de terminagao, exao skipping, CRIPR/Cas9, AAV
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Abstract

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a degenerative muscle disease where a genetic
mutation results in the absence of the protein dystrophin. This protein is critical for the
structure and function of muscle, so its absence leads to the progressive replacement of muscle

fibers by fatty and fibrous connective tissue.

Despite diagnostic and therapeutic advances in recent years, there is still no cure for
DMD. However, it is still essential to diagnose the mutation early, whether at the
preconception, prenatal or postnatal stage, in order to provide the necessary support and

advice for informed decision-making.

The use of a multidisciplinary approach, combined with the use of therapies ranging
from readthrough of premature stop codons and removal of exons to editing or even addition

of the dystrophin gene, is still key to improving the quality of life of boys with DMD.

Keywords: Duchenne muscular dystrophy (DMD), dystrophin, diagnosis, multidisciplinary
care, stop codon readthrough, exon skipping, CRIPR/Cas9, AAV.
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l. Introducao

No século XIX, a distrofia muscular foi identificada como uma condigao primaria dos
musculos, diferenciando-a de doengas nas quais a fraqueza muscular era uma manifestagao

secundaria a doencas neuronais.'

Inicialmente descrita pelo Dr. Edward Meyron, a distrofia muscular de Duchenne
(DMD) é uma doenga muscular degenerativa, nomeada na década de 1860 em homenagem ao
Dr. Duchenne de Boulogne.”’ Caraterizada pela perda progressiva e irreversivel nio apenas
do musculo esquelético, mas também da musculatura cardiaca e respiratoria,*® foi descoberto
em 1987, pelo Dr. Eric Hoffman e o Dr. Louis Kunkel, que a DMD resultava de uma mutagao

genética que levava a auséncia da proteina distrofina.”

.1 Epidemiologia

Estima-se que um em cada 5.000 nascimentos do sexo masculino possua a doenga,

resultando em mais de 250.000 meninos afetados em todo o mundo.”®

1.2 Manifestacoes Clinicas

No momento do nascimento nao sao observados sinais clinicos da doenca. No entanto,
por volta dos 3 anos de idade, é percetivel um atraso no inicio da fala e da marcha e aos 5
anos é comum surgir dificuldade em realizar atividades como correr e saltar.>*? Infelizmente,
estes sintomas subtis e iniciais resultam muitas vezes em diagndsticos tardios da doenga e, aos
12 anos, a maioria dos meninos ja necessita de uma cadeira de rodas para se deslocar.'"'
Entre os 20 e 40 anos, as complicagoes cardiacas e respiratorias assumem um papel

predominante, sendo a principal causa de morte.'*"

Algumas manifestagoes carateristicas da DMD incluem o andar oscilante, conhecido
como andar do tipo anserino, bem como a presenca de hiperlordose lombar e escoliose. A
fraqueza dos musculos gliteo médio e minimo esta na origem de uma inclinagao da pelve
aquando posigao vertical. Para compensar essa inclinagao, a base de suporte ¢ alargada, o que
resulta numa marcha carateristica do tipo anserino. A inclinagao anterior da pelve deve-se
ainda a fraqueza do gliteo maximo, que é contrabalancada pelo aumento da curvatura lombar,

conhecida como lordose lombar.>’

Além disso, € usual ocorrerem quedas frequentes e dificuldade para se levantar do

chao, sendo observado o sinal de Gower positivo. Este sinal consiste em alcangar uma posigao
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em pé utilizando as maos e os bragos como apoio ao longo das pernas, a fim de compensar a

fraqueza muscular nelas presente.>”'*

E ainda observado, em cerca de 30% dos meninos, algum comprometimento cognitivo,

que se manifesta precocemente, mas que nio progride ao longo do tempo.**"

1.3 Etiologia

O gene responsavel pela distrofia muscular de Duchenne é composto por um total de
79 exdes, sendo considerado o maior gene humano.'® Conhecido como gene da distrofina, é
expresso nomeadamente na musculatura esquelética, cardiaca e lisa, mas também em

pequenas regides especificas do sistema nervoso central.'”'®

O gene da distrofina possui quatro unidades funcionais. A primeira é o terminal-N,
responsavel pela ligagao a actina, proteina essencial para a fungao do musculo. De seguida, o
dominio central rod que confere flexibilidade durante a contragao e o dominio rico em cisteina
que liga a distrofina a uma proteina transmembranar, que, por sua vez, se associa a outras
proteinas transmembranares, as quais se ligam a laminina, um componente da membrana

extracelular. Por fim, o terminal-C faz a ligagao da distrofina a duas proteinas intracelulares,

responsaveis pela estabilizagao da sintase do éxido nitrico neuronal (nNOS)."*!

Laminina

I

>
Matriz extracelular
Proteinas
s = - transmembranares

CHEVEHHTHOLTIBHVOEDHO GO I00DBOGIVEVHGDVSBLOSULHVOBOBLHED
0000000900000 006009060000000 9000000006000 0000000000000080000

Sarcoplasma —~Terminal-C
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|

Actina

Figura 19 — Proteina distrofina (figura adaptada0)
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A proteina distrofina exerce um papel essencial na ligagao do citoesqueleto, por meio
da actina presente nas fibras musculares, a matriz extracelular, mediante proteinas
transmembranares presentes no sarcolema. Esta interagao permite a estabilizacao da
membrana durante os processos de contragao e relaxamento muscular, garantindo a

integridade estrutural das células musculares e a sua capacidade contractil.*

1.4 Patogénese

A inexisténcia da ligagao entre o citoesqueleto e a matriz extracelular torna as fibras
musculares suscetiveis a danos, nomeadamente durante as contragoes musculares, onde
ocorrem ruturas da membrana celular e libertagao de grandes quantidades de creatina cinase
para o sangue.* A auséncia da proteina distrofina leva ainda a presenca de nNOS livre no
sarcoplasma, o que ocasiona isquemia por resultado de uma contragao dos vasos sanguineos

e consequente falta de perfusao sanguinea dos musculos.'”?*?

Estes danos constantes promovem a substituicao gradual das fibras musculares por

tecido adiposo e tecido conjuntivo fibroso até perda da fungao muscular.*?

1.5 Genética

Na distrofia muscular de Duchenne, as grandes dele¢oes correspondem a 60-70% das
mutagoes que resultam na doenga, enquanto as grandes duplicagoes representam apenas 5-
10%. As mutagoes pontuais, como pequenas delegoes ou duplicagdes, mutagoes nonsense e

missense correspondem a 25-35% e os rearranjos intrénicos a, aproximadamente, 2%.%* %

As grandes delegoes e duplicagoes compreendem um ou mais exoes, enquanto as

~ . ~ o 26 ~
pequenas delecoes e duplicagoes apenas envolvem alguns nucledtidos.” As delegoes e
duplicagoes tendem a ocorrer em regioes especificas do gene, conhecidas como hotspots,
sendo um exemplo o intervalo de exdes 45-55, onde 47% dos meninos afetados possuem

mutagdes nesta regido em particular.*”’

1.6 Heranca genética

O facto do gene da distrofina ser recessivo e estar localizado no cromossoma X, no
locus Xp21.2, explica a maior incidéncia da doenga nas criangas de sexo masculino.?® As
mulheres, por terem dois cromossomas X, podem tornar-se portadoras da mutagao ao
herdarem um gene defeituoso de um dos pais. No entanto, s6 manifestam a doen¢a quando

ambos os genes estao mutados. J4 os homens, que possuem apenas um cromossoma X,
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contraem a doenga ao herdarem um gene defeituoso, pois nao possuem um segundo gene da

distrofina para compensar a mutagao.”

Para estabelecer um diagnéstico precoce da mutagao, é essencial implementar técnicas

de diagnostico tanto na fase pré-concecional e pré-natal quanto na pos-natal.

2. Diagnostico

2.1 Diagnostico pré-concecional

Uma mulher com histérico familiar de DMD que pretenda engravidar deve realizar

alguns testes para determinar se é portadora do gene mutado.

Tabela 2 — Testes para diagnostico de mulheres portadoras de mutagdes no gene da distrofina

11,30,31

Teste Vantagens Desvantagens
Para detetar grandes delecoes ou duplicacées:
Identificam 65 a 80% das mutacdes.''**>2
Multiplex Apos desnaturar o DNA e efetuar a | Rapido e | Delecoes de um unico
Ligation- hibridizagdo e ligagdo das sondas, da-se a | barato.* exdio tém de  ser
dependent amplificagdo seguida da andlise dos confirmadas, a fim de
Probe produtos. A variagio na altura do pico da evitar falsos positivos.**?*’
Amplification sonda alvo, em relagio a sonda de
(MLPA) referéncia, sugere a existéncia de Nido deteta pequenas

duplicagdes ou delegdes de exdes. mutacdes, entre elas SNVs

(variagdbes num  Unico
nucleotido).®*

Array CGH | Apds marcar o DNA do doente e o DNA | Possivel Mais caro e demorado.
(Array controlo com fluoréforos distintos, as | identificagdo da
Comparative | duas amostras sio combinadas e incubadas | localizagdo de | Nao deteta pequenas
Genomic no microarray, onde co-hibridizam | algumas mutagoes, entre elas
Hybridization) | competitivamente com as sondas ai | alteragdes SNVs. 383

presentes. O microarray é entdo | intrénicas.”

digitalizado e as intensidades dos pontos

sao  medidas. A intensidade de

fluorescéncia é proporcional ao numero

de cépias das sequéncias de DNA do

doente e do controlo.”
Caso as técnicas mencionadas anteriormente nido detetem a mutacdo, ou para analise de

delecdes ou duplicagdes mais pequenas e mutacées nonsense ou missense:
Identificam as restantes 20 a 35% das mutacoes.

Sequenciaciao
de Sanger

A amostra de DNA é combinada com
DNA polimerase e didesoxinucledtidos
marcados com fluoréforos distintos. A
DNA polimerase ira adicionar nucleétidos
a cadeia até a adicao de um didesoxi,
momento em que a sintese termina. De
seguida, é realizada uma eletroforese
capilar em gel, onde cada fragmento de
DNA ¢é excitado por um laser a medida
que atinge o fim do gel, permitindo a
detecao do fluordforo associado. A
sequéncia original de DNA é reconstruida
com base nas cores dos fluoréforos
registados, um nucleotideo de cada vez.”

Possivel
utilizagdo para
confirmar
falsos positivos
dados pelo
MLPA*

Caro e demorado.’
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Next E necessiria a preparagio de uma | Maior custo- | Mais caro que o MLPA ou

Generation biblioteca a partir da amostra e a geragio | efetividade que | o array CGH.”

Sequencing de clones para amplificar o sinal. De | a sequenciagdo

(NGS) seguida, o processo de sequenciagio segue | de Sanger.” Nao deteta alguns
uma abordagem semelhante ao método de rearranjos complexos e
Sanger, no qual nucleétidos s3o | Possivel andlise | mutagoes intronicas
adicionados a cadeia até que a sequéncia | de milhdes de | profundas.’'?®’

seja interrompida por um didesoxi. A | fragmentos
emissao de fluorescéncia é detetada por | num Unico
um aparelho, que compara o genoma da | teste e de
amostra com um genoma de referéncia, | varias amostras
identificando as alteragdes presentes.® num Unico
exame.**

Deteta
pequenas
mutagoes
(mutagoes
pontuais,
pequenas
delegoes e
duplicagoes,
mutagoes
intronicas
conhecidas).?"*’

2.1.1 Mutacio herdada

Embora a maioria das mulheres portadoras da mutagao seja assintomatica, uma
pequena parte delas pode manifestar sintomas leves da doenga. A manifestacao desses
sintomas esta relacionada com a quantidade de distrofina expressa, a qual pode ser
determinada pelo padrao de inativagao do cromossoma X (XClI). Diversos estudos evidenciam
que as mulheres portadoras assintomaticas e saudaveis apresentam um padrao aleatoério de
XCl, enquanto as portadoras sintomaticas demonstram uma preferéncia de inativagao do
cromossoma X que contém o alelo normal.’®* Assim, além do risco de transmitir a mutacio
aos filhos, essas mulheres podem apresentar fraqueza muscular e comprometimento

cardiaco.”

Raramente, algumas mulheres podem ainda apresentar uma distrofinopatia classica e
manifestar a doenga como o género masculino. Um exemplo pode ser observado em mulheres
com sindrome de Turner, onde ha auséncia de um cromossoma X e presenga da mutagao de
DMD no outro cromossoma.” Um outro exemplo é a presenca de isodissomia uniparental,
na qual o par de cromossomas da mulher tem origem num unico progenitor. Nesse caso, um
dos pais nao contribui com nenhum cromossoma, enquanto o outro fornece um cromossoma

duplicado que possui o gene defeituoso.**°

Se o resultado dos testes for positivo para portadora de uma variante patogénica da

DMD, a mulher possui 50% de probabilidade de transmissao dessa mesma variante em cada
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gravidez, ou seja, ha um risco de 50% das criangas do sexo masculino desenvolverem a doenca

e um risco igual das criancas do sexo feminino serem portadoras.”®”

E de notar que embora estes testes devam ser propostos a todas as mulheres adultas
que possam ser portadoras, nao sao realizados em meninas, a menos que estas apresentem
sintomas. No entanto, devem ser sugeridos quando as mesmas atingirem a idade adulta e

tiverem a capacidade de tomar as suas proprias decisdes.”

2.1.2 Mutacdo espontanea

Se o resultado for negativo, a mulher nao é portadora da variante na sua linha celular
somatica e a probabilidade de ter um menino com o gene defeituoso é baixa. Isto acontece

porque mesmo que o pai seja portador da doenga, transmite ao filho um cromossoma Y.”

No entanto, existe a possibilidade desse mesmo menino desenvolver distrofia muscular
de Duchenne. Nesse caso, a variante patogénica nao esta presente no DNA leucocitario da
mae, mas pode estar em alguns dos seus ovulos. Denominado por mosaicismo da linha
germinativa ou gonadal, este evento tem um risco de |5% e nao é detetavel por testes

genéticos prévios a fertilizagio.”

Além disso, ainda que a herancga genética represente 2/3 dos casos de DMD, a variante
patogénica causadora da doenga pode ainda surgir de forma espontanea, através de mutagoes

de novo.>”®'

2.1.3 Opcoes a considerar

A identificagao da condicao de portadora oferece as mulheres que pretendam
engravidar diferentes opgoes. Primeiro, as duvidas sao esclarecidas e os riscos associados sao

explicados, o que lhes permite tomar decisoes de forma informada.

Se a mulher optar por avangar com a gravidez, é dada a possibilidade de realizar
diagnostico pré-natal, porém é de referir que existem opgdes reprodutivas para mulheres
portadoras da mutagao. A fertilizagao in vitro com diagndstico genético pré-implantagao é uma
alternativa, permitindo a escolha de embrides nao afetados antes da sua implantagao no utero.
Outra opgao € o uso de ovulos doados, mesmo para mulheres que nao sejam portadoras,
porém com historico familiar ou filhos afetados, devido ao risco de mosaicismo germinativo

ou gonadal.''?**
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2.2 Diagnostico pré-natal

O DNA circulante livre de células (cfDNA) é constituido por fragmentos de DNA
libertados na corrente sanguinea durante a morte e decomposicao celular. Na gestagao, a
maioria do cfDNA ¢é proveniente da mae, porém uma parte provém de células da placenta que
contém o DNA do feto.** A detecio de DNA fetal circulante (cffDNA) na corrente sanguinea
materna permitiu o desenvolvimento de exames de diagnostico pré-natal nao invasivos

(NIPD), nos quais apenas é necessaria uma amostra de sangue da mae.*

O primeiro passo no diagnostico pré-natal da distrofia muscular de Duchenne consiste
na realizagio de Polymerase Chain Reaction (PCR) na amostra de sangue materno para
identificacio de fetos do sexo masculino.’®*’ Assim, a determinacio do sexo fetal em familias
com risco de doengas ligadas ao cromossoma X permite a redugao de testes ou tratamentos

adicionais desnecessarios.”’*®

Nos fetos masculinos é entao realizada uma bidpsia das vilosidades coridnicas ou
amniocentese, o que implica certos riscos, entre os quais a possibilidade de aproximadamente

0.1 a 0.3% de ocorréncia de um aborto espontineo.’®*

No entanto, existem duas abordagens que sao utilizadas no diagndstico de outras
doengas e evidenciam estudos promissores para o diagnostico da DMD. Essas abordagens sao
a Relative Haplotype Dosage (RHDO) e Relative Mutation Dosage (RMD), as quais estao incluidas
no NIPD devido a utilizagao de cfDNA. A principal diferenca entre elas deve-se ao fato de que
a RMD envolve a detecao direcionada de uma mutagao familiar por meio de sondas familiares
especificas, enquanto a RHDO requer a construgao prévia de toda a regiao do possivel

haplétipo materno e célculo das proporgdes associadas a alelos mutantes e wild-type.”

2.2.1 Opcoes a considerar

A identificacao de fetos do sexo masculino portadores da distrofia permite aos pais
receber o apoio e aconselhamento necessarios para tomar decisoes informadas, que podem
ir desde um acompanhamento médico mais frequente e especifico antes do parto a opgao de

interrupgio médica da gravidez.”
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2.3 Diagnostico pos-natal

2.3.1 Teste do pezinho

Embora todos (ou quase todos) os recém-nascidos realizem o teste do pezinho, que
nao sendo obrigatoério é fundamental, este teste nao procura a DMD. No entanto, em alguns
paises, estao em curso projetos para aumentar a abrangéncia do teste do pezinho, a fim de
rastrear 50 doengas, incluindo a distrofia muscular de Duchenne. Este rastreio sera feito por

meio de um exame de sangue para medir os niveis da creatina cinase.®'

2.3.2 Teste de creatina cinase

A enzima creatina cinase (CK) encontra-se essencialmente no musculo esquelético,
porém também estd presente na musculatura cardiaca e no cérebro. Em condi¢coes normais,
o intervalo de referéncia para os niveis séricos de CK é de até 250 U/L (unidades por litro).
No entanto, niveis de CK superiores a este valor sugerem extravasamento da enzima através

da membrana muscular devido a possiveis danos musculares.®

Atualmente, em Portugal, a medi¢ao dos niveis de CK nao é abrangida pelo teste do
pezinho, mas pode ser realizada em uma gota de sangue seco obtida logo ap6s o nascimento
de recém-nascidos com histérico familiar de DMD ou em criangas com evidente atraso

motor.t>%*

2.3.3 Teste da bochechinha

Outro teste de rastreio € o teste da bochechinha, capaz de detetar até 340 doencas
que se manifestam na infancia, mesmo antes de quaisquer sinais ou sintomas, incluindo a
distrofia muscular de Duchenne.®>*® Apés colheita de saliva por meio de uma swab bucal na
parte interna da bochecha do bebé, realiza-se a extragao do DNA, seguida de sequenciagao
por NGS e analise bioinformatica para identificar possiveis alteragoes genéticas que possam

indicar a presenca de doenca.”’

Este teste ja esta disponivel em Portugal, porém, somente no Hospital Fernando

Pessoa, localizado no Grande Porto.®®
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Os exames de rastreio, como o teste do pezinho e o teste da bochechinha, sao
realizados de forma preventiva, antes do surgimento dos sintomas, enquanto o teste da CK é
realizado quando ha histérico familiar ou sinais evidentes de atraso motor.*® No entanto, é
importante ressaltar que nenhum destes exames faz o diagndstico da distrofia muscular de

Duchenne.

Histérico familiar de DMD ou sinais
evidentes de atraso motor?

Sim

Determinar creatina cinase
sérica

A

Creatina cinase Creatina cinase DMD improvavel
aumentada normal Procurar diagnéstico alternativo

MLPA ou array CGH para detetar grandes
delectes/duplicagdes

Delegao ou duplicagéo Delecéo de um Unico exao Delec&o ou duplicagéo
detetada detetada por MLPA nao detetada
Teste de confirmagao Sanger ou NGS para detetar
pequenas mutagdes

A ot oo /\
exéo confirmada ex&o ndo confirmada

Delecdo de um Gnico
Mutagdo ndo

encontrada

Mutagéo encontrada

Bi6psia muscular

Distrofia Muscular de Duchenne Proteina distrofina Proteina distrofina
confirmada ausente presente

Figura 20 — Fluxograma para diagnostico pos-natal da distrofia muscular de Duchenne (figura

adaptada?)

2.3.4 Biopsia muscular

Caso os testes anteriores nao identifiquem nenhuma mutagao no gene da distrofina,
pode ser necessario realizar uma biopsia muscular. Utilizando técnicas como

imunohistoquimica ou western blot, & possivel analisar a expressao da proteina distrofina.***’
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A imunohistoquimica é uma técnica que analisa a presenga ou auséncia de uma
proteina, bem como a sua localizagao em amostras de tecido. No entanto, ela nao nos fornece
informagoes sobre a quantidade real de proteina, apenas nos diz se esta presente ou nao. Ja o
western blot € uma técnica quantitativa que nos permite aferir a quantidade exata da proteina

em questio, neste caso da proteina distrofina.”

Apesar dos consideraveis avangos terapéuticos observados nos ultimos anos, ainda nao
ha cura para a distrofia muscular de Duchenne. Porém, uma abordagem multidisciplinar aliada
ao uso de algumas terapias ja aprovadas tem demonstrado capacidade de retardar a progressao

dos sintomas e promover melhorias na qualidade de vida dos meninos."

3. Cuidados multidisciplinares

3.1 Cuidados respiratorios

As diretrizes recomendam a administragao da vacina pneumococica e a vacinagao anual
contra influenza, assim como a utilizagao de técnicas de tosse manual ou mecanicamente
assistida para remogao de secrecoes. A utilizagao de ventilagao nao invasiva diurna e noturna
desempenha um papel essencial no tratamento da hipoventilagao, enquanto a traqueostomia

é considerada uma opgio reservada para casos mais severos.’'

3.2 Cuidados cardiacos

A deficiéncia de distrofina no coracao pode levar ao desenvolvimento de
cardiomiopatia, resultando em complicagdes como insuficiéncia cardiaca, arritmia e disfungao
ventricular esquerda, entre outras. As criangas com doengas cardiacas associadas a DMD
podem beneficiar do uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e beta

bloqueadores para tratamento dessas condiges.”'

3.3 Cuidados ortopédicos

A terapéutica com glucocorticosteroides reduz a incidéncia de escoliose, porém tem
um efeito negativo na mineralizagao &ssea, o que pode resultar no desenvolvimento de

osteoporose e aumentar a predisposi¢io a fraturas vertebrais ou de ossos longos.*”"”>

Se estas fraturas forem identificadas, pode-se considerar o tratamento com
bifosfonatos intravenosos.”' Se houver agravamento da escoliose pode ser necessario realizar

uma fusdo espinhal posterior.*
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3.4 Cuidados gastrointestinais

A obstipagao e a doenga do refluxo gastroesofagico sao sintomas decorrentes do
comprometimento do musculo liso visceral.® O tratamento desta sintomatologia pode
envolver o uso diario de laxantes osmoticos para tratar a obstipagao, bem como o uso de
antagonistas dos recetores H2 da histamina ou inibidores da bomba de protoes para reduzir

a producio de 4cido gastrico, o qual esta na origem do refluxo.”

Quando a disfagia e a dismotilidade esofagica comprometem a ingestio segura e
adequada de alimentos, é aconselhada a realizagao de uma gastrostomia para melhorar o

estado nutricional e reduzir o risco de aspiragio.**’

3.5 Cuidados neurologicos

As criangas com distrofia muscular de Duchenne apresentam uma maior incidéncia de
comprometimento cognitivo, perturbagao do espetro do autismo, perturbagao de
hiperatividade e défice de atencao, ansiedade e depressaio em comparagao com a populagao

73 . .~ I .
em geral.”” Porém, o tratamento dessas condigoes € realizado com base nas mesmas

diretrizes.*

4. Terapéutica

4.1 Glucocorticosteroides

O uso de glucocorticosteroides, como a prednisona e o deflazacorte, é recomendado
para a maioria das criangas com distrofia muscular de Duchenne. A idade de inicio do
tratamento pode variar em cada crianga, porém esta nao deve ser realizada antes dos 2 anos

de idade, sendo geralmente iniciada por volta dos 4 a 5 anos.**’

Embora o mecanismo pelo qual os glucocorticosteroides retardam a progressao da
doenga em meninos com DMD nao esteja totalmente compreendido, pensa-se que diminuam

a inflamacio e aumentem a massa muscular total.*'

Assim, o uso de esteroides nao sé vai prolongar a capacidade de andar em
aproximadamente 2 anos, como também preservar a for¢a dos membros superiores, retardar
o declinio da fungao respiratoria e cardiaca e reduzir o risco de desenvolvimento ou

agravamento de escoliose. Por estas razoes, muitos médicos optam por continuar o
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tratamento mesmo apo6s perda de marcha.®*’* No entanto, os glucocorticosteroides

aumentam o risco de fraturas vertebrais ou de ossos longos.”'

Entre as diversas abordagens aprovadas ou em estudo, incluem-se o readthrough, o
exao skipping e a terapia génica. Direcionadas a tratar as causas da doenga, que vao desde
mutagoes nonsense a grandes mutagoes e até mesmo a auséncia completa do gene, a analise
das terapias desenvolvidas e em desenvolvimento permite avaliar os seus resultados na

melhoria e tratamento da DMD.

4.2 Readthrough do c6dao de terminagao prematuro

Cerca de 10% das mutagoes do tipo nonsense ocorrem devido a presenga de um codao
de terminagao localizado erradamente, o qual interrompe a produgcao de distrofina

prematuramente e origina proteinas truncadas e disfuncionais.'®”

Dois estudos randomizados, duplo-cegos e controlados por placebo: ensaio de fase IIb
(ClinicalTrials.gov ID: NCT00592553)"° e ensaio de fase Il (ClinicalTrials.gov ID:
NCT01826487)” foram realizados com o intuito de avaliar a eficicia do atalureno (40

mg/kg/dia).”®”

O atalureno é uma pequena molécula oralmente biodisponivel que permite que o

ribossoma leia através do cédao de terminagao, continuando a tradugao até a produgao da

I 80-82

proteina distrofina completa e funciona

sTOP|

Exdo 1-50 Exdio 51 Exdo 52-79

Coddo de terminacio no exdo 51 Cod&o de terminagao no exdo 51 ignorado pelo atalureno
Interrupgao da produgio de distrofina prematuramente Leitura pelo ribossoma através do coddo de terminagio

!
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Proteina truncada e disfuncional Niveis baixos de proteina completa e funcional

Figura 21 — Readthrough do codao de terminagao prematuro. NT, terminal-N; CR, dominio rico em
cisteina; CT, terminal-C (figura adaptada?)

Apesar de nao terem atingido o objetivo primario de melhorar a distancia percorrida

no teste de marcha de 6 minutos (6MWT) ao longo de 48 semanas em comparagao com
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meninos que receberam tratamento com placebo, esses estudos demonstraram beneficios em

. 7 . ~ 9
alguns endpoints secundarios, entre eles o atraso da progressio da doenca.”®””®

O Translarna® (atalureno) obteve aprovagio condicional em 2014 pela European
Medicines Agency (EMA) e a sua utilizagdo estd autorizada em Portugal desde 2017 para o
tratamento da DMD resultante de uma mutagao nonsense no gene distrofina, em meninos com

capacidade de marcha com 5 ou mais anos de idade.””*

4.3 Exao skipping

Um codao consiste numa sequéncia de trés nucleétidos que codifica um aminoacido
durante a tradugio do mRNA nos ribossomas.* A tradugio de um gene é feita codio a codio,
porém quando a delegao ou duplicagio de nucledtidos nao € um multiplo de 3, ha uma
perturbagao no quadro de leitura original e ocorre uma mutagao out-of-frame. A sequéncia
nucleotidica do gene apds a mutagao sera lida incorretamente, resultando numa tradugao
desordenada com a adigao de aminoacidos errados ou de um codio de terminagao e
originando uma proteina truncada e disfuncional.®® Se o nimero de nucleétidos removidos ou
adicionados for um multiplo de 3 ocorre uma mutagao in-frame, onde um Unico aminoacido é
excluido ou introduzido e os seguintes seguem a sequéncia nucleotidica normal, originando

uma proteina parcialmente funcional.**"®

Enquanto as mutagoes out-of-frame originam distrofia muscular de Duchenne, as
mutagoes in-frame ocasionam distrofia muscular de Becker (BMD), uma forma de

distrofinopatia menos severa e de progressiao mais lenta.’***

Assim, a abordagem de exao skipping tem como objetivo restabelecer o quadro de
leitura de out-of-frame para in-frame, permitindo a produgao de proteinas parcialmente
funcionais semelhantes aquelas encontradas na BMD.”®”' Para isso, utilizam-se oligonucleétidos
antisense (AONs), que consistem em pequenos fragmentos de DNA e/ou RNA alterado,
desenhados para se ligarem de forma especifica a um exao alvo durante o splicing do pré-
mRNA e impedirem a sua inclusio no mRNA.*** Realiza-se uma administragio sistémica
semanal de AONs em meninos que apresentem delegoes out-of-frame, com o intuito de
remover um exao adjacente ao local da dele¢ao no pré-mRNA e originar uma mutagao in-

frame.*
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Figura 22 — Exao skipping. AON, oligonucledtido antisense; NT, terminal-N; CR, dominio rico em
cisteina; CT, terminal-C (figura adaptada#)

Esta abordagem é direcionada a mutagiao, uma vez que diferentes exoes devem ser
excluidos consoante o tipo de variante presente. No entanto, devido a prevaléncia de delegoes
em hotspots, o desenvolvimento clinico tem sido mais significativo para oligonucleétidos
antisense direcionados a exoes que sao aplicaveis a um maior nimero de meninos, como o

exao 51 (14%), exao 53 (10%), exdo 45 (9%), exdo 44 (7%) e exio 43 (7%).*”

Cerca de 70% das mutagoes da distrofia muscular de Duchenne estao situadas entre
os exoes 45 e 55 e, atualmente, ja ha quatro oligonucledtidos antisense aprovados pela Food

and Drug Administration (FDA) com uma aplicabilidade em cerca de 30% dos meninos'":

91-93 94-96

eteplirsen’' ™ orientado para o exdo 51, golodirsen®* e viltolarsen””® direcionados ao exio

53 e casimersen®'®

utilizado para o exao 45. Estes quatro oligonucledtidos antisense
pertencem a classe oligdmero morfolino de fosforodiamidato (PMO). Ao contrario do DNA,
que possui anéis de desoxirribose, e do RNA, que possui anéis de ribose, os PMOs consistem
numa estrutura de anéis hexagonais de morfolina unidos por ligagoes fosforodiamidato, em
vez de ligagoes de acido fosforico. Ao possuirem carga neutra, os PMOs reduzem os efeitos

off-target e as respostas imunologicas.* """

4.4 Terapia génica

A terapia génica para DMD procura restaurar a proteina distrofina ausente, através da

reparacio ou da entrega de uma copia funcional do gene.*
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4.4.1 Reparacao de genes

A abordagem de edi¢ao do genoma visa corrigir mutagoes ao nivel do DNA através do
uso de sistemas como Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated

nuclease 9 (CRISPR/Cas9), para produzir proteinas funcionais.'®

O CRISPR consiste em RNAs guia de cadeia simples que reconhecem e se ligam a
regioces especificas do DNA, direcionando a enzima Cas9 aos locais-alvo da dupla cadeia de
DNA a separar.*'” Dentre as diversas estratégias de edi¢dao de genes, uma delas envolve o uso
de dois RNAs guias para remover um exdo completo e restabelecer o quadro de leitura."

Para isso, as regides separadas tém de ser reparadas pelos sistemas de reparagio do DNA.*"

A reparagao pelo sistema de uniao de extremidades homologas ocorre nas células em
divisao e, ao contrario da recombinagao nao-homologa em células que nao se dividem, nao
esta sujeita a erros. Uma vez que os tecidos mais comprometidos na DMD sao pos-mitoticos,

a abordagem de edi¢do do genoma recorre ao uso da recombinagio nio-homologa.*'”'%!%

ey ey s B - OF - £

} |
Transcrigdo do DNA Transcrigao do DNA
! |
Exéo 149 Exdo 51 xéo 5279
| |
Splicing do pré-mRNA Splicing do pré-mRNA
| |
| |
Mutag3o out-of-frame Mutagao in-frame
| |
Interrupg@o da produgdo de distrofina prematuramente Leitura pelo ribossoma do quadro de leitura restabelecido
! !
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Figura 23 — CRISPR/Cas9. NT, terminal-N; CR, dominio rico em cisteina; CT, terminal-C (figura
adaptada?)

No caso da DMD, o trabalho de edi¢ao de genes ainda se encontra em fase pré-clinica
devido a existéncia de alguns problemas de eficiéncia, como a entrega do sistema CRISPR/Cas9

in vivo, e preocupac¢des de seguranca, como os efeitos off-target da atividade Cas9."'*
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4.4.2 Adicao de genes

A terapia de adicao de genes recorre a vetores virais para incluir uma cépia de cDNA
do gene funcional nos tecidos comprometidos. Ainda que a maioria dos virus nao possua um
tropismo natural para os musculos, os AAVs sao uma excegao, pois podem infetar esses

tecidos de forma eficiente, sem apresentar patogenicidade para os seres humanos.***'%

Porém, os AAVs possuem um limite de carga inferior ao necessario para alojar o gene
completo da distrofina, tendo sido necessirio o desenvolvimento das estruturas ‘mini-
distrofina’ e ‘micro-distrofina’. Estas estruturas contém apenas os componentes essenciais do
gene distrofina e, apesar de nao serem totalmente funcionais, permitem o alojamento do seu

c¢DNA nos vetores AAV.*¥

E de notar que os genes dos AAVs raramente se integram no genoma do hospedeiro,
o que pode resultar, com a renovagao muscular ao longo do tempo, na perda do transgene da
mini ou micro-distrofina.*'” Contudo, h4 a possibilidade do gene do AAV integrar de forma
parcial ou total o genoma no DNA do hospedeiro, o que pode ativar genes oncogénicos,
predispondo as criangas ao desenvolvimento de cancro. No entanto, até ao momento, hao
foram registadas quaisquer preocupagoes de seguranga em termos de genotoxicidade em

seres humanos.'”'®

Ha diversos ensaios clinicos a decorrer, entre eles dois estudos de fase Il
(ClinicalTrials.gov ID: NCT05096221)'” e (ClinicalTrials.gov ID: NCT04281485)'"°. Porém, é
de referir que a 22 de Junho de 2023, o medicamento Elevidys® (delandistrogene
moxeparvovec-rokl) obteve aprovagao acelerada pela FDA, tornando-se a primeira terapia

génica a ser aprovada paraa DMD.""

Um ponto positivo reside no facto da terapia de adigao de genes nao depender de uma
mutacao especifica, estando disponivel para a maioria das criangas com DMD, desde que nao
tenham anticorpos virais.”> Contudo, 40 a 80% da populagio humana apresenta anticorpos
contra os virus adeno-associados, devido a alguns serotipos de AAVs serem endémicos nos

seres humanos ou como resultado de exposicio prévia ao virus.'*""*

Diversos esquemas alternativos de medicamentos imunomoduladores estao a ser
analisados com o intuito de suprimir a imunidade dos virus adeno-associados existente,
permitindo nao s6 a administragao inicial da terapia génica em individuos soropositivos para

AAV, bem como a sua readministracio.'”''>''¢
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Adicionalmente, estao a ser estudadas estratégias para aumentar a eficiéncia dos AONs
através de modificagoes quimicas, por exemplo PMO conjugado com péptido (PPMO) ou 2-
O-metil-RNA com uma base de fosforotioato (2’OMeP), bem como a eficiéncia dos AONs ou

39,117-119

do CRISPR/Cas 9 por meio de AAVs ou nanoparticulas lipidicas.

5. Considerac¢oes Finais

A distrofia muscular de Duchenne tem um impacto negativo tanto nas criangas afetadas
como nas suas familias, razao pela qual é essencial diagnosticar precocemente a presenca de
mutagoes genéticas e dar as devidas orientagoes quanto ao planeamento familiar e a escolha

do tratamento adequado.

Os constantes avangos e progressos tecnologicos possibilitam o diagnostico genético
da DMD de forma rapida e eficaz, desde a fase pré-concecional a pré-natal e pos-natal, por
meio de métodos que vao desde o MLPA e o CGH array ao NGS. Além disso, estudos
promissores evidenciam o uso de cffDNA no plasma materno para diagnéstico pré-natal nao
invasivo como uma opgao para o teste de diagnostico da DMD. O mesmo acontece com testes

de rastreio pos-natal, como o teste do CK e teste da bochechinha.

Quanto a terapéutica, tanto a abordagem farmacologica como a nao farmacologica tém
um papel fundamental na melhoria da qualidade de vida, existindo ja diversas terapias
aprovadas, e estando muitas outras em desenvolvimento. Por exemplo, os estudos que
permitiram a aprovagao do eteplirsen evidenciaram um aumento da expressao da distrofina,
enquanto estudos mais recentes demonstraram um atraso na perda da capacidade de andar e
no declinio pulmonar aquando uso prolongado deste medicamento e quando comparado com
criangas que receberam o tratamento convencional.”'?*'?" Assim, mesmo diante os desafios
ainda a superar, a aprovagao destes medicamentos e constante procura do desenvolvimento

de novos € um motivo de esperanga.
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