UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Maria Santos Soares

Relatoérios de Estagio e Monografia intitulada “Caracterizacao de
vesiculas extracelulares em Giardia Lamblia” referentes a Unidade
Curricular “Estagio”, sob a orientacao da Dra. Margarida Freitas, da
Dra. Joaquina Sanganha e da Professora Doutora Maria do Céu
Sousa apresentados a Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra, para apreciacao na prestacao de provas puablicas de
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Setembro de 2019



Maria Santos Soares

Relatorios de Estagio e Monografia intitulada "Caracterizagao de vesiculas extracelulares em
Giardia Lamblia" referentes a Unidade Curricular "Estagio", sob a orientagio da
Dra. Margarida Freitas, da Dra. Joaquina Sanganha e da Professora Doutora Maria do Céu
Sousa apresentados a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, para
apreciagao na prestacao de provas publicas de Mestrado Integrado em

Ciéncias Farmacéuticas

Setembro 2019

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Eu, Maria Santos Soares, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n.° 2014205522, declaro‘assumir toda a responsabilidade pelo
conteudo do Documento Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “Caracterizagao de
vesiculas extracelulares em Giardia Lamblia” apresentados a Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, no ambito da unidade de Estagio Curricular.

Mais declaro que este Documento é um trabalho original e que toda e qualquer
afirmacdo ou expressio, por mim utilizada, esta referenciada na Bibliografia, segundo os
critérios bibliogrificos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de

Autor, a excegdo das minhas opinides pessoais.

Coimbra, 06 de setembro de 2019.

Yend, SO



AGRADECIMENTOS

Uma das etapas mais importantes da minha vida esta a chegar ao fim, manifesto o meu

agradecimento a todos aqueles fizeram parte deste meu percurso académico.

A Professora Doutora Maria do Céu Sousa, por todo o apoio dado ao longo da
construgdo da minha Monografia fornecendo com prontidao, profissionalismo e paciéncia
todas as informagoes necessarias de forma a ser uma elaboragao rapida e eficiente, os meus

melhores agradecimentos.

A Dra. Margarida Freitas, agradeco toda a disponibilidade em me receber na sua farmacia
onde fiz parte integrante de uma excelente equipa e onde aprendi imenso, seja em

conhecimento cientifico, seja nos valores da relagao interpessoal.

A Dra. Joaquina Sanganha e a toda a equipa do servico farmacéutico do CHL, um grande
obrigado por todo o empenho e preocupagao a tornar o estagio hospitalar, o melhor estagio

possivel e aprender quais os valores para ser um bom profissional de saude.

A todos os colegas que fui encontrando ao longo do estagio, a equipa da farmacia e ao
meu colega Daniel, agradeco por me fazerem sentir importante e por me relembrarem que
nunca se é tarde para marcar a diferenca e seguir os sonhos, porque se nao formos noés a

fazé-lo, ninguém os faz.

Aos meus amigos os de sempre e o que Coimbra me deu, que me ajudaram e
acompanharam durante todo o meu percurso académico e que sempre acreditaram em mim

e me ergueram quando parecia estar a cair, o meu muito obrigado.

Aos meus colegas de casa de Coimbra, que se tornaram a minha familia quando a minha

estava longe.

Aos meus irmaos que me sao as pessoas mais importantes da minha vida e com quem

posso sempre contar para rir nos momentos em que o choro esta mais perto.

Aos meus pais, sem os eles nunca seria o que sou. Que mais do que pais, sao um exemplo

a seguir e a quem um obrigado nunca sera suficiente.

A Coimbra, cidade dos universitarios, que me recebeu e acolheu e que me vé partir com

sentimento de conquista e concretizagao, muito obrigado.

Obrigado a vocés todos! Levo-vos comigo para a vida!



“O sucesso é a soma de pequenos esforcos, repetidos dia apés dia.”

Robert Collier



INDICE GERAL

Parte | - Relatorios de Estagio em Farmacia Comunitaria...........ccooeiiiiiiieiiiiienen...
Lista de Abreviaturas ..........coieiiiiiiiiiii i
1 e Ta 0Tt T Tt
ANAlise SWOT ... e

PONtOS FOITES ...ttt
Localizagao e Espago da Farmacia Moreira Padrao............c..cooooiiiiiiiiiiin
BackOffice: Rececao de encomendas, Reclamagoes, Devolugoes e Controlo de

Prazos de Validade. ... ..o

Equipa de Trabalho...... ..o
Atendimento a0 BalCao..........couiiiiii

Preparagao dos Sistemas de Dispensagao Semanal de Medicagao e fornecimento
da medicagao para Lar de Idosos. .......co.eiiiiiiiiiii i
Formagoes Internas € EXCernas. ........oovviiiiiiiiiieiiiiiiiiii ittt eeeeinean
Relacoes entre FarmacCias. ..oo..uvveiiiiiiii i et eeiieeeeeean
PONtOS Fracos. . ...oouuii i
Baixa ConflanGa.......covviiiiii it e e
Organizagao e Estrutura do Estagio Curricular..............c.ooiiiiiinn.
Dermofarmacia € CosSmEtiCa. ... ..ooueiuiitiiniii i
Medicagao Oftalmologica e Auricular...........ccooiiiiiiii i,
OPortuNidades. ... .o e
Medicamentos Manipulados. .........ooiiiiiiiiii e
Acoes de Prestagao de Servigo e Campanhas ao Publico......................oo.

F N1 1= Lo LT
Concorréncia das grandes superficies comerciais............cooviiiiiiiiiiinn
Farmacéutico versus Técnico de Farmacia ............cooieiiiiiiiiiiiiiiiiiiien

O papel do Farmac@utiCo. .....o.eiutintiii i
Medicamentos Esgotados ou Rateados ............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinen
LOre1 41 [T T J PPN
Parte Il — Relatorio de Estagio em Farmacia Hospitalar ...............cooiiiiiiiiiia

LiSta de A eVIatUIaS. . ..o e ettt ettt ettt et e et e et e e

13

13
14



[ 1o oY [1 [T T T
ANAlise SWOT ... e
PONtOS FOMTeS. ...ttt
Plano de Estudos do MICF...... ..o e
Apresentacao Oral...........cooooiiiiiiiiiiiii
Auditoria da JCl. ... e
Plano de EStagio........o.ouiiiniii i
Manipulados estéreis e nao estéreis/galénica............coociiiiiiiiiiiiiiiiiii
Colaboragao com todaa equipado SF.........ccoiiiiiiii
Contacto com medicamentos de uso exclusivo hospitalar.............................
PONLOS Fracos. ... .t e
Estagio com caracter observacional...............coiiiiiiii i
Cronograma e distribuicao do eStagio.........cccvitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee,
Plano de estudos do MICF ...
Conhecimentos em EXcel®...........coooiiiiiiiiii e
Farmacia Clinica.........oooiiiiiiii
OPortUnNidades. . .....oneie e
Perspetiva de Hospital Central............cooiiiiiiiiiiii e
ENsaios ClNICOS. ....uenei e
Farmacéutico versus Técnico de Farmacia ...........c..ooeiiiiiiiiiiiii..

Y 0 1 1=r- Vot L
Elevado trabalho administrativo do Farmacéutico Hospitalar.....................
Carreira do Farmacéutico Hospitalar...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiinn,
LOre1 4T [T T PPN
Parte Ill- Monografia “Caracterizagao de Vesiculas Extracelulares em Giardia lamblia” .....
Lista de ABreviaturas .........oo.ueiiiiiiiii i e
ReSUMO/ADSEIact .....ouieiiiii
IO UG . e
O que sao Vesiculas Extracelulares? .......... ..o i
EVs e ESPs em infegao por Giardia lamblia....................coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin,
EVs no processo de enquistamento.........oouiiuiiitiiiiiiiiiii i

Tratamento e Controlo da giardiase...........coeiuiiiiiiiiiii e,

45



Conclusao

Bibliografia



iINDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema do trofozoito e quisto de G. lamblia.................................. 44

Figura 2. Representagao esquematica de uma célula eucariotica demonstrando a

via endocitica e a formagao de eXOSSOMAS ......coviiiiiiiiiiiieeieeaeeeieeaneeaninns 45

Figura 3. Biogénese de exossomas ...........cc.vviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 48

Figura 4. Diferenciacao do trofozoito de Giardia no quisto.....................cuee. 57



PARTE I

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Moreira Padrao

Sp
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Orientado por: Dra. Margarida Freitas



Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria

LISTA DE ABREVIATURAS

FMP — Farmacia Moreira Padrao

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
MSRM — Medicamentos Sujeitos a Receita Médica
PCHC — Produtos Cosméticos e Higiene Corporal

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats
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INTRODUCAO

A farmacia comunitdria € uma das mais variadas alternativas possiveis de saidas
profissionais para um recém-licenciado do MICF, dotado de todas as ferramentas necessarias
para que possa ser o melhor profissional, independentemente da area de trabalho pela qual
opte. A farmacia comunitaria, uma area obrigatéria do estagio curricular e area profissional
que oferece maior taxa de empregabilidade, permite ao estudante um contacto real com
situagoes diarias com os utentes da farmacia, reforcando a importancia da integragao numa
equipa de trabalho que se une de modo a atingir um objetivo comum, ultrapassando as varias
dificuldades. Esta area, altamente dinimica, exige um controlo apertado, feito através da
legislagdo em vigor, e uma adaptagao rapida ao utente, aos produtos e as necessidades da
comunidade que serve.

O meu estagio em farmacia comunitaria ocorreu na Farmacia Moreira Padrao,
localizada no concelho da Batalha, distrito de Leiria. A FMP inclui uma equipa de catorze
profissionais, entre eles farmacéuticos, técnicos de farmacia e técnicos auxiliares de farmacia.
O estagio teve a duracao de 4 meses, orientado pela Dra. Margarida Freitas.

O presente relatorio estabelece uma analise SWOT onde siao apresentados duas
componentes principais, como estipulado previamente pelas normas da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, comtemplando uma componente interna, relacionada
diretamente com o estagiario: os Pontos Fortes (Strengths) e Pontos Fracos (Weaknesses), e
a componente externa, relacionada diretamente com a farmacia: as Oportunidades

(Opportunities) e Ameacas (Threats).
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ANALISE SWOT

Pontos Fortes (Strengths)

Localizacdo e espaco da Farmacia Moreira padrdo (FMP)

A FMP esta localizada na Batalha, vila situada entre a cidade de Leiria e a cidade de
Fatima. Estando perto do IC2, e localizada no centro da vila, perto do Mosteiro da Batalha,
num lugar com elevada visibilidade e facil estacionamento, a FMP destaca-se perante as
demais. Dado que se trata de uma zona com grande afluéncia populacional, a existéncia de
estacionamento contribui para o seu maior afluxo, uma vez que esta farmacia ja se
encontrou noutro local onde o estacionamento era uma falha sentida para o crescimento da
mesma. De referir que FMP ja tem 45 anos de existéncia, ao cuidado da Diretora Técnica
Dra. Maria Isabel Moreira Padrao, o que a torna uma entidade de referéncia para a
populacao local no que se refere ao atendimento personalizado e cuidados de saude.

A FMP é uma farmacia com um enorme espago para atendimento ao publico,
permitindo que todo o trabalho seja desenvolvido nas suas areas respetivas e as
necessidades sejam atendidas, respeitando a privacidade do utente. O espago encontra-se
dividido em diversas areas: o BackOffice, onde é feita a rececao de encomendas e rececao
dos produtos farmacéuticos, que sao posteriormente organizados em gavetas por ordem
alfabética do principio ativo; a zona de armazém que tem capacidade para uma elevada
quantidade de produtos farmacéuticos e nao farmacéuticos (Medicamentos Sujeitos a
Receita Médica (MSRM), Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM),Produtos
Cosméticos e de Higiene Corporal (PCHC), material de laboratorio, Material de penso,
fraldas e expositores) contempla também a zona de cacifos onde sao colocados os bens
pessoais dos colaboradores; casa de banho; copa; o laboratério e a zona de preparagao dos
Sistemas de Dispensagao da Medicagao Semanal; uma sala para workshops e formagoes, tanto
para os profissionais como para os utentes e o gabinete da Direcao Técnica.

Na area de atendimento ao publico existem sete postos de atendimento, uma casa de
banho e exposicao dos mais variados produtos farmacéuticos de varias linhas como a
Filorga®, Caudalie®, Chicco®, Mustela®, Uriage®, Elgydium® Oral-B®, Nutribén®, Skinceuticals®,
Babe® entre outros, e trés gabinetes para consultas personalizadas ou para a prestagio dos
seguintes servigos: testes sanguineos e exames de urina, apoio ao doente hipertenso,

administragao de vacinas/injetaveis, aconselhamento em aleitamento materno, consulta de
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nutricao, consulta de podologia, aconselhamento dermocosmético especializado, estética

avancada, fisioterapia/osteopatia, depilagao definitiva ou acompanhamento psicologico.

Backoffice: Rececao de Encomendas, Reclamacoes, Devolucoes e Controlo de Prazos de
Validade

De modo a poder ter um conhecimento melhor de toda a estrutura e organizagao da
farmacia, foi-me pedido que desse auxilio na recegao de encomendas. Inicialmente foi-me
incutida a tarefa de arrumar os medicamentos rececionados por ordem alfabética de
principio ativo. Os produtos nao farmacéuticos eram devidamente etiquetados e arrumados
nos respetivos expositores ou no armazém, caso existissem em excesso. Todo o processo
de rececao, verificagao e introdugao no stock de um produto me foi explicado, sendo que,
apesar nao ter sido uma tarefa que me foi incutida com mais frequéncia, foi importante para
que conhecesse a forma de organizagao da farmacia e o modo de aquisicao dos diversos
produtos que temos disponiveis.

Apesar da grande rotatividade dos produtos na FMR, como é normal, nem todos os
produtos tém o mesmo nivel de saida e, assim, era necessario fazer a recolha desses
mesmos quando estes apresentavam prazos de validade curtos ou perto de expirar. Nesta
situagao, era feito um levantamento pelo sistema de todos os produtos da FMP que estavam
nesta situacao e a sua recolha era realizada para se proceder a devida devolugao ao
laboratério em questao, sempre que tal era possivel

Nas situagoes em que eram rececionados produtos em excesso (nao encomendados,
nao faturados, danificados, prazos de validade curtos ou expirados), procedia-se a
devolugoes onde, através do sistema, se devolvia o(s) produto(s) em causa com a devida

justificagao para o distribuidor poder recolher os mesmos.

Equipa de trabalho

A FMP destaca-se pela equipa. Esta € composta catorze pessoas de varias idades, mas
que tém em comum o profissionalismo e a simpatia no atendimento. Esta foi a razao pela
qual escolhi a FMP nao s6 como farmacia familiar, mas também como referéncia e exemplo
para esta fase tao importante do meu curso.

Um bom ambiente de trabalho proporciona um ambiente relaxado e profissional, o
que permite um melhor desempenho de cada um nas suas fungoes. Foi neste ambiente que

foi possivel uma boa integragao no seio de uma equipa unida ja ha alguns anos, com um
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acompanhamento continuo no trabalho que desempenhei. Foi sempre possivel esclarecer e
duvidas, pedir ajuda e ultrapassar dificuldades. Todo o conhecimento que ganhei, devo-o aos
meus colegas de trabalho, que mesmo estando atentos aos possiveis erros, me acolheram e

trataram como um membro da equipa e uma colega de trabalho.

Atendimento ao balcao

O atendimento ao publico é o cerne das fungoes de uma farmacia comunitaria. Foi
esta a tarefa que preencheu a maior parte do tempo do meu estagio, sendo que
primeiramente o realizei com acompanhamento, mas depois foi feito relativa autonomia,
sendo que sempre que me surgiam duvidas ou dificuldades foi sempre auxiliada.

O utente foi sempre a minha principal preocupagao, por isso, tentei sempre ouvir e
adequar a minha resposta as suas necessidades e esclarecer as suas ddvidas. O atendimento
com receita eletrénica, com e sem papel, foi a pratica mais comum, na qual a dispensa de
medicagao foi realizada de acordo com os procedimentos normais que o sistema permite.

Nas situagcoes onde se efetuou aconselhamento ao utente, foi tentando prestar o
melhor cuidado de saude possivel, adequando a minha linguagem ao utente e a situagao em
si. Achei de facto bastante interessante esta componente onde se depara com variadas
situagoes, seja a nivel da medicagao dispensada como das necessidades do proprio utente.
Foi também inserido no aconselhamento ao doente que foi possivel aconselhar o Programa
de Descontinuagio de Benzodiazepinas da Tilman® que consiste na substituicio da
benzodiazepina prescrita ao doente e, muitas vezes, usadas durante largos anos, por um
medicamente a base de Passiflora encarnata, o StressPytol°. Sendo considerado um
fitomedicamento, apresenta um indice ansiolitico superior ao demonstrado pelas
benzodiazepinas sem os efeitos secundarios associados a estas. Todas as informagoes sobre
o produto disponiveis e retiradas de: https:/tilmanportugal.com.pt/fito-medicamentos/stress-

ansiedade (Consultado a 26/04/2019).

Preparacao dos Sistemas de Dispensacao Semanal da Medicacio e fornecimento da
medicacao para Lar de idosos

A preparagao de medicagao semanal para os utentes requisitantes da farmacia foi
uma tarefa que tive oportunidade de observar, bem como a preparagao da medicagao para
os lares de idosos da regiao e para os conventos. Esta tarefa permitiu-me integrar melhor

naquilo que é a terapéutica do idoso e no conceito de polimedicados.
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A dispensa semanal da medicagao é realizada semanalmente de forma a preparar toda
a medicagao necessaria para a semana seguinte ou para as duas semanas seguintes, sendo
que é sempre fornecido a farmacia a lista de medicamentos e o nome do utente para quem
se prepara toda a medicagao. Esta preparagao envolve a distribuicio em dose unitaria da
medicagao para todos os dias da semana (Segunda-feira a Domingo) nas diferentes partes do
dia (Jejum, Pequeno-almoc¢o, Almoco, Lanche, Jantar e/ou Deitar). Aqui é dispensada a
medicagao em blisters semanais com as formas farmacéuticas sdélidas, podendo
eventualmente, ser anexado alguma medicacdo a parte quando é impossivel colocar a
medicagao no blister (por exemplo os sistemas transdérmicos).

Quanto a medicacdo para os lares de idosos ou conventos, a medicagio era
preparada para envio todas as semanas, em varios dias, conforme pedidos via email ou fax de
forma a que sejam entregues atempadamente para os idosos iniciarem as tomas na altura
certa. Esta preparagao ¢ crucial e cada vez mais importante pois a interven¢ao da farmacia,
mais propriamente do farmacéutico preparador, permite uma extensa redugao nos erros de
medicagao nomeadamente a nivel de tomas incorretas, duplicagoes da medicacao, insucesso
da terapéutica, sobredosagem, entre outros, impedindo uma compliance reduzida e,
consequentemente, terapias incorretas. E necessario apostar neste tipo de preparacdes de
forma a poder intervir mais ativamente nesta faixa etaria, onde a polimedicacao é persistente
e os erros associados sao maiores. Este tipo de intervengao é um sinal da maior integragcao
da farmacia no seio da comunidade como cuidado primario de salde, mudando a imagem da

farmacia, nao s6 como um espaco de venda, mas também como um espaco de pratica clinica.

Formacodes internas e externas

Uma profissao dedicada a salide e com o objetivo de prestar sempre os melhores
cuidados possiveis a comunidade exige sempre uma formagao continua, de modo a que os
avangos na ciéncia sejam sempre conhecimento de quem quer oferecer saude. Como tal, é
importante que, quer como estudantes, quer como profissionais, estejamos sempre
atualizados. Uma das formas para tal é através de formagoes internas, promovidas pela
farmacia, através dos delegados de informagao médica, quer externas, fornecidas pelas mais
diversas instituicoes e empresas.

Durante o meu estagio, tive a oportunidade de fazer formagoes internas, sendo que
estas se realizavam na FMP, nas quais a delegada de informagao médica expunha os varios
produtos alusivos a formagao em causa. Para além disso, também tive oportunidade de fazer

formagoes externas, que aconteceram em Coimbra. Achei de facto importante estas
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formagoes porque vieram colmatar e preencher algumas lacunas de informagao que tinha,
sendo uma ferramenta proveitosa para melhorar os meus conhecimentos no local de estagio
e, eventualmente, no meu futuro.
As formacgoes internas nas quais participei foram:
e Formacao em medicamentos de uso veterinario;
e Formacio Tilman®
e Formagao Depot®;
e Formagao O'right®;
e Formagao EcogeneticsN®.
As formagoes externas nas quais participei foram:
e Formacio Skinceuticals®;
e Formacio Nestlé®: Academia de farmacia;
e Congresso cientifico NEF/AAC: Doengas (Re) Emergentes, um problema de

salde publica.

Relacao entre farmacias

Com o crescimento das exigéncias do mercado e com a crise ainda a fazer-se sentir
no setor, ha necessidade de manter sempre uma relagao com outras entidades concorrentes
de forma a trabalhar e colaborar para o sucesso de ambas. Na FMP senti bastante
proximidade com outras farmacias, nomeadamente nas ajudas em obter determinados

produtos que se encontram esgotados ou rateados.

Pontos Fracos (Weaknesses)

Baixa confianca

O estagio € um momento de aprendizagem, onde somos obrigados a adaptar-nos as
diversas situagoes do dia-a-dia de um farmacéutico, pondo em pratica o conhecimento
adquirido durante os anos de faculdade. O atendimento ao balcao, tarefa principal de um
farmacéutico de oficina, é o local onde esta adaptagao é mais dificil pois as situagoes que
surgem sao diversas e, muitas vezes, a informagao que temos sobre o utente é reduzida e

subjetiva, no entanto, a capacidade de resposta tem que ser rapida.
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Como tal, a falta de experiéncia foi uma dificuldade sentida perante estas ocasides o
que é expetavel, mas contribuiu para uma baixa confianga como estagiario o que muitas
vezes era refletida durante a execugao das tarefas acabando por ser mais prejudicial para o
meu desempenho do que apenas aceitar que tal inexperiéncia é algo normal e, apenas com a
pratica, é que tais situagoes sao superadas com mais facilidade.

Apesar de sempre ter tido o a vontade necessario para colocar questoes sobre
quaisquer duvidas que me surgiam, poderia ter mostrado uma atitude mais ponderada e mais
calma face a dificuldade que senti. E algo que tem de ser superado a cabo de mostrar mais
confianga para o exterior, sem nunca ter receio de perguntar quando surgem situagoes que

nao se sabe como proceder.

Organizacio e estrutura do estagio curricular

A forma e o método de organizagao do estagio sao importantes para que o estagiario
tenha oportunidade de presenciar e intervir nas diferentes areas de trabalho. Neste aspeto,
em particular, acho que faltou alguma organizagao, visto que a tarefa principal do meu
estagio foi o atendimento ao balcdo. Apesar de ser uma tarefa essencial do farmacéutico
comunitario e, com a qual adquiri conhecimentos e competéncias muito importantes, a
verdade é que outras areas como a rececao de encomendas, dispensa semanal da medicagao
e produgao de medicamentos manipulados ficaram mais negligenciadas.

Para um estagiario que se depara pela primeira com o funcionamento de uma
farmacia, € importante comegar por tarefas que o integrem no funcionamento e organizagao
da farmacia, tais como a recegao de encomendas. Nesta area, em particular, comecei por
organizar os MSRM por principio ativo apds a sua recegao, conferir encomendas e etiquetar
e arrumar PCHC e MNSRM, sem nunca dar entrada da encomenda ou realizar uma
encomenda no sistema informatico autonomamente; apenas observei o procedimento. A
falta de autonomia nestas atividades dificultou a realizagao de encomendas posteriormente e
dificultou a minha percegao do modo de gestao de encomendas e dos niveis de stock.

Pela razao referida anteriormente e pela particularidade inerente a atividade em si, a
preparagao de medicamentos manipulados foi outra area que nao teve uma aprendizagem
tao frutifera. Apesar de nao participar no fabrico, pode observar de perto todo o processo
de rececao, preparagao, acondicionamento e dispensa destes para os utentes.

Sabendo que o atendimento ao publico esta sempre condicionado pela presenga de
utentes na farmacia e que a previsao antecipada de horarios para a passagem por todas as

areas nem sempre € possivel, sao justificagoes para esta situagao, um calendario pré-
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estipulado ou uma estruturagao mais geral do estagio poderia minimizar estas falhas, no
sentido de tentar garantir que o estagiario, durante um periodo especifico e predefinido do
estagio, efetue determinada tarefa e também permitir a farmacia conseguir acompanhar

melhor o estagiario.

Dermofarmacia e Cosmética

A crescente facilidade no acesso a informagao origina utentes mais exigentes nos
produtos que procuram para o seu bem-estar e saude. Um atendimento mais personalizado
e um conhecimento maior sobre todos os produtos de modo a proporcionar uma resposta
rapida e eficaz as necessidades dos utentes é, cada vez mais, um requisito e um fator
diferenciador das farmacias. Na area da Dermofarmacia e Cosmética as referéncias sao
imensas e, como tal, é necessario conhecer um nivel considerado de produtos para abranger
o maximo possivel de linhas/ gamas de cosméticos. Esta drea é bastante interessante e pode
marcar a diferenca no crescimento das farmacias comunitarias. Contudo é necessaria uma
formacao especializada e continua e um conhecimento real sobre os produtos das varias
marcas disponiveis no mercado, bem como a capacidade de adequar a relagao
qualidade/prego ao utente, algo que provém da experiéncia de trabalho.

Uma das dificuldades que senti foi precisamente no aconselhamento deste tipo de
produtos aos utentes. A falta de conhecimento técnico sobre os produtos e a diversidade de
marcas e produtos semelhantes para um mesmo problema ou necessidade dificultaram a
minha escolha e a minha decisao nos produtos a aconselhar ao utente. A este facto
acrescenta-se que a FMP é uma farmacia que aporta uma elevada percentagem de
cosméticos e produtos de saide de marcas de referéncia como a Filorga®, ISDIN® ou
SlinCeuticals® e, de facto, verifica-se a necessidade de haver uma continua formagio para que
se atinjam os objetivos propostos pelos proprios utentes, no que toca ao cumprimento das

suas necessidades.

Medicacao Oftalmoldgica e Auricular

De um ponto de vista muito pessoal, para além das dificuldades inerentes a um
primeiro estagio curricular e das anteriormente referidas, o aconselhamento na medicagao
destinada ao uso oftalmico ou auricular foi uma dificuldade que senti fortemente ao longo do
estagio. Apesar de a maioria da medicagao dispensada neste ambito o ser feito segundo uma

prescricao médica, a verdade é que muitos utentes utilizam a farmacia para a resolugao de
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pequenos problemas que sao passiveis de resolugao sem recorrer ao médico. Foi
precisamente neste campo que senti mais dificuldade e inseguranca pois senti algumas falhas
na minha formagao académica neste campo. Os medicamentos e conceitos abordados neste
sentido foram demasiado generalistas, nao trazendo a seguranga necessaria para um

aconselhamento dos mesmos sem dificuldades.

Oportunidades (Opportunities)

Medicamentos manipulados

A FMP é uma farmacia que produz medicamentos manipulados. Apesar de apenas
existirem alguns protocolos que realizam, ja é pratica habitual e como tal, ja é do
conhecimento da populagao que podem ser obtidos a partir desta farmacia.

Esta necessidade surge quando a Industria Farmacéutica nao produz determinadas
formulagoes, acabando por ser as proprias farmacias a ter de criar os produtos galénicos
para as terapéuticas instituidas ou quando ha necessidade de formulagoes adaptadas a
determinadas situagoes clinicas. Assim, foi uma constatacao ao longo do estagio, a continua
requisicio e producio de manipulados para o exterior. E estipulado por lei, quais os
manipulados a serem passiveis de produgao e quais os requisitos minimos que as farmacias
devem respeitar para serem aplicados as Boas Praticas Laboratoriais aquando a sua
producao. Acho que é de todo uma vantagem para a FMP produzir manipulados, pois torna-
se uma farmacia imprescindivel para a populagao ao fornecer produtos que em muitos locais
nao sao possiveis de obter, chegando mesmo a contribuir para um aumento do lucro da

farmacia e do numero de utentes fidelizados.

Acoes de prestacao de servicos e campanhas ao publico

Durante todo o estagio foi possivel constatar o numero de servigos e de campanhas
disponiveis para o publico, fornecidas pela FMP. A FMP aposta no bem-estar dos seus
utentes e articula esse facto com a promogao de varias campanhas que visam esse objetivo
e, concomitantemente, promovem novas e alternativas formas de terapéutica e cuidados.
Um exemplo bastante ilustrativo disto mesmo foi o Workshop em Aromoterapia. Além disso
fornecem um leque de servigos que podem usufruir de forma a completar o maximo
possivel os cuidados de saude necessarios. Por exemplo, é rotina haver consultas de

Nutricao, onde uma nutricionista acompanha e aconselha neste campo a fim de garantir que
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os utentes consigam atingir e manter os seus objetivos, seja na perda de peso como na sua
manutengao. lIgualmente é disponibilizado um servico de Enfermagem onde os utentes
podem recorrer para administrar as vacinas nao incluidas no Plano Nacional de Vacinagao e
também para administrar outros produtos injetaveis, segundo a legislagio em vigor, quando
necessario, sendo que os farmacéuticos da FMP estao habilitados e creditados para
executarem essa administracao.

Para além destes servicos mais regulares, a FMP também organiza e proporciona
campanhas e rastreios nas mais variadas areas, como campanhas de aconselhamento
cosmético da SkinCeuticals®, Filorga®, entre outras, com especialistas para o efeito e rastreios
capilares e/ ou do sistema venoso, igualmente com especialistas, fornecendo os melhores
conhecimentos para todos os interessados e acrescentando valor, no que toca ao cuidado e
atencao na saude destes.

Dentro destas acoes e tendo em vista a perspetiva da valorizagao do papel do
farmacéutico na sociedade como o principal promotor do uso racional da terapéutica e a
proximidade do farmacéutico comunitirio com a sociedade, existe nas farmacias
comunitarias uma valiosa oportunidade de alertar e informar os utentes, nomeadamente
para o Uso Racional do Antibiotico e para a Reciclagem dos Medicamentos. Muitos utentes
nao estao sensibilizados para os efeitos nefastos do uso de antibidticos em excesso, nem
para as consequéncias de deitar estes e outros medicamentos no lixo comum, assim, surge
aqui uma necessidade de formagao cujo farmacéutico comunitario, como principal mediador
entre o medicamento e o utente e o responsavel pela maioria da dispensa de medicamentos,
tem obrigacao de fornecer de modo a que possa ser assegurada a seguranga e eficacia da

terapéutica.

Ameacas (Threats)

Concorréncia das grandes superficies comerciais

O crescimento de novos pontos de venda de MNSRM tem um grande impacto na
sustentabilidade econémica das farmacias comunitarias. Uma preocupagiao constante por
parte das farmacias é tornar os seus precos mais competitivos e apelativos do que nestes
locais, para que haja uma maior fidelizagao dos utentes e, consequentemente, um menor
prejuizo possivel.

No que toca a esta componente, a FMP niao é excegio. Grandes superficies

comerciais detentoras destes pontos de venda sao concorrentes bastantes intimidantes, ao
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ponto que se torna um desafio a colocagao de determinados PVP em produtos para que
sejam competitivos e, a0 mesmo tempo, lucrativos para a farmacia. Penso que esta ameaga é
constantemente observavel no dia-a-dia da FMP, pois tem de se arranjar formas de conseguir
atingir os objetivos pretendidos a nivel de vendas sempre com atengao as evolugdes do
mercado concorrente e com novas estratégias para satisfazer o utente da melhor forma e a
combater a concorréncia gerada. Com vista a conseguir estes objetivos muitas sao as
campanhas realizadas, com descontos e ofertas, embora muitas vezes as mesmas sejam

também sejam realizadas pelos referidos pontos de venda.

Farmacéuticos versus Técnicos de Farmacia

A farmacia comunitaria € um espago de saude na qual varios colaboradores integram
a equipa de trabalho. Existem dois grupos principais de profissionais: os farmacéuticos e os
técnicos de farmacia e ambos trabalham para o bem comum da farmacia: o utente.

No entanto, as suas fungoes sao diferentes. Ambos sdo encarados como parceiros,
mas também como concorrentes para o mesmo mercado que, cada vez mais, caminha para a
igualdade de trabalho. Apesar de ter aspetos positivos, pois ha mais reconhecimento do
técnico de farmacia, ha também ameagas no que toca a desvalorizagao do farmacéutico com
a diminuicao das condi¢oes salariais. Se por um lado é uma ameaga haver este nivel de
competitividade no que toca ao mercado de trabalho, também ¢é interessante ver o trabalho
em conjunto que é realizado no sentido de melhorar as praticas de saude.

A FMP, tal como mencionado, é constituido para ambos os profissionais e, de facto, o
trabalho desenvolvido encontra-se bem delineado, o que é uma vantagem e uma boa politica
de trabalho, pois assim, cada colaborador sentir-se-a util e pode contribuir positivamente
para o crescimento da farmacia. Assim, os técnicos de farmacia tém a responsabilidade
principal de gerir as encomendas (gerar, rececionar e acondicionar as encomendas para
FMR), assim como tém a responsabilidade do atendimento ao publico (se bem que esta
tarefa é partilhada, em parte, com os farmacéuticos), enquanto que os farmacéuticos tém as
fungoes da Diregao Técnica, de acordo com o estabelecido pela legislagao, as fungoes do
laboratério, na produgao de medicamentos manipulados e as fungoes da preparagao dos

Sistemas de Dispensagao Semanal da Medicagao, no geral.
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O papel do farmacéutico

Como tive a oportunidade de realizar dois estagios dentro da area clinica da
profissio de farmacéutico pode constatar algumas diferengas que destaco como sendo uma
forte ameaca. Quando comparado com o farmacéutico hospitalar, o farmacéutico
comunitario vé a sua agao limitada no que toca a validagido de medicagao receitada pelo
médico. Enquanto que num hospital o circuito do medicamento depreende a prescrigao,
pelo médico, seguida da validagao, pelo farmacéutico, o mesmo nao se verifica no circuito do
medicamento fora dos hospitais. Sendo que a maioria das vendas é gerada com uma receita
médica que vem diretamente de um consultério e nao existindo nenhum meio de validagao
pelo farmacéutico da mesma, estes profissionais vém a sua agao bastante limitada neste
campo. Acresce a isto a dificuldade de comunicar com os médicos e outros profissionais de
salde para eventuais corre¢oes de dose ou sugestao de melhores alternativas terapéuticas,
no sentido de contribuirem os dois para o objetivo terapéutico do doente. Numa opiniao
pessoal, destaco esta importante diferenca de separa a credibilidade e as fungoes de duas
areas dentro da mesma profissao, algo que deveria mudar. O farmacéutico comunitario,
como principal representante da profissio de farmacéutico, deve lutar para que esta
diferenca se torne minima. E certo que, felizmente, o valor da profissio é cada vez mais
reconhecido pela sociedade e pelo utente, contudo penso que ainda muita ha a ser feito e
melhorado. Acrescento ainda que este passo importante do circuito do medicamento que
foi dissimulado ao longo do tempo na farmacia comunitaria poderia contribuir, entre outros
aspetos, para apaziguar a concorréncia que tem vindo a aparecer entre técnicos de farmacia

e farmacéuticos, dado que a validagao é um ato exclusivamente farmacéutico.

Medicamentos esgotados ou rateados

A constante mudanga de pregos dos medicamentos, a exportagao paralela e os
atrasos nos pagamentos as Indulstrias Farmacéuticas sao algumas razdes para que muitas
vezes haja falhas nos medicamentos no mercado. Estes produtos podem estar
completamente esgotados, por motivos de impedimentos de producao por parte da
industria durante um periodo de tempo, ocorrendo faltas sentidas pelos utentes, ou entao
porque os medicamentos estao rateados, ou seja, cujo stock esta limitado e as quantidades

encomendadas nao sao respeitadas, havendo um corte abrupto na entrega desses mesmos.
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E algo que muitas vezes se torna insustentivel, mas que tem sido contrariado de
forma a que estas dificuldades nao comprometam a terapéutica dos proprios doentes,
contudo a verdade é que isto nem sempre se verifica. Apesar disso, tentar passar a
mensagem ao utente nao € facil e muitas vezes ha recusa em alterar para outro laboratério o
medicamento que ja tem vindo a tomar ha bastantes anos com o receio de poder interferir
com a sua medicagao ou apenas esquecer, pois trata-se de um medicamento, que apesar de
similar, apresenta-se com cor ou forma diferente, sendo suficiente para criar confusao ao
utente, muitas vezes idoso. Penso que seja necessario criar estratégias de prevengao do
esgotamento de medicamentos com a dispensa mais restrita destes a populagao e, quando
necessario, haver um aconselhamento atencioso na alteragao para outro laboratério com a

premissa de que os medicamentos sao similares.
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CONCLUSAO

Numa perspetiva de futura farmacéutica que podera enveredar pela carreira de
farmacéutica comunitaria considero este estdgio uma mais valia. Este estagio permitiu-me
ampliar os meus conhecimentos e po-los em pratica da forma mais eficaz possivel. E uma
area que me interessa muito, tanto pela dinamica que exige, como pela continua procura dos
melhores servigos possiveis a prestar a comunidade. A drea clinica sempre foi aquela que
mais interesse me despertou pela aplicabilidade pratica dos conhecimentos que adquirimos
durante o curso e pela possibilidade de oferecer salide a quem mais precisa, o utente.

Em farmacia comunitaria o contacto direto com o utente e a confianga crescente que
€ depositada no farmacéutico é, sem duvida, um aspeto que considero muito importante.
Contudo sinto que ainda muito ha a fazer no sentido de enaltecer a importancia do papel do
farmacéutico como prestador de servigos e/nos cuidados primarios de saide e que muitas
vezes € desvalorizado. O farmacéutico comunitario deve encarar este facto nao como uma
ameaga, mas como uma oportunidade de lutar pelo seu papel intrinseco no circuito do
medicamento e no objetivo final que é a salde do doente. Sendo uma referéncia no
medicamento, aspeto essencial da salde, o farmacéutico deve reeducar a comunidade para
que este perceba o seu real papel como prestador de cuidados de saude e nao, apenas,
como dispensador da medicagao. Penso que tal mentalidade estda a mudar, mas ainda muito
ha a fazer para tal deixar de ser uma realidade.

Esta andlise SWOT permitiu-me adotar uma perspetiva mais critica, o que
considero um aspeto bastante positivo, uma vez que passarei a profissional de saude que
esta pronta para exercer numa das diversas areas que o curso permite e cada vez mais vejo
potencialidade na farmacia comunitaria como uma das carreiras profissionais a seguir.

Finalizo manifestando o meu aprego pela oportunidade de estagiar na FMP, uma
farmacia, no meu caso, ja bastante familiar, mas que nunca deixou de me ensinar como ser
melhor profissional e lutar por um objetivo maior que é o utente, ao mesmo tempo que me

tratou como um membro da equipa.
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Relatorio de Estagio em Farmacia Hospitalar
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LISTA DE ABREVIATURAS

CHL — Centro Hospitalar de Leiria

CIM - Centro de Informagao de Medicamentos

HSA — Hospital de Santo André

JCI — Joint Commission International

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
SF — Servicos Farmacéuticos

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats

TSDT — Técnico Superior de Diagnostico e Terapéutica
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INTRODUCAO

A farmacia hospitalar é por definicio “o conjunto de atividades farmacéuticas
exercidas em organismos hospitalares ou servigos a eles ligados para colaborar nas fun¢oes
de assisténcia que pertencem a esses organismos e servicos e promover a agao de
investigacao cientifica e de ensino que lhes couber”. Os servigos farmacéuticos sio um
servico com ‘“autonomia técnica, sem prejuizo de estarem sujeitos a orientagcao geral dos
orgaos da administracao, perante os quais respondem pelos resultados do seu exercicio.”

O Centro Hospitalar de Leiria (CHL) é composto por trés unidades de cuidados de
salde, o Hospital Distrital de Pombal e o Hospital Bernardino Lopes de Oliveira, situado em
Alcobaca e o Hospital de Santo André (HSA), onde se situam os Servigos Farmacéuticos
(SF). Este agrupamento em Centro Hospitalar surgiu com o intuito de reorganizar o parque
hospitalar, promovendo a complementarizagao dos servicos e uma melhor integragao dos
recursos. O CHL tem uma drea de influéncia que abrange uma populagio de cerca de
400.000 habitantes e, no sentido de corresponder a sua missao de prestadores de cuidados
de saulde, articula-se com os centros de saude existentes nas diversas localidades e com os
demais hospitais do Sistema Nacional de Saude do distrito e de Coimbra.

No que se refere ao meu estagio hospitalar, sob supervisao da orientadora, Dra.
Joaquina Sanganha, foi distribuido, dentro do espago de tempo disponivel, pelos setores de
atuagao farmacéutica que o CHL integra e que decorreu nos meses de maio e junho de
2019. Assim sendo, os setores por onde tive oportunidade de observar e experienciar
foram:

J Gestao e Organizagao do SF;
° Distribuicao de medicamentos:
o) Distribuicao Individual em Dose Unitaria;
o  Distribuigao por requisigao Individualizada;
o  Sistema de Reposicao de Stocks Nivelados.
J Distribuicao de medicamentos em regime de internamento — Circuitos
especiais:
o  Gases Medicinais;
o  Hemoderivados;
o  Psicotropicos e Estupefacientes.
. Producao e controlo de Medicamentos Estéreis:

o) Unidade de Producao de Citotoxicos.
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. Produgao de medicamentos manipulados / nao estéreis:
o) Unidade de Producao de nao estéreis.

° Ensaios Clinicos.

De acordo com o preconizado pela Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra, é norma a criagao deste relatério em formato de analise SWOT, o que
corresponde a uma reflexao critica dos pontos fortes (Strenghts), pontos fracos
(Weaknesses), oportunidades (Opportunities) e ameacas (Threats) que pude evidenciar durante
a minha fase de estagio hospitalar e que, direta ou indiretamente, afetaram, positiva ou

negativamente, a minha aprendizagem.
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ANALISE SWOT

Pontos Fortes (Strengths)

Plano de estudos MICF

Os conhecimentos adquiridos ao longo da nossa formagao académica sao fulcrais
para serem aplicados no ambiente profissional como o de farmacia hospitalar. Assim sendo,
o saber retido ao longo dos anos na instituicaio de ensino, permitiu-me que houvesse
conforto em meio hospitalar de forma que a minha integragao no Hospital fosse mais bem-
sucedida. Contudo, nao seria demais que um maior detalhe e maior aproximacao a realidade
fosse conseguido para que determinados obstaculos nao sejam colocados em ambiente de
estagio/ trabalho. No entanto, o plano de estudos ha determinadas areas, como a
farmacologia, farmacia hospitalar, farmacovigilancia, galénica, farmacoterapia e farmacia
clinica, que permitem uma maior facilidade em integrar o circuito do medicamento,

tornando-nos uma mais valia no mercado de trabalho.

Apresentacao oral

Neste estagio tive a oportunidade de apresentar um trabalho relativo ao Centro de
Informagao de Medicamentos (CIM), entre outros pequenos trabalhos de utilidade que tive
oportunidade de realizar. Sendo o farmacéutico o principal responsavel pelo bom uso do
medicamento, é de todo essencial que conhega e disponha das mais variadas fontes de
informagao e que estas sejam fidedignas, de modo a que seja prestada toda a informagao
necessaria para o uso correto do medicamento.

O crescente avango na tecnologia permite que o acesso a informagao seja facilitado,
contudo também permite que as fontes sejam oriundas das mais variadas origens e que a sua
veracidade seja posta em causa. Esta apresentagao permitiu por em evidéncia que fontes de
informagao a dar prioridade em detrimento de outras, bem como destacar o papel crucial
do farmacéutico como informador principal do medicamento.

Para tal este necessita de um espago proprio para o efeito e de estar munido das
ferramentas essenciais visto que € aos servigos farmacéuticos a quem todos os servigos

hospitalares recorrem quando surge alguma duvida sobre medicamentos. Mais ainda, foi
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possivel perceber como se organiza um espago de informagao de apoio aos servigos
farmacéuticos hospitalares dado que nos foi incumbida a tarefa de reorganizar a biblioteca de
apoio de acordo com o proposto para uma biblioteca de apoio de um CIM.

Este tipo de trabalhos nao sé contribui para enriquecer o estagio curricular e a
formacao adquirida, como permite que exista destaque no meio hospitalar perante os
profissionais de salde uma vez que possibilita que uma melhoria na nossa postura,
comunicagao e interligacao e gera uma alternativa para mostrar os nossos conhecimentos

perante terceiros de forma que possamos mostrar o nosso valor e rigor.

Auditoria pela |CI

O CHL é um centro hospitalar acreditado pela Joint Commission International (JCl),
uma empresa de acreditagao cuja missao € aumentar a seguranca e a qualidade dos cuidados
de salude na comunidade internacional através de servicos de educaciao, consultadoria,
publicagao e avaliagdo. Durante o periodo de tempo do meu estagio foi possivel assistir a
parte do processo que precede uma auditoria desta empresa.

Em primeiro lugar todos os servicos sao avaliados pela Comissio de Qualidade e
Seguranca do Doente, através de auditoria internas. Neste caso particular esta teve o
propésito de avaliar a resolugcao das niao conformidades apontadas pela auditoria de re-
acreditacao da JCI.

Em segundo lugar pudemos observar a auditoria focal feita pela propria JCl, a qual é
realizada por um auditor de prestigio da empresa e que avalia todas as nao conformidades
ou conformidades parciais apontadas.

Este processo foi um aspeto bastante interessante porque permitiu uma visao real
dos processos implementados no sentido de existir uma melhoria continua e uma procura

da qualidade, uma caracteristica essencial para quem trabalha na area da saude.

Plano de estagio

Neste ponto enuncio algumas particularidades do meu plano de estagio. Em primeiro
lugar, realgar que, apesar do curto tempo de estagio hospitalar fornecido, foi possivel passar
e observar por todos os setores onde os SF atuam, permitindo-me um conhecimento geral
sobre o circuito do medicamento no hospital e a forma como o farmacéutico atua nestes
diferentes setores o que, como estagiario, permite inferir sobre a proépria carreira do

farmacéutico hospitalar.
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Iniciando pelo médulo de organizagao e gestao do SF, foi possivel perceber quais os
métodos aplicados na aquisicao e os critérios de selecao, bem como é feita a recegao e
verificagdo das encomendas. O armazenamento de medicamentos enquanto produtos de
salde foi também uma das areas pela qual passei, o que me permitiu perceber as
particularidades e os cuidados a ter com os mais diversos medicamentos e produtos de
saude.

De seguida, passei a parte da distribuicio de medicamentos. Neste setor verifiquei os
varios processos de distribuicao de medicamentos: distribuicio em dose unitaria individual,
distribuicao classica, reposicao de stock por niveis definidos, requisicoes urgentes,
distribuicao personalizada, distribuicao em ambulatério e distribuicao de medicamentos
sujeitos a controlo especial. Esta parte foi particularmente interessante pelas diferencas que
existem relativamente a distribuicio em farmacia comunitaria, relativamente a quantidades,
validagao pelo farmacéutico e controlo dos medicamentos especiais, bem como das politicas
internas do hospital relativamente ao uso de antibidticos e antisséticos.

No setor de preparagao e controlo existe uma relagao contigua entre producao e
garantia da qualidade. Todos os procedimentos visam garantir a eficicia, seguranca e
qualidade dos produtos medicamentosos de modo a que o doente receba a terapéutica mais
adequada as suas necessidades. Foi possivel observar a preparagio de produtos
farmacéuticos nao estéreis e estéreis, bem como observar toda a reembalagem dos
medicamentos. No setor de preparagao de citotdxicos, houve, ainda, a possibilidade de
observar e testemunhar todos os protocolos de preparagao em camara de fluxo laminar
vertical, procedimentos de higiene e seguranga, bem como a validagao e adequagao da dose
ao doente.

Também me foi permitido observar a gestao e execugao dos ensaios clinicos onde,
igualmente, os SF mantém um papel ativo. Aqui foi possivel observar o circuito do
medicamento experimental e concluir sobre a importancia extrema do controlo constante a
que este esta sujeito. Esta experiéncia nos ensaios clinicos forneceu uma oportunidade de
verificar uma area, exclusivamente farmacéutica, que pode ser explorada ainda mais, dado ao
numero crescente de ensaios clinicos que se tém desenvolvido. Foi-me dada a possibilidade
de presenciar uma reuniao de visita de uma empresa sobre um ensaio clinico a ser
implementado no HSA, assim como, acompanhar alguns ensaios clinicos que se encontravam
no ativo, observando a recegao da medicagao experimental, dispensa ao doente, registo e

avaliagao de toda a documentagao associada que evidenciava a importancia de que tudo é
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necessario registar de forma a ser mantida toda a seguranga, qualidade e critérios do estudo
em causa.

Manipulados estéreis e nao estéreis/ galénica

A oportunidade de poder observar o método de trabalho nas unidades de
preparagao é de facto muito importante, uma vez que permite ao estagiario inteirar-se de
todas as particularidades de um processo bastante exigente que visa garantir a salde do
doente com a qualidade do produto.

Por um lado, temos a preparacio de citotoxicos onde se prepara toda a
quimioterapia a ser administrada no Hospital de Dia. Aqui pude preparar os tabuleiros
necessarios a preparagao desta medicagao e ver, em primeira mao, como sao preparadas,
em camara de fluxo laminar vertical, as bolsas e/ou seringas com os citotoxicos necessarios
nas prescri¢oes realizadas para o efeito. Um facto a ressalvar no método de trabalho ¢ a sua
organizagao para que seja sempre mantida a esterilidade das preparagoes e nao existam
trocas, visto que a dose é adaptada a cada doente. Para tal, existiam varios pontos de
verificagao, desde o médico até ao enfermeiro, de modo a que, caso existissem erros, estes
nao chegassem ao doente.

Por outro lado, também tive oportunidade de experienciar a preparagao de nao
estéreis no que toca a manipulados e formulagoes pediatricas, bem como medicamentos de
diagnostico para genecologia/obstetricia, que sao entregues para administracao no domicilio
ou para o internamento, de acordo com a necessidade.

A importancia de uma unidade de preparagiao constata-se pela necessidade de uma
formulagao adaptada para os doentes, contribuindo para um maior sucesso clinico. Esta
unidade destaca, portanto, a adaptagao dos SF e o seu nivel de competéncia.

Em ambas as areas de manipulagao tenho de realgar a importancia do farmacéutico
na libertagao de lotes, pois tudo o que é preparado tem de ser verificado de forma a
minimizar erros e este profissional tem um papel importante no circuito desde a prescrigao

até a cedéncia da medicagao.

Colaboracao com toda a equipa dos SF

7

E com grande aprazimento que posso constatar como sao desenvolvidos os
diferentes métodos de trabalho dos profissionais de saude no local de estagio de forma a
poder inferir como podemos melhorar a nossa postura, metodologia e juizo critico e aplica-

los da melhor forma. Assim, destaco a possibilidade de poder aprender com todos os

32



Relatério de Estagio em Farmacia Hospitalar
farmacéuticos e restantes profissionais de salde dos diferentes setores do SF como um
grande ponto forte. A ligagao profissional de saude- estagiario forte que se estabeleceu
conseguiu melhorar a capacidade de convivéncia com colegas de trabalho, permitindo a
integracao em equipas de trabalho de uma forma mais eficiente e produtiva.

Para tal, tenho de agradecer a todos os farmacéuticos e restantes profissionais de
salde que disponibilizaram o seu tempo de trabalho para poderem explicar, como todo o
processo do trabalho é desempenhado, como podemos ser mais interventivos e criticos no
nosso meio de atuagao e dedicarem-se a nds, estagiarios.

As boas relagoes de equipa, estabelecidas entre estagiarios durante o meu estagio,
foram, também, sem ddvida, um ponto forte. Contribuiram para um estagio cooperativo e
saudavel, de forma a que houvesse sempre camaradagem entre os estudantes estagiarios.
Isto levou a criagao de lagos entre colegas, a valorizagao de todos os intervenientes na
realidade profissional com vista a que o ambiente profissional instituido seja sempre o

melhor e, por conseguinte, os frutos do trabalham sejam sempre o reflexo disso.

Contacto com medicamentos de exclusivo uso hospitalar

E do nosso conhecimento, enquanto estudantes, que existe medicacio que é utilizada
apenas em ambito hospitalar nao sendo, por isso, encontrada em farmacia comunitaria, o
que torna a farmacia hospitalar ainda mais peculiar.

Um dos setores onde mais este facto se verificou foi no ambulatério, onde se pode
observar a dispensa de medicagao para doencgas cronicas, como a Hepatite B, Hepatite C,
Esclerose Multipla, Esclerose Lateral Amiotrofica e Artrite Reumatodide, contudo o circuito
de medicamento de uso exclusivo hospitalar também se verifica nos medicamentos
Oncologicos e Hemoderivados.

Enquanto que os medicamentos Oncoldgicos ou Hemoderivados sao, na sua maioria,
administrados ao doente por profissionais de salde em ambiente hospitalar, os
medicamentos em regime de ambulatorio sao distribuidos ao doente. Neste setor pude
verificar todo o processo de dispensa direta ao doente e que informagoes este deve reter
para fazer cumprir, com maior rigor possivel, todas as medidas de conservagao, utilizagao e

seguranga dos medicamentos.
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Pontos Fracos (Weaknesses)

Estagio com carater observacional

2

Nao posso deixar de pronunciar que este estagio foi, na sua maioria, observacional. E
uma enorme falha nao ser dada a oportunidade em ser mais ativo no meio hospitalar de
modo a poder ter um parecer mais solido e coerente sobre esta saida profissional do que
apenas observar como todos os processos ocorrem.

Nao obstante estar ciente das dificuldades que muitos hospitais enfrentam devido a
falta de recursos humanos e acumulagao de tarefas e que estes fatores nao permitem
despender do tempo necessdrio para guiar um estagiario, a verdade é que um estagio com
caracter observacional nio dita muito ao estagiario sobre as suas capacidades enquanto
futuro profissional. Este facto, por vezes, leva a algum desagrado, pois nao podemos provar
o nosso valor ou por em pratica os conhecimentos adquiridos.

Na minha opiniao, com supervisao, deveria ser possivel reduzir este fator negativo,
tornando o estagio mais apelativo e desafiante e mostrar ao estudante, de forma mais
pratica, quais os desafios que o farmacéutico hospitalar enfrenta e como podemos arranjar
solugoes para otimizar esses desafios.

Compreendo que dado ao elevado grau de responsabilidade, nem todos os setores
sao passiveis de tal ser aplicado, mas certamente que noutros setores poderia ser
concretizavel, nem que, para tal, um plano de realizagio de trabalhos escritos com
aplicabilidade pratica fosse criada e fosse dada a oportunidade ao estagiario de se envolver

mais profundamente naquilo que ¢ a realidade quotidiana de um farmacéutico hospitalar.

Cronograma e distribuicao do estagio

Considero como um ponto fraco o facto de o estagio em ambiente hospitalar ser
muito curto, mais propriamente, apenas dois meses. Este curto espago de tempo leva a que
existam uma rotagao muito rapida entre os varios setores do SF, ficando o estagio em si
prejudicado.

O curto tempo que dispomos em cada setor serve apenas para introdugao e

observagao, nao existindo tempo nem espago para “colocar em pratica”.
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Assim, apenas se possibilita que os setores sejam inteirados de forma muito
generalista, nao havendo capacidade de avaliar, aprofundar e experienciar determinadas
tarefas de forma mais pratica e util.

Posto isto, apesar de haver a possibilidade de o estagiario passar por todos os
setores do servigo, a estrutura do estagio deveria ser abordada de forma diferente, de modo
a que os setores mais observacionais fossem mais curtos e os setores mais praticos fossem
mais longos, tornando toda a experiéncia mais pratica e menos observacional. Claro que
este estagio deveria ser prolongado de forma a que tal fosse possivel, mas haveria mais

tempo para integrar e aplicar conceitos de forma concisa e eficiente.

Plano de estudos MICF

No que toca a comparagao entre o plano de estudos do MICF e a realidade do
ambiente hospitalar as diferengas sao notoérias. O plano de estudos do curso contém falhas
no que toca a preparagao do aluno para a farmacia hospitalar e farmacia clinica, acabando
por alguns conceitos sairem muito diluidos e demasiado generalistas. Este facto torna ainda
mais dificil um estagio proveitoso, pois vamos sendo deparados com situagoes nas quais a
realidade de uma sala de aula é bem diferente da realidade profissional. Algumas matérias
com particular importancia nos SF siao abordadas com demasiada ligeireza para quem
pretende ingressar neste tipo de carreira, e, pessoalmente, no momento de estagio.

Acho que MICF deveria ser mais clinico e menos investigacional, de forma a poder
munir o estudante para o universo que lhe é imposto, tanto a nivel de farmacia comunitaria

como hospitalar.

Conhecimentos em Excel®

Acho que, neste estagio em particular, senti que foi um ponto fraco nao estar
completamente ciente das tecnologias que sao utilizadas no ambiente hospitalar. A utilizagao
do programa Excel® é uma constante e a incapacidade de poder analisar a forma como a
informagao é processada, é de facto um ponto negativo para mim, como estagiaria. Da
mesma forma que programas informaticos aplicados no setor farmacéutico sao importantes
para o conhecimento do estudante, sendo esta também uma falha do plano de estudos do
MICF, ferramentas como o Excel® sdo cruciais para podermos, pelo menos, ter a capacidade

de processar informagao de forma sistematica e organizada e com mais sucesso.
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Esta foi uma preciosa licdo sobre a importancia de alargar os conhecimentos para
além do que nos é transmitido em ambiente de faculdade, de modo a poder exercer da

melhor forma a profissao de farmacéutico.

Farmacia clinica

O HSA é o centro em que diversas situagoes clinicas ocorrem. Como tal é um
excelente espaco para o ensino de futuros profissionais de saide nas mais diversas areas de
salde, mas também um espago ideal de aprofundamento de servicos de modo a que seja
sempre o objetivo a prestacao dos melhores cuidados de saude.

Apesar das dificuldades por falta de recursos humanos, é objetivo do SF o inicio da
monitorizagao da terapéutica, com controlo da dose individualizada em cada utente, bem
como a descentralizagao do farmacéutico, passando este a acompanhar os servigos clinicos
pelos quais esta responsavel in locu. Tais objetivos sao de enaltecer, uma vez que contribuem
para o bem-estar do doente e permite o uso racional dos recursos e da terapéutica,
diminuidos os efeitos secundarios e os erros, trazendo mais salde ao doente. Aponto-os

como ponto negativo pela impossibilidade de os presenciar durante o meu estagio.

Oportunidades (Opportunities)

Perspetiva hospitalar central

O HSA é o hospital central distrital do distrito de Leiria e o hospital maior do
Centro Hospitalar de Leiria. Como tal, enquanto estagiaria, foi uma oportunidade incrivel
puder observar como os SF conseguem responder a dimensao do centro hospitalar, seja a
nivel de gestio de stocks como a nivel de preparacio e dispensa de medicacio. E neste tipo
de hospital que conseguimos averiguar todos os setores onde o farmacéutico hospitalar atua
acabando por a sua pratica clinica ser mais vasta em relagao a hospitais mais pequenos que
nao tém a possibilidade de albergar tantas valéncias. Como estagidria, esta Otica € bastante
interessante, pois permite recolher o maximo de informacao sobre a proépria saida
profissional que em muitos hospitais ndo é possivel obter, acabando este estigio ser mais

proficuo.
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Ensaios Clinicos

A existéncia de ensaios clinicos em meio hospitalar € crucial para o desenvolvimento
de novas formas de terapéutica e para avancos em saude. Neste sentido destaco o trabalho
realizado pelos profissionais dos SF que monitorizam varios ensaios clinicos e que
perspetivam o aumento do numero de ensaios a realizar na instituicao.

Todo o processo inerente a implementagao de um ensaio clinico foi algo que tive a
oportunidade de acompanhar e, pela complexidade do processo, considero uma mais-valia.

Mais ainda, é importante perceber a continua inovagao que surge no mundo

farmacéutico e como os hospitais funcionam no sentido de contribuir para tal.

Farmacéutico versus Técnico de Farmacia

Os avangos na saude tém sido muito grandes e, com essa evolugao, a disposi¢ao
de carreiras profissionais tém igualmente aumentado. No que se refere a area farmacéutica,
ao longo dos anos, tem surgido uma carreira quase paralela de forma a auxiliar toda a carga
de fungoes que a Farmacia tem tido. Refiro-me aos Técnicos Superiores de Diagnostico e
Terapéutica (TSDT). Estes carregam uma importante missao de auxiliar o farmacéutico no
circuito do medicamento. Contudo, é importante que exista uma distribuicio de
competéncias para que estas carreiras nao se tornem competitivas, mas sim que se
complementem e colaborem numa perspetiva de melhoria continua dos cuidados de saude.

Hoje em dia, esta colaboragiao esta a aumentar, o que acaba por ser uma vantagem
nao s6 para os proprios profissionais, mas também para os proprios doentes, que sao o

objetivo principal destas carreiras.

Ameacas (Threats)

Elevado trabalho administrativo do farmacéutico hospitalar

Enquanto farmacéutico uma das principais missdes € garantir o uso correto e racional
do medicamento. Para tal, sio necessarios registos de todos os procedimentos inerentes ao
circuito do medicamento. Mais ainda, quanto mais aumenta o trabalho desenvolvido, mais
aumenta todo o processo burocritico, acabando o farmacéutico por ficar saturado com
imenso trabalho administrativo. Este acresce a todas as fung¢oes distribuidas pelos diversos
farmacéuticos que compoem o setor, aumentando assim a quantidade de trabalho por

profissional.
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E um problema quando esta saturacio interfere na pratica clinica do farmacéutico,
uma vez que se torna obrigatorio desenvolver este processo administrativo, acabando por
retirar tempo para as grandes decisoes na pratica didria e podendo mesmo atrasar todo o
processo delineado para o dia de trabalho. Sendo que, apesar de cumulativa, toda a carga
burocratica é necessaria, logo o aumento em recursos humanos como resposta a esta
situagao, de forma a que o farmacéutico nunca perca a sua componente clinica, é algo a ter

em conta.

Carreira do Farmacéutico Hospitalar

Enquanto estudantes em fase de término de curso estamos cientes da dificuldade de
acesso dos recém-licenciados a area hospitalar devido a uma série de fatores que impedem a
fluidez nas contratagoes, acabando por limitar o acesso a criagao de carreira de farmacéutico
hospitalar. Esta dificuldade reflete-se num futuro incerto por quem quer enveredar por esta
area. Posto isto, a crescente necessidade de haver mais contratagoes e incentivos aos jovens
farmacéuticos para investir nesta carreira deve ser apoiada de forma a que os problemas
associados a falta de recursos humanos nao ocorram e também para que haja resposta a

concorréncia dos dias de hoje entre farmacéuticos e técnicos de farmacia.
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CONCLUSAO

Numa perspetiva de futura farmacéutica que podera enveredar pela carreira de
farmacéutica hospitalar considero este estigio uma mais-valia. A possibilidade de poder
observar todos os procedimentos e tarefas ao encargo do farmacéutico no circuito do
medicamento dentro de um hospital foi essencial para concretizar conceitos e processos
que tendem a ser algo vagos e gerais numa sala de aula. E certo que o saber adquirido ao
longo do curso € essencial para fornecer as bases tedricas necessarias a profissao, contudo a
realidade pratica torna possivel uma visao totalmente nova deste importante ramo da saude.

O interesse crescente em inserir-me na area clinica, implica inferir o maximo sobre a
farmacia hospitalar e comunitaria, onde esta é mais evidente. Senti ainda este facto de forma
mais marcada porque ingressei neste estagio apos o estagio em farmacia comunitaria, onde o
papel do farmacéutico ainda carece de relevancia e a possibilidade da indicagio ou do
aconselhamento farmacéutico muitas vezes depende da boa vontade do utente e a conversa
com o médico ou outros profissionais de salde nem sempre é a mais facil. O antagonismo
neste aspeto é bastante claro na farmacia hospitalar, onde os farmacéuticos sao cada vez
mais procurados e a sua opiniao profissional é cada vez mais tida em conta na escolha da
terapéutica e uso do medicamento.

E um facto que a componente administrativa por parte do farmacéutico no meio
hospitalar esta muito presente, mas é importante existir o registo e documentac¢ao de todo
o processo ocorrido como salvaguarda para os profissionais de saude e doentes.

Apos esta reflexao em analise SWOT, posso dizer que, de modo geral, uma carreira
hospitalar é algo a considerar, uma vez que é possivel marcar a diferenca e que, como
profissionais, somos uma pega essencial para o tratamento do doente, podendo muito ainda
ser feito de forma a melhorar a nossa intervencao.

Finalizo manifestando o meu aprego pela oportunidade de estagiar em ambito hospitalar e
que, apesar de maioritariamente observacional, capacitou-me com ferramentas para lidar
com uma das saidas profissionais que corrobora a minha vontade de dar o meu contributo
da forma mais eficaz para o continuo melhoramento do objetivo principal que a profissao
exige, que é o doente. Sinto-me agora mais segura e ciente no que toca a uma escolha

profissional futura.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADI — Arginine Deiminase

AMEs — Arginine Metabolict Enzymes
CPs — Cysteine Proteases

COPII - Coat Protein Il

CWPs — Cyst Wall Proteins

DCs — Dendritic Cells

DCSG — Dense Core Secretory Granules
DEGs — Diferrencialy Expressed Genes
DNA — Deoxyribonucleic Acid

EF-1o — Elongation factor | alpha
EGF — Epidermal Growth Factor

EGFCp — Epidermal Growth Factor like Cyst

Protein

ER- Endoplasmatic Reticulum

EVs — Extracelular Vesicules

ESPs —Excretory-Secretory Products

GalNac — N - acetilgalactosamina

HCNCp — High Cysteine Non-variant Cyst

protein

IgG — Imunoglobulina G

IL-8 — Interleucina 8

ILVs — Intralumial Vesicules

LBPA — Lysobisphosphatidic Acid
LRRs — L eucine-rich Repeat
MiRNA — micro RNA

mRNA — RNA mensageiro

MPs — Microparticulas

MVBs — Multivesicular Bodies

MVs — Micro vesiculas

OMS - Organizagao Mundial de Salde
OTC —Ornitina Transcarbamilase
RNA —Ribonucleic Acid

PVs — Peripheral Vesicles

TTP — Tristetrapolina

VSPs — Variant Sufarce Proteins
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Resumo

O parasita Giardia € um protozoario ubiquo em todo o Mundo, contudo a giardiase
continua a ser uma doenga parasitaria negligenciada. A falta de conhecimento sobre os
mecanismos inerentes a doenga continua a ser uma dificuldade no desenvolvimento de
novos farmacos e de novas formas de terapéutica. Assim, as vesiculas extracelulares,
particularmente os exossomas, pelo papel que desempenham na interagao parasita-
hospedeiro, no processo de enquistamento e na modulagao da resposta imunitaria, podem
ser uma ferramenta para o avango no conhecimento da doencga e para o desenvolvimento de

novos alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Giardia, Giardiase, Vesiculas extracelulares, Exossomas, Resposta

Imunitaria.

Abstract

Giardia is a parasite with worldwide distribution, yet giardiasis remains a poorly
understood parasitic disease. Lacking in knowledge about the disease mechanisms is still an
obstacle in the development of new drugs. Extracellular vesicles have an important role in
host-pathogen interaction and in the encysting process and may be an important tool to

understand the disease and in the discovering of new therapeutic targets.

Keywords: Giardia, Giardiasis, Extracellular vesicles , Exossomes, Imunitary Response.
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INTRODUCAO

Mais de mil milhdes de pessoas em todo o Mundo estao infetadas com doengas
parasitarias, incluindo a malaria e outras doengas tropicais negligenciadas."> Os paises em
desenvolvimento sio os mais afetados, como a Africa Oriental e Subsariana e a América. A
perspetiva da resisténcia a farmacos é alarmante, bem como o aumento da incidéncia em
animais de estimagao e domésticos, o que aumenta a transmissao de zoonoses e tem fortes
implicagcoes sociais e economicas. A necessidade crescente de terapéuticas mais eficazes
implica um melhor conhecimento de como os parasitas se adaptam e manipulam o
organismo do hospedeiro."?

A maior parte dos parasitas, durante o seu ciclo de vida, tém a capacidade de
comunicar uns com os outros € com as células do hospedeiro, contudo os mecanismos
adjacentes a esta comunicagao ainda nao sio claros.’

Neste contexto, as vesiculas extracelulares (EVs, do inglés Extracelular Vesicules)
surgem como mecanismos de transporte que levam informagao entre células e entre
organismos. Além do seu papel na fisiologia normal, também transportam moléculas dos
patogéneos para o hospedeiro, e vice-versa, como por exemplo antigénios e agentes
infeciosos.'* Nos mamiferos, os sistemas de EVs representam um mecanismo de
comunicagdo célula-a-célula, através da estimulacio direta dos recetores ou pela
transferéncia de material genético, proteinas e lipidos.'™

Nos ultimos cinco anos, as EVs revelaram estar presentes em diversos contextos
biologicos e de doenga. Em termos historicos, foram primeiramente identificadas em
reticulécitos como um mecanismo de libertagio de transferrina.” Mas o seu potencial
revelou-se quando se descobriu que podiam apresentar antigénios.>*

Além das varias aplicagdes na area da oncologia, as EVs revelam um potencial
enorme em varias doengas infeciosas, como as doengas parasitarias, dado que tém uma
importante fungdo na comunicagio entre parasita-hospedeiro.”*

O parasita G. lamblia (sinébnimo de Giardia duodendlis, G. intestinalis) é o agente
etiologico da giardiase, uma doencga gastrointestinal veiculada pela agua, com prevaléncia
consideravel nos paises em desenvolvimento e nos paises desenvolvidos e considerada pela
Organizagao Mundial de Saide (OMS) uma doenga tropical negligenciada, responsavel por

280 milhdes de infecdes sintomaticas por ano.”
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Giardia spp. foi descoberta pela primeira vez por Antony van Leeuwenhoek. Este
protozoario flagelado e binucleado pertence ao Filo Mastigophora e a Ordem
Diplomonadida. E um dos parasitas mais comuns e mais conhecidos dos seres humanos e
animais domésticos.®® Este organismo eucariota unicelular sofreu uma evolugio redutiva que
resultou na redugio ou até mesmo perda da maioria dos sistemas celulares, como a
mitocondria, peroxissomas, aparelho de Golgi e o sistema lisossomal. Contudo, em Giardia,
sao distinguiveis o reticulo endoplasmico (ER, do inglés Endoplasmatic Reticulum) que se
estende bilateralmente através do corpo celular, vesiculas periféricas (PVs, do inglés
Peripheral Vesicles) e uma mitocondria vestigial (mitosoma), localizada no centro da célula e
também dispersa no citoplasma.?

Giardia tem um ciclo de vida simples, variando entre duas formas distintas: o
trofozoito e o quisto (Fig. 1).”” O trofozoito (forma vegetativa) multiplica-se por divisio
binaria e coloniza o intestino delgado do hospedeiro, na fase infeciosa. Apesar de nao
invadirem a mucosa, os parasitas aderem a esta, mais precisamente ao epitélio intestinal,
através do disco ventral, e os flagelos contribuem para o posicionamento correto, durante o
processo de adesdo.””'" A formagio do quisto, forma infetante libertada nas fezes, ocorre
quando existem mudangas ambientais, como a alteragao da concentragao de bilis, pH ou a
biodisponibilidade de lipidos.” Os trofozoitos sofrem o processo de enquistamento e
transformam-se em quistos resistentes as condigoes ambientais externas, uma etapa
essencial no ciclo de vida do parasita.'> Os quistos sio ingeridos por via oral e os sintomas
surgem apos um periodo de incubagao de uma a duas semanas, contudo, a maioria das
79,11,13

infecoes por este parasita sao assintomaticas.

Corpos basais Mitossomas centrais

Vesiculas
periféricas

Nucleo

Flagelo . y Axonemas
anterior Mit$§sgmas Fragmentos
eriféricos dedisco -
Flagelos
laterais lagel Pareds
Flagelo do cisto

ventral

Flagelo
caudal
Figural- Esquema do trofozoito (esquerda) e quisto (direita) de G. lamblia. O trofozoito possui dois
nucleos, um disco ventral, oito corpos basais e os seus flagelos correspondentes e as vesiculas periféricas

(PVs), corpo mediano e mitosomas. O quisto contém quatro nlcleos, a parede, axonemas e os corpos
basais. (Adapatdo de Zamponi ,2017)>.
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Os fatores de risco associados a infegao sao sobretudo mas condigoes de higiene,
viagens a zonas endémicas ou consumo de 4gua nao tratada.’

Apesar da infecdo ocorrer com pouca ou nenhuma inflamagao’, alguns individuos
desenvolvem sintomas, como célicas e distensao abdominal, diarreia (esteatorreia) e perda
de peso.”'' Posteriormente, e por razdes desconhecidas, a infegio pode evoluir para formas
cronicas que podem manifestar-se de varias formas, incluindo Sindrome do Célon Irritavel
pos-infegao, fadiga cronica, ma absorcdo, comprometimento cognitivo e, ainda,
manifestagoes extraintestinais como alergia, urticaria, artrite reativa e manifestagoes
oculares inflamatérias.>"!

Observagoes experimentais e clinicas demonstraram que a diarreia e a ma absorgao
resultam de mecanismos diretos e indiretos, como a competi¢ao no lumen por nutrientes,
indugao da apoptose celular por Giardia, impedimento da proliferagao celular e alteragoes
nas tight-junctions, danos celulares causados pela resposta celular mediada pelas células T,
perda de microvilosidades, deficiéncia em dissacaridases e translocagao do microbiota
através da mucosa.’ Aparentemente determinadas infegdes por Giardia sio capazes de
modular a resposta imune do hospedeiro.

Existe um aumento na produgao de EVs pela Giardia quando exposta a diferentes
condigoes ambientais, sugerindo que estas vesiculas poderao representar um mecanismo de

2581014 Ei também,

adaptagao as mudangas ambientais no hospedeiro no curso da infegao.
demonstrado um processo seletivo de transporte proteico da membrana plasmatica para as
PVs, bem como a sua ligagao seletiva ao ER e a sua fungao no uptake de nutrientes para o
parasita, contudo a sua morfogénese ainda é desconhecida. *>'%"

E possivel que as EVs desempenhem um papel importante na giardiase, dai que o seu

estudo possa abrir novos caminhos no conhecimento dos mecanismos da doenca.'*

O que sao vesiculas extracelulares?

O prémio Nobel de Medicina reconheceu, em 2013, o projeto pioneiro sobre a
pesquisa de proteinas secretadas e o seu transporte em vesiculas especificas para
compartimentos celulares. Estudos mais recentes revelaram o papel crucial destas na
comunicacio intercelular.'®

As EVs sao definidas, de um modo simplificado, como vesiculas derivadas da

membrana com capacidade de se ligar a outras células. Apesar de poderem ter varias
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origens, transportam no seu interior uma variedade de moléculas bioativas como proteinas,
lipidos, DNA, RNA mensageiro (mRNA) e micro RNAs (miRNA), que conseguem regular a
célula-alvo.*"*'¢

Sao divididas em trés categorias principais: exossomas, corpos apoptoticos e
microvesiculas (MVs), consoante a sua biogénese, composicao e tamanho. Todas estas sao

derivadas de células e sao formados por uma bicamada lipidica, mas variam em tamanho e

.4 H 1,2,12,14,16
composicao (Fig. 2).
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Figura 2- Representagio esquematica das categorias principais de vesiculas extracelulares (EVs). Os
exossomas sao as EVs de menor tamanho, e formam-se apés a fusao de MVBs e a sua exocitose. As
microvesiculas sdo libertadas de células ativas, enquanto que os corpos apoptoticos sdo libertados de
células em processo de apoptose. (Adaptado de Jaiswal, 2019)"7

As MVs tiveram varios nomes na literatura, como ectomas, vesiculas derivadas da
membrana plasmatica e microparticulas (MPs). As MVs podem ser dificeis de distinguir dos
exossomas, contudo o tamanho varia entre 100 nm-1000nm e apresentam formas mais
heterogéneas.”” Provenientes da membrana plasmatica, num processo dependente da
concentragao de calcio, incorporam determinados lipidos e proteinas da superficie, bem
como outras moléculas antes da sua fissao da célula-mae. A formagao de MVs é um processo
inato a maioria das células.* Um estimulo ou algum tipo de dano celular aumenta a
concentragao intracelular de calcio no citoplasma, que é seguido de uma clivagem da actina
do citoesqueleto dependente de calpaina.* Déa-se, entdo, um transporte de fosfolipidos da
membrana plasmatica, que resulta na formagao de uma vesicula (MV) com a exposicao de
fosfatidilserina. >'*'¢

Os exossomas sao particulas da via endocitica com aproximadamente 30-100 nm de

tamanho e sao libertados apos a fusao de corpos multivesiculares (MVBs, do inglés
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Multivesicular Bodies) com a membrana celular e consequente libertagao de vesiculas
intraluminais (ILVs, do inglés Intralumial Vesicles) como exossomas (Fig. 3).! Foram pela
primeira identificados numa cultura de reticulocitos e, durante as duas ultimas décadas, o seu
estudo foi alargado para os varios tipos de células e para os varios tipos de organismos,
incluindo eucariotas unicelulares, sugerindo que este possa ser um mecanismo de
comunicagio celular que foi conservado com a evolugao.*'*

Os exossomas sao libertados da maioria das células e estao envoltos por uma camada
lipidica sendo, biologicamente e fisicamente equivalentes ao citoplasma rodeado pela
membrana plasmatica com os dominios externos das proteinas transmembranares, expostas
ao ambiente extracelular.' Expressam marcadores das células que lhe dio origem, mas sio
ricos em moléculas especificas associadas com a sua biogénese ou que sao seletivamente
transportadas neles."”'* A sua composicio complexa é uma vantagem na comunicagio
célula-a-célula pois permite um maior controlo em todo o processo. A presenca de lipidos
sinalizadores, proteinas, hidratos de carbono e varias espécies de RNA numa Unica estrutura
origina mudangas rapidas e radicais na célula-alvo.>*'* Podem ser induzidas por condi¢des
fisiologicas ou patologicas e podem atuar localmente ou circular através dos varios fluidos
corporais, incluindo o sangue e a linfa, dando origem a uma resposta sistematica.”

Apesar da complexidade dos exossomas ter beneficios claros para o organismo que
os produz, torna o seu estudo mais dificil pois o efeito de um exossoma ou de um pool de
exossomas é o resultado de todos os componentes que dele fazem parte."'

Normalmente os exossomas sao ricos em proteinas da via endossomal e proteinas
envolvidas na formagao de vesiculas. As proteinas oriundas do nucleo ou do ER nao sao,
normalmente encontradas no contetido dos exossomas. >'* A composicio dos exossomas
varia de acordo com o tipo de células que lhes da origem e pode, até, dar informagao sobre
a existéncia de patologias. 'Os exossomas contém proteinas comuns como a Tsgl01, Hsc70,
varias tetrapaninas e proteinas que participam na formagao e trafego de vesiculas, como a
proteina ligadora do dacido lisobifosfatidico (LBPA, do inglés Lysobisphosphatidic Acid).
'Quanto ao perfil lipidico pode variar consoante a célula que lhe deu origem, contudo,
geralmente estes sao mais ricos em esfingomielina, fosfatidilserina, gangliosideos, colesterol e
ceramidas quando comparados com a membrana plasmatica e outras membranas
intracelulares.'

Os estudos mais recentes focam-se na caracterizagao da sequéncia de RNA presente
nos exossomas. Um estudo pioneiro revelou que os exossomas sao ricos em miRNA e

mRNA e quantidades limitadas de DNA e RNA ribossomal.”
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Apesar da clara distingao entre exossomas e MVs em termos de composicao, ainda é
dificil diferencia-los porque existe uma semelhanga de componentes e de fungoes fisiologicas.
Além disso, a confusao na literatura em termos de nomenclatura e de origem das EVs, bem
como as diferencas nos métodos de isolamento e caracterizacao torna ainda mais

complicado a distingio total dos varios tipos de EVs.'*
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Figura 3- Biogénese de exossomas. Os lipidos, proteinas e acidos nucleicos sao transportados para as MVBs
ou para as vesiculas intralumiais. As MVBs fundem-se com a membrana plasmatica e sao libertadas como
exossomas. Originalmente foram identificadas como recetores para a libertagio de transferrina de
reticulocitos. RNA e proteinas citoplasmaticas também sdo transportadas em MVBs, embora este transporte
seja menos conhecido. (Adaptado de Schorey, 2015)'

As EVs sao componentes chave na comunicagao intercelular, sem ocorrer o contacto
entre células. O seu papel como mediadores na transmissao de sinais biologicos e respostas
imunoldgicas veio alterar a percecio que existia relativamente as EVs.*'*'¢

Os exossomas bem como outras EVs tém sido isoladas e caracterizadas em todos os
grupos de patogéneos como virus, bactérias, fungos e parasitas. Podem ter origem no
hospedeiro ou no patogéneo e atuam como transportadores de moléculas entre as células
do parasita e do hospedeiro, de uma forma semelhante aos sistemas secretorios das
bactérias, podendo ser candidatos atrativos para a transferéncia de genes.'® Quando a célula-
alvo entra em contacto com a EV esta pode ficar associada a membrana plasmatica,
dissociar-se, fundir-se com a célula ou ser internalizada.'®* Como seria expetavel, a atividade e

composicao das EVs varia significativamente entre os diferentes taxas e entres patogéneos

do mesmo género.'
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A infecdo parasitaria nos seres humanos tem evidéncias histdricas. De facto, pensa-se
que cerca de 400 espécies podem afetar os seres humanos e que cerca de 90 espécies sao
responsaveis por elevadas taxas de morbilidade e mortalidade.'” As infegdes parasitarias sao
muitas vezes cronicas, ocorrendo uma modulagao significativa da resposta imune do
hospedeiro pelo parasita, o que pode ou nao beneficiar tanto o parasita como o hospedeiro.
A modulagao da resposta imune é uma adaptagao que resulta de milhares de anos de co-
evolucio."

Estudos epidemiologicos realizados em zonas endémicas de algumas doengas
imunoldgicas, por exemplo atopia, sugerem que a presen¢a de uma infecao parasitaria pode
ter um efeito protetor.'> Em contraste, nos paises desenvolvidos, onde as condi¢des de vida
sao melhores e a vacinagao é uma realidade, a falta de exposicio do nosso sistema
imunitario a determinadas infe¢oes podera levar a um aumento da hipersensibilidade e de
doencas autoimunes. 2

Muitas das proteinas imunomoduladoras nao apresentam os peptideos tipicos de
sinalizagdo do ambiente extracelular, o que sugere que novas vias secretorias devem ser
ativadas, durante a interagao parasita-hospedeiro, que poderao estar relacionadas com a
modulagao da resposta imune. O papel imunomodulador dos exossomas foi primeiramente
descrito em Leishmania spp. em 2010.">'® Nestes estudos também se demonstrou que
determinados fatores associados com a infecao eram capazes de regular positivamente a
libertagdo de exossomas, bem como a sua composicao. '*'¢

Os helmintas sao um bom exemplo no estudo da modulagao da resposta imune, uma
vez que a resposta imune do hospedeiro também se desenvolveu no sentido de limitar a
patologia e minimizar os sintomas.'”> A resposta imune aos helmintas combina a resposta
imune inata e a resposta Th2, que debilita e expulsa estes parasitas. As caracteristicas da
infecao por helmintas sao uma resposta Th2 que domina a resposta imunitaria e um bloqueio
Th1/Th17 que permite a sobrevivéncia do parasita neste ambiente. '*

A regulagcao da resposta imune gerada pelos helmintas pode oferecer novas formas
para o tratamento de disfungdes imunitarias, como alergias, autoimunidade e doengas
inflamatérias. Neste sentido, varios ensaios clinicos estio em curso.”” Além disso, foi
demonstrada a tolerancia a infecao por helmintas em varias espécies animais, sugerindo que
a infecao em si ou os produtos resultantes desta podem ser usados em protocolos de
transplante. Por essa razao, muitos estudos focam-se nos produtos secretados e excretados

por helmintas e como estes podem interferir na imunidade do hospedeiro.'?
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O ndmero de publicagoes que relatam que as EVs dos protozoarios e, mais
recentemente, dos helmintas, transportam fatores de viruléncia, moléculas
imunomoduladoras e acidos nucleicos tém vindo a aumentar. As EVs fornecem uma
protecao de longa duragao, através da modulagao do sistema imunitario e, por isso, levantam
a interessante possibilidade de existir uma aplicagao terapéutica para estas vesiculas de
origem parasitaria.'

Um exemplo, na infecao por Toxoplasma gondii, a primeira a ser estudada no
contexto dos exossomas, as células dendriticas (DCs, do inglés Dendritic Cells) quando
contactavam com as proteinas do parasita e os exossomas, estimulavam a resposta imune no
sentido de proteger o hospedeiro contra a infecio aguda e crénica."'” Esta resposta foi
especifica contra o antigénio e envolveu a imunidade celular e humoral. Quando os
exossomas foram usados como vacinas, observou-se um menor desenvolvimento de quistos
cerebrais em ratos infetados com T. gondii e, ainda, preveniram a toxoplasmose congénita,
quando administrados antes da gravidez. Foram, também, detetados exossomas libertados de
linhas celulares de monécitos THP-1humanos nao infetados, que, apos infecao por T. gondii,
eram estimulados a produzir TNF-a e outros mediadores pro-inflamatérios."'?

O protozoario Leishmania spp também foi estudado quanto a produgao de
exossomas, verificando-se que serviam de veiculo no transporte de proteinas para
macrofagos. Verificou-se, também, que os exossomas inibiam a resposta imune. A proteina
HSP100, responsavel pelo empacotamento das proteinas em exossomas, também foi
estudada, verificando-se que a sua auséncia originava exossomas com cargas diferentes e
efeitos pro-inflamatérios diferentes em células imunes.""

O estudo de infegoes por Plasmodium focou-se nas vesiculas derivadas do patogéneo
versus as vesiculas libertadas pelas células do hospedeiro e sugeriu que os exossomas
libertados pelo hospedeiro podem modular a resposta imune e a sobrevivéncia do parasita.'
O trabalho de Martin-Jaular e colegas (201 1) verificou que os exossomas isolados do sangue
de ratos infetados com P. yoelli continham proteinas parasitarias que, ao serem usadas em
ratos naive, estimulavam a produgao de anticorpos imunoglobulina G (IgG) que reconheciam
globulos vermelhos infetados, diminuiam a parasitémia e aumentavam a sobrevivéncia de
animais infetados.""”

A capacidade do sistema imunologico controlar a infecao depende da sua capacidade
de reconhecer e responder aos organismos patogénicos. Neste sentido, a imunidade
fornecida através das citocinas bem como de outros mediadores inflamatérios produzidos

por células residentes ou infetadas é crucial para o recrutamento de leucécitos e para a
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eliminagao do invasor. Os produtos provenientes do patogéneo sao ativadores essenciais
quer da resposta imune inata, quer da adquirida.' As EVs demonstraram ter um papel ativo
na resposta imune, através da sinalizagao célula- célula. Podem entregar moléculas especificas
de RNA através da fusao, o que tem um grande impacto na expressao proteica da célula-
alvo. Além do RNA, algumas EVs albergam DNA, proteinas e virus camuflados ou
componentes virais. O seu conteldo depende, obviamente, da célula que Ihe deu origem. '*'®

A ativagao ou supressao de exossomas depende de varios fatores, inclusivamente da
sua origem, isto &, do tipo de célula que os produz e do tipo de fluido corporal do qual sao
isolados. Por exemplo, os exossomas libertados de células dendriticas demonstraram ser
eficazes como vacinas pela estimulagio do sistema imunolégico.! Contrariamente, os
exossomas de macrofagos infetados suprimem a resposta imune, promovendo a
sobrevivéncia do parasita. Estas respostas antagénicas resultam das diferentes composigoes
dos exossomas, incluindo a sua carga interna (proteinas e RNA) e dos diferentes marcadores
de superficie. Diferentes contelidos levam a respostas celulares diferentes. Compreender os

beneficios e os prejuizos dos efeitos dos exossomas no contexto de uma infe¢ao in vivo é o

objetivo maior, mas requer um conhecimento adicional na biogénese dos exossomas. '

EVs e ESPs em infecao por Giardia

A comunicagao entre células, através de EVs, ocorre através de biomoléculas que
incluem péptidos, proteinas, lipidos e acidos nucleicos. As EVs sao capazes de se ligar a
recetores de células diferentes das células de origem, desencadeando mecanismos de
sinalizagao intracelulares que modificam o estado fisiologico da célula-alvo. Na interagao
parasita-hospedeiro foram descritas EVs de diferentes tamanhos contendo microRNAs,
proteinas e citocinas pré-inflamatérias que atuam nas células do hospedeiro.’

O contacto de Giardia com as células epiteliais causa danos celulares na superficie
apical destas, compromete a fungao das enzimas e afeta a permeabilidade da barreira
intestinal. Varios produtos secretados e excretados (ESPs, do inglés Excretory- Secretory
Products) pelo parasita demonstraram capacidade de exercer estes efeitos, como as enzimas
que metabolizam a arginina (AMEs, do inglés Arginine Metabolic Enzymes): deiminase de
arginina (ADI, do inglés Argine Deiminase) ou a ornitina (OTC, do inglés Ornitina
Transcarbamilase).'® Estas enzimas sio consideradas fatores de viruléncia do parasita, pois

competem com as células hospedeiras pelo uptake de arginina, inibem a proliferagao celular,
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diminuem a producao de oxido nitrico, um composto toxico para o parasita, e inibem a
produgdo de citocinas pelas células dendriticas.'® O fator de elongagdo I-alpha (EF-la, do
inglés Elongation Factor |a) e a enzima glicolitica enolase também foram encontrados no meio
de crescimento do parasita, embora a sua fungao na viruléncia do parasita seja ainda
desconhecida.'® Sabe-se que EF-la é uma enzima chave no processo de sintese proteica em
células eucariotas. O EF-la de Giardia, mostrou ser uma proteina imunorreativa, sendo
reconhecida por anticorpos de pacientes infetados previamente.'®'*?

Estes fatores fazem, assim, parte do proteossoma do parasita e podem alterar a
expressao genética nas células epiteliais intestinais, a sinalizagao celular e a produgao de
citocinas pré-inflamatoérias. '

Os ESPs de Giardia induzem a transcricao dos genes de citocinas, apos a adesao do
parasita.'® Quando produzidas, as citocinas recrutam células imunitirias (células B e T,
células dendriticas e macrofagos) que se dirigem para o local de infecao. As ESPs induzem a
transcricdo de interleucina 8 (IL-8), importante para o recrutamento de neutrofilos,
produzida numa fase inicial da infecdo. '® Por outro lado, a proteina tristetrapolina (TTP),
cujo gene esta entre os genes diferencialmente expressos (DEGs), é capaz de se ligar a
porgio 3'UTR dos genes transcritos das citocinas, induzindo a sua destruigao.'® Mais ainda, o
parasita produz proteases de cisteina (CPs, do inglés Cysteine Proteases) que conseguem
degradar o IL-8 e as citocinas CXCLI, CXCL2, CXCL3, CCLE e CCL20, provocar a rutura
da barreira epitelial e a modulagio da resposta imune.”® Os estudos sugerem que a
libertagao ESPs ocorre quando o parasita recebe um estimulo inflamatério. As ESPs vao
atenuar as vias de sinalizagao inflamatérias, promovendo um diminuicao dos fatores de
transcri¢do de citocinas e/ou a degradacio de citocinas.'® Outro fator libertado pelo parasita
que danifica o duodeno € a catepsina B, uma protease, que a semelhanga da TTP, degrada a
IL-8, reduzindo a inflamagao. Além disso, degrada a mucina das células epiteliais, facilitando a
adesio do parasita."”

O processo de transporte das vesiculas é ainda pouco conhecido pois o trofozoito
nao apresenta muitos organelos com capacidade de sintese, como o complexo de Golgi ou,
pelo menos, algum organelo morfologicamente semelhante.” E, contudo, conhecido que
existe um processo de sintese constitutivo em Giardia, comprovado pela libertagao continua
de proteinas variaveis de superficie (VSPs, do inglés Variant Surface Proteins)®', proteinas que
cobrem a membrana do trofozoito, protegendo-o da agao das proteases e de outras enzimas
digestivas, devido a sua composicio rica em cisteina® e, possivelmente, protegendo o

parasita de ser reconhecido pelo sistema imunoldgico do hospedeiro, devido ao constante
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switching antigénico.” Estas proteinas sio exportadas diretamente do ER para os organelos
I o . 21
alvo, como a PVs ou para a membrana plasmatica, num processo lyssome-like.

O parasita produz e liberta ESPs, proteinas de superficie e EVs. Os ESPs afetam a
expressao génica, secregao, a adesao do parasita as células epiteliais e a resposta imune.
Porém, existe também uma resposta por parte das células parasitadas que requer maior
investigacdo. A compreensao desta interagao pode ser a chave para compreender a

fisiopatologia da giardiase.'®

EVs no processo de enquistamento

Apds a colonizagao do intestino do hospedeiro, a formagao do quisto representa
uma fase essencial do ciclo de vida de Giardia, assegurando a sobrevivéncia do parasita no

meio ambiental.**

O processo de enquistamento envolve processos celulares e moleculares,
que sao induzidos pela diminuicao de colesterol, e que dao origem a alteragoes metabdlicas
e morfolégicas (Fig. 4).” Apds a rececio do estimulo que desencadeia o processo de
enquistamento, inicia-se a sintese de proteinas que vao ser secretadas e concentradas em
vesiculas para formar a parede do quisto. Estudos recentes caracterizaram o proteoma
destas vesiculas durante o processo de enquistamento de G. lamblia, verificando-se que este
processo parece ser mediado por estas vesiculas e que resulta na formagao de uma matriz
extracelular.”.18.19.25.26

A secregao regulada é apenas conhecida no enquistamento, ou seja, com a passagem
de trofozoito a quisto.”* Analises comparativas de microarrays revelaram 18 genes regulados
positivamente e |0 genes regulados negativamente durante as primeiras sete horas do
processo de enquistamento, sugerindo que este processo ocorre apenas com mudangas no
transcriptoma.'’

O quisto nao conseguiria sobreviver no ambiente, apds excregao pelo hospedeiro,
sem uma parede resistente. A parede do quisto de Giardia é composta por proteinas e
polissacaridos, tornando-o resistente quer a lise hipotdnica na agua, quer ao acido gastrico
durante o inicio da infegao no hospedeiro. A ligagao entre polissacaridos e proteinas, através
da N-acetilgalactosamina (GalNac) forma uma parede quistica altamente resistente e
insollvel.”* A sintese da parede comeca quatro a seis horas apés a indugio do
enquistamento e termina com a formagao do quisto, apos vinte e quatro horas. Durante o
processo de enquistamento, o trofozoito vai sofrendo um arredondamento progressivo, no

qual os componentes do citoesqueleto como os flagelos, o disco ventral e os corpos
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medianos sao desagrupados. Os outros organelos celulares e o ER sofrem uma
reorganizagio profunda. "’

As proteinas da parede do quisto (CWP, do inglés Cyst Wall Proteins) sao expressas e
concentradas em ESVs num processo regulado, que se inicia no reticulo
endoplasmatico.”'*?"**? De facto, toda a informacio disponivel sobre a expressio génica
durante o enquistamento sugere que apenas os genes das CWP sao especificamente
regulados, isto &, nao se encontram ativos no trofozoito.’

As CWPs [, 2 e 3 sao proteinas acidicas de 26, 39 e 27 kDa, respetivamente, que
contém peptideos de sinalizagao na regiao N-terminal, quatro ou cinco repeti¢coes de leucina
(LRRs, do inglés Leucine-rich Repeat) e mais de |4 cisteinas posicionadas numa regiao
conservada, que formam um complexo oligomérico ou heteroligomérico estavel devido as
ligagdes disulfito.'>*** A proteina CWP2 é distinguida pelos 121 residuos da regiio C
terminal e estd presente nas ESVs, contudo, a proteina em si nao se encontra na parede do
quisto. A CWP2 funciona como um fator regulador da formagao de ESVs, regulando a
agregacao das CWP| e CWP3, através da sua regiao mais conservada. A exocitose das ESVs
requere uma protease de cisteina para clivar a regidao C terminal da CWP2.*

As ESVs sao organelos com propriedades semelhantes ao aparelho de Golgi e sao
geradas de novo especificamente para o transporte regulado do biopolimero da parede
quistica.”” A formagido das ESVs é induzida pelas CWPs exportadas do ER num processo
dependente da Proteina Il de revestimento (COPII, do inglés Coat Protein Il). As ESVs estio
intimamente ligadas ao ER, contudo diferenciam-se apos a sua neogénese, apesar de existir
uma continuidade de membranas entre as duas estruturas.” De facto, a troca das CWPs para
as ESVs maduras da-se através de uma rede tubular de ligagdes membranosas.” Estudos de
microscopia eletronica e de imunofluorescéncia demonstraram que existe um recrutamento
de ribossomas, nao apenas para o ER mas também para as membranas das ESVs durante o
processo de diferenciagio.’

As etapas de enquistamento em Giardia revelam que a parte da sintese das CWVPs,
apenas pequenas alteragoes na expressao de alguns genes, como por exemplo enzimas de
sintese do glicano da parede, sao necessarios para a produgao de ESVs. Deste modo, a
morfogénese de ESVs podera ser devida a acumulagao de carga em vez de estar associada a
um organelo especifico, num processo andlogo a formagao de granulos secretoérios densos
(DCSG, do inglés Dense Core Secretory Genes) em células endocrinas ou neuroendécrinas.’
Nos estudos de microscopia eletronica, a formagao de ESVs foi descrita como uma

acumulagao de material eletrodenso nos compartimentos do ER, seguida de um aumento de
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tamanho pela adi¢ao direta de CWPs sintetizadas recentemente. Contudo, modelos mais
recentes sugerem que a formagao das ESVs resulta das propriedades auto organizativas da
CWP3 que levam a formagio de granulos densos.’

A presenca de uma via de sintese simples e basica de formagao de ESVs é suportada
pela observagao de que a expressio de CWP| e CWP2 em linhas celulares humanas
embrionarias de rim, células nao produtoras de granulos, é suficiente para induzir a secre¢ao
de proteinas e a sua aglomeragao nos compartimentos membranares, em granulos que elas
préprias geram por acumulagao.”"”

Embora a formacao de ESVs possa derivar de uma acumulagao progressiva de CWPs
num mecanismo de “sorting by retention”, as proteinas residentes do ER, como a Hsp70/BiP,
sao removidas por vesiculas de baixa densidade ou pela rede tubular entre o ER e as ESVs a
medida que os organelos amadurecem. Assim, numa visao global, os estudos do proteoma
suportam fortemente que a formagao e maturagao de ESVs se baseia nas propriedades de
cargo das proteinas e, provavelmente, em componentes ainda desconhecidos.”"

Outras proteinas que sofrem alteragoes durante o processo de enquistamento da
Giardia sao as VSPs. Estas sao transportadas da membrana para o plasmanema através do ER.
A High Cysteine Non-variant Cyst protein (HCNCp) foi identificada como uma VSP de tamanho
grande e é uma proteina acidica e sem LRRs, tal como as restantes VSPs. A sua expressao é
aumentada durante o enquistamento e estd localizada em ESVs nos trofozoitos durante o
processo de enquistamento. No quisto foi localizada na parede e no interior da célula,
diferindo da localizagao das CWPs, que estao somente na parede do quisto. Algumas destas
proteinas HCNCp foram reconhecidas como VSP-like, EGF-like e cinases transmembranares-
I"ke'IO,ZO,ZZ

As proteinas Epidermal Growth Factor-like Cyst Protein (EGFCPs) sao classificadas como
Epidermal Growth Factor-like-like (EGF-like). Repeticoes EGF-like estao envolvidas em diferentes
fungoes fisiologicas como remodelagao da matriz extracelular, coagulagao, fibrindlise, adesao
e mobilidade celular, proliferagao e diferenciagao celular. As EGFCPs no genoma de G.
lamblia sao semelhantes as tenascinas, glicoproteinas da matriz extracelular humana que sao
expressas em abundancia durante o desenvolvimento embrionario da célula e reaparecem
aquando dos processos de cicatrizacao de feridas, reparacao de nervos e na génese de
tumores. Foi demonstrado que a repeticao EGF-like na tenascina-C é capaz de modular a
adesao celular e atuar como ligando direto do recetor EGF e induzir a mitose celular. O
dominio EGF-like presente permite um envolvimento na interagao proteina-proteina,

sinalizagao celular e adesao. Como as tenascinas tém a capacidade de se ligar a lectina, foi
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sugerido que estas podem ter um papel na imunidade inata do hospedeiro, pela sua
capacidade de aglutinar hemicias.'*'****

Os niveis de proteicos de EGFCPl, CWPs e HCNCp aumentam durante o
enquistamento indicando que aparecem no ciclo de vida do parasita na mesma altura,
sugerindo uma relagao sinergistica na formagao da parede do quisto. De facto, um aumento
da expressao de EGFCPI induz a formagao do quisto, enquanto que a delegao do peptideo
sinalizador, impede a formagao das ESVs e reduz os niveis proteicos e a formagao do quisto.
A localizagao semelhante das HCNCPs e da EGFCPI nas ESVs, parede do quisto e corpo
celular do trofozoito sugere uma via de sinalizagao semelhante, uma similaridade de fungoes
durante e apds o enquistamento e a indugio da transdugao de sinais.'®'*?

Uma outra proteina de 54 kDa foi localizada exclusivamente nas ESVs do trofozoito e
nao na parede do quisto. A proteina é induzida durante o enquistamento, de forma
semelhante as CWPs, é depois processada durante a maturagio dos granulos, sofrendo
proteolise e é capaz de se ligar ao calcio in vitro, de forma semelhante as proteinas
sequestradoras de calcio em eucariotas mais complexos. A proteina é codificada pelo gene
gGSP e nao tem homologia com nenhuma outra proteina referida das bases de dados atuais.
De facto, a inibicao da expressao deste gene impede a formagao do quisto, mas nao impede
a expressao das CWPs, sugerindo que existe uma desgranulagao calcio-dependente das ESVs
durante a formagio da parede do quisto. *

O conteudo das EVs pode modificar o fenotipo celular, evitando a resposta imune e
produzindo infecao. A identificacao de alvos celulares e inibidores das EVs representa uma
potencial estratégia de controlar a doenga.” O processo de enquistamento e a sintese da
parede do quisto revelaram uma complexidade inesperada, oferecendo um modelo de

estudo de secregao e acumulagao de EVs e uma nova perspetiva de um passo crucial da vida

do parasita, o que pode ajudar a esclarecer alguns aspetos desta doenga.”
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Trophozoite Encysting Trophozoites Cyst

Figura 4- Diferenciacio do trofozoito de Giardia no quisto. Representacio esquematica (A) e imagens
microscopicas (B). O processo de diferenciagao inicia-se quando as células em cultura estdo num ambiente
sem a presenca de bilis e de colesterol, iniciando a fase de pré-enquistamento. As primeiras alteragoes
morfoldgicas observadas nos trofozoitos sao o aparecimento de granulos secretérios, ESVs, que
transportam o material para a parede do quisto. (Adaptado de Quiroga, 2006)?'

Tratamento e controlo da giardiase

No que respeita ao tratamento da giardiase, ainda nao existe uma vacina humana
disponivel. Existe uma vacina veterinaria, GiardiaVax™ e varias vacinas experimentais que se
baseiam nas VSPs, mas a elevada variabilidade antigénica e a quantidade de componentes
dificulta a sua producao. A IgA consegue ligar-se a estes antigénios, no lumen do intestino, o
que impedira a adesao do parasita e, neste sentido foram identificados 23 novos antigénios
de superficie como possiveis candidatos a vacinas. Entre eles, a proteina-1 uridina fosforilase-
like, proteina 21.1, al-giardia e a al |-giardina foram produzidas numa forma recombinante e
demonstraram ser imunogénicas em ratos e humanos infetados, e ainda protegao, através da
imunizacio intranasal, em modelos de ratos infetados. **7°

Um outro estudo no qual o Streptococus gordonii foi manipulado de modo a exprimir a
proteina CWP2 e contendo um epiteto da célula B na superficie, foi demonstrada uma
reducao em 70% do output de quistos em ratos imunizados oralmente e um aumento dos

niveis de anticorpos. *' As informagdes recolhidas deste e de outros estudos sugerem que o

desenvolvimento de uma vacina efetiva contra a Giardia sera possivel porque é desenvolvida
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uma resposta imune forte em ratos que sao re-infetados apds vacinagao. Mostrou-se ainda
que uma resposta com anticorpos nao é essencial para uma protegio contra este parasita.”
Outros alvos para o tratamento da giardiase poderao passar pelo bloqueio de
proteinas dominantes no proteoma do parasita e que tém fungoes essenciais no
metabolismo, como a OCT ou a ADI, ou bloquear o acesso a moléculas imprescindiveis
como a cisteina, as pirimidinas e as purinas. O bloqueio do processo de enquistamento,
através de, por exemplo, a inibicdo das CPs ou da inibicao da sintese do GalNac podera ser

um bom método de interrupgio do ciclo de vida do parasita. *°
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Conclusao

Uma obvia funcao das EVs em patogéneos extracelulares é a sua capacidade de
proteger e transportar material até as células do hospedeiro.”'® Contudo, os mecanismos,
incluindo se existe especificidade para determinados tipos de células, se a carga parasitaria é
reconhecida pelo sistema imunitario do hospedeiro e como ocorre a comunicagao entre
duas espécies filogeneticamente distantes, ainda sio pouco conhecidos.>'®

As vesiculas podem funcionar transmitindo sinais entre parasitas, do parasita para o
hospedeiro ou do hospedeiro para o ambiente, participando na apresentacao de antigénios e
outros aspetos de defesa do hospedeiro.” Podem até auxiliar os patogéneos a garantir um
nicho competitivo, funcionando como sinais prévios que modulam a imunidade do
hospedeiro ou preparando as células para a recegao do parasita, auxiliando na colonizagao
ou na internalizagio dos parasitas intracelulares.'® A manipulagdo imune parece ser uma
funcao predominante dos exossomas derivados dos parasitas, originando numerosas
interagoes célula-a-célula no corpo humano. Contudo, também ¢é expetavel que as EVs
desempenhem um papel proeminente na comunicagao parasita-parasita, o que tem sido
menos estudado e requer mais investigagio.”

As EVs parecem ter um papel importante na comunicagao intercelular, com uma
influéncia direta no ciclo celular do parasita a varios niveis: na adaptagao do parasita as
mudangas ambientais, quer seja pela pressao exercida pelos farmacos ou pelas mudangas do
pH; na imunomodulagao, dado que as EVs podem atuar como mensageiros para a invasao
parasitaria; ou pela regulagao direta do transcriptoma do hospedeiro pela internalizagao das
EVs do parasita.'

Apesar de muito recente, ja se demonstrou que estas vesiculas podem contribuir
para infe¢des cronicas e para a fisiopatologia da doenga.'*'¢

Compreender os beneficios ou os prejuizos dos efeitos dos exossomas no contexto
de uma infegao in vivo é o objetivo maior, mas requer um conhecimento adicional da
biogénese dos exossomas e novas ferramentas para se puder conhecer quais as células que
dio origem a que exossomas."*

As EVs fazem agora parte de iniciativas clinicas para testar as suas propriedades como
transportadoras de farmacos, o seu uso como biomarcadores de diagndstico e o seu

potencial terapéutico e como vacinas cell-free."*
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O conceito do uso de exossomas como vacinas teve origem na area oncoldgica. As
vantagens relacionam-se com a maior estabilidade conformacional das proteinas, aumento da
distribuicao, devido a facilidade com que os exossomas circulam nos varios fluidos corporais,
uma associagao mais eficiente das células imunitarias com o antigénio, devido a presenga de
marcadores celulares especificos para estas células, e ao facto de os exossomas serem um
dos métodos naturais do organismo de transporte de proteinas e antigénios. Contudo, ha
ainda alguns aspetos a ultrapassar, como obter os exossomas com a mistura correta de
antigénios que confere protegao, que sejam reprodutiveis e atenuar o risco de introduzir
moléculas “non-self’ no organismo."*

O papel das EVs como moduladores da resposta imunitaria foi descrito pela primeira
vez num estudo pioneiro que usou exossomas de uma linha de células B.
Surpreendentemente, os resultados dos ensaios clinicos com o uso de exossomas como
vacinas “cell-free” em doentes com cancro em fase avangada tem revelado resultados muito
favoraveis. Apesar de ainda nao existirem ensaios clinicos no ambito das infeg¢oes
parasitarias, existem um enorme potencial que novas vacinas sejam desenvolvidas para
Toxoplasma gondii, Leishmania major e Plasmodium yoelli, uma vez que exossomas com carga
antigénica de DCs ou de outras células infetadas, protegeram modelos animais de infe¢io.'*

Contudo, uma vacina contra um determinado parasita tera provavelmente origem
numa linha celular humana, o que significa que determinadas proteinas e outras moléculas
serao provenientes dessas células. O efeito destes antigénios “estranhos” na resposta imune
é desconhecido e mais estudos sao necessarios."*

Outra aplicagao das EVs, considerando que estas circulam por todos os fluidos
biologicos e que a sua composigao molecular se altera consoante a sua origem e a patologia
em causa, € como biomarcadores de diagnostico. Foram demonstradas diferencas
quantitativas e qualitativas na composicao de exossomas entre individuos saudaveis e
doentes. Estas diferencas combinadas com a facilidade de acesso através dos fluidos
corporais, fazem das EVs excelentes candidatos a marcadores de diagnostico. As maiores
dificuldades desta pesquisa sio sobretudo com a falta de consenso nos protocolos de
isolamento e caracterizagao das EVs dos diferentes tipos de células e tecidos. Quando
ultrapassadas estas dificuldades, novas perspetivas sobre a base molecular da fisiopatologia e
o seu uso como ferramentas de diagnostico, bem como novos alvos terapéuticos contra

infecbes parasitarias."*'*'®
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