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| — Introducao

A profissao de Farmacéutico é cada vez mais relevante na nossa sociedade, sendo no
setor da farmacia comunitaria que se torna mais visivel. Ao analisar os primeiros tempos da
profissao, o farmacéutico era considerado o profissional do medicamento e a sua atividade
centrava-se na dispensa do mesmo. Contudo, hoje atua nao sé como elo de ligagao final
entre o medicamento e o utente mas também é visto como alguém em que o utente confia e
aborda para pedir conselhos e resolver os seus problemas de saude, revelando-se como um
importante agente de saude publica e uma pega fundamental na promogao do bem-estar
geral da populagao. Assim, hoje a farmacia comunitaria nao é apenas um espago de cedéncia
de medicamentos mas sim um local de prestagao de servigos, de aconselhamento, onde os
utentes tém confianga quando procuram solugoes para os seus problemas de salde.

E essencial para nés, estudantes do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) e futuros farmacéuticos, contactar com a realidade da farmacia comunitaria e, no
segundo semestre do quinto ano do MICF, é-nos dada a oportunidade de o fazer. A unidade
curricular denominada Estagio Curricular permite colocar em pratica e consolidar todo o
conhecimento tedrico e pratico adquirido ao longo dos ultimos quatro anos e meio, e ao
mesmo tempo ganhar experiencia e novas competéncias, tendo em vista a melhor
preparagao possivel para o mercado de trabalho.

O meu estagio curricular decorreu na Farmacia do Forum, tendo inicio dia 9 de janeiro
de 2017 e terminou no dia 28 de abril de 2017, sob a orientacao da diretora técnica Dr.?
Laura Maria dos Santos Coelho.

O presente relatorio apresenta-se sobre a forma de andlise Strengths, Weaknesses,
Opportunities and Threats (SWOT), onde saliento os pontos positivos e negativos do meu
estagio, na dimensao interna e externa do mesmo, tendo como objetivo apresentar uma
andlise critica e sucinta ao meu estagio, tanto relativamente as atividades desenvolvidas e
competéncias adquiridas como também da adequagao do plano de estudos do MICF a

realidade pratica e perspetivas futuras.



2 — Analise SWOT

2.1 —= Pontos Fortes

2.1.1 - Equipa Técnica

A equipa técnica da Farmacia do Forum é composta por dezasseis profissionais, incluindo
farmacéuticos, técnicos de farmacia e técnicos auxiliares de farmacia. Equipa jovem e muito
dinamica, facilitou bastante a minha integragao, elucidando sobre as diferentes gamas de
produtos e esclarecendo toda e qualquer duvida que me surgiu durante o estagio. Foi, sem
duvida, o pilar mais importante do meu estagio, permitindo a minha participagao em todas as
atividades da farmacia, ao mesmo tempo que me dotaram de imensos conhecimentos e

competéncias. Sem ela, nada teria sido possivel.

2.1.2 - Localizacdao e Horario do Estagio

A Farmacia do Forum esta localizada no centro comercial Férum Coimbra e tem como
horario de funcionamento das 9h as 24h, todos os dias. Tanto a localizacao como o horario
de funcionamento permitiram uma maior heterogeneidade de casos e utentes, bem como
uma maior quantidade de atendimentos, contribuindo para o desenvolvimento da minha

capacidade de atendimento e aconselhamento.

2.1.3 - Sifarma 2000°

O Sifarma 2000° é o programa de gestio farmacéutica utilizado pela Farmacia do Forum,
estando disponivel em todos os computadores da mesma. Este software permite realizar
inimeras atividades, auxiliando o operador nas diversas tarefas a realizar na farmacia.

Primeiramente, ¢ através do Sifarma 2000® que se realizam a maior parte das encomendas
(exceto as realizadas por telefone e em plataformas especificas) e suas respetivas
conferéncias, permitindo um controlo rigoroso dos produtos encomendados em
comparacio com os recebidos. E também através desta aplicacio que se realizam
devolugoes de produtos (estejam eles danificados, fora da validade ou enviados por engano
pelo fornecedor) e se faz a gestao dos stocks existentes na farmacia, através da fixagao de um
stock minimo e maximo de cada produto.

Outra grande vantagem do Sifarma 2000® é a possibilidade de criagio de fichas de utente
que permitem aceder a um histérico de todos os produtos adquiridos pelo utente, o que se
torna bastante util aquando da dispensa dos mesmos. Frequentemente os utentes nao

sabem, no caso dos medicamentos genéricos, qual o laboratorio que costumam tomar, o
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que pode levar a que se confundam caso a embalagem cedida seja diferente daquela que
estao habituados. Nestes casos, a sua ficha permite assegurar que o medicamento
dispensado é igual ao que costumam levar, contribuindo para o aumento da adesao a
terapéutica e para a diminuigao de erros associados a medicagao.

Por dltimo, o Sifarma 2000® possui informagao cientifica organizada e atualizada para os
diferentes medicamentos, o que auxilia em caso de duvida sobre potenciais interagoes

medicamentosas, precaugoes e contraindicagoes.

2.1.4 - Conferéncia de Encomendas

No inicio do estagio, realizei essencialmente atividades relacionadas com as encomendas,
desde a conferéncia das mesmas, ao armazenamento dos produtos no robot ou outros
locais apropriados e a organizagao dos produtos reservados. Foi nesta etapa inicial que tive o
primeiro contacto com os diferentes produtos, onde pude comegar a assimilar a variedade e
localizagao dos mesmos na farmacia, a associar substancias ativas a nhomes comerciais e a
corresponder certas caracteristicas das embalagens a certos laboratorios. Também foi
importante na medida em que me dotou de competéncias na resolugao de problemas
relacionados com as encomendas, como reclamagao de produtos em falta ou de devolugao
de produtos nao encomendados.

Esta etapa foi crucial para o meu estagio, uma vez que facilitou bastante o atendimento e
o aconselhamento, tanto por conhecer os produtos como a sua localizagao dentro da

farmacia.

2.1.5 - Realizacao de Encomendas

Mais tardiamente, tive também a oportunidade de assistir a realizagao e inclusive de
realizar encomendas. Enquanto a encomenda ¢é feita, ha que ter em conta varios aspetos,
nomeadamente o stock presente na farmacia, a media de vendas do produto em questao por
més e quantas unidades ja foram vendidas no presente més. Ao ter esta oportunidade, pude
contactar com a realidade da gestao de stocks e os diferentes fatores a ter em conta, com o
objetivo da melhor otimizagdao de stocks e da melhor rentabilidade do espago de

armazenamento disponivel possivel.

2.1.6 - Robot Rowa VMax
A Farmacia do Forum esta munida com um robot de armazenamento acoplado ao Sifarma
2000°®. Este cede os produtos quando solicitado, seja no atendimento ou fora dele, trazendo

varias vantagens tanto para a organizagao da farmacia como para a dinamica do atendimento.
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Por um lado, tem uma grande capacidade de armazenamento num espago fisico menor do
que o necessario caso a arrumagao fosse feita somente em armarios e gavetas. Este
equipamento possui um leitor otico seguido de uma esteira de armazenamento. Quando se
procede ao armazenamento, o robot Ié o cédigo do produto, embalagem a embalagem, e é
registado o prazo de validade, utilizando um ecra associado ao mesmo. Uma vez na esteira
de armazenamento, as embalagens sao organizadas pelo robot de acordo com os tamanhos e
prazos de validade.

Por outro lado, devido ao facto de nao ser necessario sair do balcao para procurar os
medicamentos necessarios, torna o atendimento mais dindmico e permite-nos dispensar uma
maior porg¢ao de tempo com o utente. Para além disso, o robot gere os produtos de modo a
ceder sempre segundo o prazo de validade mais curto, o que resulta uma melhor gestao dos
mesmos. De salientar ainda que, na presenca de receita médica, as embalagens dispensadas
pelo robot siao definidas consoante o presente na mesma, evitando eventuais erros, na
medida em que nao sao dispensadas embalagens com nomes, dosagens e tamanhos
diferentes.

Pude lidar com este equipamento logo a partir do primeiro dia de estagio, numa primeira
fase a nivel de recegao de encomendas e reposicao de produtos e depois mais tarde ao nivel
do atendimento, chegando a conclusao que a presenca do robot permite uma reducao de

erros e uma maior agilizagao de processos.

2.1.7 - Atendimento ao Balcao

O atendimento dos utentes ao balcao constitui o nucleo do funcionamento de todas as
farmacias, pois é para este momento que todo o trabalho de back-office é desenvolvido.

O ato de dispensa de medicamentos e de outros produtos de salde constitui uma
atividade de grande importancia e responsabilidade, onde o farmacéutico deve promover o
uso racional do medicamento, a adesio a terapéutica e prestar todas as informagoes para
que esta seja seguida corretamente.

Inicialmente, comecei por assistir a atendimentos de outros membros da equipa, onde me
foi explicado todo o processo de atendimento, desde das varias perguntas pertinentes que
se devem colocar ao utente nas variadas situagoes até a venda propriamente dita. Mais uma
vez saliento a importancia da equipa técnica, incansavel, sempre pronta a transmitir todo o
conhecimento e dotar-me de todas as competéncias essenciais ao atendimento ao publico.

Nos primeiros tempos, nem tudo correu naturalmente, derivado de algum nervosismo e
inexperiéncia, uma vez que para além de toda a atengao que tinha de ser prestada ao utente,

era também necessario efetuar o processo de venda no Sifarma 2000°. Contudo, com o
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passar do tempo, tanto com o numero e variedade elevada de atendimentos como com o
apoio da equipa técnica, estes obstaculos foram ultrapassados.

Uma das situagdes mais comuns no atendimento ao publico é a cedéncia de
medicamentos de acordo com uma prescricao médica. Durante o meu estagio contactei
com diferentes tipos de prescricio: Receitas Manuais (RM), Receitas Eletronicas
Materializadas (REM) e Receitas Sem Papel (RSP). E de salientar que as RSP possuem a
vantagem para o utente de poder levar apenas os medicamentos e quantidades que
necessita, tendo a opgao de adquirir posteriormente os restantes até ao prazo indicado na
guia de tratamento, algo que nao acontece nas RM e nas REM. Outro aspeto das RSP é a
possibilidade, caso o utente desejar, de receber uma mensagem no telemovel com os dados
necessarios para o acesso a receita (nimero da prescrigao, cédigo de acesso e codigo de
opgao), nao sendo necessario qualquer suporte em papel.

Aquando a dispensa de medicamentos mediante prescricao médica, existem varios fatores
a ter em conta. Ha que perceber se a medicagao prescrita ja é habitual, e em caso afirmativo,
saber qual o laboratério que costumam levar. Este é um ponto de especial relevancia no
caso dos idosos que, muitas vezes polimedicados, tém maior dificuldade em distinguir os
varios medicamentos que tomam ou que dizem que apenas se sentem bem com um
determinado genérico. As fichas de utente contribuem na resolugao deste problema,
permitindo identificar o medicamento exato em causa. Por outro lado, existem utentes que
apenas desejam adquirir os medicamentos originais, muitas vezes por duvidarem da eficacia e
seguranca dos respetivos genéricos. Nesta situagao, compete-nos a nés explicar ao utente
que os medicamentos genéricos também possuem qualidade, eficacia e seguranca.

Para além dos MSRM, existem outros produtos de salide que se vendem na farmacia,
nomeadamente medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM). Apesar de estes
medicamentos nao necessitarem de prescricao médica para serem cedidos, requerem
igualmente varios cuidados no momento da dispensa. Quando um utente se dirige a farmacia
com o intuito de adquirir um MNSRM, devemos sempre perceber para que efeito o utente o
deseja. Se perante o efeito desejado, o medicamento solicitado for o mais adequado, este
deve ser cedido, acompanhado de conselhos e informagoes relativos a sua posologia,
possiveis interacoes medicamentosas, efeitos secundarios e precaugoes. Contudo, se o
medicamento em causa nao se revelar o mais adequado devemos, se possivel, sugerir uma

alternativa ou, se necessario, recomendar ao utente recorrer ao médico.



2.1.8 — Medicamentos Manipulados

Apesar das inimeras substancias ativas e formas farmacéuticas disponiveis no mercado,
existem, por vezes, necessidades especificas por parte do utente que nao sao satisfeitas
(como em casos de criangas, insuficientes renais ou doengas especificas). Assim, existe a
necessidade, no momento, de preparar uma formulagao que nao existe comercializada,
recorrendo aos medicamentos manipulados, que se definem como qualquer formula
magistral, preparados segundo uma receita médica que especifica o doente a quem o
medicamento se destina, ou preparado oficinal, quando o medicamento é preparado segundo
indicagdes compendiais, de uma farmacopeia ou formulario.'

Durante o meu estagio, tive a oportunidade de preparar varios medicamentos
manipulados diferentes, onde pude nao s6 colocar em pratica todo o conhecimento de
manipulagao galénica previamente adquirido como adquirir novas competéncias. Para além
de um operador, a preparagao de um medicamento manipulado requer a presenga de um
segundo elemento, com a fungao de supervisor. Este deve assegurar-se que todo o processo
decorre conforme as Boas Praticas de Laboratério. Além da manipulagio em si, preenchi
também a folha de registo do medicamento manipulado, local onde se devem discriminar
varios aspetos nomeadamente a identificagdo do manipulado preparado e respetivas
matérias-primas utilizadas (tanto qualitativamente como quantitativamente), o processo de
preparagao, condigoes de armazenamento e prazo de utilizagao, os testes de controlo do
produto acabado e respetivo resultado e o calculo discriminado do pre¢o do medicamento,
tendo em consideragio os critérios estabelecidos na Portaria n.° 769/2004, de | de julho.

Resumindo, os medicamentos manipulados revelam-se como uma grande vantagem para o
farmacéutico, que consegue colmatar a inexisténcia de solugdes no mercado atual para

alguns utentes.

2.1.9 - Medicamentos de Uso Veterinario

Atualmente, cada vez mais as pessoas se preocupam com os seus animais de companhia,
procurando solucionar os seus eventuais problemas de salde, garantindo a melhor qualidade
de vida possivel. Deste modo, os medicamentos de uso veterinario tém ganho bastante
relevancia ao longo dos ultimos tempos.

Felizmente, a Farmacia do Forum dispoe de um alargado leque de produtos veterinarios,
para além de um elevado conhecimento sobre os mesmos, o que me permitiu desenvolver
as minhas capacidades de aconselhamento no ramo da veterinaria, sendo uma mais-valia no
momento do atendimento. Por outro lado, o elevado nimero de utentes que os procuravam

deu-me a possibilidade de passar da teoria a pratica em variadas situagoes.



2.1.10 = Outros Produtos de Saude

Para além dos medicamentos, a farmacia é também um local de aconselhamento e
aquisicao de outros produtos, nomeadamente produtos de dermofarmacia e cosmética, de
higiene oral e de puericultura, bastante procurados pelos utentes, que cada vez mais se
preocupam com a sua beleza, higiene e bem-estar dos seus filhos.

Seja no simples ato de hidratar ou no cuidado mais profundo, no colutério de prevencao
ou na pasta dentifrica de tratamento, no leite ou no creme da fralda, pude familiarizar-me
com uma gama alargada de marcas destes produtos de salde e, dentro de cada uma delas,
das varias gamas que oferecem, complementando os conhecimentos previamente adquiridos

e ainda aumentando bastante as minhas capacidades de aconselhamento nesta vertente.

2.1.11 - Conferéncia do Receituario

A conferéncia do receitudrio constitui uma tarefa de grande importancia e envolve uma
série de etapas que tém como objetivo minimizar erros associados as receitas, evitando
prejuizos para o utente e em termos financeiros.

Esta tarefa inicia-se logo no ato de atendimento, quando recebemos uma receita,
devemos sempre confirmar se esta se encontra prescrita corretamente antes de ceder
qualquer medicamento que nela conste. No caso das REM’s, ha que verificar se esta se
encontra dentro do prazo de validade, se vem devidamente assinada pelo médico prescritor
e se a impressao no verso corresponde a receita em causa. Caso a receita seja manual, os
fatores a ter em conta sao acrescidos e, para além dos que ja foram acima referidos deve-se
também conferir: a identificagao do utente (nome, numero de utente e, caso seja aplicavel,
numero de benificiario), vinheta identificativa do médico prescritor, vinheta identificativa do
local de prescricao (facultativo), identificagao da excegao que justifica o uso da RM,
verificagao do regime de comparticipagao, identificagao do(s) medicamento(s) bem como a
quantidade prescrita (tanto em cardinal como por extenso) e se nao existem rasuras ao
longo da receita.

Apos a dispensa da receita, esta € sujeita a revalidagao para assegurar que todos os
pontos supra referidos foram verificados. Se tudo estiver conforme, a receita é carimbada,
datada e assinada. Por fim, as receitas sao separadas e organizadas de acordo com o
organismo de comparticipagdo a que pertencem e em lotes de 30 receitas, nos casos
aplicaveis.

Considerei a minha participagao nesta tarefa bastante importante para a minha formagao,

nao so6 consolidei os conhecimentos referentes as receitas mas também fiquei a conhecer os



diferentes organismos de comparticipagao existentes para além do sistema nacional de saude

e como se desenrola o processo de faturagao as diversas entidades.

2.1.12 - Conferéncia das Validades dos Produtos

E fundamental que se faca o controlo dos prazos de validade de todos produtos
existentes na farmacia. Todos os meses ¢ realizada a conferéncia do prazo de validade dos
produtos, através da definicio de uma data limite de validade e consequente emissao por
parte do Sifarma 2000® de uma lista onde constam todos os produtos englobados no limite
previamente definido, seguindo-se a conferéncia dos mesmos. Por ultimo, no caso de o
prazo de validade de um produto terminar dentro de trés meses, o mesmo € devolvido ao
fornecedor.

Deste modo, torna-se possivel salvaguardar a seguranga do utente e diminuir os

prejuizos, dai esta tarefa ser de extrema importancia.

2.1.13 - Realizacdo de Inventario

Como referido anteriormente, a gestao e manutencao dos stocks representa uma grande
importancia para a farmacia, pois € essencial que se tenha conhecimento, a qualquer
momento, do que realmente se encontra no local, tanto para a otimizagao do espago de
armazenamento como para se obter a melhor rentabilidade possivel. Para tal é crucial que o
stock indicado pelo Sifarma 2000® coincida com o stock real, nascendo assim a necessidade
de, periodicamente, se realizar inventario da farmacia, onde se confirma tal facto e se corrige
eventuais erros de stock.

No decorrer do meu estagio, tive a oportunidade de participar na realizagao do
inventario da farmacia. A atividade consistiu em contabilizar, referéncia a referéncia, todos
os produtos existentes na farmacia e posteriormente confrontar esta contabilizagao com o
stock indicado pelo Sifarma 2000°. Deste modo, pude vivenciar tanto a experiéncia da
realizagdo de um inventdrio como também assistir e integrar na dinamica necessaria para o
efeito, considerando assim um ponto forte do meu estagio.

Dada a dimensao da atividade e da logistica necessaria, esta decorreu fora do horario de
atendimento ao publico. Mais uma vez destaco o empenho e dedicagao da equipa técnica,

sempre com um espirito de entreajuda exemplar.

2.1.14 - Determinacdo de Parametros Bioquimicos e Fisiologicos
Para além de um espago de cedéncia e aconselhamento de produtos de saude, a farmacia

oferece também servigos farmacéuticos, nomeadamente de check-up, onde se incluem a
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medicao da pressao arterial, glicémia, colesterol total e triglicéridos. Estas sao realizadas no
gabinete de apoio ao utente, de modo a permitir uma maior privacidade, facilitando o
dialogo com o utente.

Estas determinagoes representam uma mais-valia para o utente, nao sé pela determinagao
dos valores em si mas principalmente pelo aconselhamento nao-farmacolégico perante o
valor apresentado, que por vezes é suficiente para controlar os parametros, evitando idas
desnecessarias ao médico ou o uso precoce de medidas farmacoldgicas. Para além disso,
através do dialogo com o utente, é possivel perceber a medicagao que este costuma fazer,
se a faz corretamente e, em caso negativo, tentar perceber a razio e de que modo se
poderia corrigir.

Durante o meu estagio tive nao sé a oportunidade de determinar varios parametros mas
também de desenvolver competéncias relacionadas com o didlogo com o utente, o que me
ajudou no momento do atendimento, e de consolidar e adquirir novos conhecimentos

adquiridos na area do aconselhamento nao farmacologico e da revisao da terapéutica.

2.1.15 - Plano Curricular do MICF

O MICF compreende varias areas do saber, incluindo ciéncias fisico-quimicas, ciéncias
biologicas e biomédicas e ciéncias farmacéuticas, o que permite aos estudantes uma
formacao aprofundada e abrangente, reunindo as ferramentas necessarias para o
desenvolvimento de um profissional de exceléncia.

Ao longo dos ultimos quatro anos e meio, varias unidades curriculares forneceram
ferramentas importantes para o estagio em farmacia comunitaria, como € o caso de
“Intervengao Farmacéutica em Auto-cuidados de Saude e Fitoterapia” (IFASF), que nos dota
de conhecimentos importantes para o aconselhamento farmacéutico. De salientar também a
unidade curricular “Farmacia Clinica”, que desenvolveu competéncias a nivel de avaliagao e

revisao da terapéutica, que se revelou bastante util no didlogo com os utentes.

2.2 - Pontos Fracos

2.2.1 - Plano Curricular do MICF

Apesar das varias vantagens, o plano curricular do MICF apresenta também, na minha
opiniao, algumas lacunas. Penso que o programa de algumas unidades curriculares nao se
adequa a realidade exigida na farmacia comunitaria, nomeadamente o de “Dermofarmacia e

Cosmética” e “Preparagoes de Uso Veterinario”.



No primeiro caso, o programa foca-se bastante no detalhe pormenorizado da pele e na
detecao das suas afegoes e, apesar de abordar varios tipos de produtos dermofarmacéuticos,
descura o aconselhamento farmacéutico dos mesmos. Apesar de ter sido abordado em
IFASF, o tempo dispensado foi demasiado curto dado a quantidade de afegoes
dermatologicas diferentes e os fatores a considerar em cada caso.

No segundo caso, mais uma vez nao é dada prioridade ao aconselhamento farmacéutico,
visto que o programa centra-se na farmacocinética e farmacodinamica de varios farmacos de
uso veterinario e suas diferengas entre espécies de animais que, embora sejam importantes,
nao sao suficientes no momento do atendimento.

De salientar também que a unidade curricular IFASF deveria ser lecionada separadamente,
dado que desta forma seria possivel abordar de um modo mais aprofundado certas areas de
atuacao farmacéutica como puericultura, suplementos alimentares e higiene oral que, na
minha opinido, nao foram exploradas devidamente.

Estas falhas foram colmatadas com o grande apoio da equipa técnica da farmacia e com as

formacgoes que tive oportunidade de participar-.

2.2.2 - Receitas Manuais

Seja por faléncia informatica, inadaptacao do prescritor, prescricio no domicilio ou outras
situagdes, num maximo de quarenta receitas por més, em varias situagoes aparecem RM.
Estas receitas podem causar bastantes dificuldades no atendimento, uma vez que na maior
parte das situagoes, foi complicado entender a caligrafia e, consequentemente, perceber o
que havia sido prescrito. Nestes casos € imprescindivel um maior cuidado, pois uma ma
compreensao pode levar a dispensa de medicagao errada, prejudicando gravemente o

utente. Uma vez mais, o apoio da equipa técnica foi essencial para ultrapassar este obstaculo.

2.2.3 - Dispensa Automatizada

O uso do robot na farmacia traz bastantes vantagens, como ja referido anteriormente.
Contudo, com o uso da dispensa automatizada e apesar do grande contato que tive com os
produtos nas atividades relacionadas com as encomendas, o processo de associacao dos
principios ativos aos nomes comerciais e as proprias embalagens demorou mais tempo, uma
vez que nao era necessario ir em busca das embalagens dado que o robot dispensava a

grande maioria delas.
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2.3 — Oportunidades

2.3.1 - Formacoes

No decorrer do meu estagio, tive a oportunidade de participar em varias formagoes,
tanto internas como externas. Estas, normalmente promovidas pelos delegados de
informagao médica, serviram nao so para apresentar produtos novos como também para
relembrar a equipa técnica de alguns produtos ja em circulagao, enaltecendo as vantagens do
seu aconselhamento, partilhando opinides e esclarecendo alguma dudvida existente. Deste
modo, foi uma excelente oportunidade para o meu estagio, onde adquiri bastantes
conhecimentos, nomeadamente a nivel de cosmética, veterinaria e higiene oral, podendo
destacar, a nivel interno, as formagdes das linhas da Uriage®, ROC®, Eucerin®, Filorga® SVR®,
Aveeno®, Bayer Vet® e Dentaid®.

A nivel externo, algumas marcas promovem formagoes mais abrangentes, num local
combinado e destinadas a varias farmacias. Saliento duas formagdes por parte da marca
ISDIN® e uma por parte da marca Galderma® De notar também a oportunidade de
participar no programa “Pernas para Andar”, promovido pelo Grupo Tecnimede®, onde

pude aprender bastante sobre doenga venosa croénica e meios para atuar sobre a mesma.

2.3.2 - Servicos Permanentes

As farmacias cumprem, de 20 em 20 dias, horario de servi¢co, onde ficam de prevengao
durante toda a noite, com o objetivo de suprimir eventuais necessidades por parte dos
utentes. A gama de atendimentos feita em horario normal e em horario de servigo sao
bastante distintos: enquanto que em horario normal a medicagao cedida se baseia mais em
manutengao de situagoes cronicas, no horario de servico os medicamentos mais prescritos
destinam-se ao tratamento de situagoes agudas. Assim, ao estagiar em ambos os horarios,
pude contactar com diferentes realidades que exigem necessidades de aconselhamento

distintas.

2.3.3 — Consultas de Nutricdao

A Farmacia do Forum dispoe, semanalmente, de consultas de nutrigao, onde os utentes
podem receber aconselhamento e medidas a adotar tendo em visto o controlo do seu peso,
da melhor alimentagao a fazer e de um melhor estilo de vida. Para complementar estas
consultas, estao a disposicao dos utentes varios produtos que os ajudam nos objetivos

estabelecidos. Como tal, estas consultas revelaram-se como uma boa oportunidade de
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contactar, adquirir conhecimentos e aconselhar da melhor maneira estes produtos, sendo

uma oportunidade relevante no meu estagio.

2.3.4 — Eventos de marcas com presenca de respetivas conselheiras

Enquanto estive a estagiar na Farmacia do Forum, esta foi alvo de varios eventos
promovidos por diversas marcas, como por exemplo, Caudalie®, Esthederm®, Lierac® e
Uriage®. Estas tinham como objetivo aproximar-se dos utentes e promover a marca junto
dos mesmos, muitas vezes realizando uma avaliagao inicial, seguido de um aconselhamento
personalizado com base no resultado obtido.

Estes eventos foram uma boa oportunidade para o meu estdgio na medida em que no
decurso do evento, eu contactava mais com as gamas das marcas em questao e deste modo

aprofundava os meus conhecimentos sobre as mesmas.

2.4 - Ameacas

2.4.1 - Parafarmacias

Dado que a Farmacia do Forum se situa no centro comercial Férum Coimbra, encontra-
se perto de um hipermercado onde se encontra uma parafarmacia associada. Sabendo que
esta compete com a farmacia a nivel de pregos e campanhas, representa uma ameaga para o
meu estagio. Para além do mais, os descontos associados ao hipermercado aliciam as pessoas
a adquirir produtos, como MNSRM e produtos de cosmética, na parafarmacia. No entanto,
apesar de ter alguns produtos em comum com a farmacia, o atendimento prestado em nada
se compara, nao sendo adequado em muitas situagoes, podendo constituir um risco para a
salde do utente.

Contudo, e apesar da competitividade instalada, a qualidade do atendimento e o
profissionalismo demonstrado por toda a equipa técnica contraria bastante esta situagao,

permitindo que muitos utentes passem a ser clientes habituais.

2.4.2 - Prescricao por DCI

A partir do momento que a prescricao comegou a ser feita por Denominagao Comum
Internacional (DCI), esta uniformizou-se e deu a possibilidade ao utente de poder escolher
entre o medicamento de marca e o medicamento genérico. Contudo, este € um aspeto que
muitas vezes nao € entendido pelos utentes, dado que quando sao questionados se preferem
o medicamento de marca ou genérico, respondem que querem especificamente o que foi

prescrito pelo médico. Nestas situagoes, era explicado que o médico prescrevia por
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principio ativo e que era o utente que escolhia qual das opgdes queria levar, apresentando
varias opgoes possiveis e respetivos pregos. Apesar dos esclarecimentos prestados, uma
grande percentagem destes utentes continuavam a insistir que queriam o que havia sido
prescrito, o que dificultava o atendimento. Felizmente, através da ficha do utente presente
no Sifarma 2000® permitia aceder ao histérico da medicagiao do utente, caso este fosse um
utente habitual, e perceber qual era o medicamento indicado. Caso o utente nao fosse
habitual, tentava, através do didlogo e da apresentagao de algumas embalagens, chegar a

conclusao de qual era a medicagao pretendida.

2.4.3 - Informacao relativa ao preco maximo do medicamento constante na

guia de tratamento

Nas RSP encontra-se, para cada MSRM prescrito, uma indicagado do pre¢o maximo a
suportar pelo utente, dando informagao ao mesmo do valor da prescricio em causa.
Contudo, esta informagao gera, em alguns casos, bastante confusao, uma vez que o prego
apresentado é relativo ao medicamento genérico correspondente (quando aplicavel) mais
barato e muitas vezes os utentes nao compreendem desse modo. Para além disso, dada a
frequente alteragio de precos e comparticipagoes dos medicamentos, a informagao
constante na receita nem sempre se encontra atualizada pelo que, mesmo cedendo o
medicamento genérico mais barato, o prec¢o a suportar pelo utente pode niao corresponder
ao constante na receita, resultando por vezes em situagoes de conflito que podem gerar
constrangimentos no momento do atendimento e que devem ser geridos da melhor forma

possivel.

3 = Casos Clinicos

3.1 = Caso Clinico |

Uma utente chegou a farmacia procurando aconselhamento para o seu filho bebé,
referindo que apresentava a zona da fralda bastante vermelha derivada de fezes acidas.
Perguntei se estava a aplicar algum produto até a data, ao que a utente respondeu que estava
a utilizar o Halibut Derma® creme muda fraldas, mas que nao estava a surtir efeito. Assim,
questionei a utente se notava pontos brancos na assadura ou se estava realmente sé
vermelho, ao que me respondeu que “de facto notei uns pontinhos brancos”. Pela descricao
obtida, o cenario mais provavel seria uma candidiase na zona da fralda. Deste modo,

aconselhei o uso de Nutraisdin AF®, que contém miconazol, um antifingico, associado a
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oxido de zinco e dexpantenol, que acalmam a vermelhidao, durante sete dias, tendo o
. . . 3 . ’
cuidado de aplicar na pele bem limpa e seca.” Posteriormente, a utente perguntou também
se haveria algo da mesma linha para a manutengao da pele do bebé, aconselhei Nutraisdin
Happy®, com dexpantenol, 6xido de zinco e 6leo de borragem, ideais para o cuidado diario

da zona da fralda do bebé, restaurando a fungio barreira da mesma.*

3.2 - Caso Clinico 2

Um utente dirigiu-se a farmacia, notoriamente incomodado, apresentando os seguintes
sintomas: congestao nasal com corrimento associado, espirros frequentes, garganta irritada e
comichao nos olhos, lacrimejando com alguma frequéncia. Dado que o caso se deu no inicio
de Abril, questionei se era sensivel a pélenes que, nesta altura do ano, estao presentes em
maior quantidade, pelo que a resposta do utente foi “provavelmente sim, até porque me
sinto bem pior no exterior do que aqui dentro”. Assim, a conclusao mais provavel seria uma
reagao alérgica, aconselhando de forma a suprimir os sintomas apresentados. Para o nariz
recomendei o uso de Flonaze®, num spray nasal indicado para o alivio dos sintomas causados
pela reacao alérgica, aplicando uma vez por dia. Adverti que, dado que contém um derivado
da fluticasona, um corticosteroide, nao deveria ser usado por longos periodos de tempo e,
caso os sintomas persistissem ao fim de sete dias, deveria consultar um médico. Uma vez
que o spray pode demorar trés a quatro dias a atingir o efeito maximo e que o utente se
encontrava bastante transtornado, decidi complementar com Allergodil® colirio, uma gota
em cada olho de manha e a noite, para acalmar a irritagao ocular, tendo o cuidado de me
informar se o utente estava a tomar mais algum medicamento de uso ocular ou se usava
lentes de contacto, pois o colirio poderia interferir com ambos. Recomendei também Telfast
120%, um comprimido por dia, que ao conter um anti-histaminico, iria também auxiliar a

resolugdo do quadro sintomatolégico do utente.>*’
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4 — Consideracoes Finais

O estagio curricular em farmacia comunitaria &, de facto, essencial ao MICF, pois nao s6
permite aos estudantes colocar em pratica os conhecimentos adquiridos na formacgao
académica como também desenvolver novas aptidoes e competéncias.

Pela comparagao de pontos fortes e pontos fracos apresentados, € evidente que a minha
experiéncia foi excelente, acima de tudo pela equipa técnica que me acompanhou desde o
primeiro dia. Apesar de por vezes o trabalho ser arduo, tanto pelas tarefas a desenvolver
como pela quantidade e heterogeneidade de utentes, acaba por também ser desafiante e
gratificante, na medida em que no final do dia sabemos que contribuimos para a melhoria da
qualidade de vida das pessoas, que no fundo, é o nosso objetivo como profissionais de saude.

Com o estagio desenvolvido na Farmacia do Forum, cresci nao s6 a nivel profissional mas
também a nivel pessoal, ficando com a nogao de, com todas as atividades desenvolvidas e
atendimentos efetuados, que a formagao é constante, aprendendo todos os dias algo novo.

Em suma, a profissio do farmacéutico nao se limita a dispensa de medicamentos, é um
agente de saude publica e um pilar na promogao do uso racional do medicamento. Contudo,
ha que apontar a falta de reconhecimento do nosso valor mas através do nosso
conhecimento, aconselhamentos, servigos prestados e dedicacgao, acredito firmemente que

conseguiremos ter um papel ainda mas ativo na saide e bem-estar da sociedade.
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Performance Liquid Chromatography)

e |PC —In Process Control
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e MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

e MP — Matérias-Primas

e SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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| — Introducao

Para além da farmacia comunitaria, o farmacéutico € indispensavel em varias outras areas,
nomeadamente na industria farmacéutica. Como profissional do medicamento, é natural que
este desempenhe um papel preponderante seja no desenvolvimento galénico, na produgao
ou no controlo de qualidade. Assim é fundamental para nos, estudantes do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), obter uma visao o mais ampla possivel dos
varios locais de atuacao do farmacéutico assim como das varias fases do circuito do
medicamento, tendo como objetivo a formagao de profissionais versateis, com capacidade
de resposta as diversas necessidades do mercado de trabalho.

Deste modo, uma vez que a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra permite
aos seus estudantes a realizagio de um segundo estagio, decidi realizar um estagio na
industria farmacéutica Labialfarma — Laboratério de Produtos Farmacéuticos e
Nutracéuticos, S.A. (Labialfarma S.A.), no departamento de Controlo de Qualidade (CQ),
que decorreu entre 2 de maio de 2017 e 4 de agosto de 2017, sob orientagao técnica da
Dr.* Mariana Cassio de Sousa Mergulhao Péra.

O grupo Labialfarma inclui, para além da empresa-mae, mais quatro unidades na mesma
area: a Gesconsulting — Servigos Especializados de Gestao, Lda.; a LigFillcaps International —
Innovative Pharmaceutical Products, Lda.; Nutriadd Healthcare Advanced Solutions, Lda. e a
Wellcare Packaging Lda., Teas & Infusions.®

Fundada em 1981, a Labialfarma S.A. encontra-se localizada em Felgueira, concelho de
Mortagua, distrito de Viseu, sendo constituida atualmente por cerca de trezentos
colaboradores. A indlstria € um contract manufacturer, que fabrica exclusivamente para
terceiros, quer nacionais como internacionais, oferecendo um vasto leque de servigos, desde
do desenvolvimento galénico e a concegao do produto ao design e fabrico das embalagens, e
respetivos controlos de qualidade.®

O departamento de controlo de qualidade detém uma importancia extrema em qualquer
empresa, uma vez que este assegura que todos os lotes de todos produtos cumprem todos
os critérios exigidos aos varios niveis, respeitando os padroes de qualidade estabelecidos. Na
Labialfarma S.A., este departamento encontra-se dividido nas seguintes secgoes: analises
cromatograficas, englobando a Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e a
Cromatografia em Fase Gasosa (GC), andlises do material de embalagem, incluindo todo o
material de acondicionamento primario e secundario, analises de matérias-primas (MP), com
uma seccao dedicada as que sao a base de plantas e andlises microbiologicas. O

departamento de CQ conta ainda com uma secg¢ao de In Process Control (IPC), responsavel
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por certificar a conformidade dos produtos com as especificagoes estabelecidas durante o
processo de produgao.

O relatorio do presente estagio encontra-se sob a forma de andlise Strengths, Weaknesses,
Opportunities and Threats (SWOT), onde apresento de forma sucinta os aspetos positivos e
negativos, na dimensao interna e externa, com o objetivo de desenvolver uma anilise critica

ao meu estagio, tendo em conta as atividades desenvolvidas e os conhecimentos adquiridos

no decorrer do mesmo.
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2 — Analise SWOT

2.1 —= Pontos Fortes

2.1.1 - Equipa Técnica

No primeiro dia de estagio, fui recebido pelo departamento dos Recursos Humanos, que
me apresentou a historia e o modo de funcionamento da empresa, tendo um primeiro
contato com a mesma. Apos percorrer alguns espagos comuns da empresa, foi-me
apresentado o departamento de CQ, onde fiquei a conhecer todos os colaboradores das
diferentes secgoes acima mencionadas. No decorrer do meu estagio, a equipa técnica foi um
ponte forte uma vez que toda ela se mostrou disposta a esclarecer qualquer duvida que
surgisse no decorrer das atividades assim como fomentou o meu espirito critico,

incentivando a interpretar os resultados obtidos e retirar respetivas conclusoes.

2.1.2 - Higiene e Seguranca no Trabalho

Ainda no primeiro dia de estagio, foi-me dada uma formagao acerca da politica de higiene
e seguranga no trabalho instaurada na empresa. Ai, pude aprender acerca da importancia da
sua presenga, assim como os procedimentos a ter conta aquando o acesso ao local de
trabalho. Cada colaborador possui um conjunto de fardas constituidas por calgas, tlnica,
socas, touca, capuz e luvas. Para além do uso de farda, ha também que respeitar os limites
das areas branca (limpa) e cinzenta (suja) de modo a evitar ao maximo possiveis
contaminagoes que possam afetar o produto final.

Existem ainda varios avisos de seguranga acerca da tarefa a realizar, assim como dos
varios reagentes utilizados, sendo os colaboradores regularmente informados sobre
atualizagoes nos procedimentos de higiene e seguranga no trabalho, estando ainda sujeitos a
uma consulta médica anual, com o objetivo de rastrear eventuais problemas de saide, como
por exemplo, doengas respiratorias. Assim, tornou-se possivel realizar todas as atividades
que me foram propostas da forma mais segura possivel, diminuindo ao maximo a

probabilidade de ocorréncia de danos proprios, a terceiros e materiais.

2.1.3 - Variedade de Analises e Procedimentos

O meu estagio iniciou-se na secgao de analise de MP, onde todos os lotes adquiridos sao
submetidos a varios ensaios tendo em vista a conferéncia dos padroes de qualidade
estabelecidos. Aqui destaca-se a grande variedade de MP analisadas, incluindo principios

ativos e excipientes, e de ensaios realizados. Cada MP recebida engloba um conjunto de
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andlises que, por norma, dizem respeito a sua identificagao, identificacao de impurezas e
doseamento, entre outros, cujas especificagoes e critérios de aceitacao se encontram nas
farmacopeias portuguesa, europeia e/ou americana, dependendo do que estiver a ser
analisado. Apos a primeira analise, que contempla todos os ensaios prescritos, os lotes sao
ainda sujeitos a reanalises periodicas, de forma a garantir a sua estabilidade e conformidade.

Durante o meu periodo nesta secgao, realizei varios testes como aspeto da MP e
respetiva comparagao com um lote previamente aprovado, solubilidade, densidade relativa,
cromatografia em camada fina e identificagao de grupos funcionais presentes na substancia a
analisar, tendo em vista a autenticidade da matéria recebida. Por outro lado, é igualmente
importante verificar que o lote nao se encontra degradado e/ou contaminado. Neste
contexto, realizei testes como identificagio de impurezas especificas, como produtos de
degradagao, e de impurezas gerais, como metais pesados e outros ides, tanto por métodos
quimicos como cromatograficos. De salientar ainda a determinacdo de varios indices
quimicos em MP lipidicas, como o indice de hidroxilo e o indice de peroxido, de forma a
identificar grupos funcionais especificos nas amostras e garantir o bom estado de
conservagao das mesmas, respetivamente. No que diz respeito ao doseamento da MP, este
pode ser feito recorrendo a varias técnicas, nomeadamente por titulagoes acido-base,
iodométricas, complexométricas, retrotitulagoes, espectroscopia Ultra Violeta-Visivel e
métodos cromatograficos. Por ultimo, realizei outros tipos de testes como a determinagao
da percentagem de agua presente na amostra, através do método de Karl-Fischer, e de
outros compostos volateis e termicamente degradaveis, por perda por secagem e por
calcinagao, determinagao de pH, condutividade, viscosidade, ensaios de dissolugao e
uniformidades de tamanho e de massa. De salientar que apesar do meu primeiro contacto
com os métodos e ensaios acima referidos ter sido na seccao de analise de MP, a maioria
destes também se aplicam a misturas intermédias e a produtos acabados, de modo a garantir
a qualidade nas diferentes etapas de produgao.

Posteriormente, frequentei a seccao de andlises cromatograficas, onde contactei
intensivamente com as técnicas de HPLC e GC. Aqui nao so efetuei identificagoes e
doseamentos de MP por HPLC e GC, de acordo com as respetivas monografias constantes
nas farmacopeias, como também de produtos acabados, alargando o meu conhecimento
sobre o portefélio de formulagoes da empresa. Com a autonomia que me foi conferida na
operagao dos equipamentos e o apoio constante da equipa do setor, pude também
familiarizar-me com o software de gestao dos equipamentos, através do qual se definem os
varios parametros analiticos, como o fluxo gerado pelas bombas, a temperatura do forno, o

volume de injegao da amostra, o tempo de corrida e o comprimento de onda emitido pelo
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detetor, se constroem as sequéncias de analise e se interpretam os cromatogramas obtidos.
Para além disso, fui também incentivado a preparar as solugoes necessarias, tanto os padroes
e amostras como as fases moveis e montar as colunas cromatograficas nos equipamentos.

Deste modo, uma analise cromatografica compreende os seguintes passos:

e Definicao do método de analise e respetivos parametros analiticos;

e Preparagao das solugoes a analisar e da fase movel;

e Montagem da coluna cromatografica adequada e preparagao do equipamento com a
purga do equipamento, lavagem inicial e acondicionamento da coluna;

¢ Injecao Unica (single) dos padroes e amostras;

e Construgao e corrida da sequéncia de analise;

e Integracao e interpretagao dos cromatogramas obtidos.

Caso a anilise efetuada seja qualitativa, procede-se a comparagao dos tempos de
retencao do(s) padrao(oes) com os tempos das amostras respetivos. Perante uma analise
quantitativa, para além do procedimento anterior compara-se também as areas sob os picos,
doseando a amostra com base nestas e na concentragao teorica do(s) padrao(oes), dado que
existe uma relagao de proporcionalidade direta entre a area do pico e a concentragao do
composto analisado. Por norma, a amostra é preparada em duplicado e todas as injegoes sao
repetidas trés vezes. A analise é valida quando o desvio padrio relativo de repetibilidade nao
excede 2% e os resultados de todas as injecoes se encontram dentro dos limites de
aceitagao. De salientar ainda que, durante a frequéncia nesta secgao, pude também realizar
ensaios de estabilidade em lotes de produtos acabados.

Assim, considero que o vasto leque de ensaios e procedimentos com que contactei, bem
como a variedade de produtos e MP analisadas foi um ponto forte do meu estagio, que me
permitiu consolidar os conhecimentos previamente adquiridos e a aquisicao de novas

competéncias.

2.1.4 - Bom Dominio da Lingua Inglesa

Varios testes que realizei no departamento de CQ tinham como base bibliografica a
farmacopeia europeia ou a farmacopeia americana, sendo que ambas se encontram redigidas
em inglés, assim como o software de gestao dos equipamentos de HPLC e GC, e a maioria
dos certificados de analise dos fornecedores, entre outros documentos. Posto isto, o
dominio desta lingua tornou-se imprescindivel para o correto e eficaz desempenho das
atividades propostas, com uma realizagdo mais célere das mesmas do que seria na falta de

conhecimentos de inglés.
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2.1.5 — Registo de Operacoes

No departamento de CQ, é efetuado o registo rigoroso de todas as atividades
desenvolvidas, desde a preparagao de solugoes gerais a serem utilizadas nos ensaios e de
fases moveis e a utilizagao dos diversos equipamentos que o departamento dispoe até aos
métodos executados, pesagens e calculos efetuados e resultados obtidos. Tanto as solugoes
gerais como as fases moveis sao registadas em livros de registo separados, onde é anotado:

e O nome da solugao ou fase movel, com a atribuicao de um lote interno;

e Os reagentes usados na sua preparagao, incluindo os respetivos fabricantes, lotes,

quantidades usadas e identificagao do equipamento utilizado para a quantificagao;

e Observagoes importantes, como acertos de pH, indicando o valor obtido;

e Data da preparagao e assinatura do colaborador.

Quanto aos equipamentos, cada um dispoe de uma folha de registo diario onde consta a
data de utilizagao, o que foi analisado e respetivo lote, a operagao realizada, observagoes e
assinatura do operador. Por ultimo, todos os ensaios executados por cada colaborador sao
registados em cadernos de laboratério individuais, anotando os reagentes utilizados com
respetivo fabricante e lote, pesagens e calculos efetuados e resultados obtidos. De salientar
ainda que todos os reagentes e materiais que chegam ao departamento de CQ sao
igualmente registados.

Deste modo, é permitido uma rapida e facil consulta de tudo o que foi realizado,
agilizando processos. Todo este rigor e nivel organizacional ajudaram-me a desenvolver as
tarefas propostas de uma forma mais rapida e eficaz, aumentando a minha eficiéncia e

produtividade.

2.1.6 — Adaptacao Curricular

Como ja referido anteriormente, durante todo o meu estagio na Labialfarma S.A., abordei
varias técnicas e procedimentos, bem como uma vasta variedade de ensaios, o que exige
conhecimentos base dos mesmos. Por outro lado, também preparei inUmeras solugoes e
fases moveis e operei varios equipamentos, requerendo da minha parte destreza na
manipulagao do material de laboratorio.

O plano curricular do MICF oferece um alargado conjunto de conhecimentos e
competéncias, teoricas e praticas, contemplando varias areas do saber. Ao longo dos ultimos
quatro anos e meio foi-nos transmitido nao s6 conhecimentos referentes a maioria dos
testes que realizei, mas também bastante pratica com o diverso material de laboratoério

existente. De destacar as unidades curriculares “Métodos Instrumentais de Analise I” e

33



“Métodos Instrumentais de Anadlise II”, onde foram abordados os fundamentos tedricos de
varios métodos eletroquimicos, espetroscopicos e cromatograficos, assim como o
funcionamento dos equipamentos associados, e realizagao de trabalhos praticos recorrendo
aos mesmos. De salientar ainda a unidade curricular “Farmacognosia”, na qual adquiri
conhecimentos sobre os indices quimicos realizados em compostos lipidicos, e as varias
unidades curriculares de Tecnologia Farmacéutica, em que nao s6 foram abordados alguns
ensaios realizados em IPC, como ensaios de dissolucao e uniformidades de tamanho e massa,
mas também ensaios de estabilidade.

Deste modo, considero que todo o conhecimento tedrico e pratico adquirido no curso e
a sua adaptagao as atividades que desenvolvi durante o periodo de estagio foram essenciais
para um bom desempenho das atividades propostas, permitindo alguma autonomia desde o

inicio do estagio.

2.2 - Pontos Fracos

2.2.1 — Duracao do Estagio

O meu estagio teve a duragao de trés meses, num total de quatrocentas e noventa e seis
horas. Apesar de ja existir alguma autonomia desde o inicio do estagio, considero que a
duragao do mesmo nao foi suficiente para cobrir toda a variedade de produtos sujeitos a
andlise e ensaios realizados no departamento de CQ. Por outro lado, alguns procedimentos
de andlise eram bastante complexos e especificos, pelo que requereram algum tempo para
os compreender e executar em pleno.

Deste modo, a altura em que demonstrei um maior nivel de autonomia e dominio das
tarefas a realizar coincidiu com o término do estagio, considerando a duragao do mesmo

reduzida.

2.2.2 — Abrangéncia do Estagio

Como ja referido anteriormente, o departamento de CQ da Labialfarma S.A. é
constituido pelas secgoes de anadlises cromatograficas, andlises do material de embalagem,
andlises de MP, analises de MP a base de plantas, analises microbioldgicas e IPC. Apesar de
me terem sido apresentadas todas estas sec¢oes, apenas frequentei as secgoes de analises de
MP e de analises cromatograficas, nao tendo tido oportunidade de realizar atividades
relacionadas com o material de embalagem e com a microbiologia. Por outro lado, também

nao contactei com outros departamentos da empresa, como a produgao de sélidos ou a

produgao de liquidos. Contudo tive a oportunidade de, no ambito da realizagao de ensaios
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de estabilidade, visitar as camaras de estabilidade, onde se encontram os produtos sujeitos
aos ensaios referidos, nas respetivas condi¢oes de conservagao estabelecidas.

Assim, caso o estagio fosse mais abrangente, poderia ter ficado com uma visao mais ampla
tanto do departamento de CQ, como da indlstria em si, desenvolvendo uma melhor
percecao da totalidade das fungdes e atividades desempenhadas pelo farmacéutico na

industria farmaceéutica.

2.3 — Oportunidades

2.3.1 - Visitas e Auditorias

A Labialfarma S.A. é alvo de visitas, nomeadamente de clientes e futuros clientes, que
veem em primeira mao as instala¢oes, atividades e politicas estabelecidas na empresa. Dado
a politica de higiene e seguranca no trabalho instaurada, as visitas preparam-se para a entrada
nas zonas limpas, com o uso de batas descartaveis, touca, protetores de calcado descartaveis
e apara-barbas, quando aplicavel.

Para além das visitas, todas as empresas do setor farmacéutico sao sujeitas a auditorias
regulares, sendo as industrias farmacéuticas aquelas que sao auditadas de uma forma mais
aprofundada. O INFARMED — Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude,
I.LP. tem como missao “regular e supervisionar os sectores dos medicamentos de uso
humano e dos produtos de salde, segundo os mais elevados padroes de protegao da saude
publica, e garantir o acesso dos profissionais da saude e dos cidadios a medicamentos e
produtos de saude de qualidade, eficazes e seguros”, de acordo com o Decreto-Lei n°
46/2012 de 24 de fevereiro do Ministério da Saude, assumindo-se assim como a entidade
regulamentar maxima da area do medicamento em Portugal.” Deste modo, a Labialfarma S.A.
€ naturalmente sujeita a auditorias regulares por parte deste organismo. Por outro lado, a
empresa € também auditada diretamente pelos seus clientes ou por empresas
subcontratadas pelos mesmos.

No decorrer do meu estagio, pude presenciar tanto visitas como auditorias,
apercebendo-me do modo como estas se processam, considerando uma boa oportunidade

do mesmo, dado que até a data apenas sabia da sua existéncia.

2.3.2 — Variedade de Profissionais
Qualquer industria farmacéutica nao depende exclusivamente de farmacéuticos para o seu
bom funcionamento, necessitando de uma equipa multidisciplinar para alcangar o sucesso

desejado. Desta forma, contactei com profissionais de varias areas de formagao para além de
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farmacéuticos, como engenheiros, bioquimicos, bidlogos, microbiologistas e técnicos de
laboratério. Esta variedade de formagdes revelou-se uma otima oportunidade nao s6 de
trocar ideias e opinioes, dotando-me de varios conhecimentos, mas também de estabelecer

novos e diversos contactos.

2.4 - Ameacas

2.4.1 - Localizacdao do Estagio

Como ja referido anteriormente, a Labialfarma S.A. encontra-se situada em Felgueira,
concelho de Mortagua e distrito de Viseu. Este local dista cerca de cinquenta e nove
quilémetros de Coimbra, sendo o Itinerario Principal n°3 o acesso rodoviario mais proximo.
Ainda assim, a empresa situa-se aproximadamente a vinte quilometros deste acesso. Deste
modo, as viagens de ida e volta diarias provocaram bastante cansago, havendo um esforgo

acrescido para nao haver perda de produtividade.
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3 = Consideracoes Finais

O farmacéutico, especialista do medicamento, desempenha também outras fungoes em
ambiente de indUstria, como as de gestor e lider de equipa, solucionando varios problemas
que se encontrem no caminho da obtengao de produtos de exceléncia.

Concluido o meu estagio na Labialfarma S.A., considero que este foi um forte contributo
nao s6 para o meu crescimento profissional mas também pessoal. Sendo este estagio o meu
primeiro contacto com a industria farmacéutica, nao estava inteiramente ciente do ambiente
real diario da mesma. Contudo, através de todas as vivéncias e atividades realizadas,
consegui ter uma melhor percecio do papel do farmacéutico neste setor de atividade,
principalmente no ambito do controlo de qualidade, além de cimentar conhecimentos
previamente adquiridos assim como adquirir novas competéncias.

Em suma, o meu estagio curricular no departamento de CQ da Labialfarma S.A. foi uma
experiéncia essencial para a minha consciencializagao deste ramo do setor farmacéutico,

alargando a minha visao do mercado de trabalho.
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Resumo

O ser humano é colonizado por um elevado niimero de bactérias, superior ao nimero de
células humanas que o constitui, que se distribuem por todo o organismo formando,
conjuntamente com outros microrganismos, a microbiota. O trato gastrointestinal destaca-
se por acolher um maior nimero e variedade de bactérias e por representar um dos locais
de maior interagao entre o organismo e o ambiente envolvente.

Fatores como a dieta e a administracao de farmacos, entre outros, podem influenciar a
constituicao e diversidade da microbiota intestinal. Esta perturbagao na homeostase, se
suficientemente significativa, pode induzir um estado de disbiose que, através da agao de
componentes e metabolitos bacterianos e/ou do sistema imunitario do hospedeiro, tem um
papel de grande importincia na patogénese e desenvolvimento de varias doengas extra-
intestinais.

No presente documento, é feita uma abordagem geral da microbiota intestinal e da
relagio dos varios tipos de disbiose com doengas extra-intestinais, nomeadamente a
nefrolitiase, o sindrome do figado gordo nao-alcoodlico e a asma, assim como das terapias

atuais e desafios futuros.

Palavras-Chave

Microbiota Intestinal, Disbiose, Doencas Extra-Intestinais, Nefrolitiase, Sindrome do

Figado Gordo Nao-Alcodlico, Asma.

Abstract

The human organism is colonized by a large number of bacteria, surpassing the number of
existing human cells, forming, alongside other microorganisms, the microbiota. The
gastrointestinal tract stands out from the remaining body structures as it harbors numerous
and diversified bacteria and constitutes one of the largest interfaces between the host and
the surrounding environment.

Variables such as diet and drugs, among others, may alter the composition and diversity of
the gut microbiota. Should the perturbation of the homeostasis be severe enough, it can
induce a dysbiotic state, which plays a major role in the pathogenesis and progression of
several extra-intestinal diseases, through bacterial components and metabolites and/or the

host’s immune system.
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This document addresses a general approach of the gut microbiota and the relationship
between the existing types of dysbiosis and extra-intestinal diseases, such as nephrolithiasis,

non-alcoholic fatty liver disease and asthma, as well as actual therapies and future challenges.

Keywords

Gut Microbiota, Dysbiosis, Extra-Intestinal Diseases, Nephrolithiasis, Non-Alcoholic Fatty

Liver Disease, Asthma.
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Lista de Abreviaturas

ATP — Adenosina Tri-Fosfato

e |FN — Interferao

¢ g —Imunoglobulina

e L — Interleucina

e LPS — Lipopolissacarideo

e MHC Il — Complexo Major de Histocompatibilidade Classe Il (do inglés: Major
Histocompatibility Complex Class II)

e RNA — Acido Ribonucleico (do inglés: Ribonucleic Acid)

e T, —Linfocito T Auxiliar

e TNF — Fator de Necrose Tumoral (do inglés: Tumor Necrosis Factor)

e Tg, — Linfocito T Regulador

e UFC — Unidades Formadoras de Colonias

e VLDL - Lipoproteina de Muito Baixa Densidade (do inglés: Very Low-Density
Lipoprotein)
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| — Introducao

A ubiquidade da vida microbiologica é inegavel. A partir do nascimento, o ser humano é
exposto e colonizado por um elevado nimero de microrganismos, sejam oriundos da mae
ou do ambiente envolvente. Dos varios locais expostos destaca-se o trato gastrointestinal,
que representa uma das maiores interfaces entre o organismo, antigénios e o ambiente
envolvente. Este local é colonizado por aproximadamente 10'* bactérias, com um peso total
estimado de 1,13 quilogramas, que ultrapassa em cerca de dez vezes o numero total de
células presentes no organismo humano.'”'' A este conjunto designou-se de microbiota
intestinal e, ao longo dos tempos, tem vindo a evoluir com o hospedeiro com o objetivo de
desenvolver uma relagio mutuamente benéfica. A microbiota intestinal oferece um leque de
beneficios ao ser humano, como o fortalecimento e a manutengao da integridade epitelial
intestinal, a protegio contra agentes patogénicos e a regulagio do sistema imunitario."

Contudo, um desequilibrio na microbiota, designado por disbiose, pode interferir na
salde do hospedeiro, tornando-se um contributo para o desenvolvimento de varias doengas

intra e extra-intestinais.'®

No presente documento sera abordada a relagio entre a
microbiota intestinal e potencial disbiose com algumas doengas extra-intestinais, assim como

atuais terapias e desafios futuros.

2 — Composicao, Biogeografia e Desenvolvimento da Microbiota Intestinal

Até ha alguns anos atras, a grande maioria do conhecimento sobre a microbiota intestinal
humana era derivada de métodos de cultura intensivos. Recentemente, esse paradigma foi
alterado devido ao aparecimento de novas técnicas de sequenciagao, independentes de
culturas, com elevado rendimento e baixo custo, entre as quais se destaca a sequenciagao do
gene que codifica o acido ribonucleico (RNA) ribossomal |6S. Este gene encontra-se em
todas as bactérias conhecidas, pelo que esta técnica tem sido muito utilizada na identificagao
de espécies bacterianas.'

A microbiota intestinal adulta reldne entre centenas a milhares de espécies diferentes,
onde os filos Bacteroidetes e Firmicutes se revelam dominantes. Este conjunto distingue-se de
todos os outros ao incluir varias espécies que apenas se encontram nele, o que é um reflexo
das propriedades do local onde se encontra, sendo estratificado tanto a nivel longitudinal
como a nivel transversal. Ao comparar o intestino delgado com o célon, é possivel verificar

varias diferengas fisiologicas, nomeadamente em termos dos niveis de pH, oxigénio e de
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péptidos antimicrobianos, que vao influenciar a composi¢cao da microbiota quantitativamente

e qualitativamente.'*'?

Dominant gut phyla:

Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia

Predominant families in the:

Small intestine Colon
L actobacillaceae, Bacteroidaceae, Prevotellaceae,
Enterobacteriaceae Rikenellaceae, Lachnospiraceae,

Inter-fold regions
Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae

Ruminococcaceae

Bile
duct N /,/F\\\

M Appendix

Digesta
Bacteroidaceae,
Prevotellaceae,
Rikenellaceae

Rectum

10" cfug™

Bacterial load E]iff—u—_L-—‘_
pH e
Antimicrobials [
Oxygen | ———

Proximal Distal

Figura | — Composicio e biogeografia da microbiota intestinal humana. Cfug™ — unidades
formadoras de colénias por grama de amostra.'?

Ao observar a Figura |, é visivel que o intestino delgado é predominantemente
colonizado por espécies das familias Lactobacillaceae e Enterobacteriaceae. Dado que este local
apresenta um valor de pH bastante baixo, um transito intestinal elevado e niveis altos de
oxigénio e de antimicrobianos, ja seria de esperar que este apenas fosse colonizado por
bactérias aerdbias facultativas, de rapido crescimento, tolerantes aos compostos bactericidas
e com uma boa capacidade de adesao ao epitélio ou muco intestinal, sendo a densidade

bacteriana limitada. De salientar ainda que o intestino delgado é rico em acidos biliares que,
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devido as suas propriedades surfactantes, contribuem também para a composicao da
microbiota neste local, podendo interferir com a adesao das bactérias. Em contraste, as
condigoes presentes no coélon permitem a sua colonizagao por uma comunidade mais densa
e diversa, apresentando um numero de unidades formadoras de colénias (UFC) na ordem
dos 10" por grama de amostra e constituido por espécies de familias mais diversas:
Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, Lachnospiraceae e Ruminococcaceae. '

Para além das diferengas a nivel longitudinal, existe também heterogeneidade a nivel
transverso, uma vez que a zona do limen é habitada por familias maioritariamente diferentes
das que se apresentam nas criptas de Lieberkiihn.'*'? Esta ultima zona, assim como o
apéndice, funciona também como um reservatério de diversidade bacteriana que, em caso
de perturbagao da homeostase da microbiota, oferece protecio a varias espécies,
permitindo uma recolonizagao do limen mais facilitada."

O desenvolvimento da microbiota acima descrita inicia-se logo durante o nascimento.
Dependendo do modo como este é realizado, o recém-nascido entrara em contacto com
bactérias diferentes, dado que passara por locais distintos se o parto for vaginal ou por
cesariana. No caso de o parto ser vaginal, havera uma maior colonizagao por espécies do
género Lactobacillus, visto que este esta presente em grande quantidade no trato vaginal.
Caso seja por cesariana, o recém-nascido apresentara uma colonizagao inicial por anaerébios
facultativos como espécies de Clostridium e a colonizagao pelo género Bacteroides dar-se-a
mais tardiamente. De notar ainda a importancia da origem do leite a ser utilizado na
alimentacdo do bebé no desenvolvimento da sua microbiota intestinal. O leite materno
oferece varias vantagens sobre o leite artificial, como a transmissao de microrganismos, a
protecao contra espécies patogénicas através de anticorpos maternos e a promogao do
crescimento de certas espécies benéficas, como Bifidobacterium longum e alguns membros do
género Bacteroides, capazes de utilizar os oligossacarideos presentes no leite como fonte de
carbono, em detrimento de outras.'*"

A microbiota intestinal jovem demora cerca de 2,5 a 3 anos a tornar-se adulta, tanto a
nivel de composicaio como a nivel de diversidade e funcionalidade, mantendo-se
relativamente estavel durante a vida adulta do hospedeiro. Contudo, com o avangar da
idade, a microbiota intestinal comega a perder diversidade e a sofrer um incremento em
espécies anaerobias facultativas, como Escherichia coli, acompanhado por um decréscimo em
espécies produtoras de acidos gordos de cadeia curta. Esta perda pode tornar-se relevante
uma vez que estes compostos sao importantes para o hospedeiro: por exemplo, o butirato
auxilia na prevencao da translocagao bacteriana através do fortalecimento da fungao barreira

do epitélio intestinal, atuando sobre as tight junctions e aumentando a sintese de muco.'’
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3 = Fatores Influenciadores da Microbiota Intestinal

Apesar de, como referido acima, a microbiota intestinal se manter relativamente estavel
na vida adulta do hospedeiro, esta revela uma grande variabilidade interindividual, ou seja,
embora as familias predominantes se mantenham ao longo da populagao, as espécies em
concreto podem diferir de pessoa para pessoa. Tal observagao deve-se ao facto da
microbiota ser influenciada por varios fatores, tanto inerentes ao hospedeiro como
externos, nomeadamente o tipo de dieta praticada, farmacos utilizados, o muco intestinal, o

sistema imunitario e a genética do hospedeiro, levando a ligeiras alteragdes da mesma.'®'*'*

3.1 - Dieta

A microbiota intestinal encontra-se sujeita aos nutrientes ingeridos pelo hospedeiro e a
sua capacidade de os metabolizar para a sua sobrevivéncia. Assim, variagoes na dieta podem
levar a diferencas a nivel de composicao e diversidade da microbiota.'*"*'* Por exemplo, uma
dieta rica em produtos de origem animal aumenta os niveis do género Bacteroides enquanto a
ingestao de baixas quantidades de proteinas aliada a um incremento nos hidratos de carbono
favorece o desenvolvimento do género Prevotella. Por outro lado, um consumo aumentado
de gorduras provoca um decréscimo da diversidade e do filo Bacteroidetes, com aumento do
filo Firmicutes. O elevado teor em gorduras pode também influenciar a microbiota
indiretamente, através do consequente aumento de acidos biliares, que promovem um

ambiente de baixo pH e de atividade antimicrobiana."

3.2 - Farmacos

Existem farmacos que exercem a sua influéncia na microbiota intestinal, principalmente as
classes dos anti-inflamatérios nao-esterdides e dos antibioticos. Os primeiros, como o
ibuprofeno ou o naproxeno, afetam a composi¢ao da microbiota quando administrados de
forma cronica, aumentando a abundancia das familias Bacteroidaceae e Enterobacteriaceae.
Uma vez que esta classe terapéutica tem como efeito adverso ulceras gastricas, a toma
concomitante de inibidores da bomba de protoes com o objetivo de proteger a mucosa
deste efeito € comum e também pode influenciar a microbiota. Por sua vez, os antibioticos
podem causar alteragoes na microbiota a curto ou a longo prazo, dependendo da molécula
em questao. Compostos como a amoxicilina apenas surtem efeitos na microbiota durante o
periodo de tratamento enquanto o uso de macroélidos em criangas leva a uma diminuigao no

filo Firmicutes e Actinobacteria duradoura. Do mesmo modo, o tratamento em adultos com
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ciprofloxacina provoca um aumento na quantidade de aerébios Gram-positivo, para além de

uma diminui¢io da diversidade da microbiota temporaria.'*'*

3.3 = Muco Intestinal

O epitélio intestinal humano encontra-se coberto de camadas de muco, secretado pelas
células caliciformes, preenchendo parte do limen. Estas células produzem cerca de 200
mililitros de muco por dia, sendo esta quantidade regulada pela expressao do gene MUC2,
que codifica a mucina MUC2, altamente glicosilada e principal componente das camadas do
muco intestinal. A estrutura glicosidica presente na mucina assenta em O-glicanos contendo
N-acetilglucosamina, galactose e N-acetilgalactosamina, constituindo 80% da massa molecular
total da mucina. Para além de promover uma barreira fisica, o muco serve também de fonte
nutricional e de local de adesiao bacteriana. Espécies como Akkermansia muciniphila,
Ruminococcus intestinalis e varias do género Bifidobacterium, sao capazes de degradar os O-
glicanos do muco de modo a obter e metabolizar os hidratos de carbono obtidos em seu
proveito. Por outro lado, varias espécies, como por exemplo as pertencentes ao género
Lactobacillus, expressam adesinas, fimbrias ou pili dotadas de dominios ligantes a hidratos de

carbono, dependendo destas para uma colonizagio eficaz.'*'*"

3.4 - Sistema Imunitario

O sistema imunitario do hospedeiro tem uma das mais importantes relagdes com a
microbiota intestinal, envolvendo tanto a imunidade humoral como a imunidade adaptativa.
A imunidade inata regula a microbiota intestinal através da produgao de péptidos
antimicrobianos e interleucina (IL)-18, apds reconhecimento de componentes e metabolitos
bacterianos como lipoproteinas, flagelinas e peptidoglicanos por parte de recetores
presentes no epitélio intestinal e nas células dendriticas, como recetores do tipo toll. Por
outro lado, a imunidade celular influencia a microbiota através da produgio de
imunoglobulinas (Ig) A, mediada por linfocitos T foliculares auxiliares, e da ativagao de células
T natural killer por linfécitos CD1."

Para além da regulagao realizada pelo sistema imunitario, a microbiota intestinal também
modula o sistema imunitario do hospedeiro, sendo um fator crucial no desenvolvimento e

maturagio do mesmo.'*"®
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Figura 2 — Modulagao do sistema imunitario pela microbiota intestinal, com alguns
exemplos concretos. DC — Célula Dendritica; PSA — Polissacarideo A; SCFA — Acidos
Gordos de Cadeia Curta; SFB — Bactérias Segmentadas Filamentosas; Tg., — Linfocito T
Regulador; T,,17 — Linfocito T Auxiliar 17."

Reg

Ao analisar a Figura 2, observa-se que a microbiota exerce a sua influéncia sobre o
sistema imunitario através de interagdoes com o epitélio intestinal e de metabolitos
bacterianos sinalizadores. Por exemplo, os exopolissacarideos de Bifidobacterium breve
provocam a redugao da produgao de citocinas inflamatorias, regulando as respostas imunes
mediadas por linfocitos B. Por outro lado, o polissacarideo A, constituinte da capsula de
Bacteroides fragilis, e acidos gordos de cadeia curta produzidos por varias espécies do género
Clostridium estimulam a inducao de linfocitos T reguladores (T.,) que, através da produgao
da citocina anti-inflamatéria IL-10, contribuem ativamente para a manutengao da tolerancia
imunoldgica, regulando as respostas mediadas por células efetoras, nomeadamente em
processos alérgicos e auto-imunes. De salientar ainda que bactérias segmentadas
filamentosas promovem, através da adesiao dos filamentos as microvilosidades intestinais, o
desenvolvimento de linfécitos T auxiliares (T,;) |7, importantes para a imunidade da mucosa

a agentes patogénicos extracelulares.'” "°

3.5 - Genética

Por dltimo, o genoma do hospedeiro influencia também, de modo indireto, a microbiota
intestinal, através de mutagoes pontuais que possam ocorrer. Uma alteragao no gene MUC2,
referido anteriormente, pode levar a sintese de um muco ligeiramente diferente de pessoa
para pessoa, afetando as espécies residentes. Do mesmo modo, a descendéncia de maes

com alteragoes no gene codificante para a fucosiltranferase 2, uma enzima necessaria para a

47



fucosilagao (adicao de moléculas de fucose) aos oligossacarideos do leite, apresenta uma

abundancia diminuida dos géneros Bacteroides e Bifidobacterium.'

4 — Da Normalidade a Disbiose

Como visto anteriormente, varios fatores promovem ligeiras alteragdes a microbiota
intestinal humana. Estas modificagoes podem ser amplificadas através do efeito de stress
oxidativo e/ou da agao de bacteridfagos e bacteriocinas. Num estado inflamatoério provocado
por farmacos, alteragoes na dieta ou no sistema imunitario do hospedeiro, o stress oxidativo
promove uma perda drastica de diversidade da microbiota, nomeadamente devido a
intoxicagao por oxigénio de espécies anaerdbias obrigatorias. Para além da redugiao da
diversidade, as espécies reativas de oxigénio podem promover o crescimento de espécies
potencialmente patogénicas, como E. coli, através da oxidagao de compostos que serao
utilizados no processo respiratorio bacteriano. Por outro lado, pode haver ativacio dos
fagos presentes no intestino, provocando a lise bacteriana e uma consequente eliminagao de
varias espécies. Os componentes celulares libertados pela lise sao reconhecidos pelo sistema
imunitario do hospedeiro, ativando-se e contribuindo para a atividade litica dos fagos,
estabelecendo-se um ciclo hostil para a microbiota. Por ultimo, em condigoes de stress ha
um aumento da producao de bacteriocinas, proteinas toxicas tendo como alvo outras
bactérias na disputa pelos nutrientes disponiveis no meio, exacerbando alteracoes na
composigio da microbiota intestinal."

Todos estes fatores e variaveis conjugados podem levar a microbiota a um estado de
disbiose, caracterizado por alteragdes notdrias da comunidade comensal relativamente a
microbiota de individuos saudaveis, sendo potencialmente nefastas para o organismo do
hospedeiro. Podemos considerar trés tipos de disbiose: expansao de patobiontes, perda de
diversidade e perda de comensais. (Figura 3) Existem membros da microbiota normal
pertencentes, por exemplo, a familia Enterobacteriaceae, que apresentam potencial
patogénico, sendo definidos como patobiontes. Estas bactérias, tipicamente em baixo
numero, podem proliferar em caso de alteragdes no ambiente intestinal e exercer os seus
efeitos nocivos. Tais alteragoes podem também provocar perda de diversidade bacteriana e
a perda de espécies benéficas ao hospedeiro. Os tipos de disbiose estao intimamente
interligados, ocorrendo normalmente mais que um tipo em simultineo. Uma perda de

comensais pode ser acompanhada de uma perda de diversidade ou uma expansao de
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patobiontes podera estar ligada a uma perda de comensais através da alteragao do ambiente

envolvente.'*"

Figura 3 — Comparacao da microbiota saudavel com os diferentes tipos
de disbiose."

Todos os tipos de disbiose levam a alteragdes tanto a nivel da composicao como a nivel
funcional, podendo contribuir para o desenvolvimento de doengas metabdlicas, inflamatérias
e auto-imunes.'*"”'*"” De seguida, serido apresentados exemplos de doencas em que cada

tipo de disbiose é mais relevante.

5 = Nefrolitiase

A nefrolitiase € uma doenca progressiva referente a uma acumulagao de cristais de,
principalmente, oxalato de calcio (75% dos casos), nos rins ou noutros locais do trato
urinario (urolitiase). A continua deposicao destes cristais leva a formagao de calculos que se
assemelham a pequenas pedras, podendo causar grande desconforto, obstrugao das vias
urindarias e danos nos locais onde se encontram, sendo possivel desencadear, por exemplo,
insuficiéncia renal crénica.'®

Normalmente, a nefrolitiase é associada a um quadro de hiperoxaluria, hipercalciuria e

hipocitraturia, sendo a concentragao do aniao oxalato o fator decisivo na formagao dos

49



célculos.” O oxalato é um produto final do metabolismo, nomeadamente produzido pelo
figado, desprovido de qualquer funcionalidade para o organismo. Contudo, a dieta revela-se
um fator importante na sua concentragao, podendo contribuir até 50% para os niveis de
oxalato na urina.”® A excrecio normal deste i3o através da urina ronda os 0,25 milimol/24h,
enquanto um individuo com hiperoxallria apresenta niveis de excre¢ao urinaria superiores a
0,45 milimol/24h, resultando num risco acrescido de supersaturagaio do mesmo e,
acompanhado de hipercalcilria, consequente cristalizagao de oxalato de calcio. Estes dois
fenomenos constituem a base da maioria dos mecanismos propostos da formagao de
calculos renais. De salientar ainda que o iao citrato funciona como agente quelante do calcio,
e a sua reduzida concentragao nestes doentes contribui também para a génese desta
patologia.”

Recentemente, verificou-se que os niveis de oxalato podem ser regulados por
determinadas bactérias com atividade decompositora do mesmo. Presentes na microbiota
intestinal normal, as mais conhecidas podem ser organizadas em dois grupos:

o Oxalotroéficos especificos, como o caso de Oxalobacter formigenes, que utilizam o
oxalato como unica fonte de carbono;

e Oxalotroficos nao-especificos, como algumas espécies de Bifidobacterium e de
Lactobacillus que, para além do oxalato, também podem utilizar outras fontes de carbono.”

Em individuos saudaveis, O. formigenes apresenta entre 10’ a 10° UFC por grama de
amostra fecal e possui capacidade de degradar mais que | grama de oxalato por dia'®",
sendo a decompositora de oxalato por exceléncia. Esta espécie, constituida por bacilos
Gram-negativo e anaerdbia obrigatoria, apresenta uma prevaléncia, em individuos saudaveis,
entre 38% e 77%. Num estudo realizado para averiguar o desenvolvimento da colonizagao
deste microrganismo, constatou-se que este foi primeiramente observado apenas por volta
do primeiro ano de idade da crianga, sendo que por volta dos 3-4 anos, a colonizagao era
geral, apresentando posteriormente um declinio entre os 8 e 12 anos de idade.'®

Uma vez que o oxalato se revela essencial para esta bactéria, tanto como fonte exclusiva
de carbono como para a sintese de Adenosina Tri-Fosfato (ATP), este é obtido de duas
formas, regulando assim a oxaluria:

e Através do consumo do oxalato presente no lUmen intestinal, proveniente da dieta,
diminuindo a quantidade do ido disponivel para absorgao e, deste modo, a sua excregao
urinaria;

e Através da indugao da secre¢ao entérica de oxalato por parte da bactéria e posterior

consumo. Apesar do mecanismo da indugao nao estar completamente esclarecido, foi
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reportada a interagao bactéria-intestino, levando a secrecao de oxalato da camada serosa
para a camada mucosa, levando a redugio da oxalémia e, consequentemente, da oxaluria.'®

Assim, um aporte elevado de cilcio pode influenciar a abundancia deste microrganismo
no intestino, dado que o calcio se liga ao oxalato, diminuindo a sua biodisponibilidade. Por
outro lado, esta espécie bacteriana é também suscetivel a diversos tipos de antibidticos
como macrolidos, quinolonas, tetraciclinas e metronidazol. Um estudo realizado em
humanos comparou a sua prevaléncia entre individuos infetados com Helicobacter pylori,
estando medicados com claritromicina e metronidazol, e individuos que nao estavam a
receber qualquer tratamento antibidtico, servindo de grupo controlo. Através de testes em
amostras fecais, observou-se que 92% do grupo controlo que estava colonizado por O.
formigenes no inicio do mesmo manteve a situa¢iao, quando avaliado no primeiro e sexto
més. Contudo, apenas 38% dos individuos submetidos aos antibioticos permaneceram
colonizados por O. formigenes nos periodos referidos. De salientar ainda que apenas um dos
participantes cuja colonizagdo desapareceu com a toma dos antibioticos a conseguiu
recuperar ao fim de 6 meses. Assim, estes dados suportam a suscetibilidade de O. formigenes
aos antibioticos, podendo os dois fatores referidos constituir um risco para a formagao de
calculos renais, através da perda deste comensal.'®

De facto, existem varios estudos epidemiologicos que apoiam um papel protetor deste
microrganismo contra a nefrolitiase. Um estudo caso-controlo, tendo em conta a idade,
sexo e regiao, envolveu 247 doentes com episodios recorrentes de calculos renais e 259
individuos sem a patologia, demonstrando uma relagao inversa bastante acentuada entre a
colonizagao por O. formigenes e a recorréncia de calculos renais, reduzindo o seu risco em
70%. Entre o grupo controlo, foi observado um aumento na prevaléncia da bactéria com o
aumento do consumo de oxalato, ocorrendo o inverso com a toma de antibiéticos.'®

Assim, torna-se possivel relacionar uma eventual disbiose, com perda deste comensal,

com o aparecimento e/ou desenvolvimento de nefrolitiase e urolitiase.

6 — Sindrome do Figado Gordo Nao-Alcodlico

O Sindrome do Figado Gordo Nao-Alcodlico compreende um espectro de lesoes desde
esteatose (processo de retencao anormal de lipidos na célula) sem qualquer inflamagao ou
necrose envolvida até a um conjunto complexo de lesoes hepaticas associadas a inflamagao e
apoptose, denominada como esteatohepatite nao-alcodlica. Todo este espectro €

considerado na auséncia de consumo de alcool.”? Considerado como o componente
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hepatico do sindrome metabdlico®, esta condicio pode estar associada a quadros de
resisténcia a insulina, como obesidade e diabetes mellitus tipo 2, sendo possivel estar também
relacionada com outras doengas como hepatite C, Doenca de Wilson, entre outras. A
esteatose € considerada patologica quando se observam gotas lipidicas em pelo menos 5%
dos hepatocitos. Apesar da classificagdo bindria esteatose simples/esteatohepatite nao
alcoodlica ser bastante simplificada, é aceite que a presenca de duas caracteristicas, para além
da esteatose, sao necessarias e suficientes para o diagnostico de esteatohepatite nao
alcodlica: inflamagao lobular e hepatocitos em balao. A primeira envolve uma pequena
concentragao local de células inflamatorias, nomeadamente linfocitos e macroéfagos,
associada por vezes a necrose e apoptose hepatica enquanto a segunda, como o nome
indica, se refere a presenca de hepatocitos com a forma de balao, arredondados e

desprovidos de angulos, com citoplasma transparente, floculado e sem vactolos.”

Microbiota Intestinal

Aumento da clivagem de
polissacarideos;

Diminuicio da Interagio do
Atividade da Acetil-CoA o e . eraca
. - biodisponibilidade da lipopolissacarideo (LPS)
carboxilase e Acido ; .
colina com a célula de Kupffer

Gordo sintetase;

Inibicio da proteina 4
associada a angiopoietina;

Modulacio dos dcidos
biliares.

Diminuicdo da sintese de
fosfatidilcolina

Aumento da produgio do
Fator de Necrose
Tumoral (TNF)
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Diminuicdo da secrecdo
de VLDL

Resisténcia a insulina
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Figura 4 — Influéncia da microbiota intestinal na patogénese do Sindrome do Figado
Gordo Nao Alcodlico. CoA — Co-Enzima A; VLDL - Lipoproteina de Muito Baixa
Densidade.
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O Sindrome do Figado Gordo Nao-Alcoodlico € uma doenga com multiplos fatores
associados, incluindo fatores genéticos, inflamatoérios, metabolicos e ambientais. Contudo, é
possivel destacar trés nos quais a microbiota intestinal pode influenciar: o aumento de acidos
gordos livres, a diminuicao da secrecao de Lipoproteina de Muito Baixa Densidade (VLDL)
pelo figado e a resisténcia hepatica a insulina.”?

Observando a Figura 4, a microbiota intestinal pode aumentar a quantidade de acidos
gordos livres através do incremento de calorias obtidas provenientes da dieta, através da
expressao de genes codificantes para enzimas que clivam polissacarideos de diversas fontes.
Por exemplo, Bacteroides thetaiotamicron é capaz de clivar a maioria das ligagoes glicosidicas
presentes na dieta humana, conseguindo degradar polissacarideos de plantas que o
organismo por si s6 nao consegue digerir, podendo fornecer até 5% das necessidades
caldricas do hospedeiro. Além disso, a interagao desta espécie bacteriana com outras pode
aumentar a fermentagao de frutanos (polimeros de frutose), dando origem a maiores
quantidades de acetato.” Coerentemente, a administragio de uma microbiota normal a
ratinhos estéreis induziu um aumento acelerado da massa gorda e da produgao de
triglicéridos hepaticos, associados a atividade acrescida de duas enzimas consideradas
fundamentais na sintese de novo de acidos gordos: a Acetil-CoA carboxilase e a Acido Gordo
proteina 4 associada a angiopoietina, inibidora da enzima lipoproteina lipase, crucial para a
libertagdo dos 4cidos gordos por parte dos quilomicrons.”* Por dltimo, a microbiota
também modula o reportério de acidos biliares presentes no limen intestinal. Estes
compostos, para além de fundamentais na absorgao de lipidos e vitaminas lipossoluveis, estao
também envolvidos na manutencao da funcao de barreira intestinal e no metabolismo
energético e lipidico. Desta forma, a microbiota pode influenciar estas vias que, por sua vez,
podem levar a alteragoes como, por exemplo, modificagdes no armazenamento de acidos
gordos no figado.”

A sintese de VLDL hepatica é essencial a homeostase lipidica, promovendo o aporte dos
mesmos as células do organismo. Esta sintese necessita, entre outros compostos, de
fosfatidilcolina, derivada da colina, por sua vez obtida através da dieta. Assim, a quantidade
de colina biodisponivel pode ser afetada pela microbiota instestinal, cujas enzimas catalisam o
primeiro passo na transformagao da colina em dimetil e trimetilamina, sendo estes
metabolitos posteriormente absorvidos e extensamente metabolizados através do efeito de
primeira passagem hepatica. Deste modo, alteragdes na microbiota podem levar a um
aumento do metabolismo intestinal da colina e consequente diminuicao da sua

biosdisponibilidade, afetando a sintese de VLDL e promovendo o desenvolvimento da
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esteatose hepatica.”> Por exemplo, um estudo realizado em ratinhos concluiu que uma dieta
rica em gorduras resulta numa estimulagao enzimatica da microbiota, levando a uma
diminuicao da colina absorvida e, por consequéncia, a um leque de sintomas que se
assemelham a sindrome do figado gordo nio-alcodlico.””

Relativamente a resisténcia a insulina, a microbiota pode também desempenhar um papel
preponderante, através de endotoxinas bacterianas, nomeadamente o lipopolissacarideo
(LPS). Presente nas bactérias Gram-negativo, este composto promove a resisténcia a insulina
principalmente através de um mecanismo envolvendo a ligagdo do mesmo a um recetor toll-
like 4, presentes nas células de Kupffer. Esta ligacao desencadeia uma cascata de sinalizagao
que provoca a ativagao do fator nuclear kB, através da degradacao do seu inibidor, que por
sua vez promove a transcricaio de genes envolvidos em mecanismos inflamatorios,
codificando, entre outras citocinas, o Fator de Necrose Tumoral (TNF), que pode induzir
resisténcia a insulina em hepatdcitos, adipocitos e células musculares esqueléticas,
bloqueando a cascata sinalizadora promovida pelo recetor da mesma.”

Em suma, a microbiota intestinal desempenha um papel importante no desenvolvimento e
progressao do sindrome do figado gordo nao-alcoolico. Varias evidéncias sugerem que um
crescimento bacteriano aumentado a nivel do intestino delgado estara relacionado com a
progressao da doenca. Este crescimento excessivo, possivelmente causado por disfungoes da
motilidade intestinal, associadas a diminuigao dos niveis de suco gastrico, enzimas intestinais
e acidos biliares, foi associado a uma permeabilidade intestinal aumentada em individuos com
este sindrome, com rutura das tight junctions entre as células epiteliares intestinais, com
consequente translocacio de endotoxinas bacterianas para a circulagio sistémica.”

Contudo, apesar do que ja foi referido, existem algumas questoes que necessitam ser
consideradas, tais como qual a composicao da microbiota presente em doentes com o
sindrome, se o estado inflamatorio intestinal mediado pelo mesmo afeta o desenvolvimento
da doenga e se, de facto, a permeabilidade intestinal estara comprometida em doentes
disbioticos.

Com o objetivo de encontrar respostas a essas questoes, foi realizado um estudo em
humanos, envolvendo 53 doentes com o sindrome e 32 individuos saudaveis, considerados
como controlo, onde foi aplicada a sequenciagio do gene que codifica o RNA ribossomal
|6S em amostras fecais, obtendo o reportério bacteriano presente em cada individuo. Para
além disso, foi realizada uma caraterizagao das tight junctions intestinais, dos linfécitos T

CD4+ e CD8+ e de citocinas pré-inflamatérias (TNF-q, IL-6 e Interferao (IFN)-y).”

54



[ INAFLD
I Healthy

—
Protecbacteria — * Escherichia !_|—'

Ly
rf 1 ! T T T 1

Prevotella |
Bacteroidetes w4 Alistipes
L ## Odoribacter
# Flavonifractor
# Oscillibacter
Firmicutes * Lactobacillus [
** Anaerobacter El
i Clostridium X1 I? i
# Streptococcus E
I
0.00
B
ok
25- ' '
T i
£ 201
=
z
2 15
e
2
G 10
c
=
£ 54
=
0

ultrastructure of duodenal mucosa

- - N
< T g

(4]
1

cell numbers in lamina propria/lHPF

o

CD4 CD8

[ NAFLD
Bl Healthy

[ NAFLD
Bl Healthy

T T
Q.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
Relative abundance of genera

C
g g . . 3 NAFLD
= ' ' Bl Healthy
= B
o
5
g+
§
-l
E 0
'é Occludin
E
6 *
- — 1 NAFLD
§ Bl Healthy
g. 4- ok
s —
<
-
E
©
©
o
c 7
TNF-a IL-6 IFN-y

Figura 5 — Comparagao da abundancia de géneros presentes (A), da largura das tight
junctions (B), da expressao da proteina ocludina (C), da quantidade de linfocitos T CD4+ e
CD8+ (D) e da expressao relativa de RNA mensageiro codificante para citocinas
inflamatorias (E) entre individuos doentes e individuos do grupo controlo. NAFLD -
Sindrome do Figado Gordo Nao Alcodlico. *P<0,05 **P<0,01%*
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Quanto a composicao da microbiota, foram observadas diferengas a nivel do filo
Lentisphaerae, que se encontra diminuido nos individuos doentes. Relativamente ao género,
houve um incremento significativo, no grupo teste, de Clostridium Xl, pertencente a familia
Peptostreptococcaceae. Para além deste, houve aumento bastante acentuado do género
Streptococcus, e do género do filo Proteobacteria, produtor de etanol, Escherichia, ambos
considerados potencialmente patogénicos. Contrariamente, a familia Ruminococcaceae
revelou-se mais abundante no grupo controlo, estando dois géneros pertencentes a mesma,
Oscilibacter e Flavonifractor, aumentados neste grupo. De salientar ainda que, dentro do filo
Bacteroidetes, os géneros Odoribacter e Alistipes também se encontravam aumentados no
grupo controlo, comparando com o grupo de teste.” (Figura 5A)

Apos andlise da microestrutura do duodeno dos dois grupos, constatou-se que estas
eram bastante distintas. Enquanto no grupo controlo as tight junctions se encontrava intactas,
com as microvilosidades bem alinhadas, o grupo teste apresenta disfungoes nas tight junctions,
com uma maior largura do que no grupo controlo, acompanhadas por organizacao irregular
das microvilosidades duodenais. (Figura 5B) De modo a completar esta constatacgao, foi
quantificada, por imunohistoquimica, a expressio da proteina ocludina, essencial para a
formacao das tight junctions, em ambos os grupos, tendo esta se revelado maior no grupo
controlo.” (Figura 5C)

Uma vez realizada a caracterizagao dos linfocitos e das citocinas proé-inflamatorias,
observou-se que, tanto os linfécitos T CD4+ como os CD8+ se apresentam
quantitativamente diminuidos no grupo teste. (Figura 5D) Por outro lado, a expressao
relativa do RNA mensageiro relativo ao TNF-a e a IL-6 foi significativamente mais elevada no
grupo teste do que no grupo controlo. Quanto a expressao do IFN-y, apesar de
tendencialmente maior no grupo teste, nio teve significincia estatistica.” (Figura 5E)

Dados os resultados obtidos, existem varios aspetos passiveis de serem discutidos. Em
primeiro lugar, foi possivel concluir que a barreira intestinal se encontra bastante
comprometida nos individuos doentes. Em segundo, os seus sistemas imunes locais
apresentavam-se debilitados, uma vez que tanto os linfocitos T CD4+ como os CD8+ se
encontravam em menor numero, quando comparados com o grupo controlo. A perda de
linfocitos T CD4+, dada a sua importancia imunoldgica, pode levar a disfungao imune e
perda de integridade epitelial, aumentando a probabilidade de translocagao bacteriana, com
consequente progressao da doenga. Tal deplegao pode ser devida a presenga de LPS,
associado, noutros estudos, a indugao de apoptose em linfocitos in vivo. Como referido
anteriormente, um dos géneros bastante aumentados em individuos doentes é o género

Escherichia, bactérias Gram-negativo, que contribui para a presenga de LPS no intestino. Por
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outro lado, este género é também produtor de etanol, que é visto como um contributo para
perturbagoes morfologicas e fisiologicas da barreira intestinal associada a um crescimento
bacteriano aumentado. Para além deste efeito, o acetaldeido, um dos principais metabolitos
do etanol, pode levar a producao de espécies reativas de oxigénio e a danos hepaticos por
stress oxidativo.” ** Deste modo, a abundancia do género Escherichia é visto como um fator
importante na progressao do sindrome do figado gordo nao alcodlico, tanto pela sua agao a
nivel intestinal como a nivel hepatico, através do LPS e do etanol. Para além deste género,
também o género Streptococcus merece destaque. Espécies deste género, como Streptococcus
bovis ou Streptococcus faecalis foram associadas a doenca inflamatoria intestinal, suportando o
seu papel como bactérias pro-inflamatorias. Ao cruzar estas informagoes com os resultados
obtidos quanto a expressao de citocinas pro-inflamatorias, € sugerido que a expansao
excessiva de bactérias pro-inflamatorias estara associada a um nivel elevado de citocinas pro-
inflamatorias, acompanhado de um aumento da permeabilidade intestinal, que permite a
translocagao de componentes bacterianos até ao figado, podendo esta ser responsavel pelo
desenvolvimento da doenca. De salientar ainda a redugao, no grupo teste, da familia
Ruminococcaceae, produtora de acidos gordos de cadeia curta. Esta perda de espécies
comensais leva a uma consequente diminuicao dos metabolitos presentes e respetiva
diminuigdo da agdo anti-inflamatéria.”® Assim, seja por via metabdlica ou por via inflamatéria,
uma disbiose associada a um crescimento aumentado de patobiontes pode ser um fator

importante no desenvolvimento do sindrome do figado gordo nao-alcoélico.

7 - Asma

A asma é uma doenga inflamatéria cronica das vias respiratérias, provocando
hipersensibilidade das mesmas, maior produgao de muco, hiperplasia epitelial e contragao do
musculo liso com consequente redugao do fluxo de ar. Doenga comum, afeta
aproximadamente 300 milhoes de pessoas em todo o mundo, que apresentam sintomas
como tosse, pieira, dores no peito e falta de ar.”’?® Trata-se de uma doenca complexa,
dividida em dois fenotipos: a asma alérgica (ou atopica) e a asma nao-alérgica (ou intrinseca).
A primeira encontra-se presente na maioria das criangas e em cerca de 50% dos adultos,
relacionando-se com a sensibilizagao alérgica e presenga aumentada de IgE, e a segunda, mais
comum em mulheres, desenvolve-se mais tardiamente, nao envolvendo qualquer mecanismo
adaptativo.”® No presente documento apenas sera aprofundado o primeiro tipo dado que é

este que se relaciona com a microbiota intestinal.
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Figura 6 — Patogénese da asma alérgica (ou atdpica).
DC - Célula Dendritica; GATA-3 - Fator de
Transcricao GATA-3; IL — Interleucina; MHCIl -
Complexo Major de Histocompatibilidade Classe II;
TCR — Recetor de Células T.

Analisando a Figura 6, a patogénese da asma alérgica envolve a indugao aumentada de
linfocitos T,2. O mecanismo inicia-se com a apresentagao do alergénio pelas células
dendriticas a linfocitos T naive, através do recetor de células T e com o auxilio do complexo
major de histocompatibilidade classe Il (MHC Il), levando a diferenciagao destas em linfocitos
T,2. Este subtipo celular produz seguidamente, com auxilio do fator de transcrigao GATA-3,
um conjunto de citocinas pro-inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13) que contribuem para o
desenvolvimento e manutengao do estado alérgico. As IL-4 e IL-13 provocam uma mudanca
de isotipos nos linfécitos B e metaplasia das células caliciformes, induzindo respetivamente a
producao de IgE e de um muco mais espesso, e hiper-reatividade brénquica enquanto a IL-5
e a IL-9 induzem eosinofilia e recrutamento de mastécitos, respetivamente.”’?*?%° As IgE

formadas contra o alergénio ligam-se aos mastocitos através de recetores presentes nos
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mesmos e, quando ocorre ligagao antigénio-anticorpo, ha desgranulagao destas células, em
que os produtos derivados da desgranulagao, como a histamina, contribuem para
vasodilatagao, aumento da permeabilidade vascular e, nas vias aéreas, aumento de produgao
de muco pelas células caliciformes e broncoconstri¢ao, através da contragao do musculo liso
envolvente.”

Pensa-se que este fendtipo da doenga ocorre maioritariamente nas criangas devido a um
desequilibrio do nivel dos linfécitos T2 em relagao ao nivel de linfécitos Ty, 1, devido a
imaturidade do sistema imunitario, provocando um aumento da resposta imune mediada
pelas primeiras. A microbiota intestinal pode desempenhar um papel fulcral na regulagao
deste mecanismo. Como visto anteriormente, a microbiota induz a diferenciacao de

linfocitos T,.,, essenciais para a manutencao da tolerancia imunolégica e regulacio das

Reg’
respostas imunes mediadas pelas células efetoras envolvidas em processos alérgicos e auto-
imunes. Por outro lado, a microbiota promove a inducao de linfocitos T,l, que
contrabalanga a resposta imune mediada pelos linfocitos T,2. Deste modo, estes processos
mediados pela microbiota inibem as células efetoras no processo alérgico.””'

Contudo, para que tal regulagio ocorra, € necessario que a microbiota intestinal seja
diversificada, de modo a “educar” o sistema imunitario do hospedeiro da melhor forma.
Perante uma perda de diversidade, existe uma consequente disrup¢ao dos mecanismos
reguladores acima referidos e exacerbagao das respostas imunes.

Dada a melhoria das condigbes de vida e de higiene e a banalizagao do uso de antibioticos
surge, em 1989, a teoria da higiene, sugerindo que a falta de exposicao a uma maior
diversidade de microrganismos devido a um ambiente mais limpo nas sociedades
desenvolvidas leva a um deficiente desenvolvimento do sistema imunitario, aumentando o
risco de alergias. Em 1998, esta hipotese foi atualizada, tendo sido adaptada a microbiota,
que propde que as alteragdes na microbiota intestinal na infancia provocadas pelo estilo de
vida moderno afetam o desenvolvimento da tolerancia imunolodgica das mucosas, levando a
respostas imunes distorcidas. De salientar ainda a influéncia que o tipo de parto tem na
diversidade bacteriana presente no recém-nascido, como referido anteriormente.””*

Com o objetivo de avaliar o impacto da diversidade da microbiota intestinal na produgao
de IgE, foi realizado um estudo em modelos animais: ratinhos controlo, colonizados com
uma microbiota intestinal livre de agentes patogénicos especificos, e ratinhos estéreis, ambos
geneticamente imunocompetentes. Em primeiro lugar, foi avaliado o poder inibitorio da
producao destes anticorpos pela microbiota intestinal, tendo-se verificado a presenga de

niveis aumentados deste anticorpo nos ratinhos estéreis, em comparagao com o controlo,

que apresenta niveis de IgE inferiores ao limite de detegao. Apesar dos niveis elevados nos
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ratinhos estéreis, estes nao refletem uma hiperimunoglobinémia geral, dado que todos os
outros tipos de anticorpos se apresentam em concentragao reduzida. Tal nao acontece nos
ratinhos controlo, o que suporta a teoria de que a microbiota é necessaria para a maturagao
do sistema imunitario do hospedeiro. Estes primeiros resultados indicam que, a partida, é
necessario uma microbiota diversa para regular os niveis de IgE. Porém, poderia haver a
possibilidade de um microrganismo indetetavel presente nos ratinhos estéreis ou algum
alergénio presente na dieta ser a causa do aumento de IgE. De modo a colmatar tal facto,
ambos os grupos de ratinhos foram colocados em local comum, onde os ratinhos controlo
nao apresentaram nenhum aumento de concentragao dos anticorpos em estudo, em
comparagao com ratinhos controlo separados dos estéreis, indicando a auséncia de qualquer
agente indutor desconhecido, que pudesse ser transferido horizontalmente. Para além disso,
houve ratinhos estéreis que foram sujeitos a uma dieta livre de antigénios e que ainda assim
desenvolveram niveis elevados de IgE. Assim, todo o conjunto destas observagdes aponta
para a desregulagio do sistema imunitario na auséncia da microbiota.”

De seguida, foram administrados, em alturas diferentes, anticorpos contra linfécitos T
CD4+ e neutralizantes da |IL-4 para avaliar o papel destas na producao de IgE, neste caso,
dado que varias experiéncias in vitro e in vivo demonstraram casos em que tanto a célula
como a citocina em questao nao sao necessarias a produgao do anticorpo. Apos a
administragao dos primeiros, houve uma completa anulagao da indugao de IgE, o que indica
que a producao desta imunoglobulina esta dependente deste tipo de linfocitos. Com a
administragcao dos anticorpos neutralizantes da IL-4, houve uma queda significativa na
concentragao de IgE mas nao total, o que pode ser explicado pela compensagao de outras
citocinas, como a IL-13, ou por neutralizagao incompleta da IL-4. Assim, a indugao de IgE é
dependente tanto dos linfocitos T CD4+ como da IL-4, suportando o mecanismo acima
referido.”

Dados os mecanismos reguladores induzidos pela microbiota acima referidos, seria de
esperar que a exposicao a uma microbiota diversa ou até mesmo a administragao de

linfocitos Tp,, ou de IL-10 recombinante conseguiriam reduzir a concentragao de IgE.

Reg
Contudo, apos realizagao destes testes, tanto em ratinhos como em cachorros, utilizando a
microbiota livre de agentes patogénicos especificos, apenas a exposicao a microbiota na
altura do nascimento foi capaz de suprimir a indugao deste tipo de anticorpo, o que sugere a
existéncia de uma janela temporal onde seja possivel esta inibicao, através da “educagao” do
sistema imunitario do hospedeiro, suportando a teoria da higiene acima referida.”

Por ultimo, com o objetivo de avaliar o impacto do nivel de diversidade bacteriana na

inibicdo da produgao de IgE, foram usados quatro modelos de microbiota, de diversidade
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crescente, para colonizar ratinhos inicialmente estéreis. O primeiro modelo usado consistiu
apenas na estirpe HA107 da espécie E. coli, o segundo com duas espécies, Parabacteroides
distasonis e Lactobacillus murinus, o terceiro contava com oito espécies diferentes e o ultimo
reunia aproximadamente quarenta espécies distintas. Realizada a experiéncia, apenas a
colonizagao com o Ultimo modelo conseguiu inibir eficazmente a indugao do anticorpo em
estudo.”

Assim, o conjunto dos dados apresentados reafirma o papel fundamental da diversidade
da microbiota na protegao contra a hiperimunoglobinémia E, demonstrando que uma
disbiose a nivel da diversidade bacteriana pode promover o desenvolvimento de asma e de

outras reagoes alérgicas.

8 — Terapias e Desafios Futuros

Vista a inegavel influéncia da microbiota intestinal na patogénese de varias doencgas
extraintestinais, aliada ao aumento da compreensao da génese e consequéncias das disbioses,
tem-se vindo a investigar formas de atuar sobre a microbiota de modo a prevenir ou a tratar
a doenga subjacente. Como tal existem, atualmente, trés medidas de rebiose, ou
reconstituicao da microbiota: o transplante fecal microbiano, a administragao de probioticos
e de prebioticos. A primeira consiste em substituir completamente a microbiota do doente
por uma de um dador saudavel, sendo esta via a mais drastica. Quanto a segunda, os
probioticos referem-se a microrganismos que beneficiam o hospedeiro ao qual sao
administrados, como por exemplo espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium, tendo como
objetivo a promogao da expansao de comensais. Os prebioticos partilham o objetivo dos
anteriores, contudo sao componentes da dieta que fomentam o crescimento e metabolismo
de microrganismos benéficos ao hospedeiro, levando a uma reconstituicio da microbiota
através de alteragdes nutricionais.” Todavia, apesar de estas estratégias serem bastante
promissoras, ha ainda a necessidade de dados mais robustos quanto a sua eficacia, uma vez
que € necessario atingir uma estabilidade cronica da microbiota obtida através de transplante
fecal'*; de investigar aprofundadamente as condigdes necessarias para uma administragio
de probidticos eficaz em cada caso, sendo que esta depende da variabilidade interindividual a
acio probiodtica'***; e de desenvolver dietas especificas e personalizadas."

De salientar ainda outros desafios a considerar no futuro, tendo em vista a melhor
compreensao do papel da microbiota em varias doengas, sejam elas intra ou extra-intestinais.

Tendo em conta a vasta composi¢io da microbiota na auséncia de doenga, talvez a
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comparagao de individuos doentes com individuos saudaveis nos estudos realizados nao seja
suficiente, sendo mais rigorosa a analise de amostras retiradas de individuos presentes no
mesmo ambiente envolvente e com habitos alimentares semelhantes. De notar também o
interesse de incluir as possiveis manifestagcoes diferentes da doenga em estudo, podendo
estratificar os doentes em subtipos e avaliar a microbiota em cada um deles. Por outro lado,
um melhor entendimento dos compostos derivados e/ou modificados pela microbiota e as
suas ligagoes com a doenca podera levar a novos e mais eficazes métodos de tratamento,
controlo e prevengao. Ao definir estas moléculas como alvo terapéutico, torna-se possivel
ultrapassar a barreira da imensa variabilidade interindividual da microbiota e da sua relagao

com a doenca, sendo mais facil atuar sobre a mesma."

9 — Consideracées Finais

Em suma, a influéncia da microbiota intestinal na homeostase do organismo humano ¢é
inegavel, havendo uma relacio de simbiose entre as bactérias e o hospedeiro. A
desregulagcao deste equilibrio leva consequentemente ao desenvolvimento de varias doengas,
em diversos locais do corpo e com diversos mecanismos de patogénese, realgcando a
importancia da relagao acima referida. Apesar de ser uma area relativamente recente e com
dados concretos limitados, existe cada vez mais interesse no estudo tanto a nivel
microbiologico como a nivel do seu papel na génese e/ou desenvolvimento de diversas
doengas. Acredito que, com o tempo e dada a quantidade de novos dados que aparecem a
cada dia que passa, a terapéutica direcionada a microbiota e compostos relacionados ira ser
vista como revolucionaria na forma como sao abordadas diversas doengas prevalentes na
nossa sociedade, contribuindo para a melhoria da salde e da qualidade de vida das

populagoes.
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