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PARTE |

RELATORIO DE ESTAGIO EM INDUSTRIA FARMACEUTICA

Farmalabor - Produtos Farmacéuticos, S.A.



ABREVIATURAS

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
IA - Instrucao de Acondicionamento

IF = Instrucao de Fabrico

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
PAD - Pedido de Alteracao ao Documento

PQR - Product Quality Review

QP - Qualified Person

QTA - Quality/Technical Agreements

SOP - Standart Operating Procedure

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats



l. Introducao

Com o finalizar do meu tempo como estudante na Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, a ultima etapa envolveu o ingresso em estagio curricular, como
explicitado pelo plano de estudos do MICF (Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas).

Deste modo, além do estagio obrigatorio em farmacia comunitaria, escolhi realizar
adicionalmente estagio em industria farmacéutica. Esta decisao baseou-se em varios fatores,
entre eles a necessidade de experienciar varias areas de atuagao farmacéutica, de modo a
fomentar a aprendizagem e a experiéncia de trabalho.

No entanto, fundamentalmente, esta decisao baseou-se na curiosidade em aprender
como algo tao complexo e intrincado como a indUstria farmacéutica consegue ser eficaz,
produzindo milhares de produtos por dia, sem desfalcar, abrandar ou errar.

Juntando areas tao diversas como a produgao, o embalamento, a investigagao, o
controlo de qualidade e a garantia de qualidade, tudo num Unico local, sem se equivocar, era
uma realidade que estava curioso por descobrir.

Assim sendo, de modo a realizar efetivamente o estagio proposto, escolhi a unidade
de producio industrial da empresa Medinfar, a Farmalabor, sediada em Condeixa-a-Nova'.

Esta é uma empresa de renome, de origem portuguesa, com um elevado portfolio de
produtos, alguns excecionalmente conhecidos, como Halibut® e Aero-Om® e com uma
elevada internacionalizagao, pelo que se tornou bastante atraente como local de estagio.

Sobre a mesma, esta foi fundada em 1970, crescendo até se tornar, hoje, numa empresa
lider em Portugal na categoria de Saude do Consumidor e Dermatologia, sendo ainda
considerada a terceira maior empresa portuguesa. O seu foco vai desde cosméticos e
suplementos, ao fabrico de produtos farmacéuticos, distribuicdo e comercializagio®.

Possui também uma filial em Marrocos, e uma area de distribuicao um pouco por todo
o mundo, desde a Europa, até ao Médio Oriente e Asia’.

Focando novamente no estagio, este assentou no departamento da Garantia de
Qualidade, na area de Gestao de Documentagao e Informagao sob orientagao da Dra. Ana
Filipa Lourenco.

Teve a duragao de 3 meses, nos quais coloquei em pratica conhecimentos adquiridos
ao longo dos 5 anos de curso, mas mais precisamente, das areas das unidades curriculares de
Gestao e Garantia de Qualidade e de Assuntos Regulamentares, com um énfase especial na

primeira.



Assim sendo, o presente relatério de estagio pretende, sob a forma de uma analise
SWOT, examinar o periodo de aprendizagem referido, estipulando os pontos fortes, fracos,

oportunidades e ameagas do estdgio ao qual me propos.

2. Analise SWOT

Pontos Fortes Pontos Fracos
o Acolhimento e ambiente caloroso. o Tempo de estagio.
o Autonomia e capacidade de pesquisa o Falha nos fluxos de informagdo.
auténoma.

. Possibilidade de autoaprendizagem.
. Conhecimento e formagdo.

o Plano de estagio diverso.

. Comparéncia em reuniées
multidisciplinares.
Oportunidades Ameacas
. Interven¢do do Farmacéutico na . Pouca experiéncia curricular na area.
Industria. o Falta de recursos humanos na drea.

2.1 Pontos Fortes

Acolhimento e ambiente caloroso

Desde o primeiro momento de entrada que senti que havia um grande esfor¢o para
acolher da melhor forma os estagidrios, seja através das multiplas formagoes ao longos dos
primeiros dias, bem como pela oportunidade de visitar partes da fabrica, e de conhecer
diversas pessoas em cargos distintos.

Nunca senti pressao excessiva em trabalhar para cumprir tempos especificos, e o
ambiente, no geral, foi um de ensinamento e partilha de conhecimentos e experiéncias.

Além disso, encontrando-me num gabinete com varias outras pessoas, todas elas
experientes na area, ou em varias vertentes dela, o esclarecimento de duvidas, quando estas
surgiam, era facil e imediato, melhorando e acrescentando fluidez a minha aprendizagem.

Deste modo, considero que os pontos acima referidos foram uma mais-valia para o

bom decorrer do estagio.



Autonomia e capacidade de pesquisa autonoma

Apesar de ser apenas um estagiario, desde cedo que me foi dada autonomia para
desenvolver certas tarefas que me iam sendo confiadas.

Dessas, muitas requeriam a pesquisa em locais especificos, como sites, por exemplo
Eudralex® ou Infomed*, ou bases de dados empresariais. Estando inserido na drea de Gestio
Documental, era imprescindivel ter acesso a esses recursos, de modo a completar as tarefas.

No entanto, a possibilidade de o fazer autonomamente impulsionou e ofereceu

motivacao e confianga ao trabalho realizado.

Possibilidade de autoaprendizagem

Como referido anteriormente, rapidamente obtive acesso as bases de dados da
empresa, no comego do estagio.

Estas revelaram-se fulcrais, pois contém informagoes e documentos que auxiliaram a
minha formagao na area. Um tipo de documentos que explorei demoradamente, de modo a
melhor me inteirar sobre a tematica da industria, foram os Procedimentos Organizacionais
Normalizados, ou Standart Operating Procedures, em inglés, ou em siglas PONs/SOPs, mais
comummente referidos como SOPs.

Estes contém informagao sobre um dado procedimento operacional dentro da fabrica,
como seja, por exemplo, o procedimento relativo a higienizagao, ou a boa gestao documental,
ou até mesmo as diretivas para a libertagio de lotes para o mercado. Todos estes
procedimentos sao redigidos e elaborados de acordo com as diretrizes que constam nas
guidelines da Comissao Europeia, mais especificamente, no Eudralex — Volume 4.

Estes documentos tornaram-se cruciais para a minha aprendizagem, pois serviram para
prolongar e complementar todo o conhecimento que ja tinha adquirido previamente sobre a
area, dentro das unidades curriculares da faculdade, mas que ali se tornara mais concreto e
especifico.

Além disso, estes documentos tornaram-se um preltdio para as tarefas que iria realizar
posteriormente, pois muitas requeriam algum conhecimento aludido aos SOPs, como por
exemplo, sobre a gestio documental ou gestao de integridade de informagao.

No entanto, tao importante como ter a possibilidade de ler os documentos, foi ter-
lhes acesso rapido em qualquer momento do estagio, possibilitando uma ajuda para toda e
qualquer resolucao de problemas, capacitando-me para uma autoaprendizagem e para uma
busca autonoma de informagao. Isto contribuiu para rentabilizar tanto o meu tempo, como o
dos meus colegas, impedindo algumas perdas de tempo que foram facilmente resolvidas com

0 acesso autéonomo aos documentos.



Conhecimento e formacao

Depois do curto periodo de formagao, comecei o estagio propriamente dito, dentro
da area de Gestao Documental. Nela, foram-me confiadas varias tarefas, sendo a principal a
revisao, formatacao e atualizacao de Instrugoes de Fabrico, mais conhecidas como IFs.

Havia uma séria necessidade de abordar esta tarefa, devido ao tempo limitado dos
colaboradores. O volume de documentos a rever foi aumentando, até provocarem um
consumo intenso de tempo, devido a terem que ser analisados individualmente, antes de serem
enviados para o setor da produgao. Depois do envio, estas |IFs vao sendo preenchidas com os
dados do lote ao longo do processo de fabrico, constituindo, no final, o registo de lote.

Deste modo, dediquei alguma parte do meu tempo a analisa-las, verificando a existéncia
de Pedidos de Alteragao ao Documento, ou PADs, fazendo a sua avaliagao destes em conjunto
com o farmacéutico responsavel, garantindo a compliance da documenta¢ao com o dossier de
AIM.

Realizei a mesma tarefa em Instrucdes de Acondicionamento, ou lAs, além de
colaborar no processo de gestao/migracao de Quality Technical Agreements ou QTAs, para o
sistema documental. Nao s6, mas também, me foi confiado a verificacao de lotes de validacao
a produzir. Estes requerem a sua identificacao na IF e inclusao de documentagao especifica
relativa a ensaios adicionais a realizar neste tipo de lotes. A avaliagao das IFs é efetuada de
acordo com o plano de pesagens, que indica que produtos, e lotes, irao ser produzidos nessa
semana, para melhor ajustar as tarefas da Gestao Documental, consoante as prioridades
encontradas.

Além disso, também fui incumbido da impressao e envio da documentagao de lotes
para o setor de produgao, bem como a gestao temporaria do arquivo de registos de lote.
Colaborei igualmente, no processo de gestao de arquivo/destruicao de registos de lote,
conforme previsto nas GMP °. Deste modo, devera ser retida a documentagao de lote durante
um periodo correspondente ao prazo de validade acrescido de um ano, ou no minimo 5 anos
apos certificagao, conforme for o maior espago temporal. Apds este periodo, podera
proceder-se ao processo de identificagao e destruicao da documentagao. Os lotes de validagao
permanecem arquivados, conforme procedimento interno.

A adicionar a experiéncia de trabalho, também ganhei destreza na navegagao por varios
sistemas documentais e bases de dados, como seja o Achiever Plus e o JD Edwards,
respetivamente.

Com tudo isto, posso confirmar que o meu conhecimento na area de industria

farmacéutica aumentou imenso, principalmente dentro do setor em causa, sentindo-me



bastante mais confiante com terminologias, procedimentos e tarefas a realizar, se

eventualmente decidir enveredar por esta area.

Plano de estagio diverso

O plano de estagio, além de servir como uma ferramenta organizacional do estagio em
si, também nos apresentou varias formagoes, das mais variadas areas.

Estas, nao sé servem para inteirar o colaborador sobre procedimentos a tomar em
locais e contextos especificos da fabrica, como sendo um exemplo a higienizagao aquando
entrada no setor da producao, mas também ajudam a familiarizar o estagiario num ambiente
pouco habitual.

Uma grande vantagem sua € a de permitir a existéncia de formagoes de areas distintas,
permitindo-me adquirir conhecimento, ainda que basico, mas que deveras importante, sobre
tematicas dentro do setor industrial, como a manutengao, os procedimentos ambientais, os
de integridade de dados e gestao documental, entre outros.

Ao se apresentar diversificado, o plano permitiu a integragao de conhecimentos
distintos, que normalmente nao seriam ensinados, a menos que se dirigissem ao pessoal

especifico do setor onde se inserem.

Comparéncia em reunidées multidisciplinares

Ao longo dos 3 meses, foi-me possibilitada a presenga em reunides nas quais a area da
Gestao Documental participasse, seja presencialmente ou online.

Estas incluam temas como a discussao do plano de pesagens entre varios
departamentos da Farmalabor, de forma a analisar casos mais criticos de produtos, IFs, |As,
bem como fornecedores ou clientes, que merecessem especial atengao e esfor¢o redobrado.

Estas reunioes foram importantes para me fazer perceber quais os atributos
farmacéuticos necessarios ter mais em conta para uma produgao eficiente de um produto.
Um dos atributos a analisar &, por exemplo, a necessidade da validagao de um dado processo
de fabrico, no caso de existir uma alteragao de equipamento, como um granulador ou uma
compressora. Estes automaticamente requerem uma produgao inicial de lotes de validagao,
de forma a cumprir com todas as conformidades desejadas, nas fases posteriores de fabrico.

Desse modo, sao efetuadas anadlises adicionais nestes lotes (avaliando fatores como a
homogeneidade de conteiudo na mistura final, compressibilidade com variacao de durezas e

velocidades e perfis de dissolugao) de forma a garantir que qualquer alteragao introduzida no



processo nao impacta a qualidade final do produto, bem como nao o impede de ser robusto,
reprodutivel e capaz.

Como referido, nestas reunioes foram discutidos estes e outros critérios importantes
a ser analisados, no dia-a-dia da produgao industrial medicamentosa.

Outro tipo de reunides muito importante para me inteirar na area industrial foram as
reunioes de pedidos de elementos, realizadas em modo online, nas quais participavam
membros da area regulamentar, tanto da Farmalabor, como da Medinfar. Nestas, eram
analisados pedidos de informagao, de relatorios ou de contratos, por parte de clientes ou
fornecedores, que posteriormente eram reencaminhados para areas especificas, e debatidos
entre todos na reuniao.

Ao participar nestas reunioes, pude verificar a verdadeira carga regulamentar que
precede qualquer passo nesta area, na qual até simples pedidos de informagao podem resultar
em quantidades enormes de trabalho, de pesquisa e de procura de informagao.

Por fim, presenciei e participei também em reunides Kayzen, dentro da area onde estive
inserido. Estas reunides, realizadas semanalmente, tém como objetivo apresentar o trabalho
realizado ao longo da semana, bem como apresentar indicadores de melhoria de processos
ou tarefas, de modo a mostrar, visualmente, através de graficos, o trabalho feito, o que falta
fazer, e as dificuldades em fazé-lo.

Normalmente, estas reunides eram feitas entre as areas de Gestao Documental, a de
Gestao de Relatorios de Qualidade do Produto, ou Product Quality Reviews, ou em sigla PQRs,
e entre o Diretor Técnico, ou Qualified Person, QP em sigla, do Departamento da Garantia da
Qualidade, de modo a apresentar uma visao geral destas areas em conjunto.

Através destas reunides, retive a importancia de planear e registar todas as agoes
efetuadas ao longo da semana, para posteriormente serem analisadas, discutidas e melhoradas,

em conjunto com outros colaboradores.

2.2 Pontos Fracos
Tempo de estagio

Apesar de parecerem uma grande quantidade, 3 meses nao sao tempo suficiente para
experienciar muito do que a industria farmacéutica tem para oferecer, nomeadamente em
termos de departamentos diferentes, como o Controlo de Qualidade ou a Produgao.

Devido ao facto da drea de Gestao Documental ter, ja de si, uma grande carga de
trabalho associada, nao me foi possivel experienciar muitas outras areas distintas, que

porventura poderiam acrescentar algo mais para a minha formagao académica e pessoal.



Falha nos fluxos de informacao

Apesar de ter uma componente fortemente documental, a area de Gestao Documental
também esta encarregue de responder a pedidos de informagao, por parte de outros
colaboradores da Farmalabor, Medinfar ou de clientes e fornecedores externos.

No entanto, muitos dos pedidos apenas podem ser respondidos e analisados por areas
ou pessoas especificas, com conhecimento para tal.

Devido ao facto de nao haver um procedimento normalizado para a gestao do fluxo
de informagao, estipulando as areas, ou pessoas, a quem os clientes, fornecedores ou
colaboradores devem enviar diretamente os pedidos, acaba por haver um amontoar de emails
e pedidos na Gestao Documental.

Isto culmina numa tarefa simples, a de reencaminhamento de emails para as
areas/pessoas necessarias, mas que invariavelmente, acaba por consumir muito tempo. Tempo
esse que deve ser o mais proveitosamente utilizado, numa area tao vasta e importante como
a Gestao Documental, que é necessaria a cada segundo, para o bom funcionamento da fabrica.

Se fosse implementada uma boa gestao do fluxo de informagao, os pedidos iriam
diretamente para os locais necessarios, evitando uma intervengao pela area referida,
agradando tanto aos colaboradores e clientes, que se dirigem diretamente a pessoa que
precisam, poupando tempo, mas também a Gestao Documental, ficando livre para realizar

tarefas mais urgentes.

2.3 Oportunidades
Intervencdao do Farmacéutico na Industria

Apesar deste estidgio me guarnecer com conhecimento, experiéncia e ritmo de
trabalho, o que mais obtenho dele é uma visao geral da intervengao do farmacéutico na area
da industria farmacéutica.

O curso do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas €, sem duvida, um curso
completo e diverso, formando-nos para varias areas farmacéuticas, como a vertente hospitalar
e a comunitaria. No entanto, sinto que a atuagao na industria foi escassamente explicada, pelo
menos nao abordando todas as zonas onde o farmacéutico é crucialmente necessario, como
a Gestao Documental, a gestao de processos de validagao, entre muitas outras.

A oportunidade de experienciar, em primeira mao, as diferentes vertentes de atuagao
do farmacéutico é algo que qualquer estudante anseia, deixando-me grato por té-lo feito.
Ainda mais do que isso, a possibilidade de visitar e poder observar e conhecer uma fabrica da

industria farmacéutica é algo raro, e que me guarnece de conhecimento sobre os
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equipamentos e processos usados na produgao, algo que apenas tinha contactado vagamente
no percurso académico, bem como teoricamente pela Gestao Documental.

A capacidade de conseguir esquematizar um mapa mental com algumas areas de
atuacao, como o Planeamento Industrial, Gestao de Desvios e Gestao Documental, e suas
interligagcoes e conexoes, também € algo que apenas conseguiria tendo vivido este estagio, e
€, com certeza, algo que sera extremamente Uutil, caso venha a seguir esta area

profissionalmente.

2.4 Ameacas
Pouca experiéncia curricular na area

Apesar dos conhecimentos transmitidos pelo Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas serem mdltiplos e diversificados, uma area que notei alguma falha foi
precisamente na area de Gestao Documental, pois o grande foco da formagao estd na industria
no geral, bem como nas suas partes mais laboratoriais, como o Controlo de Qualidade, e nao
tanto nas secgoes regulamentares.

Apesar de duas unidades curriculares relacionadas com o assunto terem sido
lecionadas, como sendo a de Assuntos Regulamentares e a de Gestao e Garantia da Qualidade,
apenas a segunda me foi verdadeiramente (til, guarnecendo-me de conhecimentos que usaria
efetivamente no periodo de estagio.

No entanto, ainda assim diria que apenas uma unidade curricular verdadeiramente
relacionada com esta area nao é suficiente, e incentivaria a que mais conhecimentos pudessem
ser integrados sobre a Gestao Documental, durante o curso, pois é realmente uma area vasta,

mas realmente necessaria para o bom funcionamento da industria.

Falta de recursos humanos na area

Talvez devido ao facto de nao ser considerada uma drea tao apetecivel ou pratica como
o Controlo de Qualidade, pelas suas fungoes laboratoriais, a area de Gestao Documental
apresentava-se com algum défice em recursos humanos.

Aliado a isso, e pelo facto de ser considerada uma area “geral”, onde nao ha apenas
uma Unica tarefa a ser desenvolvida, a quantidade de tarefas, pedidos e urgéncias tendia a
acumular-se, resultando numa sobrecarga de trabalho.

Além disso, e como explicitado anteriormente, a falta de um procedimento
normalizado para retratar os fluxos de informagao também acrescenta mais uma dificuldade

que a Gestao Documental tinha que superar.



No final, este excesso de trabalho pode mesmo comprometer a eficacia e eficiéncia da
nossa fungao como farmacéuticos, pois apesar de nao interferir diretamente com o produto
final do nosso trabalho, devido a existéncia de procedimentos de dupla verificagao documental
nas varias fases do processo, pode desgastar-nos e impedir-nos de dedicar tempo e recursos

noutras areas do setor, onde o contributo do farmacéutico é igualmente essencial.

3. Conclusdo

O estagio na unidade de produgao industrial Farmalabor foi, sem ddvida, um dos pontos
mais enriquecedores do percurso académico, considerando-me privilegiado por poder té-lo
realizado.

Com ele aprendi imenso sobre a indlstria farmacéutica, sobre algumas das suas
ligagcoes e detalhes internos, e fundamentalmente, sobre a necessidade crucial da existéncia do
departamento da Garantia da Qualidade, nomeadamente da area de Gestao Documental.

Dessa forma, devido a area nao ser, inicialmente, das que daria maior preferéncia, o
facto é que contornei essa ideia, ao longo dos meses de estagio, e hoje considero nao s6 uma
area interessante como fulcral para o bom funcionamento da industria.

Ao interligar-se com tantas outras, esta area também fornece um o6timo ponto de
partida para muitos outros departamentos, e, sem a sua existéncia, todos esses certamente
teriam muito mais dificuldade a ultrapassar obstaculos, no dia-a-dia.

Com ela, nao s6 fomentei a atengao e o foco em pormenores, como aprendi a priorizar
tarefas, a gerir o tempo consoante estas, e a integrar ensinamentos, tanto curriculares, como

provenientes de colegas e colaboradores.
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RELATORIO DE ESTAGIO EM FARMACIA COMUNITARIA
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DCI - Denominagao Comum Internacional
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l. Introducao

Integrado no plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) insere-se a conclusao de um estagio em Farmacia Comunitaria, de forma a completar
0 nosso percurso académico.

Apesar do seu cariz obrigatorio, € apenas com este estigio que conseguimos
compreender uma das maiores vertentes de atuagao farmacéutica, sendo também a mais
proxima do publico, e através da qual somos geralmente reconhecidos pela sociedade em
geral.

Neste aspeto, o estagio foi fundamental para contrariar o estigma presente na
mentalidade da generalidade da populagao, no qual o farmacéutico é abordado como um
simples dispensador de firmacos.

Os meses passados em estagio foram suficientes para eliminar essa nogao da minha
mente, e espero ter sido capaz de também a eliminar da mente das pessoas que atendi, de
forma a melhorar a percegao da nossa profissao perante elas.

Apesar de nao ser tao diverso ou complexo como a industria farmacéutica, na qual
realizei o anterior periodo de estagio, € um ambiente igualmente desafiador, com as suas
proprias dificuldades, e no qual o atendimento ao publico é tao importante como a gestao
eficaz da farmacia, no backoffice.

Quanto ao local de estagio, escolhi a Farmacia Rocha, sediada na localidade de
Condeixa-a-Nova, devido a sua localizagao, a sua existéncia de longa data e ao ambiente e
colaboradores, que ja me eram familiares, gracas ao estdgio de verao realizado no mesmo
local, no ano de 2021.

Esta farmacia possui alguma riqueza em tradigao, pois € das mais antigas da localidade
referida, além de ainda realizar a preparagao de manipulados, algo que tem vindo a esbater-se
no esquema mais industrializado da atualidade.

Este periodo de estagio ocorreu sob orientagao da Dra. Manuela Rocha, diretora
técnica da farmacia, bem como com ajuda, apoio e ensinamentos de todo o restante corpo
farmacéutico presente.

Sendo assim, este relatério pretende examinar o estagio referido, sob a forma de uma
andlise SWOT, categorizando e expondo os pontos fortes, fracos, oportunidades e ameagas

deste periodo de aprendizagem.



2. Analise SWOT

Pontos Fortes Pontos Fracos
o Equipa diversa, experiente e prestavel o DCl e nomes comerciais
. Casa de Satde Rainha Santa Isabel . Desvalorizagdo no atendimento

. Rece¢do de medicamentos
hospitalares

. Elaboragdo de medicamentos

manipulados
. Servicos e atendimento
Oportunidades Ameacas
. Formacgoes ° Pontos de venda de MNSRM
. Aconselhamento com OTCs . Lacunas formativas

2.1 Pontos Fortes
Equipa diversa, experiente e prestavel

Devido ao curto contacto com farmacia comunitaria, no estagio de verao alguns anos
antes, necessitei de recomecar de novo nas aprendizagens deste setor. Ainda seria algum
tempo até estar confortavel para iniciar o atendimento ao balcao, por isso primeiramente
foquei-me nas tarefas de backoffice.

Recegao e gestao de encomendas, bem como de stocks, e de organizagao de gavetas e
prateleiras foram as primeiras a que me dediquei, com o auxilio inicial dos colaboradores
presentes.

Estes foram fundamentais para me inteirar no trabalho farmacéutico, e revelaram-se
sempre prontos a ajudar em qualquer tarefa, ou a esclarecer qualquer divida que surgisse.
Dessa forma, posso indicar que o acolhimento e integragao iniciais foram calorosos,
permitindo uma melhor aprendizagem ou um relembrar de conhecimentos ja adquiridos.

No ambito dessa aprendizagem, também estive, durante algumas semanas iniciais, a
observar os atendimentos realizados pelos meus colegas, de forma a preparar-me para quando
eventualmente fosse para o balcao.

Isto permitiu nao so6 conferir que todos possuiam uma elevada proficiéncia nesta
pratica, bem como perceber que cada um abordava o atendimento de angulos diferentes, mas
igualmente validos, devido a sua experiéncia de trabalho anterior. Por exemplo, alguém que

trabalhou algum tempo em industria farmacéutica conseguia mais facilmente explicar o porqué
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de medicamentos genéricos poderem ser considerados eficazmente semelhantes, ou
bioequivalentes, aos de marca, pois conhecia intimamente os ensaios que sao realizados para

O comprovar.

Casa de Saude Rainha Santa Isabel

Como referido, antes de iniciar o atendimento ao publico, priorizei a observacao a
distincia, bem como o manuseamento do programa Sifarma 2000®, nomeadamente em relagao
a gestao e rece¢ao de encomendas.

No entanto, outra tarefa inicial que aumentou a minha capacidade futura para o
atendimento foi o aviamento de receitas para a Casa de Saude Rainha Santa Isabel.

Esta € uma unidade de salde, localizada na mesma freguesia da farmacia, que presta
diversos cuidados médicos especializados, como Psiquiatria ou Reabilitagao Fisica, e a qual a
farmacia é responsavel por fornecer qualquer medicagao que seja necessaria. Assim, sao
enviadas mensalmente receitas que necessitam de ser aviadas, ficando o custo dos
medicamentos ao encargo do instituto, ou da familia do utente.

Esta tarefa fomentou a minha destreza e familiaridade nao s6 com o programa
informatico, mas também com o ato de dispensar uma receita. Apesar de nao ser totalmente
representativo do ato em si, permite um treino mais pratico do que uma simples observacao,

e ajudou-me a interiorizar o método de dispensa de receitas mais rapidamente.

Rececdo de Medicamentos Hospitalares

Por vezes, alguns dos nossos utentes recebiam medicagao proveniente do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra, com autorizagao do médico responsavel, no caso de
necessitarem de medicagao especifica do meio hospitalar, encontrando-se o doente em
ambiente de ambulatério.

Nesse caso, a medicagao € enviada do hospital para a farmacia que o doente usualmente
frequenta, para que este a levante quando necessitar, sendo dispensada obrigatoriamente sob
supervisao de um farmacéutico.

Ocorrendo o envio, é essencial rececionar a medicagao no sistema informatico, na
chegada. Esta é feita preenchendo uma ficha com os dados do doente, do farmacéutico
responsavel pela recegao, bem como com informagao sobre o medicamento, como o seu
nome, numero de lote e quantidade disponibilizada.

Apesar desta tarefa estar restrita a farmacéuticos responsaveis, a sua observagao foi-
me Util para perceber um pouco da ligagao entre farmacias e hospitais, e em como os varios

servigos se interligam para melhor prestar assisténcia ao doente.
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Elaboracao de Medicamentos Manipulados

Apesar de ja nao ser a norma no setor, ocasionalmente surgem receitas contendo
medicamentos manipulados para serem preparados na farmacia, podendo ser considerados
Formulas Magistrais ou Preparados Oficinais, consoante sejam realizados sob orientagoes de
uma receita médica, ou sob indicagoes compendiais, respetivamente.

Apods a sua preparagao, € necessario preencher uma ficha para cada um, muito
semelhante a realizada nas aulas da cadeira de Farmacia Galénica. Esta é preenchida com o
material e quantias utilizadas, método de fabrico, sendo posteriormente usados calculos para
determinar o valor final a pagar pelo doente.

Apesar de ser feito esporadicamente, é interessante revisitar este método de
preparagao medicamentosa, e € importante nao o deixar perder-se no tempo, pois nao sé
contribui para a tradigao da profissao, como também permite a criagao de uma medicagao

especifica para um doente que nao a consiga obter noutro lado.

Servicos e Atendimento

Passado algumas semanas, finalmente comecei a realizar o atendimento ao publico, o
qual fui melhorando ao longo do tempo.

Nesse sentido, uma das caracteristicas da farmacia que auxiliaram nesse aspeto foi a
alta taxa de fidelizagao de utentes, o qual permite, com atendimentos repetidos, criar confianga
e uma maior intimidade e a-vontade na resolugao dos problemas e patologias apresentados
ao balcao.

E como alguns dos utentes também frequentam com alguma frequéncia os servigos da
farmacia, como medicao de colesterol, glicémia e tensao arterial, € possivel construir um
historico mental da medicagao de cada um e compara-lo com os valores detetados para cada
uma das medigoes.

Assim, podemos tentar verificar se existe alguma interagao, sub ou sobredosagem
medicamentosa que possa explicar alguns valores erréneos adquiridos, e sugerir, se

necessario, uma intervengao com o médico para alterar a medicagao.

2.2 Pontos Fracos
DCIl e nomes comerciais

Ao longo do curso, somos imbuidos com uma extensa quantidade de nomes de

substancias ativas presentes nos medicamentos. Deste modo, sentimo-nos preparados o
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suficiente para abordar as questoes que nos sao colocadas quando estas se referem a
Denominacao Comum Internacional, ou DCI.

No entanto, muitas vezes € o nome comercial do medicamento que prevalece, tanto
nalgumas receitas como na mente de muitos utentes, pelo que uma grande dificuldade que
apresentei foi na ligacao entre estas substancias ativas e os seus nomes comerciais, os quais
raramente sao referidos no curso.

Apesar de, com o tempo e a pratica, esta questao se atenuar, nao deixa de ser dificil
conectar inlUmeros nomes que nunca antes ouvimos as suas devidas substancias, além de

consumir algum tempo no atendimento, devido a hesitagao e desconhecimento inicial.

Desvalorizacao no atendimento

Com o avangar do tempo, a minha confianga no atendimento foi aumentando,
sentindo-me capaz de abordar casos mais complexos e exigentes.

No entanto, devido a ser apenas um estagiario, muitos dos meus aconselhamentos
eram simplesmente ignorados ou colocados de parte, quando abordava certas pessoas que
desconfiavam das minhas capacidades.

Apesar de essa posicao ser compreensivel, nao deixa de me retirar confianga para
futuros atendimentos. Nao obstante, em casos seletivos, fui capaz de, com repetidos
atendimentos de sucesso, convencer algumas pessoas a mudar de opiniao, o qual abordo como

uma conclusao positiva.

2.3 Oportunidades
Formacoes

Ao longo do periodo de estiagio na farmacia, foi possivel experienciar diversas
formagoes ligadas a introdugao de novos medicamentos no mercado, ou a explicagao de
medicamentos ja introduzidos e comercializados. Estas foram realizadas por delegados ligados
as empresas detentoras dos produtos em destaque.

A titulo de exemplo, algumas das formagoes que assisti dirigiram-se a uma gama de
produtos antiparasitarios para animais, outras para farmacos com combinagoes de
paracetamol e ibuprofeno, e outras para produtos venotropicos.

Essas formagoes, além de servirem para publicitar o farmaco, complementaram o que
ja tinha sido adquirido durante as aulas, relembrando conceitos e substancias que porventura

podiam estar mais esquecidos. Além disso, foram uma grande oportunidade para colocar
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questoes, discutir farmacos e substiancias novas e promover um debate saudavel entre

profissionais da area.

Aconselhamento com OTCs

Medicamentos sujeitos a receita médica nao podem ser dispensados livremente pelos
farmacéuticos aos utentes, por isso o Unico espetro medicamentoso onde este profissional o
pode fazer, de modo a tentar auxiliar nas patologias apresentadas, € nos medicamentos nao
sujeitos a receita médica, ou “Over The Counter” (OTCs). Isto, obviamente, apenas em
patologias ligeiras e com gravidade leve.

Desse modo, ter uma vasta gama de OTCs nas prateleiras da farmacia permite nao so
apresentar maior variedade ao doente, como também para o farmacéutico, ajudando-o a
escolher a melhor opgao para aquele doente em especifico.

Com os 5 anos do curso, senti-me preparado para abordar a maioria das situagoes que
requeriam este aconselhamento, verificando a adequagao medicamentosa, interagoes com
outros farmacos ou patologias, ou até mesmo quando a escolha mais acertada €, nao um

medicamento, mas uma consulta meédica.

2.4 Ameacas
Ponto de venda de MNSRM

Como referido anteriormente, os medicamentos OTCs ou nao sujeitos a receita
médica sao uma importante ferramenta no arsenal do farmacéutico. Estes permitem-no
encontrar medicagao apropriada ao utente, dentro dos parametros legais, para patologias
autolimitadas e de gravidade leve, sendo que este dispoe de conhecimentos e experiéncia para
os aconselhar devidamente.

No entanto, hoje em dia ha um alastramento cada vez maior dos pontos de venda de
medicamentos nao sujeitos a receita, com pregos concorrenciais aos da farmacia, mas muitas
vezes sem profissionais com a formagao devida para os aconselhar.

Deste modo, geram-se dois problemas graves para este setor: o primeiro € o da
concorréncia comercial dos pontos, que pode levar a uma preferéncia por parte do utente.
No entanto, mais grave € o utente nao ser aconselhado da melhor forma sobre o seu uso,
algo que nao aconteceria se frequentasse a farmacia.

Assim, ao encontrar um desses pontos perto da farmacia onde ocorreu o estagio, nao

pude deixar de pensar nestas consequéncias. Nao so6 isso, mas também experienciei doentes
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a procurar aconselhamento na farmacia, mas a ir comprar o farmaco no outro local, o que

também nao ajuda a melhorar esta situagao.

Lacunas Formativas

Os 5 anos de curso na faculdade de farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) sao
bastante completos no que diz respeito a diversidade e completude de conhecimento
farmacéutico.

No entanto, talvez devido a verdadeira enormidade que é este setor, € impossivel
obter e consolidar conhecimentos sobre todas as areas em que a farmacia comunitaria toca,
no periodo de tempo de formagao académica.

Desse modo, ha varias areas que julgo merecerem uma maior abordagem, pois senti
que nao estava a altura, na sua dispensa e aconselhamento.

Entre estas enumero a cosmética, a veterinaria e a salde ocular, pois apesar das
primeiras terem cadeiras especialmente dedicadas a si, sinto que nao foram suficientes para
me sentir confortavel, aquando o atendimento.

No entanto, tanto a experiéncia como as formagoes e os ensinamentos transmitidos

pelos colegas permitiram melhorar esse sentimento de incerteza e desconhecimento parcial.
3. Conclusdo

O finalizar do periodo de estagio na Farmacia Rocha fez-me perceber que a fungao do
farmacéutico na sociedade é mais importante do que muitas pessoas levam a acreditar.

Apesar de ja ter experienciado o setor industrial da area farmacéutica, e sentir que é
importante a sua maneira, € o contacto direto com o publico que torna a farmacia comunitaria
essencial para qualquer pessoa que a frequente.

A dispensa, aconselhamento, entreajuda ou a simples transmissao de informagao
podem mudar e melhorar a vida de qualquer pessoa que assim o necessite. Esta aproximagao
ao publico traz mais responsabilidade, mas também mais alegria em saber que o que fazemos
faz a diferenca.

Com este estiagio relembrei e integrei conhecimentos, tanto de colegas como
curriculares, fomentei a memodria e aproveitei todas as experiéncias para melhorar
profissionalmente.

Assim, concluo o estagio a perceber que ser farmacéutico é uma profissao exigente,
mas rica e vasta, e que qualquer area que siga o objetivo permanecera o da ajuda, direta ou

indireta, ao doente.
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4. Casos Praticos

Caso Pratico | — Um senhor entra na farmacia com a pele da face, bem como a zona
da testa, bastante vermelha, com alguma descamagao e queixando-se de ter muito prurido,
principalmente com a exposi¢ao solar, e a noite.

O quadro era bastante sugestivo de dermatite atopica, pelo que a primeira questao
que apresentei foi se ja estaria diagnosticado com essa patologia, a0 que o senhor me
respondeu afirmativamente. De seguida, perguntei o que costumava colocar nas lesoes, ao que
me mostrou um creme hidratante, pouco especifico para a patologia em questao.

Continuando a queixar-se do prurido, percebi que era essa a sua principal
preocupacao, pelo que procurei um creme indicado para o aliviar, apresentando-lhe um creme
da marca Barral®, com fungio antiprurido'.

De modo a acalmar a inflamagao, pensei numa recomendagao de hidrocortisona de
venda livre. No entanto, ao consultar o protocolo de dispensa’ deste tipo de medicamentos,
apercebi-me de que lesdes com zonas muito extensas, e localizadas no rosto requerem
referenciacao para consulta médica. Deste modo, recomendei-lhe consultar um médico, além
de Ihe fornecer alguns conselhos acerca da patologia em questao.

Estes incluiram bastante hidratagao, evitar stress, exposi¢ao solar ou maior sudorese
na zona afetada, evitar banhos muito quentes, ou esfregar demasiado com a toalha, de modo

a nao agravar as lesoes, evitar cocar e preferir roupas de algodao.

Caso Pratico 2 — Uma senhora dirige-se ao balcio da farmacia para pedir um
Cégripe®* de forma a aliviar os sintomas gripais que sente, como dor de cabeca e cansago.
Quando questionada se j& tomou algo, indica a toma de Brufen 400mg®“, mas sem resolugao
sintomatoldgica.

Questionando-me sobre o Cégripe®’

, composto por paracetamol e clorofenamina,
perguntei se sofria de alguma patologia como hipertensao ou asma, devido a possivel
interferéncia do anti-histaminico na sua composi¢ao, ao que a senhora me responde
afirmativamente quanto a asma. Descartei imediatamente este medicamento, aconselhando-a
também a deixar de tomar o Brufen 400mg®“, pois provoca broncoconstricio, e indiquei-lhe
que pode agravar a dor de cabega, devido a menor oxigenagao cerebral.

Sobre isso, a senhora indicou que o comegou a tomar devido a dor de cabega, e que
foi piorando ao longo do tempo. Além disso, mencionou nao utilizar a bomba ha algum tempo.

Pela conversa, percebi que a sintomatologia podera ter surgido devido a falta de

utilizagao da bomba, decorrente de uma possivel crise. Desse modo, aconselhei a sua utilizagao
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correta, bem como os riscos decorrentes de uma falta de adesao, e dispensei um Ben-U-Ron

500mg®°, de forma a aliviar a dor de cabeca.

Caso Pratico 3 — Uma senhora entra na farmacia a necessitar de algo para aliviar a
febre do filho, uma crianca de | lkilos. Depois de verificar que a febre nao se prolongava a
mais de 3 dias, sugeri a toma de um xarope de paracetamol, o Ben-U-Ron 40mg/mI®.

De modo a ajustar a toma ao peso da crianga, realizei os calculos tendo por base a
concentragao do xarope (40mg/ml) e a concentracao da dose individual para toma de 8 em 8
horas (20mg/kg).

Sendo que 20mg equivalem a lkg, |lkg necessitariam de 220mg do farmaco, no
esquema de dosagem referido. Assim, sendo que o xarope possui uma concentragao de 40mg
por Iml, 220mg sera equivalente a 5,5ml de xarope.

Dessa forma, devera ser essa a dose administrada a cada 8 horas, até melhoria dos

sintomas. Se tal nao acontecesse em 3 dias, aconselhei a consulta com um médico.

Caso Pratico 4 — Um senhor dirige-se a farmacia queixando-se de uma gripe,
procurando algo para a melhorar, e quando questionado responde com sintomatologia de
diarreia a um dia e dores musculares.

Devido a estar presente também uma receita sua, bem como o seu historico de
medicagio, consegui perceber que tomava uma estatina, Sinvastatina Stada 40mg®’, ao mesmo
tempo que um fibrato, e que o seu inicio de toma coincidia com o inicio das dores musculares.
Desta forma, coloquei a hipétese de poder ser devido a atuagao destes farmacos, como
suportado pelo RCM da estatina.

Além disso, verifiquei que adquiriu um antibidtico uns dias antes, pelo que a diarreia
poderia ser proveniente disso.

Assim, nao sendo provavel a existéncia da gripe, recomendei um ajuste de medicagao
com o médico para evitar as dores musculares, e aconselhei Prolif®®, um probiético indicado

para tratar a diarreia aguda, e bastante hidratagao para repor as perdas pela diarreia.

Caso Pratico 5 — Um senhor aproxima-se da farmacia argumentando que precisava
de Dulcolax®” para a evacuagio do intestino. Como ele ja tinha levado uma caixa ha algumas
semanas atras, questionei se ainda necessitaria de outra, e avisei-o de antemao dos perigos da
habituagao do intestino a atuagao de laxantes de contacto, como o bisacodilo presente no

farmaco.
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Acerca disto, ele responde que as vezes necessita mesmo de tomar, mas mesmo assim
lhe custa, devido a apresentar hemorroidas. Com essa informagao, decidi apresentar-lhe uma
opgao mais apropriada a sua condigao, um laxante osmotico.

Aconselhei-lhe o Laevolac® '

, explicando-lhe que a sua atividade osmética permite uma
menor irritagao intestinal, bem como habituacdo nula e melhor tolerabilidade pelas
hemorroidas, e que apesar do seu inicio de agao lento, pode ser tomado por mais tempo do
que o medicamento anterior.

Para auxilio das hemorroidas, indiquei-lhe Faktu® "

, uma pomada de aplicagao retal
ap6s defecagao contendo um agente hemostatico local, que coagula o tecido necrético e
contrai os vasos sanguineos de forma a controlar as hemorroidas.

Além disso, referi-lhe varias agoes para melhorar o fluxo intestinal, como maior
hidratacao, o estabelecimento de um horario de defecacdo, melhorar a dieta com fibras e
praticar exercicio fisico frequentemente.

Alguns dias depois, noutra visita a farmacia, o senhor relatou melhorias nessa condigao

e agradeceu os aconselhamentos.

28



5. Referéncias Bibliograficas

' BARRAL. (2020). Creme anti-prurido. [Consultation date may 30th 2023]. Available from:

https://www.barral.pt/product/creme-anti-prurido/

> INFARMED. (2015). Hidrocortisona - Protocolo de Dispensa Exclusiva em
Farmacia. [Consultation date may 30th 2023]. Available from: https://www.infarmed.pt
/documents/15786/2106346/Protocolotde+Dispensa+Exclusivatem+Farm%C3%A | cia+

%28EF%29+Hidrocortisona/8f8e743a-db37-42 1f-9de8-049f389e848e?version=1.I

> INFARMED. (2023). Cégripe — RCM. [Consultation date june 5th 2023]. Available from:

https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/detalhes-medicamento.xhtml

* INFARMED. (2023). Brufen 400mg — RCM. [Consultation date june 5th 2023]. Available

from: https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml

> INFARMED. (2020). Ben-U-Ron 500mg comprimidos — RCM. [Consultation date june
5th 2023]. Available from: https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.

xhtml

* INFARMED. (2020). Ben-U-Ron 40mg/ml xarope — RCM. [Consultation date june 25th
2023]. Available from: https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml

7INFARMED. (2021). Sinvastatina Stada 40mg — RCM. [Consultation date july 10th 2023].

Available from: https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml

® INFARMED. (2021). Prolif = RCM. [Consultation date 10th july 2023]. Available from:

https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/detalhes-medicamento.xhtml

> INFARMED. (2014). Dulcolax — RCM. [Consultation date 23th july 2023]. Available from:

https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml

' INFARMED. (2013). Laevolac - RCM. [Consultation date 23th july 2023]. Available from:

https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml

"' INFARMED. (2013). Faktu — RCM. [Consultation date 23th july 2023]. Available from:

https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/detalhes-medicamento.xhtml

29


https://www.barral.pt/product/creme-anti-prurido/
https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml
https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml
https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml
https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/detalhes-medicamento.xhtml
https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml
https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/pesquisa-avancada.xhtml
https://extranet.infarmed.pt/INFOMED-fo/detalhes-medicamento.xhtml

PARTE Il

MONOGRAFIA

“Mecanismos de evasido bacteriana ao sistema imune”’

Monografia orientada pela Professora Doutora Sara Domingues



ABREVIATURAS

AMPs — Péptidos antimicrobianos
IL — Interleucina

iNOS - Oxido nitrico sintetase indutivel
LAM - Lipocerabinomanano
LLO - Listeriolisina O

LPS - Lipopolissacarido

NF-kB - Fator nuclear kB

NO - Oxido nitrico

PtpA - Tirosina fosfatase

SpA - Proteina estafilococica A
TLR - Toll-Like Receptor

TNF - Fator de necrose tumoral

31



RESUMO

O sistema imunitario humano é extremamente complexo, capaz de abordar muitas
ameagas que o coloquem em risco. No entanto, seres como as bactérias evoluiram
paralelamente a este, adaptando-se para melhor o ludibriar e evadir, de forma a garantir a sua
propria sobrevivéncia.

Este tema esta presente em grande destaque no atual surgimento indesejavel de
bactérias resistentes a multiplos antibidticos, predominantemente em meios hospitalares, que
adquirem mutagoes e genes de resisténcia, evoluindo e modificando o seu comportamento e
vulnerabilidade.

Métodos como a variagao antigénica ou a inibicao apoptoética podem superar as defesas
do organismo, e originar diversas patologias. Dessa forma, para sabermos como os combater,
€ necessario conhecé-los.

E nesse contexto que esta pesquisa procura resumir, dentro da complexidade do tema,

alguns métodos mais comuns de evasao bacteriana ao sistema imune.

Palavras-chave: Sistema Imunitario; Evasao Imunitaria; Bactérias.

ABSTRACT

The human immune system is extremely complex, capable of dealing with multiple
threats that put it at risk. However, organisms like bacteria evolved along with it, adapting to
better deceive and evade it, guaranteeing their survival.

This topic is greatly discussed in today’s emergence of antibiotic resistant bacteria,
predominantly in hospital environments, which acquire mutations and resistance genes,
evolving and modifying their behaviour and vulnerability.

Methods like antigenic variation or apoptotic inhibition can overcome the body’s
defences, leading to diverse diseases. In that regard, it is necessary to know them in order to
fight them.

In that context, this research intends to compile, within the topic’s complexity, some

of the most common immune system bacterial evasion methods.

Keywords: immune system; immune evasion; bacteria.
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INTRODUCAO

As bactérias convivem com o organismo humano desde o inicio da sua existéncia, pelo
que é previsivel terem desenvolvido métodos para escapar ao seu alcance imunitario, de modo
a prolongarem a sua sobrevivéncia e hipoteses de multiplicagao.

Apesar do sistema imune humano ser bastante adaptavel e capaz de lidar com ameagas
provenientes de multiplos seres invasores, nao € infalivel, e estes seres podem aproveitar-se
de algumas falhas existentes para permanecerem ilesos. Alternativamente, podem até criar
oportunidades para escape, ou para usarem o sistema imune contra si mesmo.

Além disso, mesmo as bactérias comensais ao organismo humano usam estas
estratégias.

Estes mecanismos de evasao caracterizam-se pela sua complexidade, envolvendo
mecanismos moleculares diversos, e pela sua vastidao, pois apesar de alguns serem comuns a
muitas bactérias, outros sao mais especificos, atuando contra defesas especificas do organismo,
como certas células ou vias celulares.

Desta forma, serao analisados apenas alguns dos mecanismos de evasao imunitaria mais
comuns, usados pelas bactérias para garantir a sua sobrevivéncia, colocando-os em perspetiva

usando exemplos bacterianos associados.

I. Sistema Imunitario

O sistema imune é dos sistemas mais complexos que conhecemos, ainda mais do que
o cérebro humano. Esta reunido sobre diversos 6rgaos, e € mediado por células e movimentos
celulares e proteicos altamente especializados, tendo como objetivo final a protegao do
organismo humano de ameagas externas, como virus e bactérias, assim como de internas,
como tumores e desenvolvimentos celulares descontrolados.

Como 6rgao primario para a defesa do organismo, temos o maior 6rgao do corpo, a
pele. Esta, combinada com as barreiras mucosas, atua como o primeiro impedimento a
penetragao de seres invasores, pois nao s6 funcionam como barreiras fisicas, como contém
certos componentes que potenciam esse efeito. Substincias como o muco, existente nas
mucosas, permitem fixar os agentes patogénicos, possibilitando a sua remogao por
mecanismos fisioldgicos, como o espirro ou a tosse, ou por neutralizagao pelas células do
sistema imune'.

Por sua vez, o microbioma normal do nosso corpo, existente em toda a extensao do
nosso organismo, desde o intestino até a pele, também atua como mecanismo de defesa

natural. Este produz substincias antimicrobianas que impedem a progressiao dos invasores'.
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Além disso, também impede a colonizagao do local por competir diretamente com os agentes
patogénicos por nutrientes e espago.

Além disso, estas substancias antimicrobianas existem naturalmente pelo corpo, sob a
forma de enzimas, que, nao so6 inativam os microrganismos, como os fixam, para posterior
atuacio das células do sistema imune, que patrulham as mucosas®, sendo ativadas mediante
um contacto com o ser estranho.

Todas estas caracteristicas, incluindo zonas com particularidades especificas, como pH
muito baixo no estomago, ou a existéncia de cilios nas vias respiratorias, ajudam a fortalecer
estas barreiras primarias'.

No entanto, se houver, de facto, entrada do ser no organismo humano, a via celular
do sistema imune tera de atuar. Estas células, como linfocitos e macroéfagos, sao produzidas
em orgaos especificos do corpo humano’.

Estes estio divididos em duas categorias: os 6rgios linfiticos primérios e secundarios'.
Os primeiros incluem a medula 6ssea e o timo, sendo na medula que se forma a maioria das
células do sistema imune, e no timo que ocorre a maturagao de um tipo especifico de célula,
os linfécitos T**.

Como 6rgaos secundarios, cujo objetivo é auxiliar e fornecer zonas de atuagao das
células do sistema imune, encontramos o sistema e nédulos linfaticos, o baco e as amigdalas'.

O sistema linfatico funciona como uma rede complexa e interligada de vasos, espalhada
por varios tecidos e orgaos. Este, nao sé ajuda a manter um equilibrio de fluidos nos tecidos,
como mantem um canal de comunicagao entre esses e os vasos sanguineos, permitindo um
contacto entre células linfaticas, pertencentes ao sistema imune, e seres invasores que
porventura estejam nos tecidos’. Deste modo, podemos considerar que o sistema linfatico
permite aumentar a probabilidade de contacto entre sistema imune e microrganismos,
contribuindo para a atuagao imune.

Ao viajarem pela rede linfatica, as células do sistema imune atingem os noddulos
linfaticos, que atuam como centrais de comunicagao e filtragao. Nao so filtram o fluido
linfatico, como potenciam o contacto entre células do sistema imune, ja presentes no noédulo,
e potenciais agentes patogénicos, sob a forma de antigénios, pequenas moléculas
caracteristicas de cada microrganismo®.

Tal como descrito para os vasos linfaticos, isto permite redobrar a atuagao do sistema
imune, por, essencialmente, trazer amostras dos agentes patogénicos as células que os
combatem, evitando o que necessitaria de uma elevada deslocagao destas células, livrando o

organismo de um esfor¢o desnecessario®.
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O bago tem como fungao, entre outras, armazenar alguns tipos de células do sistema
imune, que podem atuar como um filtro de microrganismos presentes na circulagao sanguinea.
Estes, inevitavelmente, irao passar neste 6rgao, onde podem ser fagocitados por células
especializadas. Além disso, também neste local sao produzidos anticorpos, por linfécitos B,
através da interagdo com células apresentadoras de antigénios’.

As amigdalas funcionam essencialmente como um reservatério de células do sistema
imune, que, devido a sua localizagao, na garganta e palato, conseguem atuar preventivamente,
impedindo o acesso de microrganismos que tentem entrar pela via respiratoria e
gastrointestinal®.

Para concluir, e apesar de todos serem importantes e Uteis a sua maneira, todos estes
orgaos referidos partilham uma fungao em comum: a de atuarem como palco para os
verdadeiros atores do sistema imune, as células. Células estas que possuem diversas
especializages, consoante o ramo onde procuram atuar.

Os ramos principais, que permitem subdividir, de forma geral, as células, sao o sistema
imune inato e o adaptativo. O primeiro prende-se com uma agao rapida e pouco especifica,
focada em neutralizar o atacante, no inicio da sua atuagao’. Esta rapidez vem com o custo de
nao permitir especializagao contra certos alvos, nem memorizagao, para um combate futuro,
se surgir necessidade.

No geral, esta categoria do sistema imune consegue facilmente reconhecer perigos de
ordem global, como virus, bactérias, fungos ou células em crescimento descontrolado. No
entanto, nao consegue distinguir entre estirpes, de bactérias ou virus, impedindo-o de agir
contra ameacas especificas'®. Alguns exemplos de células dentro desta classe incluem
neutrofilos, eosindfilos, células dendriticas e mondcitos.

No outro lado do espetro, o sistema imune adaptativo consegue ser extremamente
eficaz e especifico, além de ter a capacidade de guardar memoria dos microrganismos
combatidos, para referéncia futura'®. No entanto, possui o revés de demorar algum tempo a
atuar, sendo apenas ativado pelo sistema imune inato, quando este nao é capaz de dominar a
ameaga sozinho. Esta categoria de sistema imune tem como exemplos de células os linfécitos
BeT.

Os primeiros sao conhecidos como as células produtoras de anticorpos, pois, quando
interagem com antigénios para os quais tém afinidade, sao capazes de produzir anticorpos em
massa’‘, que atuam como uma rede de proteinas, que tanto neutralizam os alvos, como os
rendem passiveis de ser eliminados pelas células do sistema imune''.

Os anticorpos também sao capazes de ativar o sistema do complemento, um conjunto

de proteinas circulantes no sangue e no plasma, que, quando ativadas, desencadeiam uma
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reagao em cascata. Esta reagao nao so ativa mais proteinas do sistema do complemento, como
danifica membranas celulares, e atrai células do sistema imune para o local, como macroéfagos
e neutrdfilos, além de ativar mastécitos'?.

As outras células do sistema imune adaptativo sao os linfocitos T, que atuam como
comandantes no campo de batalha, ora orientando e ativando as outras células através do uso
de citocinas, pequenas moléculas quimicas, ora eliminando diretamente invasores, como
células infetadas com virus, ou tumorais®.

Depois desta curta introdugao ao, infinitamente mais complexo, sistema imune,
poderemos prosseguir para o tema em foco, os mecanismos mais usuais de evasao ao sistema
imune, por parte das bactérias.

Apesar da introdugao nao ser especifica, nem contemplar fatores igualmente
importantes para o sistema imune, estes serao especificados e aprofundados, quando o tema

principal assim o necessitar.

2. Evasido do Sistema Imune

Antes de aprofundar sobre o tema em questao, queria apenas deixar claro que a
tematica da evasao do sistema imune nao é algo simples ou direto. Tal como o sistema imune
em si é extremamente complexo, sendo impossivel compreender na sua totalidade, também
a sua evasao deve ser, necessariamente, complexa.

Aliada a sua complexidade, nao é possivel, no espago deste trabalho, realizar um
aprofundamento tao denso como o tema merecia. Deste modo, é possivel que possa falhar a
apresenta-lo corretamente, no ambito da presente monografia.

Sendo assim, e para iniciar a tematica principal, podemos perguntar-nos como é que
algo tio intrincado e preparado para qualquer ocorréncia, como seja o sistema imune,
consegue ser ludibriado e evadido.

Para entender essa questao, devemos olhar para o que se entende por evasao do
sistema imune.

Podemos indicar que a evasao ao sistema imune é qualquer agao efetuada por parte
do agente invasor, seja uma bactéria, um virus, um tumor, ou qualquer outro organismo, que
lhe permita escapar ou subverter a capacidade imunitaria do hospedeiro, ficando o invasor
livre para se replicar, ou até para se transmitir a um novo organismo, causando posteriormente
doenca aguda ou grave".

Estas taticas variam enormemente, em diversidade e complexidade, mas todas se

aproveitam de alguma fraqueza ou incapacidade do organismo hospedeiro. Essa é a forma
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como os diferentes organismos invasores sao capazes de montar um ataque contra uma defesa
que se julga, erradamente, infalivel, pois até mesmo os processos mais complexos, como o
sistema imune, possuem erros ou deficiéncias na sua construgao.

Apesar disso, podemos, certamente, aprender com elas, de modo a reconhecer as
falhas no nosso proprio sistema imune, sendo isso um passo decisivo para o fortalecer,
prevenindo futuras recorreéncias.

Estes mecanismos para evitar ou subverter o sistema imune surgem, muitas vezes,
como resultado da evolugio natural, 2 qual estio sujeitos todos os seres vivos'>. Apesar do
organismo humano apresentar defesas sofisticadas contra invasores, alguns destes
conseguiram efetivamente evoluir, apresentando manobras que derrubam e inibem o sistema
imune inato ou adaptativo'®.

Apesar disso, as consequéncias podem ser graves, se 0 organismo nao conseguir
responder adequadamente, ou superficiais, apenas atrasando ligeiramente a resposta do
sistema imune.

Esta evolugao dos seres invasores, nomeadamente por parte das bactérias, sendo o
foco desta monografia, existe devido a sua longa convivéncia com o ser humano'®. Apds
milhares de anos a partilhar o mesmo ambiente, nao é dificil suspeitar que estes seres possam
ter evoluido de forma a conseguirem sobreviver a nossa presenca.

A titulo de exemplo, foi encontrada evidéncia da existéncia de Mycobacterium
tuberculosis em restos mortais com 9000 anos'®, e também de Helicobacter pylori numa mumia
pré-historica, com 5300 anos'’, provando que estes seres nos acompanham a tempo suficiente
para sofrerem mutagoes e evolugoes que lhes permitam melhor adaptar-se ao nosso
organismo.

Os mecanismos usados pelas bactérias para evadir o sistema imunitario sao imensos e
multifacetados, e cada bactéria é especifica na sua abordagem, apesar de se sustentarem em
bases comums'* (Figura |). Apesar disso, ndo ha um mecanismo que funcione garantidamente,
pois, além da bactéria ser uma variavel importante, também o organismo humano, e a forma

como ele apresenta a sua defesa, o é.
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Figura | - Visio geral sobre diversos mecanismos bacterianos e virais de evasio imunitaria. (Retirado)'*

Nenhum mecanismo é capaz de penetrar, com certeza definitiva, a defesa humana, pois
todas as defesas sao diferentes, provenientes da genética, da constituicio e do ambiente
diferente que cada um possui'®.

Quanto aos mecanismos em si, estes podem ser discretos, focando-se em evitar a
detecdo por parte do sistema imune, como através da mudanga antigénica da sua parede/
capsula celular, ou confrontativos, preferindo atacar diretamente as defesas do organismo,
como, por exemplo, através do uso de proteinas efetoras'’. O mais usual, no entanto, é uma

combinac¢ao de ambos, consoante a situagao em que a bactéria se encontre.

2.1 Variacao Antigénica

Para comegar com os mecanismos mais usuais, poderemos inferir que a variagao
antigénica da parede celular é, certamente, dos mais comuns. Ocorrendo em multiplos seres,
desde virus a bactérias, a variagao antigénica permite camuflar o ser, escapando a detegao do
sistema imune, e até permite inutilizar as armas que o organismo usa contra ele, pois estas
seriam especificas para um determinado tipo de antigénio, que nao é expresso pelo ser

invasor'.

38



Para clarificar, um antigénio é algo capaz de estimular uma resposta imune,
pertencendo ao proprio organismo ou a um corpo estranho, e podendo ser proteinas, acidos
nucleicos, polissacaridos ou lipidos'®. Além disso, também funciona como um recetor, no qual,
se um elemento do sistema imune se ligar, com a devida afinidade, pode potenciar uma
resposta imune, como referido.

Com a mudanga antigénica, esta resposta imune fica comprometida, pois o antigénio
que anteriormente provocaria uma resposta pode ja nao o fazer, devido a perda de afinidade,
com a mudanga estrutural do antigénio".

Assim, os mecanismos imunes tornam-se menos eficazes, pois ha uma menor
probabilidade de haver um contacto com sucesso, seja de células do sistema imune, como
linfocitos, ou de proteinas, como anticorpos. Cada um destes possui recetores especificos na
sua superficie que reconheceriam o antigénio e iniciariam a resposta imune, através do
contacto entre antigénio e recetor, mas com a variagao antigénica este passo € dificultado,
requerendo a criagio de novos recetores especificos para aquele antigénio'.

Como exemplo, temos o caso de Streptococcus pneumoniae, que possui varios serotipos
diferentes, os quais se distinguem apenas por terem uma estrutura diferente, em relagao a sua
capsula polissacarida"’. Essencialmente, isto significa que os antigénios de superficie que os
serotipos possuem sao diversos entre si, pois a estrutura geral da capsula é diferente. Isto leva
a que uma infegao com um determinado serotipo de S. pneumoniae, sendo resolvida com
sucesso, nao impeca que possa haver reinfecio pela mesma espécie bacteriana no futuro
(Figura 2). Apesar da imunidade adaptativa guardar linfécitos de memoéria que ajudarao a
combater rapidamente uma infecao futura, esse combate apenas sera eficaz contra o

determinado serotipo presente na infegao anterior'.
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Figura 2 — Esquema representativo da variagio antigénica de Streptococcus pneumoniae. (Retirado)'®

Se, pelo contrario, surgir infecao por um novo serotipo, todas as defesas construidas
previamente serao inuteis, sendo o organismo obrigado a combater a mesma bactéria como
sendo um ser invasor distinto, explicando as multiplas reinfe¢oes que podem ocorrer pela

mesma espécie'’.

2.2 Alteracao da Carga de Superficie

Outro exemplo de modificagao da superficie bacteriana é o da alteragao da carga da
parede celular de negativa para positiva, em organismos de Gram-negativo™. Alguns
microrganismos, como Escherichia coli ou Salmonella enterica, sao capazes de mudar a carga da
sua membrana, de forma a conseguirem repelir anticorpos e péptidos antimicrobianos,
designados por AMPs?*', produzidos por células do sistema imune'™.

Estas substancias, produzidas para combater as ameagas microbianas, provocando uma
disrupgao da parede celular, sao assim inutilizadas, pois devido a apresentarem carga positiva
sao repelidas electrostaticamente em contacto com membranas com a mesma carga®.

Estas bactérias de Gram-negativo conseguem, entao, mudar a estrutura da sua parede
celular através de modificagdes, com moléculas catidnicas, no lipopolissacarido, ou LPS,

presente na membrana. Mais especificamente, eles alteram um constituinte do LPS, o lipido A,
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adicionando-lhe grupos palmitoil, fosfoetanolaminas ou 4-amino-4-deoxy-L-arabinoses, para
mascarar a carga negativa desse constituinte®.

No entanto, nao siao apenas as bactérias de Gram-negativo que possuem esta
capacidade. Algumas bactérias de Gram-positivo, como Staphylococcus aureus ou Listeria
monocytogenes, sao igualmente capazes de modificar a sua parede celular para reduzir a
incidéncia de carga negativa, tornando-se assim mais capazes de repelir os AMPs emitidos
pelas células do sistema imunitario®. Estas conseguem-no fazer com uma alteragio nos acidos
teicoicos, presentes na parede celular. Ao incorporarem ésteres de D-alanil na parede celular,
ligando-os ao referido constituinte, ocorre uma exposi¢cao de um grupo amina com carga
positiva. Esta acao reduz a carga negativa da parede, e diminui a atragao electroestatica que
haveria entre os AMPs e a parede celular, permitindo a bactéria proliferar e sobreviver®.

Além desta modificagao antigénica, existem outras taticas relativas a membrana
exterior das células que lhes permitem obter uma maior vantagem em relagiao ao organismo

hospedeiro.

2.3 Camuflagem Estrutural

O uso de constituintes, na membrana exterior, estruturalmente semelhantes aos
encontrados pelo organismo humano pode funcionar eficazmente como um mecanismo de
camuflagem, rendendo o ser invasor invisivel, até certo ponto, as defesas do organismo.

Um exemplo podera ser o de E. coli, que possui algumas estirpes cuja constituigao
contempla uma capsula contendo polissacaridos com uma estrutura semelhante a encontrada
em polissacéridos localizados em células de mamiferos™. Esta simples semelhanga é crucial
para evitar que o sistema imune o identifique como um ser invasor, levando a que ganhe tempo
suficiente para proliferar e causar danos.

Nao s6 E. coli, mas também Neisseria meningitidis possui estirpes capazes de evadir o
sistema imune pelo mesmo mecanismo®. No entanto, além de possuir a referida capsula, é
adicionalmente capaz de impedir geneticamente a sintese da mesma, aquando da entrada e
infecdo de uma célula hospedeira'®. Esta opgio permite facilitar a entrada na célula, sendo N.
meningitidis capaz de, posteriormente, reativar a sintese capsular, na saida, de forma a obter

protecao e camuflagem contra o sistema imune".

2.4 Proteinas Efetoras

Como referido anteriormente, nao sao apenas os mecanismos mais discretos e

indiretos que sao usados pelas bactérias. Apesar de estes também serem importantes e
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comummente usados, as a¢oes realizadas pelas bactérias para sobreviverem nao se limitam a
ser apenas defensivas.

Além disso, é bastante evidente que apenas ao conjugar varias taticas, defensivas e
ofensivas, € que estes seres conseguem garantir alguma chance de resistir seja ao nosso
organismo ou a outras ameagas externas, ou internas, como bacteriofagos".

Desse modo, um dos mecanismos utilizados é o uso de proteinas efetoras, que
funcionam como moduladores de certas atividades celulares, sendo produzidas pelas bactérias
para atuarem em células do organismo hospedeiro®.

Estas ferramentas permitem-lhes nao sé interferir com o sistema imune, se o ataque
for dirigido a células pertencentes a essa categoria, bem como a outras, se a afinidade for
devidamente adequada.

E importante ressalvar que estas proteinas efetoras nio atuam como toxinas. Apesar
de ambas exercerem a sua agcao em seres ou células vivas, os seus mecanismos de entrega sao
diferentes”. Ou seja, o efeito toxico das toxinas pode ser observado mesmo quando sio
adicionadas externamente a um organismo ou grupo de células. Pelo contrario, a entrega das
proteinas efetoras ja depende de um contacto direto entre o alvo e uma maquinaria
multiproteica especializada®.

Além disso, as toxinas geralmente possuem uma unica atividade responsavel pelo dano
celular, muitas vezes destrutivo e em grande escala, em termos celulares. As proteinas
efetoras, no entanto, contrastam com uma atividade especializada e direcionada, modulando
atividades celulares, muitas vezes atuando simultaneamente com outras proteinas efetoras,
dirigidas a2 mesma célula®.

Estas proteinas provém de maquinarias proteicas especializadas, designadas como
sistemas de secrecao proteica, sendo que pelo menos trés tipos foram categorizados e
descritos: tipo lll e tipo IV, encarregados da transferéncia proteica para células eucariotas, e
tipo VI, capaz de transferir proteinas para outras bactérias™.

Como referido, estas armas celulares possuem a capacidade de modular atividades que
colocariam em perigo a bactéria, através da ligagao das proteinas a locais com a devida
afinidade. Um exemplo pode encontrar-se numa bactéria relativamente comum, comensal ao
Homem, como sendo Staphylococcus aureus™.

Apesar de poder ser encontrada frequentemente no microbioma da pele e tecidos
nasais, esta bactéria é, invariavelmente, capaz de provocar infegoes, por vezes gerando
recorréncias, mesmo com antibioterapia adequada. Este facto deve-se, em parte, ao seu uso

de proteinas efetoras para bloquear a agdo do sistema imune®.
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Mais especificamente, esta bactéria tem a capacidade de resistir aos ataques dos
linfocitos B, produtores de anticorpos. Isto devido a producao duma proteina efetora, de
nome proteina estafilococica A, ou SpA, capaz de se ligar aos dominios Fab, ou dominio de
ligacao ao antigénio, e dominio Fc, que se ligaria a recetores celulares e a algumas proteinas
do sistema do complemento®.

Deste modo, ao contactar com os anticorpos, bloqueia a sua agao sobre o proprio S.
aureus, pela ligagao com o dominio Fab, impedindo a ligagao com os antigénios da bactéria, e
evitando uma subsequente neutralizagao ou fagocitose®.

No entanto, a sua agao nao termina por ai, pois, além disso, é capaz de se ligar aos
linfécitos B, atuando como um superantigénio®. Este termo é usado para caracterizar
antigénios capazes de provocar respostas imunes exageradas, danosas para o organismo, em,
por exemplo, linfocitos T e BY.

Mais especificamente em linfécitos B, esta proteina efetora consegue ligar-se, através
de interagoes de elevada afinidade, aos locais Fab dos anticorpos presentes na superficie das
células B*. Isto, por sua vez, prende os anticorpos a superficie, inutilizando-os, mas nao
impedindo uma proliferacao dos linfocitos, acabando por resultar numa apoptose geral dessas
mesmas células™?’.

Assim, qualquer defesa que seja montada, por parte dos linfécitos B, é facilmente

derrubada por esta bactéria, se as referidas proteinas efetoras apresentarem a devida afinidade

para se ligarem aos recetores dos anticorpos.

2.5 Sobrevivéncia Intracelular

Até agora foram referidos métodos de resisténcia ao sistema imune através de evasao
indireta, ou através do ataque com proteinas efetoras. No entanto, ha varios outros
mecanismos que envolvem diversas estratégias, mesmo com a existéncia de uma atuagao
imune normal induzida pelas proprias bactérias. Estes auxiliam a bactéria em ambientes que
seriam considerados inospitos e letais, numa situagao normal.

Um exemplo bastante conhecido deste tipo de evasao é o da bactéria Mycobacterium
tuberculosis, cujos atributos lhe permitem nio evadir, mas sim sobreviver a resposta imune®.

Esta é caracterizada pelas suas infegoes prolongadas, mas muitas vezes latentes, de
tuberculose, devido a sua capacidade adaptada de sobreviver dentro do seu alvo preferencial,
os macroéfagos, mais especificamente os alveolares'”.

Estes, ao detetarem a bactéria como um corpo estranho ao organismo, vao iniciar a

resposta imune inata, que se assinala pela fagocitose dos invasores. Esta é caracterizada pela
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internalizacao das bactérias, de forma a conté-las e destrui-las, havendo uma recolha de
antigénios para uma posterior apresentacio a outras células do sistema imune”. A destruicio
&, por sua vez, realizada através da formagao de fagossomas, que sao vesiculas especializadas
na degradagao celular®.

Estes fagossomas, ao fundirem com outros componentes celulares, como os
lisossomas, maturam e acidificam-se, formando fagolisossomas, os quais degradam os seus
constituintes através da internalizaciao de hidrolases lisossomais, enzimas envolvidas na
degradagio e destruicao dos organismos fagocitados®.

Como referi, M. tuberculosis &, efetivamente, interiorizado pelos macrofagos, mas nao
sofre degradagao como muitas outras células invasoras, que seriam prontamente fagocitadas

e destruidas.

2.5.1 Inibicao da Maturacao Fagossomica

M. tuberculosis apresenta algumas taticas que lhe permitem inutilizar a agao dos
macrofagos, mais especificamente, na sua degradacao através dos fagolisossomas. Estas
incluem a inibicio da maturacio e da acidificacio destas vesiculas®.

Relativamente a maturagao, esta espécie bacteriana consegue produzir proteinas que
baixam o pH, através da prevenc¢ao da acumulagao de enzimas ATP e GTP do vacuolo celular,
debilitando a maturacio do lisossoma®. E também capaz de induzir a producio de outra
proteina, a coronina |, pelo macrofago, envolvida na inibicio da formagao das vesiculas
fagociticas™.

Ao haver uma maior expressao desta proteina, a formagao dos lisossomas € inibida,
sendo afetada a sua posterior integracao com os fagossomas. Além disso, foi verificado que
uma maior quantidade de coronina | esta relacionada diretamente com uma atividade superior
de M. tuberculosis dentro destas células do sistema imune®.

Um outro método que possui para impedir uma maturagao eficaz é a inibigao da fusao
do lisossoma com o fagossoma®”. Como referi antes, apenas ocorre a formagio do
fagolisossoma nas condigoes corretas, nomeadamente com a fusao das vesiculas do lisossoma
e do fagossoma, s6 assim formando uma vesicula fagocitica eficaz.

Esta bactéria é capaz de produzir um lipido especifico, de home lipoarabinomanano
(LAM), que parece interferir e suprimir o processo de fusio das duas vesiculas®. Este lipido é
capaz de se deslocar pela célula infetada e ocupar espagos endomembranares, além de

conseguir também ter influéncia na transdugao de sinal e na regulacio de mudangas de

44



membrana, como na biogénese de organelos®'. Isto pode explicar a sua capacidade em impedir
uma fusao eficaz entre o lisossoma e o fagossoma.

Esta inibicao vesicular permite a bactéria permanecer num ambiente livre de conteido
lisossomal, que a degradaria, com condi¢oes para que consiga sobreviver e proliferar.

No entanto, M. tuberculosis possui outras técnicas que lhe permitem sobreviver de
forma ainda mais eficaz, criando um verdadeiro nicho livre de destruicao celular e de detecgao
pelo sistema imune.

Como referido, esta bactéria consegue inibir a acidificacio dos fagolisossomas®.
Apesar de habitar num pH considerado acido, rondando valores pelos 6,2, a bactéria nao é
capaz de sobreviver num ambiente demasiado 4cido, como seria se houvesse uma atuagao
normal do processo fagocitico®®. Deste modo, ela usa alguns métodos para controlar o pH do
meio em que se encontra.

Em primeiro lugar, M. tuberculosis muda a estrutura e composi¢ao da sua parede celular,
a qual atua como barreira contra a mudanga de pH?.

Em segundo, secreta uma proteina, a tirosina fosfatase, ou PtpA, que possui afinidade

215 Esta, em condicoes

para se ligar a subunidade H da ATPase vacuolar do macréfago
normais, estaria a bombear protoes para a vesicula fagocitica, através de um complexo
proteico com vérias subunidades, recorrendo a hidrélise do ATP*.

Esta ligagao entre a proteina e a subunidade H provoca uma inativagao desta maquinaria
celular, que seria responsavel pela acidificagio do ambiente no qual a bactéria se encontra.
Aliado a isto, a escassez de acidez nao so facilita a sobrevivéncia da bactéria a curto prazo
como impede uma maturagao do lisossoma em fagolisossoma, obstruindo a reagao imune e
deixando a bactéria livre para proliferar, a longo prazo®.

Tudo isto resulta num aumento de patogenicidade de M. tuberculosis, pois & capaz de
mais facilmente provocar doenga num hospedeiro, como seja um macrofago, suscetivel.

Apesar de todos os métodos praticados por esta bactéria, referidos anteriormente,

serem suficientes para garantir a sua proliferagao, nao sao os Unicos a ser utilizados por esta.

2.5.2 Inibicao da Apoptose

De forma a assegurar a sua sobrevivéncia, que estd intrinsecamente ligada a
sobrevivéncia da célula hospedeira, M. tuberculosis é capaz de inibir a apoptose do macréfago®.
Como exemplo, ha estirpes classificadas como mais fracas, ou menos virulentas, que
induzem apoptose no macréfago hospedeiro. Dessa forma, a sua sobrevivéncia é reduzida,

pois a apoptose reduz a sua viabilidade®™. Em contraste, ha estirpes consideradas mais
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virulentas, que nao induzem a apoptose em grande quantidade, mantendo-se mais viaveis e
seguras, comparativamente as estirpes anteriores.

Além disso, uma das propriedades inerentes a sobrevivéncia da bactéria por inibicao
da apoptose celular é a laténcia, que pode fazer com que a bactéria volte a ressurgir,
proliferando, num momento de imunossupressio ou escassez imunologica®.

M. tuberculosis consegue impedir a apoptose pelos dois meios pela qual ela ocorre: pela
via intrinseca e pela via extrinseca®. Apesar de serem duas vias distintas, ambas convergem na
ativagao das Caspases — 3, 6 e 7, que se caracterizam por serem proteases envolvidas nos
processos de morte celular®.

A via intrinseca envolve a ativagao da Caspase — 9, como resultado de stress intracelular
detetado pela mitocondria. A via extrinseca estd relacionada com a ativagao de recetores
extracelulares como o recetor CD95 ou o Fator de Necrose Tumoral (TNF) - alfa I, que
ativam posteriormente a Caspase — 8 e 10**.

Este primeiro recetor, o CD95, pertencente ao subgrupo de recetores TNF, ou fatores
de necrose tumoral, é expresso constitutivamente em muitos tecidos, sendo considerado um
dos principais ligados a morte celular programada, pois esta ocorre quando um ligando
interage com ele®.

O segundo recetor, o TNF —alfa I, nao é tao comum, mas tem a mesma fungao, apesar
de possuir mecanismos diferentes. Este é ativado por citocinas inflamatorias produzidas pelos
proprios macrofagos, denominadas por TNF — alfa, que podem culminar em apoptose ou
necrose celular’®.

Como referido, esta bactéria parece ser capaz de inibir a apoptose das células
hospedeiras, tanto pela via intrinseca como extrinseca.

Comegando pela primeira via, esta é controlada através de uma regulagao da produgao
de proteinas, envolvidas tanto na apoptose como na sua inibigao, pela indugao da tradugao de
determinados genes®.

Isto é corroborado pela evidéncia de que estirpes nao virulentas desta bactéria, que
induzem apoptose celular em grande quantidade, nao foram observadas como capazes de
regular a transcricio de genes anti-apoptéticos®™. Pelo contrério, estirpes mais virulentas
demonstraram efetivamente capacidade para promover a transcricao de genes que codificam
proteinas anti-apoptoticas®.

Além da via intracelular, também surge evidéncia de que M. tuberculosis é capaz de
influenciar a agao apoptotica da célula a nivel extracelular, através da modificagao da expressao
de recetores, como o CD95 ou o recetor TNF 2*. Deste modo, o niimero destes recetores

expressos encontra-se reduzido, num macroéfago infetado com esta bactéria.
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Aliado a esta modificagao, também a parede celular da bactéria é capaz de estimular a
produgao de um fator de sobrevivéncia, o fator nuclear kB (NF-kB), que também auxilia na

regulacio anti-apoptética da célula®.

2.5.3 Uso de Projecoes Citoesqueléticas

Outra espécie com uma semelhante estratégia de evasao imunitaria é Listeria
monocytogenes, o agente etioldgico da listeriose, sendo um agente patogénico oportunista que
pode provocar desde diarreias autolimitadas, até graves situagoes patoldgicas, como
septicémias®’.

Tal como M. tuberculosis, esta bactéria também é fagocitada pelos macrofagos, mas
desenvolveu uma maneira de escapar da atuagao fagocitica, usando uma toxina especifica,
denominada listeriolisina O (LLO), capaz de formar poros no fagossoma® Apds esta
formacao, ha rutura da vesicula, sendo a bactéria, posteriormente, capaz de escapar facilmente
para o citoplasma celular, onde possui maior liberdade para se multiplicar e disseminar.

Ja no citosol, sao capazes de infetar outras células sem sequer sair para o ambiente
extracelular. Isto devido a sua capacidade de controlar uma proteina do citoesqueleto celular,
a actina, for¢ando a sua polimerizagao, criando um esqueleto propulsor que impulsiona a
bactéria do citoplasma para fora da célula, e diretamente para dentro de células vizinhas,
através de projecoes vacuolares® (Figura 3).

Esta acao é mediada por uma proteina da superficie bacteriana, a ActA, que é
semelhante a proteinas eucariéticas com a fungio de formagio de filamentos de actina®.
Devido a essa homologia, € capaz de confundir a célula hospedeira, provocando a formagao

desses mesmos filamentos propulsores, vantajosos para o microrganismo invasor.
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Figura 3 - Representacio esquematica do ciclo de vida de Listeria monocytogenes. (Retirado)®

Esta tatica traz beneficios dbvios para L. monocytogenes, pois evita que este agente seja
exposto a agdo imunitaria existente no meio extracelular, esquivando-se de células que
patrulham o organismo, bem como de outros perigos, como anticorpos'’. No entanto,
continua a ser suscetivel a células T citotoxicas, possivelmente devido a nao induzir uma morte
celular rapida, aliado ao facto de produzir proteinas que sao passiveis de ser apresentadas a

células imunes, como células T citotéxicas™.

2.6 Controlo sobre Citocinas

Além das bactérias apresentarem diversos meios pelos quais evadem e sobrevivem ao
sistema imune, até agora referi predominantemente métodos de evasao celular, ou de
sobrevivéncia dentro das células.

No entanto, existem outras taticas que conferem maior flexibilidade a atuagao
bacteriana perante o sistema imune. Uma delas é o controlo da produgao de citocinas por
parte das células imunitarias.

Citocinas sao pequenas moléculas proteicas, que funcionam como sinalizadores e
moduladores celulares, tanto autdcrinos, como paracrinos e enddcrinos, surgindo sob
diversos nomes consoante a célula especifica que as produzem®*'. Estio predominantemente

envolvidas na imunomodelagao e na regulagao da inflamagao, podendo ser tanto anti- como
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pro-inflamatoérias, pelo que, desse modo, estao intimamente ligadas a atuagao do sistema
imune®'.

Com isto em mente, podemos inferir que uma desregulacao na sua produgao pode ter
graves efeitos no controlo imunolégico®. Uma concentragio mais baixa que o desejavel pode
levar a que haja uma fraca sinalizagao celular para combater a infecao, e consequentemente
um menor grau de inflamagao que nao permita combater eficazmente a bactéria em questao.

Por outro lado, uma concentragao demasiado elevada pode causar inflamagao cronica
e danosa para o organismo, desregulando a ativagao celular imunolodgica e forgando as células
do corpo a combater a ameaca, mesmo quando esta ja foi neutralizada®. Isto por sua vez pode
causar danos as células circundantes, as proprias células do sistema imune, ou a qualquer
outras estruturas com as quais a inflamagao entre em contacto.

Além disso, uma concentragao demasiado elevada de citocinas pro-inflamatérias pode
mesmo beneficiar o crescimento de certas bactérias*. De acordo com um estudo®, foram
testadas varias condigoes para analisar o crescimento intracelular de algumas bactérias, em
monocitos, sendo uma das variaveis a concentragao de citocinas pro-inflamatérias no meio.
Neste, quando as concentragdes de citocinas eram inferiores, havia efetivamente um
decréscimo na atividade intracelular bacteriana. No entanto, no meio onde a concentracao
era mais elevada, apresentava-se o contrario, ou seja, o crescimento intracelular das bactérias
aumentava significativamente. Este facto solidifica a hipotese de que nao é apenas uma menor
concentragao de citocinas no meio que aumenta a sobrevivéncia e patogenicidade bacterianas.

Como exemplo, existem estirpes especificas de E. coli que expressam recetores para
um tipo de citocina, a interleucina-1 (IL-1), e que demonstraram um maior crescimento na
presenca dessa mesma citocina, devido a esta afinidade®.

Na perspetiva contraria, ha bactérias que preferem um ambiente com uma menor
concentragao de citocinas para poderem proliferar, sendo capazes de produzir moléculas
nesse sentido. Um exemplo disso é a bactéria Actinobacillus actinomycetemcomitans, que é
descrita como sendo capaz de impedir a libertagao de algumas citocinas a partir de células T
CD4™. Ao produzir uma proteina especifica, obstréi a libertagio de algumas citocinas
responsaveis por sinalizar respostas imunes humorais e celulares, sendo assim eficaz como um
método de defesa bacteriano.

De igual modo, esta inibicao da produgao de citocinas produzidas pelos linfocitos T
também foi encontrada nalgumas estirpes de E. coli, permitindo-lhes criar um meio com maior
probabilidade de sobrevivéncia®. Estas mostraram ser capazes de inibir a expressio de mRNA

linfocitario que traduziria para estas citocinas.
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Apesar da inativagcao da produgao de citocinas ja ser em si uma tatica valida para as
bactérias superarem o sistema imune, os diversos métodos de degradacao das citocinas
também podem ser considerados Uteis.

Um desses métodos, evidenciado por Pseudomonas aeruginosa, € o uso de uma protease
e de uma elastase para inibir a proliferacio de linfocitos mediada pela citocina IL-2*. Estas
enzimas sao capazes de quebrar a citocina, degradando-a, reduzindo assim o contacto com
recetores com afinidade para IL-2, que ativariam defesas imunitarias, como os linfécitos.

Apesar de tudo, existem ainda outras possibilidades, aproveitadas pelas bactérias, para
modificarem a concentragao de citocinas no meio.

Uma delas é através da interferéncia com Toll-Like Receptors (TLRs), que sao uma familia
de recetores capazes de reconhecer e ligar a padroes moleculares associados a
microrganismos, além de moléculas endogenas libertadas pelas células do proprio organismo,
em caso de morte celular”.

Estes recetores estao presentes sob formas diferentes dependendo da célula que os
apresente, encontrando-se principalmente nas células do sistema imune e nas do epitélio das
vias respiratorias’’. Apos ativagio, depois de ocorrer ligagdo de substincias com a devida
afinidade, como péptidos microbianos, estes recetores estimulam uma resposta inflamatoria
adequada, através da ativacio de fatores de transcricio, como o NF-kBY.

Esta resposta inflamatoria envolve citocinas proé- e anti-inflamatérias, e interferir com
os recetores referidos € uma maneira de controlar a sua libertagao. Algumas espécies
bacterianas a ter sucesso nesta manipulagao pertencem ao género Yersinia, capazes de secretar
um antigénio especifico que se liga ao TLR-2 e ao recetor CD14'*. Esta ligagio despoleta uma
produgao de uma citocina, a IL-10, que atua com fungao anti-inflamatoria e imunossupressora,
bastante vantajosa para as bactérias.

De forma a comprovar que esta tatica confere uma vantagem para a viruléncia dalgumas
bactérias deste género, foi observado que ratos com deficiéncia em recetores TLR-2 possuiam
maior capacidade para resistir a infegoes por Yersinia enterocolitica, precisamente por nao
ocorrer uma manipulagio da citocina que controla a inflamagio e imunossupressao™.

Como descrito, a existéncia destes recetores pode ser vantajosa para algumas
bactérias, como a referida anteriormente, mas para outras pode significar o contrario,
simbolizando uma sinalizagao celular e inflamagao indesejavel que reduz a viruléncia da espécie
invasora.

Dai existirem espécies bacterianas devidamente equipadas para evitar ou neutralizar

este tipo de recetores. Apesar deste tipo de mecanismos bacterianos ser menos
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compreendido, em comparagdo com oOs mecanismos virais, existem alguns exemplos ja
estudados que podem servir de referéncia®.

Um deles é demonstrado através de algumas estirpes de E. coli, as quais sao capazes de
produzir proteinas que, quando internalizadas por macrofagos, desativam a sinalizagao dos
TLRs, ao se ligarem a uma proteina transdutora do sinal, emitido pelos recetores®.

Foi testada a remogao genética de uma das proteinas numa linha celular de macroéfagos,
e determinou-se que, sem esta arma proteica, ha maior produgao de citocinas pro-
inflamatorias, bem como uma menor probabilidade de sobrevivéncia intracelular, por parte da

estirpe CFT073 de E. coli®.

2.7 Protecao Oxidativa

Além do uso de citocinas, o nosso organismo também ativa outros mecanismos
imunitarios, de forma a controlar a propagacao e viruléncia de agentes patogénicos, sendo um
deles o uso das espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico (NO)*. Estas espécies reativas
sao produzidas pela reducao parcial de oxigénio, e o NO é produzido pela 6xido nitrico
sintetase indutivel (iNOS), também por redugio de oxigénio®. As suas fungdes incluem tanto
a eliminagao de microrganismos, como a atuagao como moléculas sinalizadoras.

Esta dltima fungao, a de sinalizagao celular, é capaz de influenciar diversos processos
moleculares intra- e extracelulares, como transdugao de sinais, processos inflamatérios,
vasoconstri¢io e até senescéncia de células especificas®®*'.

Isto ocorre devido a existéncia de maquinaria celular adaptada para lidar com estas
espécies, atuando como antioxidantes, evitando que surjam danos consequentes da produgao
das referidas espécies, e efetivamente tornando estes processos reversiveis®'.

No entanto, esta contengao do poder oxidante apenas consegue atuar com eficacia
quando a concentragao das espécies reativas € baixa, pois quando ocorre algum descontrolo,
como por exemplo no caso de uma inflamagao crénica, a sua concentragao torna-se
demasiado elevada para ser controlada®.

Nesse caso, formando-se espécies reativas secundarias, aquando do contacto dos ices
de oxigénio com eles proprios ou com ides metalicos, sendo que o dano tem potencial para
atingir virtualmente qualquer biomolécula, seja DNA, proteinas ou lipidos®'. O resultado final
€ muitas vezes irreversivel, caracterizando-se por disfungao ou até morte celular.

Apesar da descrigao ter sido incidida para as proéprias células do organismo, estas
espécies reativas de oxigénio também atuam contra os invasores, como referido antes, devido

a sua capacidade disruptora de sistemas celulares.
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Naturalmente, os seres invasores ao organismo, nomeadamente algumas bactérias,
evoluiram taticas para evitar ou contornar este mecanismo imunitario.

Em primeiro lugar, estas possuem o que as nossas proprias células possuem: sistemas
enzimaticos, denominados por superéxido dismutases, com capacidade de converter espécies
reativas de oxigénio em peréxido de hidrogénio, e catalases e peroxidases para remover este
ultimo**. Estes mecanismos servem para neutralizar as ditas concentragdes baixas das espécies
reativas, mais comuns e até enddgenas a célula, de forma a evitar danos celulares.

Relativamente as concentragoes mais elevadas de espécies reativas, nomeadamente o
peroxido de hidrogénio, estas sao minimizadas com recurso a taticas diferentes de acordo
com o tipo de espécie bacteriana analisada®.

Por exemplo, o OxyR, um fator de transcri¢ao induzido pelo peroxido de hidrogénio,
estd presente em muitas espécies de bactérias de Gram-negativo™. Na maioria dos casos,
quando ocorre a sua ativagao, ha um recrutamento de RNA polimerase, de forma a serem
transcritos genes que atuam sobre o stress oxidativo®. Além disso, esse fator de transcri¢io
também esta documentado como capaz de inibir a transcricao desses mesmos genes, em casos
em que nao haja necessidade celular.

Por outro lado, presente em muitas bactérias de Gram-positivo, encontra-se o fator
de transcricao PerR, que apresenta semelhantes fungdes as descritas para o fator anterior,
sendo que regula igualmente a expressao de varios genes com atividade ligada ao stress
oxidativo™.

Assim, ambos os fatores descritos induzem processos enzimaticos que visam captar e
destruir o perdxido de hidrogénio, evitando maiores danos futuros™. Estes processos
conseguem ser de tal modo eficazes que permitem que uma bactéria, como € o caso de E. colj,
sobreviva em ambientes onde a concentragio extracelular de peréxido de hidrogénio é 10°
vezes maior do que a concentragao intracelular®.

Além destes fatores de transcrigao, existe outro considerado importante e encontrado
em muitos tipos de bactérias, o SoxRS™. Este serve como um mecanismo de defesa, ndo contra
o peréxido de hidrogénio, como os anteriores, mas sim contra ioes reativos de oxigénio e
outros compostos provenientes das atividades de oxidagao-redugao que caracterizam estas
taticas de destoxificacio do stress oxidativo™.

Este sistema é composto por duas proteinas, SoxR e SoxS, na qual, dependendo do
estado de oxidagao consequente do contacto com espécies reativas, a primeira proteina ativa
a segunda, que, por sua vez, ativa uma cascata de transcricao, transcrevendo genes com

fungdes de defesa oxidante, reparo de dano celular e manutengiao metabdlica®.

52



Apods ocorrer uma gestao do stress oxidativo, SoxR é inativado ou reduzido por
sistemas enzimaticos redutores, enquanto SoxS é degradada por protedlise, evitando assim
uma resposta antioxidante exagerada®.

Apesar deste sistema proteico de gestao do stress oxidativo estar presente numa
elevada percentagem de bactérias, em bactérias nao-entéricas, como € o caso de P. aeruginosa,
a proteina SoxS nao é encontrada, pelo que a SoxR ativa diretamente conjuntos de genes
responsaveis pela atividade antioxidante®.

Ainda sobre este tema, é importante referir algumas espécies bacterianas que
desenvolveram estratégias menos gerais, € mais especificas para o seu modo de atuagao,
dentro do organismo humano.

O género de bactérias Salmonella, especificamente as intracelulares, habitam dentro de
um vacuolo especial em macroéfagos, tendo desenvolvido um mecanismo para contrariar o
influxo de NO emitido por estes, que resultaria em espécies reativas de oxigénio letais para
as bactérias™.

Este género contém um sistema de secregao proteico, denominado Spi2, que atua
contra os intermediarios reativos do NO®. Para comprovar que este mecanismo atua contra
o NO, foram testadas bactérias com Spi2 funcional, e comparadas com bactérias mutantes,
em que o Spi2 se encontra alterado.

O estudo demonstrou uma reduzida proliferagao intracelular nas bactérias mutantes,
O que sugere que este sistema proteico estara envolvido nas mortes bacterianas, por
deficiéncia no combate as espécies reativas de oxigénio provenientes do NO>.

Apesar de nao se saber exatamente a fungao do Spi2, sugere-se que, entre outras
hipoteses, pode estar relacionado com uma inibigao das vesiculas contendo iNOS, produtor

de NO, impedindo-as de contactar com o vactolo onde habita a bactéria®.

2.8 Evasao Comensal

Até aqui, foram referidos e analisados mecanismos de evasao ao sistema imune, por
parte de bactérias invasoras ou oportunistas. No entanto, estes mecanismos de evasao
também se aplicam a bactérias comensais, como por exemplo as bactérias gastrointestinais,
pois também necessitam de evitar serem confundidas com seres patogénicos, de modo a
sobreviverem.

Focando-nos nas referidas bactérias gastrointestinais, estas formam uma comunidade

complexa e abundante no organismo humano, devido a sua quantidade enorme e
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multiplicidade de espécies, sendo referida desse modo como a microbiota gastrointestinal
humana®®.

Esta evoluiu juntamente com o organismo desde o momento em que se instalou no
hospedeiro, criando uma relagao de comensalismo com o mesmo, em que a espécie bacteriana
é beneficiada, mas fornecendo ao organismo humano nutrientes, uma digestao facilitada,
destoxificagio e protecgio contra agentes patogénicos, entre outros beneficios Uteis™.

Desse modo, e aliado ao facto do sistema imune humano se encontrar espalhado por
todo o organismo, incluindo no trato gastrointestinal, esta microbiota gastrointestinal
necessita de possuir métodos para nao o ativar. Se tal acontecer, podemos estar perante o
inicio de uma disbiose gastrointestinal, ou seja, uma alteracao negativa da composicao da
microbiota, que pode causar inflamagao excessiva, stress oxidativo e aumento da resisténcia a
insulina, por exemplo, com a sua cronicidade e progressao inflamatéria do trato
gastrointestinal para o resto do organismo®’.

Além disso, uma alteracao a composicao da microbiota pode muitas vezes levar a
proliferagio de bactérias potencialmente patogénicas, causando uma disrup¢ao no bom
funcionamento intestinal, bem como no nimero de bactérias comensais®’.

Sendo assim, de modo a evitar alertar o sistema imune, uma descoberta recente
mostrou que estas bactérias comensais possuem um tipo diferente de flagelina, uma proteina
que compoe o flagelo, um organelo usado pelas bactérias para se movimentarem®.

Este organelo, existente em bactérias tanto patogénicas como comensais, suscita uma
resposta inflamatoria em contacto com células do sistema imune, através da ligacdo com
recetores TLR-5 presentes nas mesmas. No entanto, enquanto outras bactérias podem
desenvolver meios de evitar o contacto com este tipo de recetores, de forma a evitar ativagao
do sistema imune, a microbiota gastrointestinal parece produzir flagelina capaz de se ligar ao
TLR-5, mas sem causar uma resposta imunologica ou inflamatéria®®.

Estas flagelinas presentes nas bactérias comensais foram denominadas de flagelinas
“silenciosas”, pois apesar de se ligarem eficazmente aos recetores referidos, a ligagao nao
produz qualquer agao imunoldgica, sendo considerado um método eficaz para evadir uma
detecio patoldgica pelo sistema imune®.

O facto de este tipo de flagelina ter sido detetado de forma comum nas bactérias
comensais do trato gastrointestinal prova que pode ser um dos meios usados por estas para

realizar esta evasao.
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2.9 Evasao Bacteriana Incomum

Para finalizar o tema dos mecanismos de evasao bacteriana ao sistema imune, gostava
de abordar um mecanismo diferente dos referenciados até agora.

Anteriormente, abordei contactos entre bactérias e células do sistema imune que
resultam em reagoes imunitarias, os quais abrangem a grande maioria das bactérias invasoras
do organismo. Referi também contactos entre bactérias e células do sistema imune que nao
resultam em detecao imunitdria, como sendo o exemplo das flagelinas da microbiota
gastrointestinal abordada anteriormente.

No entanto, um tipo especial de contacto ficou por referir, no qual a ligagao entre
bactérias e células imunitarias nao suscita qualquer tipo de reagao, nao por estar
estruturalmente evoluida para isso, mas sim porque a ligagao nunca ocorreu antes.

Ou seja, este contacto e subsequente reconhecimento por parte das células imunitarias
s6 ocorre quando as bactérias que sofrem contacto tém uma estrutura celular que lhes
permita serem reconhecidas. Se a sua estrutura celular for diferente o suficiente para desafiar
os padroes de reconhecimento celular, as células do sistema imune nao terao capacidade para
reconhecer sequer a existéncia de uma bactéria patogénica, e foi precisamente isso que
aconteceu ao expor bactérias dos fundos oceanicos a células imunitarias humanas®.

Recentemente, foi realizado um estudo no qual se cultivaram bactérias dos fundos
oceanicos, as quais hunca entraram em contacto com o organismo humano, junto com células
do sistema imune, de forma a observar que tipo de reacio ocorreria®.

Na grande maioria das estirpes cultivadas, as bactérias simplesmente nao foram
reconhecidas pelo sistema imune, sendo que o seu LPS membranar nao foi reconhecido pelos
recetores de identificacio do LPS das células imunitarias®.

Este facto prova que, mesmo com defesas robustas e adaptaveis como o sistema
imunitario, podem existir invasores que, por nunca terem entrado em contacto com o
organismo humano, sejam capazes de o evadir sem esforgo.

No entanto, ja se torna mais dificil imaginar esse tipo de bactérias a prosperar no
organismo humano, pois devido a serem oriundas de ambientes completamente diferentes do
nosso, com condigoes de temperatura, humidade e pressao dispares, a sua capacidade para
sobreviver no corpo humano decai drasticamente.

Além disso, apesar do sistema imune nao as conseguir detetar pelo método de
reconhecimento do LPS, este possui muitas outras ferramentas a sua disposi¢ao para lidar com

a ameaga, se algum dia ela surgir.
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CONCLUSAO

As taticas usadas pelas bactérias para evadir o sistema imune sao vastas e complexas,
nao sendo possivel serem representadas totalmente numa Unica revisao desta dimensao.

Desde variagao antigénica, até inibicao da fagocitose ou camuflagem estrutural, sao
inUmeros os meios que apresentam para evadir ou ludibriar o sistema imune.

Dessa forma, foram apresentados ao longo desta monografia apenas os mecanismos
mais usuais, mas mesmo alguns destes nao sao completamente conhecidos, o que atesta a
necessidade de melhor os compreender, de estudar e de os catalogar.

Nao obstante a capacidade adaptativa do organismo humano, os seres bacterianos
também possuem semelhantes qualidades, para assegurarem a sua sobrevivéncia, e nunca
devemos descurar a sua aptidao para provocar doenga, pois, como visto, até os seres
comensais a0 Homem, como S. aureus ou E. coli, a poderao provocar.

Apesar das bactérias analisadas ao longo do estudo possuirem diversas taticas de
evasao, muitas sao especificas para determinadas células, como no caso de M. tuberculosis e
macroéfagos. Outras sao mais gerais, e menos focadas em células especificas, como o controlo
sobre a concentragao de citocinas por parte de P. aeruginosa.

Desta forma, ao observarmos como realizam a sua evasao, podemos prever o seu
comportamento no futuro, face as mesmas defesas imunitdrias ou a outras, e construir
barreiras que nos permitam melhor adaptagao contra qualquer ameaca, seja com vacinas,

farmacos, ou qualquer outra forma de terapia.

56



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

"INSTITUTE FOR QUALITY AND EFFICIENCY IN HEALTH CARE (IQWIG). (2006). -
What are the organs of the immune system?. Cologne, Germany. [Updated 2020
Jul 30]. [Consultation date january 23rd 2023]. Available from: https://www.ncbi
.nIm.nih.gov/books/NBK279395/?report=classic

2JANEWAY C.A. Jr., TRAVERS P., WALPORT M., WALPORT M. & SCLOMCHIK M. |.
(2001). - The mucosal immune system. In: Inmunobiology: The Immune System in
Health and Disease. 5th edition. New York: Garland Science. Available from:

https://www.ncbi.nm.nih.gov/books/NBK27 169/

> NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASES. (2013). - Overview
of the Immune System. [Consultation date january 20th 2023]. Available from:

https://www.niaid.nih.gov/research/immune-system-overview

*TOMAR, N., & DE, R. K. (2014). - A brief outline of the immune system. Methods in
molecular biology (Clifton, N.J.), |1 184, 3—12. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1115-8 |

> THE EDITORS OF ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA (2006). - Lymphatic system.
[Updated 2023]. [Consultation date 23th january 2023]. Available from: https://www

.britannica.com/science/lymphatic-system

*BUJOREANU I. & GUPTA V. (2022). - Anatomy, Lymph Nodes. [Updated 2022 Jul 25].
[Consultation date january 30th 2023]. Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/books/NBK557717/

"KAPILA V., WEHRLE C.J. & TUMA F. (2023). - Physiology, Spleen. [Updated 2023 May
I]. [Consultation date january 26th 2023] Available from: https://www.ncbi.nIm.nih.
gov/books/NBK537307/

® THE EDITORS OF ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA. (2008). - Tonsil. [Updated 2023].
[Consultation date january 28th 2023]. Available from: https://www.britannica.com

[science/tonsil

TOMAR, N, & DE, R. K. (2014). - A brief outline of the immune system. Methods in
molecular biology (Clifton, N.J.), 1 184, 3—12. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1115-8_|

'"NAATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASES. (2014) - Features
of an Immune Response. [Consultation date january 25th 2023]. Available from:

https://www.niaid.nih.gov/research/immune-response-features

57


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK27169/
https://www.niaid.nih.gov/research/immune-system-overview
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1115-8_1
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1115-8_1
https://www.niaid.nih.gov/research/immune-response-features

"' NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASES. (2014) - Immune
Cells. [Consultation date january 26th 2023]. Available from: https://www.niaid.nih.

gov/research/immune-cells

'?GANI Z. (n.d.). - Complement System. [Consultation date february 3rd 2023]. Available
from:  https://www.immunology.org/public-information/bitesized-immunology/systems-

processes/complement-system

¥ JANEWAY C.A. JR, TRAVERS P. & WALPORT M. (2001). - Pathogens have evolved
various means of evading or subverting normal host defenses. In:
Immunobiology: The Immune System in Health and Disease. 5th edition. New York:

Garland Science. Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK27176/

"“FINLAY B. B., & MCFADDEN G. (2006). - Anti-immunology: Evasion of the host
immune system by bacterial and viral pathogens. In Cell (Vol. 124, Issue 4, pp. 767—

782). Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/j.cell.2006.01.034

"> BIZZELL E. (2018). — Microbial Ninja Warriors: Bacterial Immune Evasion.
[Consultation date february 5th 2023]. Available from: https://asm.org/Articles/2018/

December/Microbial-Ninja-Warriors-Bacterial-Immune-Evasion

' BRODIN P., & DAVIS M. M. (2017). - Human immune system variation. Nature reviews.
Immunology, 17(1), 21-29. https://doi.org/10.1038/nri.2016.125

"7 JAGATIA A. (2016). — Microbes in an ancient mummy. [Consultation date february
[0th 2023]. Available from: https://microbiologysociety.org/blog/microbes-in-an-ancient-

mummy.html

'* THE EDITORS OF ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA. (2023). - Antigen. [Updated 2023].
[Consultation date february [3th 2023]. Available from: https://www.britannica.com

/science/antigen

"” GEORGIEVA M., KAGEDAN L., LU Y., THOMPSON C. M., & LIPSITCH M. (2018). -
Antigenic Variation in Streptococcus pneumoniae PspC Promotes Immune
Escape in the Presence of Variant-Specific Immunity. mBio, 9(2), €00264-18.
https://doi.org/10.1128/mBio.00264-18

% COLE ). N., & NIZET V. (2016). Bacterial Evasion of Host Antimicrobial Peptide
Defenses. Microbiology spectrum, 4(1), 10.1128/microbiolspec.VMBF-0006-2015. https://
doi.org/10.1 128/microbiolspec.VMBF-0006-2015

58


https://www.immunology.org/public-information/bitesized-immunology/systems-processes/complement-system
https://www.immunology.org/public-information/bitesized-immunology/systems-processes/complement-system
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK27176/
https://doi.org/10.1016/j.cell.2006.01.034
https://doi.org/10.1038/nri.2016.125
https://microbiologysociety.org/blog/microbes-in-an-ancient-mummy.html
https://microbiologysociety.org/blog/microbes-in-an-ancient-mummy.html
https://doi.org/10.1128/mBio.00264-18

? HUAN Y, KONG Q, MOU H, & YI H. (2020). - Antimicrobial Peptides:
Classification, Design, Application and Research Progress in Multiple Fields. In
Frontiers in Microbiology (Vol. 11). Frontiers Media S.A. https://doi.org/10.3389
/fmicb.2020.582779

2 CRESS B. F., ENGLAENDER J. A,, HE W., KASPER D., LINHARDT R. J., & KOFFAS M. A.
(2014). - Masquerading microbial pathogens: capsular polysaccharides mimic
host-tissue molecules. FEMS microbiology reviews, 38(4), 660—697. https://doi.org
/10.1111/1574-6976.12056

2 GALAN J. E. (2009). - Common themes in the design and function of bacterial
effectors. Cell host & microbe, 5(6), 571-579. https://doi.org/10.1016/j.chom.2009.04.008

# GALAN |. E., & WAKSMAN G. (2018). Protein-Injection Machines in Bacteria. In Cell
(Vol. 172, Issue 6, pp. 1306—1318). Cell Press. https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.01.034

» THAMMAVONGSA V., KIM H. K, MISSIAKAS D., & SCHNEEWIND O. (2015). -
Staphylococcal manipulation of host immune responses. Nature reviews.

Microbiology, 13(9), 529-543. https://doi.org/10.1038/nrmicro3521

% GOODYEAR C. S., & SILVERMAN G. J. (2003). - Death by a B cell superantigen: In
vivo VH-targeted apoptotic supraclonal B cell deletion by a Staphylococcal
Toxin. The Journal of experimental medicine, 197(9), 1125—1139. https://doi.org/10.10
84/jem.20020552

” DEACY A. M,, GAN S. K. E., & DERRICK |. P. (2021). - Superantigen Recognition and
Interactions: Functions, Mechanisms and Applications. In Frontiers in Immunology

(Vol. 12). Frontiers Media S.A. https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.731845

% ZHAI W, WU F,, ZHANG Y, FU Y, & LIU Z. (2019). - The Immune Escape
Mechanisms of Mycobacterium Tuberculosis. International journal of molecular

sciences, 20(2), 340. https://doi.org/10.3390/ijms20020340

? HARRIS J. (n.d.). Phagocytosis. [Consultation date march 4th 2023]. Available from:
https://www.immunology.org/public-information/bitesized-immunology/systems-

processes/phagocytosis

% SETO S., TSUJIMURA K., & KOIDE Y. (2012). - Coronin-la inhibits autophagosome
formation around Mycobacterium tuberculosis-containing phagosomes and
assists mycobacterial survival in macrophages. Cellular microbiology, 14(5), 710-

727. https://doi.org/10.1111/j.1462-5822.2012.01754.x

59


https://doi.org/10.1016/j.chom.2009.04.008
https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.01.034
https://doi.org/10.1038/nrmicro3521
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.731845
https://doi.org/10.3390/ijms20020340
https://www.immunology.org/public-information/bitesized-immunology/systems-processes/phagocytosis
https://www.immunology.org/public-information/bitesized-immunology/systems-processes/phagocytosis
https://doi.org/10.1111/j.1462-5822.2012.01754.x

* VERGNE |, FRATTI R. A, HILL P. J, CHUA ], BELISLE J., & DERETIC V. (2004). -
Mycobacterium tuberculosis phagosome maturation arrest: mycobacterial
phosphatidylinositol analog phosphatidylinositol mannoside stimulates early
endosomal fusion. Molecular biology of the cell, 15(2), 751-760. https://doi.org/10.1091/
mbc.e03-05-0307

2 WONG D., BACH H,, SUN |, HMAMA Z, & AV-GAY Y. (2011). - Mycobacterium
tuberculosis protein tyrosine phosphatase (PtpA) excludes host vacuolar-H+-
ATPase to inhibit phagosome acidification. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 108(48), 19371-19376. https://doi.org/10.1073/
pnas.1 109201108

¥ KIAZYK S., & BALL T. B. (2017). - Latent tuberculosis infection: An overview. Canada
communicable disease report = Releve des maladies transmissibles au Canada, 43(3-4), 62—66.

https://doi.org/10.14745/ccdr.v43i34a0|

* BRIKEN V., & MILLER J. L. (2008). - Living on the edge: inhibition of host cell
apoptosis by Mycobacterium tuberculosis. Future microbiology, 3(4), 415-422.
https://doi.org/10.2217/17460913.3.4.415

* PETER M. E., BUDD R. C., DESBARATS J., HEDRICK S. M., HUEBER A. O., NEWELL M.
K., OWEN L. B, POPE R. M., TSCHOPP J., WAJANT H., WALLACH D., WILTROUT R.
H., ZORNIG M, & LYNCH D. H. (2007). - The CD95 Receptor: Apoptosis
Revisited. In Cell (Vol. 129, Issue 3, pp. 447-450). Elsevier B.V. https://doi.org/
10.1016/j.cell.2007.04.031

* IDRISS, H. T., & NAISMITH, J. H. (2000). - TNF alpha and the TNF receptor
superfamily:  structure-function relationship(s). Microscopy  research  and
technique, 50(3), 184—195. https://doi.org/10.1002/1097-0029(20000801)50:3<184::AlD-
JEMT2>3.0.CO;2-H

7 LESEIGNEUR C., LE-BURY P., PIZARRO-CERDA ., & DUSSURGET O. (2020). -Emerging
Evasion Mechanisms of Macrophage Defenses by Pathogenic Bacteria. In
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology (Vol. 10). Frontiers Media S.A.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2020.577559

¥ DRAMSI, S., & COSSART, P. (2002). - Listeriolysin O: a genuine cytolysin optimized
for an intracellular parasite. The Journal of cell biology, 156(6), 943-946.
https://doi.org/10.1083/jcb.200202121

60


https://doi.org/10.14745/ccdr.v43i34a01
https://doi.org/10.2217/17460913.3.4.415
https://doi.org/10.1002/1097-0029(20000801)50:3%3c184::AID-JEMT2%3e3.0.CO;2-H
https://doi.org/10.1002/1097-0029(20000801)50:3%3c184::AID-JEMT2%3e3.0.CO;2-H
https://doi.org/10.3389/fcimb.2020.577559
https://doi.org/10.1083/jcb.200202121

® HAMON, M, BIERNE, H. & COSSART, P. (2006). - Listeria monocytogenes: A
multifaceted model. In Nature Reviews Microbiology (Vol. 4, Issue 6, pp. 423—434).
https://doi.org/10.1038/nrmicro 1413

“ CHAVEZ-ARROYO A, & PORTNOY D. A. (2020). - Why is Listeria monocytogenes
such a potent inducer of CD8+ T-cells?. Cellular microbiology, 22(4), el3175.
https://doi.org/10.1 11 I/cmi.13175

# ZHANG J. M, & AN |. (2007). - Cytokines, inflammation, and pain. International
anesthesiology clinics, 45(2), 27-37. https://doi.org/10.1097/AlA.0b013e318034194e

“ WILSON M., SEYMOUR R., & HENDERSON B. (1998). - Bacterial perturbation of
cytokine networks. Infection and immunity, 66(6), 2401-2409. https://doi.org
/10.1128/1A1.66.6.2401-2409.1998

“ FLEIT H. B. (2014). - Chronic Inflammation. In Pathobiology of Human Disease: A Dynamic
Encyclopedia of Disease Mechanisms (pp. 300-314). Elsevier Inc. https://doi.org
/10.1016/B978-0-12-386456-7.01808-6

“ KANANGAT S., MEDURI G. U., TOLLEY E. A, PATTERSON D. R,, MEDURI C. U., PAK
C., GRIFFIN J. P, BRONZE M. S., & SCHABERG D. R. (1999). - Effects of cytokines

and endotoxin on the intracellular growth of bacteria. Infection and

immunity, 67(6), 2834—2840. https://doi.org/10.1128/1Al.67.6.2834-2840.1999

“ PORAT R., CLARK B. D., WOLFF S. M., & DINARELLO C. A. (1991). - Enhancement of
growth of virulent strains of Escherichia coli by interleukin-1. Science (New York,

N.Y.), 254(5030), 430—432. https://doi.org/10.1126/science.1833820

“ THEANDER T. G., KHARAZMI A, PEDERSEN B. K., CHRISTENSEN L. D., TVEDE N.,
POULSEN L. K., ODUM N., SVENSON M., & BENDTZEN K. (1988). - Inhibition of
human lymphocyte proliferation and cleavage of interleukin-2 by Pseudomonas
aeruginosa proteases. Infection and immunity, 56(7), 1673—1677. https://doi.org
/10.1128/iai.56.7.1673-1677.1988

“ MUES N., & CHU H. W. (2020). - Out-Smarting the Host: Bacteria Maneuvering
the Immune Response to Favor Their Survival. In Frontiers in Inmunology (Vol. | 1).

Frontiers Media S.A. https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.00819

“® SING A, ROST D. TVARDOVSKAIA N. ROGGENKAMP A, WIEDEMANN A,
KIRSCHNING C. ]., AEPFELBACHER M., & HEESEMANN ]. (2002). - Yersinia V-

antigen exploits toll-like receptor 2 and CDI4 for interleukin 10-mediated

6l


https://doi.org/10.1038/nrmicro1413
https://doi.org/10.1111/cmi.13175
https://doi.org/10.1097/AIA.0b013e318034194e
https://doi.org/10.1128/IAI.67.6.2834-2840.1999
https://doi.org/10.1126/science.1833820
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.00819

immunosuppression. The Journal of experimental medicine, 196(8), 1017-1024.

https://doi.org/10.1084/jem.20020908

“ O'NEILL L. (2008). - Bacteria fight back against Toll-like receptors. Nat Med 14, 370—
372. https://doi.org/10.1038/nm0408-370

°® BASSOY E. Y., WALCH M., & MARTINVALET D. (2021). - Reactive Oxygen Species:
Do They Play a Role in Adaptive Immunity? In Frontiers in Immunology (Vol. 12).
Frontiers Media S.A. https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.755856

*'HEL., HET., FARRARS,, JIL, LIU T., & MA, X. (2017). - Antioxidants Maintain Cellular
Redox Homeostasis by Elimination of Reactive Oxygen Species. Cellular
physiology and biochemistry : international journal of experimental cellular physiology,

biochemistry, and pharmacology, 44(2), 532-553. https://doi.org/10.1159/000485089

°2 FASNACHT M., & POLACEK N. (2021). - Oxidative Stress in Bacteria and the
Central Dogma of Molecular Biology. In Frontiers in Molecular Biosciences (Vol. 8).

Frontiers Media S.A. https://doi.org/10.3389/fmolb.2021.671037

>3 SEIXAS A. F., QUENDERA A. P, SOUSA J. P, SILVA A. F. Q, ARRAIANO C. M,, &
ANDRADE |. M. (2022). - Bacterial Response to Oxidative Stress and RNA
Oxidation. In Frontiers in Genetics (Vol. 12). Frontiers Media S.A. https://doi.org
/10.3389/fgene.2021.821535

** ANES J., DEVER K., ESHWAR A, NGUYEN S, CAO Y., SIVASANKARAN S. K,
SAKALAUSKAITE S., LEHNER A., DEVINEAU S., DAUGELAVICIUS R., FANNING S., &
SRIKUMAR S. (n.d.). - Analysis of the oxidative stress regulon identifies soxS as

a genetic target for resistance reversal in multi-drug resistant Klebsiella

pneumoniae. https://doi.org/10.1101/2020.08.21.262022

** CHAKRAVORTTY D., HANSEN-WESTER |, & HENSEL M. (2002). - Salmonella
pathogenicity island 2 mediates protection of intracellular Salmonella from
reactive nitrogen intermediates. The Journal of experimental medicine, 195(9), 1155-

| 166. https://doi.org/10.1084/jem.2001 | 547

> WU H. J., & WU E. (2012). - The role of gut microbiota in immune homeostasis
and autoimmunity. Gut microbes, 3(1), 4-14. https://doi.org/10.4161/gmic.19320

*’YOO J. Y., GROER M, DUTRAS. V. O., SARKAR A., & MCSKIMMING D. I. (2020). - Gut
Microbiota and Immune System Interactions. Microorganisms, 8(10), 1587.

https://doi.org/10.3390/microorganisms8101587

62


https://doi.org/10.1084/jem.20020908
https://doi.org/10.1038/nm0408-370
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.755856
https://doi.org/10.1159/000485089
https://doi.org/10.3389/fmolb.2021.671037
https://doi.org/10.1101/2020.08.21.262022
https://doi.org/10.1084/jem.20011547
https://doi.org/10.4161/gmic.19320
https://doi.org/10.3390/microorganisms8101587

*® BAER M. H., SANDILYA S., STEINER S. T. (2023). - Evading the Toll booth: How
“silent” flagellins may bind yet fail to activate TLR5.Sci. Immunol.8,eadf0244
(2023).DOI:10.1126/sciimmunol.adf0244

*> GAUTHIER E. A,, CHANDLER E. C., POLI V., GARDNER M. F,, TEKIAU A, SMITH R,
BONHAM S. K., CORDES E. E,, SHANK M. T., ZANONI I., GOODLETT R. D., BILLER
J. S, ERNST K. R,, ROTJAN D. R,, & KAGAN C. J. (2021). - Deep-sea microbes as
tools to refine the rules of innate immune pattern recognition.Sci

Immunol.6,eabe0531(2021).DOI:10.1126/sciimmunol.abe053 |

63


https://doi.org/10.1126/sciimmunol.adf0244
https://doi.org/10.1126/sciimmunol.abe0531



