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DUAS PALAVRAS INICIAIS...

E em tempos dificeis que é possivel observar mais atentamente tudo o que nos rodeia.
Este ano foi e sera um ano que entrara para a histéria da Humanidade pelas piores razoes: a
morte de milhares de pessoas por falta de terapia eficaz no combate ao coronavirus, o abalo
das economias mais frageis e a sensagao de eternidade na espera por uma vacina que traga a
tranquilidade perdida. Mas as contrariedades sao uma oportunidade para buscar novos
caminhos, neste caso a vacina e terapias posteriores, assim, vimos a comunidade cientifica
nacional e internacional a mobilizar-se para antecipar solugoes eficazes. Os resultados das
investigacoes sao um sinal de esperanga mesmo que a data da chegada ao mercado da vacina
tao desejada continue a ser uma incognita e a sua universalizagdo uma decisao politica com
custos associados. Aguardamos esperancados que a vida humana continuara a ser uma
prioridade.

O lema usado pelas Farmacias de Portugal “ha luzes que nunca se apagam” foi como
um hino de esperanga para toda a populagao, a entrega ao domicilio e a dispensa de
medicamentos de dispensa exclusiva hospitalar, sem custos acrescidos, garantida por muitas
delas foi um contributo inovador na luta contra um inimigo que ameagava a vida de todos mas
com maior violéncia a dos mais fragilizados por outras doengas ou pela idade. Foram estes
que mais ganharam com esse gesto e cuja sobrevivéncia é um prémio valioso.

A somar aos farmacéuticos que se expuseram ao risco nas farmacias comunitarias
temos todos os que garantiram o funcionamento das farmacias hospitalares e o funcionamento
da industria farmacéutica tendo sempre em atengao a protegao da cadeia do medicamento.
Herdis anonimos que merecem esse titulo tal como todos os outros profissionais e agentes
da saude publica que trabalharam para manter o equilibrio social e minimizar os danos.

Centrando a atengao nos farmacéuticos que estao no terreno, fago-o com admiragao
e penso que a profissao que eu escolhi e que me escolheu a mim faz parte da linha da frente
do combate a todo o tipo de doengas, nao apenas do coronavirus porque o trabalho do
farmacéutico nao para e as doengas que ja existiam continuam a existir.

A unidade de Estagio Curricular permitiu-me ter acesso a algumas etapas da cadeia do
medicamento. A Monografia permitiu-me investigar e estudar sobre um tema atual, quase
como se o se uma “Investigagao e Desenvolvimento” de um novo medicamento se tratasse,
de seguida fiz um Estagio na Industria Farmacéutica, onde ocorre a produgao do medicamento
e finalmente passamos para a Farmacia Comunitaria, onde através da aquisicaio dos
medicamentos aos armazéns e a sua distribuicao para a farmacia sao depois dispensados a um

utente para atingir algum objetivo terapéutico.
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Relatério de Estagio na Industria Farmacéutica

LISTA DE ABREVIATURAS

AIM Autorizacao de Introdugcao no Mercado

API Principio ativo, do inglés “Active Pharmaceutical Ingredient”
APIFARMA  Associagao Portuguesa da Industria Farmacéutica

AQL Do inglés “Acceptable Quality Limit”

CIP Do inglés “Cleaning in Place”

FLPSS Formas Liquidas, Pastosas e Semissolidas

FS Formas Sélidas

GMP Boas Praticas de Fabrico, do inglés “Good Manufacturing Practice”
GQ Garantia da Qualidade

IF Instrucao de Fabrico

IPC Controlo em Processo, do inglés “In-Process Control”
SMED Do inglés “Single Minute Exchange of Dies”

SWoT Do inglés “Strengths; Weaknesses; Opportunities; Threats”
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Relatério de Estagio na Industria Farmacéutica

I.1.-INTRODUCAO

No final do século XIX comecaram a surgir, em Portugal, os primeiros investimentos
industriais na area dos produtos farmacéuticos (APIFARMA, 2014). Nessa altura, Portugal era
um pais relativamente rural, pouco industrializado e com uma populagao predominantemente
analfabeta (Alves, 2012; APIFARMA, 2014).

Com o desenvolvimento da industria farmacéutica houve uma importante redugao da
mortalidade e da morbilidade, que gragas aos avangos na prevenc¢iao, no screening, no
diagnostico e na terapéutica de doengas até entao incuraveis, os cidadaos podem esperar viver
até mais 30 anos do que viveriam ha um século atras (APIFARMA, 2014; EFPIA, 2018; Ordem
dos Farmacéuticos).

A produgao em série de medicamentos retirou das boticas um servigo que por tradigao
lhes estava associado: a preparagao de farmacos em doses unitarias e de forma personalizada
para cada doente (APIFARMA, 2014; Ordem dos Farmacéuticos). Atualmente, a inddstria
farmacéutica procura opgoes que acrescentem valor terapéutico e que possuam racios de
custo/efetividade mais favoraveis para a populagao.

Quando olhamos para a evolugao da industria farmacéutica nos Ultimos tempos e nos
apercebemos que no periodo de oito anos encerraram 2| empresas (APIFARMA, 2020), a
candidatura ao estdgio neste ramo foi uma aventura desde que decidi fazé-lo. Desejando esta
experiéncia, aconteceram momentos de angustia provocados pela incerteza se conseguiria ser
admitida, mas sempre com a firme convicgao, resultante de visitas feitas, que seria um campo
onde tinha muito a aprender e me sentiria bem. Tendo em conta o que acabo de registar,
posso afirmar que a primeira «vitoriay foi conseguir entrar e o troféu acabaria por ser a

experiéncia em tudo excelente, como mostrarei de seguida.
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Relatorio de Estagio na Industria Farmacéutica

1.2. - ENQUADRAMENTO
1.2.1. - A Empresa

A FARMALABOR, assim denominada desde 1999, é uma unidade industrial sediada na
zona industrial de Condeixa-a-Nova (Grupo Medinfar, a).

Em 2001 foi adquirida pelo Grupo MEDINFAR, permitindo uma melhoria das
instalagdes bem como o reforgo tecnologico do aparelho produtivo nesta area altamente
competitiva e garantir o crescimento estruturado da atividade fabril, permitindo um aumento
da produtividade (Grupo Medinfar, b). A unidade industrial tem uma capacidade brutal anual
de mais de 50 milhdes de unidades repartidas entre formulagoes solidas, liquidas e pastosas
nao estéreis e nao pretende ficar por aqui (Grupo Medinfar, c).

A FARMALABOR, enquanto empresa individual, ndao possui nenhuma Autorizagao de
Introdugao no Mercado (AIM), sendo que a maior parte da sua atividade é a produgao de
produtos pertencentes ao Grupo MEDINFAR e a restante € a produgao para terceiros. Ou
seja, a FARMALABOR funciona como uma Contract Manufacturing Organization.

A sua atividade engloba o fabrico de produtos farmacéuticos, cosméticos e
suplementos alimentares, produzindo algumas marcas conhecidas como o Halibut®, Oleoban®,
Trifen® e DVine®(Silva, 2018). A empresa possui varias certificacdes pelas normas de
Qualidade (1ISO9001), Ambiente (ISO4001) e Seguranca e Saude do Trabalho (OHSASI18001),
o que permite a produgao de medicamentos segunda as Boas Praticas de Fabrico (GMP)
(Grupo Medinfar, c). Nunca é demais lembrar que lidando com medicamento, o seu fabrico
precisa de ter sempre em atengao a segurancga, qualidade e eficacia dos mesmo, pois o mais

pequeno deslize colocaria em causa a saude de centenas ou mesmo milhares de pessoas.

1.2.2. - O Estagio

O estagio realizou-se entre o dia 8 de janeiro e 12 de margo de 2020. Este periodo é
mais reduzido que o normal porque o Grupo MEDINFAR, em jungao comigo e com a
Universidade de Coimbra achou melhor dar por concluido o estagio devido a situagao de
pandemia causada pelo novo coronavirus que praticamente parou Portugal.

Foi uma experiéncia muito enriquecedora, na medida em que o estagio na Industria
Farmacéutica é uma oportunidade Unica de contactar num outro setor onde o farmacéutico
também desempenha um papel fundamental.

A recegao na empresa foi calorosa e constou de uma pequena apresentagao da

empresa, a sua missao e objetivos, seguida de uma visita guiada pelas instalagoes.
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Relatorio de Estagio na Industria Farmacéutica

Antes disso tive um momento formacao relacionada com o meio ambiente e outro
sobre a seguranca no trabalho. No primeiro foi abordada a gestao de residuos em que se fez
referéncia ao facto de a fabrica possuir uma estagao de tratamento de aguas residuais, kits de
contengao de derrames, os gases emitidos pelas chaminés sao controlados e que eram
utilizados pelo menos dois tipos de sacos de cores diferentes para os residuos: os sacos de
cor vermelha serviam para colocar os materiais contaminados como luvas, mascaras e tudo o
que fosse utilizado na sala da produgao que pudesse conter o principio ativo (API); os sacos
verdes destinavam-se aos materiais que podiam ser reciclados como plastico, papel e vidro.

Na formacgao sobre a seguranga no trabalho foi apresentado o plano de seguranca da
empresa em que, por exemplo, no estacionamento todos os carros devem estar estacionados
com a frente virada para a saida para permitir uma rapida evacuagao no caso de incéndio ou
outro incidente grave.

Relativamente ao meu estagio, este foi realizado na area de Produgao sendo a Secgao
das Formas Solidas (FS) a “minha casa”. Aqui pude contactar com todas as etapas de fabrico
de um medicamento, desde a pesagem das matérias-primas segundo a instrucao de fabrico
(IF), a mistura, a compressao e o revestimento, ou enchimento de capsulas ou saquetas

consoante o medicamento que se queira produzir.

1.3. - ANALISE SWOT

O presente relatorio tem como objetivo apresentar a minha experiéncia enquanto
estagiaria na FARMALABOR sob a forma de analise SWOT.

Este tipo de analise engloba duas dimensoes, uma interna e uma externa. As forgas
(Strengths) e as fraquezas (Weaknesses) sao fatores internos (do controlo do proéprio ou da
empresa), enquanto as oportunidades (Opportunities) sao fatores externos (saem do controlo
direto do proprio ou da empresa) que promove um crescimento positivo, e as ameagas
(Threats) sao fatores externos que afetam negativamente o desempenho e evolugao na pratica

do exercicio profissional (Giirel e Tat, 2017).
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1.3.1.- FORCAS
Integracao no seio da empresa

Desde o primeiro momento, senti-me bem-vinda quer por parte dos colaboradores
que trabalham na secgao das FS, como pelos restantes colaboradores da unidade industrial.

O facto de haver uma grande diversidade nas idades dos colaboradores nao afetou a
minha integragao, estando sempre prontos a responder a todas as minhas questoes. Para além
disso os responsaveis e supervisores da sec¢ao tentavam acompanhar o meu dia-a-dia e
orientavam-me de modo a que eu pudesse conhecer todos os processos, equipamentos e
especificagoes que fizessem parte da secgao.

O estagio numa drea tao dindmica como é a Produgao poderia tornar-se monétono se
estivéssemos perante a repeticao permanente das tarefas e se fosse produzido apenas um
produto. Ora, na FARMALABOR sao produzidos varios tipos de medicamentos o que torna
a pesagem das matérias-primas, misturas, compressao ou enchimento e mesmo revestimento
tarefas sempre iguais e sempre diferentes.

Para la dessas tarefas, tive também a sorte de poder fazer parte de uma investigagao

apos o fabrico de um produto, uma experiéncia que, tal como as outras, foi excecional.

Higienizacao

Tive oportunidade de observar e mesmo participar em algumas higienizagoes de salas
e equipamentos, tanto sumarias como completas. Umas e outras sao importantes e diferentes.
Faz-se uma higienizacdo sumaria quando ha a mudanca de um lote ou fragao para outro do
mesmo produto, ja a higienizacdo completa é feita quando ha mudanga do produto que é
produzido.

Na maioria dos procedimentos de higienizacao, os equipamentos eram higienizados
manualmente ou pelos operadores dentro da sala, ou enviados para as higienizadoras.
Contudo havia equipamentos que possuiam a funcionalidade CIP automatico (Cleaning in place)
onde o processo de higienizagao estava descrito numa “receita” e o equipamento fazia tudo
sozinho, desde puxar o detergente, usar agua purificada, secar.

De modo a garantir que as salas e os equipamentos estao higienizados, todas as salas
e equipamentos estavam devidamente identificados com etiquetas de acordo com o seu estado
de higienizacao: etiqueta verde - “Limpo”; etiqueta amarela - “Para limpar”. A higienizagao de
uma sala de produgao sé se encontra validada por um periodo limitado, sendo no caso da

higienizagcao completa de 12 dias.
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O processo de higienizagao de uma sala de produgao é muito importante para garantir
a qualidade e seguranca de um produto que seja produzido e, talvez seja o processo que mais
tempo demora a ser realizado. Para tal, a FARMALABOR possui um sistema de higienizagao
padronizado que se encontra validado segundo as normas e exigéncias do Sistema de Garantia

da Qualidade e GMP.

Acesso a Documentacao Interna

Ao estar na Area da Producio pude contactar diariamente com as IF dos
medicamentos, registos de lotes e procedimentos operacionais, montagem e higienizagao dos
diversos equipamentos.

Uma IF depois de devidamente preenchida e de possuir todos os testes que sao
realizados quer durante o processo de produgao (Controlo em Processo (IPC, do inglés in-
-Process Control), quer no produto acabado (Boletim Analitico) torna-se um registo de lote.

Os registos de lotes de produtos que tenham sido anteriormente produzidos sao
muito importantes pois permitem a rastreabilidade e possui o histérico dos parametros,
equipamentos e matérias-primas que foram usadas e que se podem tentar imitar caso o lote
nao apresente nenhum desvio e no caso de esse lote possuir um desvio ou uma reclamagao

pode-se fazer uma investigagao para tentar descobrir o que possa ter corrido menos bem.

Realizacdo de um procedimento operacional

Os procedimentos operacional, de montagem e de desmontagem e higienizacao de um
novo equipamento sao de extrema importancia porque cada vez que um novo operador
precisar de utilizar esse equipamento precisa de saber como funciona, como ¢ higienizado e
como o montar para nova utilizagao.

O desgaste dos equipamentos e a satisfagao de novos pedidos por parte de clientes da
FARMALABOR, implica a aquisicao periodica de novos equipamentos e esta acarreta a
necessidade de um tempo experimental para perceber o funcionamento e quais os parametros
mais adequados para produzir lotes com a menor quantidade de defeitos.

Foi-me langado o desafio de realizar os procedimentos operacional, de montagem e de
higienizagio da méaquina de revestimento automatico XLCota 350° da Bosch®. Para tal precisei
de assistir aos varios momentos de funcionamento e trabalho deste equipamento, desde a
montagem, o processo de revestimento por filme ou aglcar, a desmontagem e a sua
higienizagao. Essa experiéncia permitiu-me compreender como a fase de revestimento de um

comprimido é uma etapa critica na produ¢ao de comprimidos porque um revestimento mal
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feito pode por em causa a qualidade e seguranca do medicamento e, para além disso, nao é
apelativo para um utente tomar um medicamento com defeitos no revestimento, podendo
fazer com que um lote inteiro de comprimidos nao passe no controlo dos atributos de

qualidade (AQL, do inglés acceptable quality limit).

1.3.2. - FRAQUEZAS
Auditorias

A industria farmacéutica deve assegurar que os produtos produzidos siao seguros,
eficazes e que possuem a qualidade necessaria (WHO, 2015). Para tal as auditorias possuem
um importante papel em verificar a conformidade com as GMP, os requisitos regulamentares
e identificar areas de melhoria (WHO, a).

As auditorias sao processos sistematicos, documentados e podem ser externas quer
internas. Estas foram frequentes durante a minha estadia, mas devido a importancia que
possuem e a minha inexperiéncia nao pude acompanhar nenhuma. Assim, acabei por nao

perceber a dinamica de uma auditoria.

Transposicao de escala

Como seria de esperar, os equipamentos usados numa industria sao muito diferentes
daqueles que sao usados a escala laboratorial, como os usados nas aulas de Tecnologia
Farmacéutica. Como estive maioritariamente na secgao das FS tive a oportunidade de
acompanhar varios processos de fabrico, desde a tamisagao, mistura, granulagem, secagem,
compressao ou enchimento de capsulas e o revestimento quer por filme quer de agucar.
Também pude acompanhar o enchimento de saquetas.

Um exemplo que me marcou muito foi ter acompanhado praticamente todo o
processo de fabrico de um lote de comprimidos de |,5 milhoes de unidades desde a sua

mistura, compressao até ao revestimento.

Parametros dos diferentes equipamentos e as suas consequéncias

Cada equipamento por mais sofisticado que seja precisa de um operador a controlar
para ter a certeza de que o que estd a ser produzido esta de acordo com os parametros
esperados.

No caso do revestimento, por ter estado mais tempo nessa etapa da produc¢ao de um

medicamento, desde a distancia das pistolas para o leito dos comprimidos, o leque de
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pulverizacao, o débito a que é pulverizada a solugao de revestimento e mesmo a temperatura
a que se encontram os comprimidos no momento do revestimento por filme pode influenciar
o aspeto final do comprimido desde a uniformidade da cor, com um aspeto picotado ou com
erosao nas arestas.

Mesmo na fase de compressao os parametros de compressao do equipamento como
a forga de compressao e de pré-compressao, a velocidade de compressao e as carateristicas
do pd ou granulos a comprimir como a humidade da mistura, a sua compressibilidade e o
escoamento deficiente influenciam a dureza, a massa média e o aspeto final de cada
comprimido como um comprimido ficar agarrado a um pungao ou a matriz criando bordos

irregulares.

1.3.3. - OPORTUNIDADES
Investigacao de um produto

Apesar de o meu estagio ter sido maioritariamente na area da Produgao eu tive a
oportunidade de ir para a area da Garantia da Qualidade (GQ) onde participei numa
investigagdo de um produto que possuia alguns desvios e reclamagoes. Esta investigagao
consistiu em pegar em todos os registos de lotes dos lotes anteriormente produzidos e
comparar todos os parametros possiveis desde as carateristicas fisicas e quimicas dos
excipientes e API, os equipamentos usados e os seus parametros, o holding time entre a mistura
€ 2 cCompressao e entre a compressao e o revestimento, os testes |IPC, a quantidade de agua
usada na mistura. Para tornar a comparagao mais facil e eficaz utilizou-se a ferramenta Microsoft
Excel e assim pude chegar a algumas conclusoes de interessa para a FARMALABOR ao mesmo
tempo que punha em pratica e aprofundava os meus conhecimentos sobre essa ferramenta
informatica.

Esta investigacao foi uma tentativa de perceber o que se podia fazer para melhorar a
reprodutibilidade de um processo de fabrico. Apos a andlise dos dados, foi possivel concluir
que pequenas diferengas em parametros a que tinha sido dada pouca importancia podem ter

um impacto significativo no produto final.
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Contacto com varios equipamentos e procedimentos

Embora tivesse participado antes numa visita de estudo as instalagoes da
FARMALABOR, mal comecei o estagio, percebi que estava a entrar num mundo relativamente
desconhecido que me entusiasmava e desafiava.

Na seccao das FS as maquinas e equipamentos representaram todo um mundo de
descobertas e novidade: pude contactar com méaquinas de compressio como a Fette 1200i® e
com o Checkmaster® que permite fazer o controlo (In-Process Control) dos comprimidos
medindo a dureza, massa média, altura e diametro; procedimento de enchimento de capsulas
e de saquetas, granulador e estufa DIOSNA®. Um dos processos que tive oportunidade de ver
foi o revestimento de agucar. Trata-se de um tipo de revestimento ja um pouco obsoleto e
sao poucos os produtos que ainda o possuem.

Apesar de ter passado a maior parte do meu tempo de estigio na secgao das FS
também pude fazer uma visita, apesar de rapida, a seccao das Formas Liquidas, Pastosas e
Semissolidas (FLPSS). Nesta seccao pude observar como sao produzidos os supositorios,

como ¢ feito o embalamento primario e secundario de um xarope e o enchimento de ampolas.

Kaizen

Kaizen é uma filosofia de melhoria continua com origem no Japao que significa mudar
para melhor todos os dias em todas as areas da empresa e envolvendo todos os seus
colaboradores. Nesta filosofia € utilizada a palavra japonesa “muda’” para desperdicio. Entende-
-se por desperdicio tudo o que nao acrescenta valor ao cliente, ou seja, sao todas as atividades
desenvolvidas, numa industria, pelas quais o cliente nao esta disposto a pagar (Kaizen Institute).
A eliminagao de tudo aquilo que nao é considerado gerador de valor, permite aumentar a
produtividade e, consequentemente a rentabilidade do negocio.

Enquanto estagidria da secgao das FS pude observar varios momentos em que foram

utilizados os fundamentos Kaizen:

e organizagao das equipas, quer através de quadros visuais, quer através de
pequenas reunioes que eram feitas no inicio do trabalho de cada turno, onde os colaboradores
eram organizados para a jornada de trabalho;

e planos semanais onde mostrava o que se devia fazer, em quanto tempo e se
estavam a ser cumpridos;

e metodologia SMED (“Single Minute Exchange of Dies”) que visa reduzir o tempo
que o equipamento se encontra parado numa mudanga do produto. Em termos praticos, esta

metodologia significa que o tempo de set-up tem de ser o mais curto possivel e para isso
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acontecer nao se pode, por exemplo, perder tempo a procura de uma ferramenta que esta
do outro lado da secgao. Tem de estar tudo preparado, as ferramentas e outros materiais

necessarios, para fazer o trabalho o mais rapidamente possivel.

Como nos dias que correm querem tudo feito «para ontem» e com niveis de exigéncias
cada vez maiores, a filosofia de melhoria continua é realmente muito importante para melhorar

processos que se achava que nao podiam melhorar mais.

1.3.4. - AMEACAS
Resolucao de problemas

A industria farmacéutica estd constantemente a ser pressionada com medidas
governamentais, por parte dos clientes, que dao prazos cada vez mais curtos, e pela elevada
competitividade do ramo. Assim, a area de produgao € aquela em que mais se faz sentir essa
pressao. O processo de fabrico de um simples comprimido é complexo. Estamos a falar de
varias etapas e holding time que tém se ser cumpridos. Em cada etapa varios problemas podem
surgir e uma resposta rapida na resolugao pode ditar se o lote é aprovado ou nao.

Um exemplo foi durante o revestimento de aglcar de um comprimido em que no
passo do enchimento aderiam a superficie pedagos do revestimento que estavam presos ao
tambor. Este defeito era considerado um defeito critico, nao passando no AQL e tendo sido
necessario proceder a escolha manual dos comprimidos, rejeitando os que possuiam o defeito.
Nos lotes seguintes foram tentadas varias abordagem para minimizar este defeito, desde
aumentar a temperatura da solugio de revestimento (xarope de agucar), utilizar menos
aplicadores para nao deitar a solugao diretamente no tambor, a limpeza da maquina entre
fragoes, uma espécie de tamisagao dos comprimidos para eliminar os pedacos do revestimento

que se pudessem encontrar soltos até chegar a melhor solugao.

Duracdo do estagio

O ano de 2020 foi um ano atipico na sociedade, em geral, e afetou também a duragao
do meu estagio com as implicagoes negativas que isso acarreta. Quando me estava anunciado
que nas duas semanas que faltavam para a conclusao iria passar por outras secgoes na area da
Produgao, foi interrompido o meu percurso e a possibilidade de cumprir em pleno o sonho
de aprender muito com a minha pratica e a ajuda de quem esta por dentro de muito saber
reservado a poucos. Ninguém teve culpa e isso me conforta. Quem sabe se um dia nao poderei

voltar para aprender mais um pouco e fazer uso daquilo que aprendi?
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I.4. - CONSIDERACOES FINAIS

Este estagio foi muito enriquecedor e marcante para a minha formagao enquanto
profissional de saide na medida em que pude observar o “nascimento” de um medicamento,
sabendo todo o trabalho que estd por tras de uma caixinha que é dispensada na farmacia.
Cresci muito quer a nivel pessoal, quer a nivel profissional pois € um estagio que exige uma
certa capacidade de adaptagao e pensamento critico.

Fico satisfeita pelo enriquecimento que essa experiéncia trouxe a minha formagao, mas
também fico orgulhosamente feliz ao pensar que ajudei os operarios em tudo o que podia e
por ter dado um pouco do meu contributo a empresa através de todas as atividades que me
foram pedidas.

As pessoas a quem conheci e com quem trabalhei e aprendi na FARMALABOR,
agradeco a forma como foram sempre prestaveis, simpaticas, disponiveis e preocupadas
comigo e com as minhas dificuldades. Sem a sua ajuda e paciéncia o caminho seria mais dificil.

Um agradecimento especial a toda a equipa da secgao de FS da FARMALABOR que me
acompanhou de perto, especialmente ao Dr. Pedro Santos, a Dra. Joana Machado, a Idilia
Tavares e a Dina Monteiro.

Bem hajam!
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LISTA DE ABREVIATURAS

DCI Denominacao Comum Internacional

INFARMED Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I. P.

MICF Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica

PDCA Do inglés “Plan, Do, Check, Action”

SWoT Do inglés “Strengths; Weaknesses; Opportunities; Threats”
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2.1.-INTRODUCAO

O presente relatério tem como objetivo apresentar a minha experiéncia enquanto
estagiaria na Farmacia da Ponte desde o dia | de junho até ao dia 20 de outubro de 2020 e
sera apresentado sob a forma de analise SWOT (do inglés: Strengths; Weaknesses; Opportunities;
Threats).

O Estagio Curricular funciona como elo entre as aprendizagens teodricas adquiridas ao
longo da formagao académica do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) e a
aplicacao das mesmas em contexto profissional. Em Portugal, a area mais representativa da
atuacao de um farmacéutico é a farmacia comunitaria, nao sé pela visibilidade e importancia
que tem junto do publico, como também pela quantidade de profissionais que absorve (Pita e
Bell, 2016).

Se tivermos em conta que um utente vé, em média, o farmacéutico comunitario cinco
a oito vezes mais por ano do que o seu médico de familia (Tsuyuki et al., 2018) e que a dispensa
de um medicamento errado pode levar a um grave problema de salide, podemos perceber
como € importante e de alta responsabilidade o papel do farmacéutico nos cuidados de saide
de um pais, nomeadamente nos cuidados primarios.

E certo que a prescrigio dos medicamentos é da responsabilidade dos médicos e
quando feita em suporte informatico (impressa ou nao) facilita o trabalho aos trabalhadores
da farmacia que, ajudados por equipamento de leitura oOtica, sabem exatamente o que devem
entregar ao utente, mas o papel do farmacéutico nao se esgota na prestagao desse servigo
principalmente quando o doente aparece sem qualquer receita e pede medicamentos nao
sujeitos a receita médica (MNSRM). Um aconselhamento sério tera de ter em linha de conta
os conhecimentos tecnoldgicos e terapéuticos desse medicamento e a opgao s6 pode ser

tomada por quem tem esses conhecimentos. O papel do farmacéutico é crucial.
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2.2. - ENQUADRAMENTO

A Farmacia da Ponte, situada na Rua D. Afonso lll, n.° 92, em Mirandela, apresenta uma
imagem solida, moderna e cuidada, inspiradora de confianga e qualidade. Encontra-se numa
rua movimentada do centro da cidade. Na zona envolvente existe um centro de enfermagem
com diversas especialidades, clinicas dentarias, instituicoes bancarias, servigos publicos como
a camara municipal, tribunal e varias lojas comerciais. Trata-se de uma situagao privilegiada até
por distar cerca de quinhentos metros do Hospital de Mirandela, integrado no Centro Hospital
do Nordeste e menos de mil metros do Hospital Terra Quente.

Disponivel para atender utentes de qualquer idade, condi¢ao social ou patologia, a
maioria dos utentes habituais da farmacia encontra-se nas faixas etarias mais elevadas, de nivel
socioeconomico médio/baixo, residentes nas proximidades que tém uma relagao de confianga
e fidelidade com a instituicao.

Entre os utentes ocasionais merecem destaque os turistas que, em visita a Mirandela,
atraidos pelos seus encantos naturais ou arquitetdnicos ou pelos seus produtos
gastronomicos, como o azeite e as alheiras, aproveitam para fazer as suas compras
nomeadamente MNSRM, cosméticos e outros produtos de uso pessoal. Para isso, revela-se
particularmente util a existéncia de um quadro onde constam as campanhas em vigor, os
indicadores, as tarefas e uma tabela PDCA (Plan, Do, Check, Action - Planear, Fazer, Verificar e
Agir) para comunicagao e organizagao de tarefas, tudo isto dentro da filosofia Kaizen, que se
foca na melhoria continua, ou seja, no aperfeicoamento da atividade e eficiéncia da farmacia.

O funcionamento da Farmacia da Ponte, num horario continuo das 9h as |9h, de
segunda-feira a sexta-feira, e das 9h as 13h no sabado, acrescido do servigco permanente a cada

seis dias, é garantido pela Diretora Técnica, dois farmacéuticos e quatro técnicos de farmacia.
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2.3. - ANALISE SWOT

Tal como foi descrito no Relatério de Estagio em Industria Farmacéutica, a andlise
SWOT consiste em identificar as forgas (Strengths), as fraquezas (Weaknesses), as
oportunidades (Opportunities) e as ameacas (Threats) sentidas no decorrer do estagio curricular

em Farmacia Comunitaria.

2.3.1.- FORCAS
Autonomia e confianca depositada

O inicio do estigio foi ocupado entre a observagio de atendimentos que eram

realizados pela equipa e atividades de backoffice como:

e dar entrada aos diferentes tipos de encomendas (diarias, instantaneas, manuais,
via verde e esgotados) provenientes dos diferentes armazenistas ou vindas
diretamente dos laboratoérios;

e verificacao das validades;

e criagao e regularizagao de devolugoes;

e organizagao e reposigao de gavetas, lineares segundo a regra first in, first out;

e organizagao dos produtos excedentes no armazém segundo a mesma regra.

A complexidade gradual das tarefas pedidas ajudou a autoestima e pouco depois do
inicio do estagio, consideravam-me e achava-me capaz de realizar essas tarefas
autonomamente e comecei a dar entrada sozinha primeiro as encomendas mais simples e
depois a qualquer tipo de encomenda pois sabia que se me deparasse com alguma situagao
mais complexa podia sempre contar com a ajuda de alguém ou recorrer ao Manual de
Eficiencia Operacional que se encontra a disposi¢ao de toda a equipa. Este manual consiste em
instrugoes simples (One Point Lesson) que tém como objetivo facilitar as tarefas diarias
exercidas na farmacia para haver uma minimizagao de erros.

Enquanto estava a avangar nas atividades de backoffice pude participar nas reunioes
feitas através dos principios Kaizen e comecei a realizar o atendimento ao publico, tarefa que
rapidamente consegui realizar de forma autonoma pois também aqui sabia que podia contar
com o apoio de alguém quando confrontada com alguma situagao que nao soubesse resolver,
fosse um caso clinico ou algum pormenor do Sifarma 2000°.

Estas atividades revelaram-se de extrema importancia porque me permitiram perceber
o tipo de produtos que estao disponiveis na farmacia e o modo de funcionamento do Sifarma

2000°.
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Indicacdao farmacéutica e responsabilidade social

Os utentes dirigem-se, muitas vezes, primeiro a farmacia a procura de conselhos para
os seus problemas. Nestes casos, com uma série de perguntas tentava recolher informagoes
sobre o utente desde os sinais e sintomas, ao historial clinico. A partir dai, optava por trés
respostas alternativas: o aconselhamento de medidas nao farmacoldgicas como mudanga de
habitos alimentares, exercicio fisico, hidratagao e outras que fossem relevantes para o caso; a
introdugao de um MNSRM tendo em conta a relagao beneficio-risco-custo e a qualidade,
eficacia e seguranca, explicando a forma como era tomado, a agao do medicamento e qual a
duragao do tratamento; e em situagoes mais graves, aconselhei o utente a dirigir-se ao seu
médico de familia ou outro.

Noutras situagoes, o facto de poder aplicar conceitos de farmacologia e conhecimento
sobre as interagoes medicamentosas foi muito gratificante. Desde uso racional de antibidticos,
a existéncia de cafeina em algumas formulagoes farmacéuticas e o seu efeito em individuos
com hipertensao e o efeito do ibuprofeno em individuos asmaticos.

Para além disto, a Farmacia da Ponte pertence as Farmacias abem: que permite que
pessoas em situagao de caréncia economica possam comprar os medicamento que lhes sao
prescritos (Abem Dignitude). E colabora com lares e residéncias sénior na dispensa e entrega
de medicamentos, tendo sempre o cuidado de registar o nome da pessoa para quem se destina

o medicamento.

Gestao e administracao

O meu estagio permitiu-me concluir que a Farmacia da Ponte procede diariamente a
um controlo rigoroso e ponderado na gestao de stocks e na compra de novos produtos,
atendendo sempre as necessidades e exigéncias dos utentes. O facto de os fornecedores
principais da farmacia fazerem entrega duas vezes por dia (de manha e a tarde) permite a
farmacia nao ter muito stock de um produto, pois se for encomendado de manha, esta
disponivel para ser facultado ao utente no periodo da tarde.

Devido a forte competitividade do mercado, a Farmacia da Ponte, dispoe de um espago
organizado, acolhedor, com boa visibilidade e sinalizagdo dos varios setores, marcas e
produtos. Para além disso, a montra é reformulada regularmente, mostrando a populagao em
geral as promogoes a decorrer. O marketing é refor¢cado no interior da farmacia com a
acentuada rotatividade das prateleiras e gondola onde o utente pode ver e/ou perguntar sobre

os produtos e sentir o impulso de comprar os produtos sazonais ou para a estagao que se
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avizinha. Enquanto estagiaria pode observar e colaborar no processo de mudanga de lineares
de modo a permitir a dinamizagao de produtos.

A farmacia dispée o CashlLogy by Azkoyen® (terminal automatico de pagamento que
permite efetuar pagamentos em dinheiro) que se revela uma mais-valia importante na medida
em que o troco é automaticamente fornecido pela maquina, agilizando o ato de pagamento, e

contribui para evitar erros de contagem.

2.3.2. - FRAQUEZAS
Plano de estudos do MICF

Pressupondo que o estigio é a primeira oportunidade de por em pratica os
conhecimentos adquiridos nos bancos da Faculdade e de os completar com a experiéncia em
ambiente de trabalho muito préoximo daquele que em que nos iremos integrar num futuro
proximo, foi Obvia a falta de conhecimentos em diversas dreas, principalmente pediatria,
ortopedia, oftalmologia, veterinaria e suplementos alimentares. Isso leva-me a questionar se a
sua abordagem no plano de estudos do MICF nao seria importante, reconhecendo, embora
que o nosso plano de estudos ja € muito diversificado e nos garante muitos conhecimentos
que sao aplicaveis em varias areas. Pedir mais sera pedir o impossivel? Deixo a questao a quem
pode decidir, na certeza de que também estas areas sao importantes no dia-a-dia da farmacia
comunitaria.

A proposta anterior parte da experiéncia na Farmacia da Ponte, frequentada por
muitos utentes vindos das aldeias vizinhas de Mirandela onde a criacio de animais é uma
realidade. Deparei-me com uma procura por produtos de uso veterinario, nomeadamente
anticoncetivos para felinos, desparasitantes para aves, felinos e canideos, vacinas para coelhos,
entre outros e, inicialmente, nao sabia responder as necessidades apresentadas.

No dominio da veterinaria como nos outros referidos antes, as dificuldades foram
ultrapassadas pedindo ajuda aos restantes elementos da farmacia, investigando e procurando

aprimorar os meus conhecimentos.

Nomes comerciais e DCI

Aconteceu muitas vezes os utentes aparecerem na farmacia com uma ideia clara para
eles dos produtos que queriam obter, mas com alguma dificuldade em se fazerem perceber
sobre o nome do farmaco. O recurso a memoria por parte de quem nao esta familiarizado
com os nomes dos medicamentos levou a algumas situagdes em que a comunicagao se tornou

dificil, demorando a associar alguns nomes comerciais a sua Denominagao Comum
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Internacional (DCI). Recordo-me que numa situagao concreta aquilo que eu percebia era “um,
cinco, trés” quando o utente queria Cyclo 3® (a méscara e os acrilicos colocados nos balcées de
atendimento também nao ajudam nestes casos). Percebi depois que estas aproximagoes
sonoras sao frequentes, mas nao chegam a provocar mal-entendidos porque o nosso ouvido
se vai adaptando a esses pedidos, principalmente quando o utente é um cliente habitual da

farmacia.

Localizagao da Farmacia

A localizagao da farmacia é ambivalente: pela sua centralidade relativamente ao nucleo
urbano de Mirandela, podemos considera-la um fator positivo; por estar numa rua
movimentada com transito nos dois sentidos, com as faixas de rodagem separadas por trago
continuo e nao possuir nenhum lugar de estacionamento, os utentes, ao optarem por parar
as suas viaturas na estrada, podem estar sujeitos a coimas. E esta fraqueza que ultrapassa a
capacidade de resposta da farmacia e tem que conviver com ela contornando-a com um
atendimento o mais rapido possivel, como € pratica instituida e muitas vezes relembrada pelos
utentes com a expressao “tenho muita pressa”. Essa pressao extra, dificultou os meus primeiros
atendimentos porque ainda nio conseguia usar convenientemente o Sifarma 2000° e perceber
o que tinha de fazer, mas com o avangar do estagio consegui melhorar os meus atendimentos
de modo a responder as expectativas do utente e continuar a fazer o meu papel enquanto

farmacéutica.

Receitas Manuais

A informatizag¢ao dos servicos médicos com as prescrigoes a serem maioritariamente
eletronicas facilita muito a tarefa da farmacia pois apos a insergao correta dos codigos de
acesso da mesma, obtemos a informagao de todos os medicamentos prescritos, niumero de
embalagens, os planos de comparticipagao ja vém inseridos e o sistema ainda alerta para a
validade da prescrigao.

Bem diferente € a situagao quando algum utente aparece com uma receita manual. A
identificacio do medicamento prescrito é a primeira dificuldade, mas a responsabilidade do
farmacéutico vai para I3 disso: tem de verificar o nimero de saide do utente, tem de inserir
o plano e comparticipagao correto, verificar as vinhetas e ainda confirmar se a receita esta
dentro da validade e com a assinatura do médico. Inicialmente, foi complicado lidar com este
tipo de receitas e retirar delas a informagao necessaria devido a caligrafia das mesmas. A ajuda

dos mais experientes e a realizagao deste processo varias vezes ajudaram a ultrapassar esta
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dificuldade ficando mais confiante, eficiente e disponivel para colaborar na correta terapéutica

do utente.

2.3.3. - OPORTUNIDADES
Preparacdao de manipulados

Com a evolugao da industria farmacéutica, a preparagio de medicamentos
personalizados para cada utente por parte da farmacia é praticamente residual. No entanto,
durante o meu percurso pela Farmacia da Ponte tive a oportunidade de preparar varias
solugdes de alcool a 70° com acido boérico a saturagao, uma solugao alcodlica de acido salicilico
a 12% e a solugao a base de alcool que era usada na farmacia para a desinfecao de superficies,
tendo sempre em atengao as Boas Praticas de Preparagao de Medicamentos Manipulados
(Portaria n.° 594/2004) e aplicando os conhecimentos adquiridos em Farmacia Galénica.

Pude também preencher a Ficha de Preparagao de Medicamentos Manipulados onde
consta os prazos de utilizagao e as condigoes de conservagao, o material de acondicionamento

e o calculo do prego de venda ao publico.

Parametros bioquimicos

Sao varios os servigos prestados na farmacia na area dos cuidados de salde, desde
consultas de nutricao, podologia, osteopatia até a medi¢ao de parametros bioquimicos.

Foi no Gabinete que comecei a ter um contacto mais personalizado com os utentes da
farmacia pois a privacidade permitiu uma comunicagao mais confortavel sobre os seus
problemas e necessidades sentidas, extravasando algumas vezes o campo da saude e falando
de si e da familia. Foi no mesmo espaco que pude, nao so6 praticar as técnicas de medicao da
tensao arterial, glicémia, colesterol total, triglicerideos e hemoglobina, como também

melhorar o meu aconselhamento farmacéutico com um maior enfoque no utente.

Novo Médulo de Atendimento

No final de setembro, a Farmécia da Ponte iniciou a transi¢io do Sifarma 2000® para o
novo médulo de atendimento Sifarma®.

Este modulo veio facilitar o atendimento devido as novas funcionalidades oferecidas
pelo sistema e que o tornam mais intuitivo: € possivel voltar atras se nos esquecemos de algo;
editar os diferentes componentes; fazer atendimentos complexos, ou seja, associar mais do

que um utente ao atendimento; criar faturas diferentes consoante o IVA ou por utente;
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separar os medicamentos pagos a pronto ou a crédito na mesma venda. Isto nao era possivel

de fazer no Sifarma 2000° numa s6 venda, perdendo-se muito tempo no atendimento.

2.3.4.- AMEACAS
Doenca provocada pelo novo coronavirus

Todo o meu estigio aconteceu num periodo marcado pela infegao pelo novo
Coronavirus (SARS-CoV-2) e com todas as implicagdes que isso causou para a equipa da
farmacia e para os utentes: acrilicos no balcao, controlo do acesso, uso de mascaras,
desinfegao das maos varias vezes ao dia, desinfecao do espago (Diregao-Geral de Saude, 2020).

Teve implicagoes, desde logo, no inicio do meu estagio que estava previsto comegar
em abril e teve de ser adiado para depois do periodo de confinamento, comegando no inicio
de junho, ou seja, dois meses depois. Ao sermos duas estagiarias a fazer estagio em simultaneo,
na farmacia tivemos horarios por turnos, ou seja, numa semana uma trabalhava no periodo da

manha e na semana seguinte passava para o periodo da tarde.

Desvalorizacao da imagem do estagiario

Como a relagao dos utentes com a farmacia é por natureza ocasional, s a repeticao
das “visitas” acaba por criar uma relagao de proximidade e confianga entre quem atende e
quem ¢é atendido. Ao longo do estagio apercebi-me que nem todos os utentes se sentem a
vontade para ser atendidos por um estagiario encarado como desconhecedor, inexperiente e
passivel de cometer alguma falha grave. Houve mesmo alguns utentes que solicitaram ser
atendidos por um membro efetivo, ou até mesmo um farmacéutico em especifico, recusando

o meu atendimento com o argumento que os outros os conheciam ha muito tempo.

Entrada em vigor da Portaria n.” 284-A/2016

De acordo com o Artigo 17° da Portaria n.” 284-A/2016, "As farmacias apenas podem
dispensar um maximo de duas embalagens, por linha de prescrigao, ou de quatro embalagens,
no caso das embalagens em dose unitaria, por més".

Sendo muitos dos utentes da Farmacia da Ponte de aldeias, estando muitas vezes
isolados e precisando de transportes especificos para chegarem a Mirandela foi complicado
explicar que s6 poderiam levar duas caixas dos medicamentos a quem estava habituado a levar
para casa a totalidade dos medicamentos prescritos. Contudo as farmacias podem, mediante

justificacbes que estao previstas na Portaria, dispensar uma quantidade superiores,
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nomeadamente quando a quantidade de embalagens necessarias para cumprir o tratamento €
superior a duas embalagens por més, extravio, perda ou roubo de medicamentos e em caso

de dificuldade de deslocagao a farmacia ou de auséncia prolongada do pais.

Medicamentos esgotados

Os medicamentos esgotados sao uma realidade frequente em todas as farmacias.
Explicar isso aos utentes foi uma tarefa dificil pois quando me ouviam dizer que determinado
medicamento estava esgotado achavam ou que havia uma ma gestao de stock por parte da
farmacia ou que eu nao o queria dispensar. A dificuldade de compreensao, descontentamento
ou desconfianga foi particularmente notoria quando se tratava de medicagao cronica, em que
os doentes estavam habituados as marcas e aspeto das embalagens que adquiriam.

Um exemplo de um medicamento que esteve esgotado durante um longo periodo foi
o Victan® 2 mg, medicamento este que ainda nio possui genérico no mercado. A situagio
tornou-se tao preocupante a nivel nacional que o INFARMED viu-se obrigada a emitir uma
circular a pedir aos médicos prescritores para tentarem alterar a terapéutica porque este ia

continuar esgotado até ao quarto trimestre do ano (n.° 134/CD/100.20.200 de 21/07/2020).
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2.4. - CASOS PRATICOS

Caso Pratico |

Utente do sexo masculino, na casa dos 65 anos pede para fazer a medicao dos
triglicerideos porque ja se tinham passado trés meses desde a ultima medicao.

Foi feita a determinacao dos triglicerideos e do colesterol total tendo-se obtido,
respetivamente, 300 mg/dL e 270 mg/dL.

Com algumas perguntas, percebi que o utente tinha deixado de tomar a atorvastatina
de 40 mg desde que o urologista lhe prescreveu a tansalusina 0,4 mg porque achava que iria
fazer interagdo com o novo medicamento e porque o médico na altura da prescricao da
tansalusina 0,4 mg nao referiu a toma da atorvastatina 40 mg. Achou, assim, que ja nao era
para continuar. O aconselhamento farmacéutico consistiu no esclarecimento do uso da
terapéutica, promovendo a adesao a atorvastatina para reduzir o risco de um outcome
negativo, como um problema cardiovascular, e na adogao de um estilo de vida mais saudavel
como reduzir o consumo de gorduras, evitar fritos e produtos de charcutaria e praticar
exercicio fisico regular.

Mesmo assim, foi aconselhado a visitar o médico e exprimir as suas duvidas.

Caso Pratico 2

Utente do sexo masculino com cerca de 30 anos que se encontrava em Mirandela de
férias, dirigiu-se a farmacia devido a hemorroidas.

Foram colocadas varias questoes para tentar avaliar a situagao: se havia muito tempo
que tinha aparecido o problema; se havia sangramento; se tomava algum medicamento; se
tinha levantado pesos ultimamente...

Na resposta a estas questoes o utente referiu que ainda nao havia sangramento,
havendo apenas desconforto, prurido e uma ligeira dor no momento defecatorio. Referiu ainda
que nao queria tomar nenhum comprimido porque estava de férias e nao tinha capacidade
para se lembrar da toma correta de comprimidos. Sugeri o uso de uma pomada retal contendo
tribenosido e lidocaina, em que o tribenosido melhora o tonus vascular e possui propriedades
anti-inflamatorias e cicatrizantes e a lidocaina funciona como analgésico local; disse-lhe para
aplicar duas vezes por dia, de manha e a noite, nos primeiros dias e posteriormente aplicar
apenas uma vez por dia até os sintomas melhorarem (INFARMED, a). Para além da pomada,
ainda aconselhei o uso de toalhetes humidos adequados para a higiene da zona anal contendo

produtos naturais como aloé vera (Aloe barbadensis), hamamélia (Hamamelis virginiana) e
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castanheiro-da-india (Aesculus hippocastanum) porque tém uma agao anti-inflamatoria,
cicatrizante e venotopica.

Aconselhei também a manutencao de fezes moles através da ingestao de alimentos
ricos em fibras e liquidos; a diminuicdo do consumo de alimentos condimentados como
enchidos e da ingestao de alcool. Numa situagao de crise aguda poderia lavar a regiao do canal

anal com agua fria, pois esta provoca um efeito vasoconstritor.

Caso Pratico 3

Casal jovem dirigiu-se a farmacia solicitando a pilula do dia seguinte. Perguntei quando
tinha sido a dltima menstruagao, se usava algum método contracetivo oral ou nao, se nos
ultimos 6 meses ja tinha tomado alguma vez a pilula do dia seguinte, entre outras questoes.

Depois de considerar a situagao acabei por ceder a contracegao hormonal de
emergéncia contendo levonorgestrel, advertindo que nao é 100% eficaz na prevengao de uma
gravidez indesejada e poderia provocar alguns efeitos indesejados como aumento da
sensibilidade mamaria, vomitos, tonturas, dores pélvicas (INFARMED, b). Para além disso, a
contracegao hormonal de emergéncia pode provocar alteragdes menstruais, atrasando ou
adiantado, cerca de um a dois dias e caso o atraso na menstruagao fosse superior a cinco dia
deveria ser feito um teste de gravidez (Pacheco et al., 2015).

Ja no final do atendimento recomendei o uso de um método barreira como o
preservativo durante pelo menos os sete dias seguintes a toma e aconselhei o contacto com

o médico para propor um método contracetivo de uso regular, como uma pilula combinada.
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2.5. - CONSIDERAGCOES FINAIS

O meu percurso pela Farmacia da Ponte pode ser dividido em trés momentos distintos:
a um primeiro momento de receio de falhar perante a novidade das tarefas que me foram
sendo pedidas, seguiu a fase de estimulos positivos vindos da direcao e dos restantes
elementos que me ajudaram a perceber que era capaz de as realizar com sucesso chegando
com alguma rapidez a fase em que me sentia segura e confiante em todas as fungoes que fui
chamada a desempenhar. Assim, posso registar com agrado que a experiéncia de estagio me
permitiu crescer tanto a nivel profissional, como a nivel pessoal, como comunicacional e
emocional.

Agradeco a cada utente e a cada membro da equipa pela forma como contribuiram
para o desenvolvimento das minhas competéncias, pelas experiéncias partilhadas, pela
disponibilidade e amizade e por me proporcionarem as ferramentas necessarias ao exercicio

da atividade farmacéutica. Bem hajam!
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Vesiculas extracelulares em protozoarios flagelados

LISTA DE ABREVIATURAS

ADN Acido Desoxirribonucleico

BspA do inglés “Bacteroides surface protein A”

DST Doenca sexualmente transmissivel

ESCRT do inglés “Endosomal Sorting Complex Required for Transport”

HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana, do inglés “Human Immunodeficiency Virus”

IL Interleucina

ILVs Vesiculas intraluminais, do inglés “Intraluminal Vesicle”

LvV Leishmaniose Visceral

MHC Complexo principal de histocompatibilidade, do inglés “Major Histocompatibility
Complex”

miRNA microRNA, do inglés “micro Ribonucleic Acid”

mRNA  RNA mensageiro, do inglés “messenger Ribonucleic Acid”

MVBs Corpos multivesiculares, do inglés “Multivesicular Bodies”

MVs Microvesiculas

ncRNA RNA nio codificante, do inglés “non-coding Ribonucleic Acid”

OMS Organizagao Mundial da Saude

qPCR do inglés “quantitative Polymerase Chain Reaction”

RNA Acido ribonucleico, do inglés “Ribonucleic Acid”

rRNA RNA ribossomal, do inglés “ribosomal Ribonucleic Acid”

SNC Sistema Nervoso Central

syn. Sinénimo

TNF-a  Fator de Necrose Tumoral alfa, do inglés “Tumor Necrosis Factor alpha”

VEs Vesiculas Extracelulares
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RESUMO

As vesiculas extracelulares (VEs) sao um grupo heterogéneo de vesiculas que sao
libertadas naturalmente das células quer em condigdes normais quer em condigoes
patoldgicas. Sao constituidas por proteinas, lipidos, acidos nucleicos e outras biomoléculas que
lhes dao a capacidade de interagirem com os diversos tipos de células, mantendo a
homeostase, modulando o sistema imunologico, ou, no caso de agentes patogénicos, permitir
a sua sobrevivéncia perante mudancgas de fatores ambientais.

As doengas parasitarias, na sua maioria, sio doengas negligenciadas, isto é, sao doengas
endémicas de regidoes mais pobres, onde o fraco investimento em salde, associado a falta de
uma terapéutica eficaz e de meios de diagndstico atempados, causam milhoes de mortes em
todo o mundo.

As VEs dos parasitas representam uma esperancga para o futuro controlo e diagnéstico
das doencas infeciosas. O facto de as VEs serem produzidas naturalmente pelas células, terem
um papel importante na comunicagao celular e interagoes parasita-hospedeiro e estarem
presentes em varios fluidos biologicos, sao carateristicas importantes e por isso, tem surgido
um interesse crescente na aplicagao das VEs como biomarcadores para o diagnostico das
diferentes parasitoses, como meio de terapéutica ou mesmo para futuras vacinas.

Embora exista uma grande biodiversidade de parasitas, neste trabalho apenas sera
referido o potencial papel das EVs de um grupo muito especifico, os protozoarios flagelados

ao qual pertencem Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis, Trypanosoma spp. e Leishmania spp.

Palavras-chave: Vesiculas extracelulares, exossoma, protozoarios flagelados, parasitoses,

biomarcadores, terapéutica, vacinas.
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ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are a heterogeneous population of vesicles that are naturally
released from cells under both normal and pathological conditions. The EVs contain proteins,
lipids, nucleic acids and other biomolecules that give them the ability to interact with a variety
of cell types, maintaining homeostasis, modulating the immune system, or, in the case of
infectious agents, allow them to survive in the presence of environment changes.

Most parasitic diseases are neglected diseases. These diseases are endemic to
underdeveloped regions, associated with poverty, where the low investment in health,
associated with the lack of effective therapy and diagnosis means, cause millions of deaths
worldwide.

The parasites EVs represent hope for the future control and diagnosis of infectious
diseases. The fact that EVs are naturally produced by the cells, have an important role in
cellular communication and parasite-host interactions and are present in various biological
fluids, are important characteristics and, therefore, a growing interest has emerged in the
application of EVs as biomarkers for the detection of parasitic disease, as a therapy agent, or
even as a future vaccine.

There is a great biodiversity of parasites, but throughout this work only EVs of very
specific group will be mentioned, the flagellated protozoa, that includes Giardia lamblia,

Trichomonas vaginalis, Trypanosoma spp. and Leishmania spp.

Keywords: Extracellular vesicles, exosome, flagellated protozoa, parasitic disease,

biomarkers, therapeutics, vaccine.
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3.1.-INTRODUCAO

A evolucao do ser humano sempre andou lado a lado com as infegoes causadas por
parasitas. De facto, alguns parasitas foram-nos transmitidos pelos nossos antecessores
primatas e outros foram adquiridos dos diferentes animais durante a nossa evolugao, migragao
e praticas agricolas (Cox, 2002; Montaner et al., 2014).

As parasitoses encontram-se predominantemente em zonas tropicais e subtropicais do
planeta. No entanto, devido as alteragoes climaticas que provocaram a disseminagao de
vetores ou hospedeiros intermedidrios, ao aumento de viagens internacionais, aos conflitos
armados e a migracao de seres humanos e animais, tem havido aumento na disseminagao de
algumas parasitoses em paises desenvolvidos (Momcilovi¢ et al, 2019). Assim, as infegoes
parasitarias tanto ocorrem em paises desenvolvidos como em regides mais pobres, sendo que
os parasitas sao diretamente responsaveis por mais de um milhao de mortes no mundo todos
os anos (Ofir-Birin e Regev-Rudzki, 2019; Wu et al., 2019).

Existem dois grupos de parasitas que podem causar doengas no ser humano: os
ectoparasitas, organismos que vivem no exterior do hospedeiro, como na pele, unhas ou pelos,
de que fazem parte os artropodes parasitas (ex.: Pediculus humanus, Sarcoptes scabiei); os
endoparasitas, parasitas que vivem no interior do hospedeiro, dos quais fazem parte os
helmintas que sao vermes multicelulares (ex.: Ascaris lumbricoides, Taenia saginata) e os
protozoarios que sao parasitas eucariotas unicelulares (ex.: Giardia lamblia, Trypanosoma brucei)
(Marcilla et al., 2014; Ofir-Birin e Regev-Rudzki, 2019). Sendo que sera deste ultimo, e mais
especificamente nos protozoarios flagelados, que incidira esta monografia.

As infegOes parasitarias sao, normalmente, mais dificeis de controlar do que as infegoes
de outra etiologia, com excegao de algumas viroses. Este facto deve-se a varios fatores, entre

os quais:

e o aparecimento de resisténcias as terapéuticas existentes;

e o fraco investimento em saude nas zonas endémicas, especialmente na satde publica;

e aincapacidade de diagnosticar precocemente a maioria das parasitoses, devido a um
periodo relativamente longo sem sintomatologia apos a contaminagao;

e a existéncia de invertebrados, seja como hospedeiros intermediirios ou como
vetores, os quais dependem de fatores ambientais muitas vezes imprevisiveis,
podendo levar ao aparecimento de resisténcias aos produtos usados para limitar o

seu nimero, como inseticidas e pesticidas (Angelo, 2010).
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O desenvolvimento de novas terapéuticas mais eficazes implica um melhor
conhecimento das interagoes parasita-hospedeiro, considerando a forma como o parasita se
adapta e manipula o hospedeiro, sendo o seu principal objetivo a sobrevivéncia e a proliferagao
da espécie (Coakley et al,, 2015; Gavinho et al., 2018).

Recentemente as vesiculas extracelulares (VEs) tém sido propostas como um novo
elemento capaz de modular a interagao hospedeiro-parasita (Gavinho et al., 2018).

As VEs foram descritas pela primeira vez ha varios anos. Pensava-se que eram apenas
um mecanismo de eliminagao de proteinas e outras moléculas desnecessarias as células e que
nao possuiam nenhum impacto significativo nas células vizinhas (Eliaz et al., 2017; Srivastava et
al., 2020; Zhang et al., 2019). Com o avangar da ciéncia demonstrou-se que as VEs transportam
biomoléculas ativas como proteinas, RNA mensageiro (mMRNA), enzimas metabdlicas, fatores
de crescimento, fragmentos de ADN, entre outras, que contribuem para a sua funcao
fisiologica ou patoldgica (Jadli et al., 2020; Zhou et al., 2020).

Recentemente comegou-se a realizar estudos que demonstram que os parasitas
produzem VEs com mdltiplas fungdes: participam na comunicagao parasita-
-parasita permitindo regular o crescimento e sobrevivéncia da populagao, sao um importante
fator de viruléncia, ajudam o agente patogénico na evasao ao sistema imunoldgico, inibem a
resposta imune através da ativagao da apoptose das células do sistema imunologico, afetam a
proliferagao celular e o metabolismo neuronal (Cronemberger-Andrade et al., 2020; Eliaz et
al, 2017; Ofir-Birin e Regev-Rudzki, 2019; Rai e Johnson, 2019).

Do mesmo modo, as VEs produzidas pelas células do hospedeiro podem ter um papel
de anti-infegao através da inibigao direta da proliferacao do agente patogénico ou induzindo
uma resposta imunoldgica, por exemplo através da apresentagao de antigénios (Coakley et al.,
2015).

O facto das VEs poderem ser isoladas em diversos fluidos bioldgicos, serem
quantitativa e qualitativamente diferentes num estado normal ou num estado de doenga e
terem uma elevada estabilidade, faz das VEs excelentes biomarcadores e com potencial uso
no diagnostico de certas doengas (Zhou et al., 2020). Para além disso, como as VEs possuem
um papel importante e proximo do sistema imunoldgico, na sua indugao, modulagao e inibigao,
poderao ser usadas em vacinas (Zhang et al., 2018).

Assim pretende-se compreender a contribuicao das VEs nas interagdes parasita-

-hospedeiro e o seu potencial uso no diagnostico e terapéutica das parasitoses.
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3.2. - VESICULAS EXTRACELULARES (VEs)

Em 2013, o prémio Nobel da Medicina foi atribuido a James Rothman, Randy Schekman
e Thomas Stidhof pela descoberta dos mecanismo de regulagao do transporte vesicular e pela
demonstragao do papel essencial das VEs na fisiologia celular (NobelPrize.org., 201 3; Srivastava
et al, 2020; Twu e Johnson, 2014).

VEs é um termo geralmente usado para descrever particulas que sao naturalmente
libertadas pelas células, limitadas por uma bicamada lipidica e que nao conseguem replicar-se
(nao possuem um nucleo funcional) (Théry et al,, 2018).

Sao varias as nomenclaturas usadas para descrever as diferentes VEs. Podem ser
baseadas no seu tamanho (microvesiculas, MVs; microparticulas e nanoparticulas), origem
(oncossoma) ou simplesmente devido a sua presenca fora das células (exossoma, exovesicula,
ectossoma) (Colombo et al,, 2014). A nomenclatura mais aceite é a baseada no tamanho da
vesicula e no seu mecanismo de formagao: exossomas, MVs e corpos apoptoticos (D’Souza-
Schorey e Schorey, 2018; Srivastava et al., 2020).

Outra nomenclatura foi proposta por Théry et al. (2018) na guideline para o estudo de
VEs (MISEV2018), tendo classificado as VEs apenas com base no seu tamanho: em VEs
pequenas (small), VEs médias (medium) e VEs grandes (large) com um tamanho de
respetivamente <|00 nm, <200 nm e >200 nm. Esta nomenclatura surgiu devido a falta de
conhecimento especifico dos mecanismos moleculares de biogénese necessarios para poder

distinguir-se experimentalmente as VEs (Takakura et al., 2020).

3.2.1. - Origem e Biogénese

As VEs geralmente representam todo o tipo de vesiculas que podem ser libertadas por
qualquer tipo de célula nucleada (normais ou tumorais) quer in vivo, quer in vitro e tanto por
células procaridticas como eucarioticas (Jaiswal e Sedger, 2019; Paranaiba et al., 2019; Wu et
al,, 2019). Normalmente as VEs sao libertadas por células em condigoes de stress, no entanto,
a apoptose/morte celular nem sempre é um requisito para a formagao de VEs (Burger et al,
2013). Acredita-se que as VEs sao formadas por multiplos mecanismos, mas em todos os casos
a membrana lipidica tem de ser induzida a formar-se, quer através da via endossomal para
formar exossomas ou através do rearranjo da membrana citoplasmatica para formar as MVs
e corpos apoptoticos (Maas et al., 2017). A formagao de exossomas e MVs pelas células € um

processo dependente de energia (Gavinho et al., 2018).
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3.2.1.1. - Exossomas

Os exossomas sao as VEs com menor tamanho (até 150 nm) e com origem
endossomal, sendo esta a carateristica que permite a sua diferenciagao das MVs e dos corpos
apoptoticos (Chaput e Théry, 201 |; D’Souza-Schorey e Schorey, 2018).

O processo de formagao dos exossomas apresenta trés etapas (Figura |): formagao do
endossoma precoce; maturagao em corpos multivesiculares (MVBs); e libertacio dos
exossomas. A formagao de um endossoma precoce ocorre através da invaginagao da
membrana citoplasmatica com endocitose de macromoléculas extracelulares (Wu et al., 2019).
De seguida ha a formagao das vesiculas intraluminais (ILVs), através de invaginagao para o
interior do limen dos endossomas precoces, ocorrendo assim o processo de maturagao dos
endossomas precoces em endossomas tardios, ou também chamados MVBs (Almeida e Lobo-
da-Cunha, 2012; Niel, Van et al., 2018). Durante esta etapa, certas proteinas sao incorporadas
na membrana, enquanto que alguns componentes do citoplasma sao “encapsulados” dentro
das ILVs (Zhang et al., 2019).

O mecanismo melhor descrito para a formagao de ILVs é através do Endosomal Sorting
Complex Required for Transport (ESCRT), que é composto por quatro complexos proteicos
ESCRT-0, ESCRT-l, ESCRT-Il e ESCRT-Ill (Maas et al, 2017). De forma simplificada, o
complexo ESCRT-0 reconhece e sequestra proteinas transmembranares ubiquitinadas da
membrana endossomal (Henne et al., 201 |; Zhang et al., 2019). A seguir, os complexos ESCRT-
-l e ESCRT-Il promovem a invaginagio da membrana e finalmente, o complexo ESCRT-III
promove a fissao da nova vesicula (Kalra et al, 2016; Zhang et al, 2019). Para além deste
mecanismo, dependente de ESCRT, também ha outro mecanismo independente de ESCRT
para a formagao dos exossomas e acredita-se que estes dois mecanismo possam coexistir na
mesma célula e nas diferentes subpopulagoes de MBVs (Zhou et al., 2020).

Apos a maturagao dos MVBs, estes sao encaminhados para a membrana citoplasmatica
onde se fundem e libertam os exossomas para o espago extracelular (Hessvik e Llorente,

2018; Zhang et al., 2018).

q{ —»i‘ — /@ —»g.

L o e
2 \ e
o0,
Corpo eee
multivesicular

Figura | - Biogénese de Exossomas. Os exossomas sao formados por invaginagao da membrana, dando origem a vesiculas
intraluminais que acumulam dentro dos corpos multivesiculares. De seguida ocorre a fusio dos corpos multivesiculares com
a membrana citoplasmatica e consequente libertagio dos exossomas para o espago extracelular. (Adaptado de Burger et dl,,
2013)
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3.2.1.2. —= Microvesiculas

Apesar da biogénese e de fungoes diferentes, as vezes nao é possivel distinguir
completamente os exossomas das MVs, tomando por referéncia o tamanho, pois as MVs
podem medir entre 100 a 1000 nm ou, no caso dos oncossomas (produzidos por células
cancerigenas), até 10 um, e os exossomas podem atingir a dimensao das MVs menores
(D’Souza-Schorey e Schorey, 2018; Mantel e Marti, 2014; Niel, Van et al., 2018).

A formagao de MVs comega com uma reorganizagao do citoesqueleto da membrana
citoplasmatica que vai dar-lhe origem, devido ao aumento da concentragio de cilcio no
interior da célula (Figura 2) (Burger et al,, 2013; Hosseini-Beheshti e Grau, 2018). As enzimas
dependentes de calcio, como flipases e a calpaina, quando o célcio intracelular aumenta, levam
ao rearranjo na assimetria da membrana de fosfolipidos com a exposigao de fosfatidilserina e
outros fosfolipidos carregados negativamente, que normalmente se encontram na face interior
da membrana. Consequentemente a membrana dobra-se e ocorre a restruturagao da camada
de actina do citoesqueleto, favorecendo a extrusao da membrana plasmatica, seguida de fissao
da célula-mae com consequente libertagao para o espago extracelular das MVs (Niel, Van et

al., 2018; Wiklander et al., 2019).
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Figura 2 - Biogénese de Microvesiculas. As microvesiculas sio formadas a partir de um processo de extrusio da membrana
citoplasmatica, seguida de fissao da célula-mae e consequente libertagio para o espago extracelular. (Adaptado de Burger et al.,
2013)

3.2.1.3. — Corpos apoptoticos

Os corpos apoptoticos sao muito maiores que os exossomas ou as MVs, (> | um) e
sao formados por todo o tipo de células (Burger et al., 2013). A carateristica mais importante
que permite distinguir corpos apoptoticos dos exossomas e MVs é o facto de serem gerados
a partir de células que se encontram em apoptose (Hosseini-Beheshti e Grau, 2018).

A apoptose, enquanto morte celular programada, € um processo intrinseco que, uma
vez desencadeado e independentemente dos estimulos desencadeadores, conduz a um tipo
especifico de destruicao celular com condensagao da cromatina, fragmentagao do ADN
presente no nucleo, rutura do nlcleo, alteragdes da permeabilidade da membrana

citoplasmatica e contragao celular (Jadli et al,, 2020; Kalra et al., 2016).
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Na apoptose celular, as modificagoes tipicas da membrana citoplasmatica com
formacao de projegoes citoplasmaticas (blebs) e exteriorizagao da fosfatidilserina com
posterior fragmentagao em corpos apoptoticos, previnem o extravasamento de conteudos
celulares potencialmente toxicos, ativos enzimaticamente ou imunologicos para a matriz
extracelular, prevenindo a destruigao tecidular, a inflamagao e uma reagao autoimune (Figura

3) (Doonan e Cotter, 2008; Kalra et al., 2016; Sambade, 2012).
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Figura 3 - Biogénese de Corpos apoptoticos. Os corpos apoptoticos sao libertados das células durante as Gltimas etapas
do processo de apoptose celular de modo a que os restos da célula possam ser facilmente eliminados pelas células do sistema
imunitario. (Adaptado de Burger et al.,, 2013)

3.2.2. - Composicao

Na sua composigao geral, os diferentes subtipos de VEs tém em comum o facto de
possuirem uma bicamada lipidica e conterem proteinas, lipidos e acidos nucleicos (Tabela I)
(Théry et al,, 2018). O conteudo especifico de cada VEs é dependente da sua biogénese e da
célula que lhe deu origem e ¢ influenciado pelo estado fisioldgico ou patolégico da célula (Niel,
Van et al,, 2018; Wiklander et al.,, 2019). Dependendo do tipo de célula, as VEs vao possuir
proteinas especificas dessa célula, importantes para as suas fungoes, bem como componentes
de um agente patogénico se a célula foi infetada (Niel, Van et al., 2018; Schorey e Harding,

2016).

Tabela | - Carateristicas das VEs: exossomas, microparticulas e corpos apoptéticos.
(Adaptado de Agrahari et al., 2018; Jadli et al., 2020; Wu et al., 2019)

Carateristica Exossomas Microparticulas Corpos apoptoéticos
Tamanho <150 nm 100 -1000 nm > um
@ ] Origem Endossomal Membrana de células viaveis | Células apoptoticas
9]
~§° Mecanismo de Fusao dos MVBs com a Extrusao da membrana Formagao de blebs
g Formacao membrana citoplasmatica | citoplasmatica, seguida de aquando da apoptose
e libertagao das ILVs. fissao e secregao para o celular
espago extracelular
Proteinas CDé63, CD9, Alix, TSGI0, |Integrinas, P-selectina Anexina V, histonas (e
HSP70 metaloproteinases fragmentos de organelos
,& celulares)
'g Lipidos Ceramida, colesterol, Fosfatidilserina na face Fosfatidilserina na face
=3 esfingomielina externa, colesterol, externa
g esfingolipidos
= Acidos Nucleicos | mRNA, miRNA mRNA, miRNA, ncRNA mRNA, miRNA, rRNA,
fragmentos de ADN
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3.2.2.1. - Proteinas

De modo geral, as VEs possuem uma grande abundancia de proteinas do citoesqueleto,
do citoplasma, da membrana citoplasmatica, bem como proteinas envolvidas no transporte e
fusao, enquanto que as proteinas provenientes de organelos intracelulares sao menos
abundantes (Colombo et al., 2014; Yanez-mé et al., 2015).

No inicio, achava-se que cada subtipo de VEs possuia proteinas especificas que
poderiam ser usadas como marcadores de identificagao dessas vesiculas. Atualmente tudo
indica que os diferentes subtipos de VEs podem conter as mesmas proteinas, mas com
diferengas na sua proporgao relativa (Lotvall et al, 2014; Yanez-moé et al, 2015).
Adicionalmente, sabe-se também que na mesma célula podem ser produzidos VEs, por
exemplo exossomas, com diferentes composi¢oes (Meldolesi, 2018).

Os exossomas sao tipicamente ricos em proteinas que estao envolvidas na resposta ao
stress, através das heat shock proteins (HSP70, HSP90), na formagao dos MVBs (Alix, TSGI101),
bem como no transporte e fusio membranar (Anexinas e Rab) (Tabela I). Contém também
tetraspaninas (CD9, CD63, CD8le CD82), componentes do citoesqueleto (como a actina e
a tubulina) e proteinas transmembranares como o complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) (Yanez-mo et al., 2015; Zaborowski et al., 2015; Zhang et al., 2019). As tetraspaninas
CD9, CDé63 e CD8I eram anteriormente consideradas os marcadores especificos para os
exossomas, contudo, também foram observadas nas MVs e nos corpos apoptéticos (Yanez-
mo et al., 2015).

As MVs uma vez que tém origem na membrana citoplasmatica da célula-mae,
normalmente sao ricas em proteinas diferentes das que estao presentes nos exossomas, Como
integrinas, glicoproteina Ib (GPIb), P-selectina e metaloproteinases (Lv et al., 2019; Niel, Van
et al, 2018). De facto, as MVs transportam mais proteinas com modificagoes pos-tradugao,
como glicoproteinas e fosfoproteinas, quando comparadas com os exossomas (Zaborowski et
al,, 2015).

Os corpos apoptoticos vao possuir organelos celulares e material nuclear no seu
interior, o que os permite distinguir das restantes VEs (Jadli et al,, 2020). Este facto faz com
que os corpos apoptoticos possuam uma maior quantidade de histonas e de outras proteinas

citosolicas (Colombo et al., 2014).
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3.2.2.2. - Lipidos

A membrana das VEs consiste numa bicamada fosfolipidica semelhante a membrana
citoplasmatica da célula-mae (Lv et al., 2019; Yanez-mo et al., 2015; Zaborowski et al., 2015).

Os exossomas sao ricos em colesterol, esfingomielina (esfingolipido), ceramida, acido
araquidonico e outros acidos gordos saturados. Também possuem fosfatidilserina que tanto
pode ser encontrada na face interior como na face exterior da bicamada fosfolipidica
(Meldolesi, 2018; Record et al., 2014; Théry et al., 2002; Zhang et al., 2019).

As MVs sao ricas em colesterol, esfingosina- | -fosfato (esfingolipido) e ceramida, sendo
esta composi¢cao semelhante a dos exossomas (Lv et al., 2019). Contudo, as MVs sao mais
ricas em fosfatidilserina na face externa da membrana porque as altera¢oes causadas pelas
enzimas dependentes de cilcio, que resultam na reorganizagao da bicamada fosfolipidica,
induzem a translocagao da fosfatidilserina da face interna para a face externa (Agrahari et al.,
2018; Meldolesi, 2018).

Do mesmo modo, a membrana dos corpos apoptoéticos também possui a superficie
fosfatidilserina que se liga a anexina V, esta ligagao permite o reconhecimento por parte das

células fagociticas, possibilitando a sua eliminagao (Akers et al., 201 3).

3.2.2.3. - Acidos nucleicos

Para além de proteinas e lipidos, as VEs também possuem acidos nucleicos na sua
composicao, incluindo sequéncias de acidos ribonucleicos (RNA) e, em alguns casos, de acido
desoxirribonucleico (ADN) (Niel, Van et al., 2018). O conteildo em RNA das VEs pode alterar
significativamente, dependendo do estado da célula (Crescitelli et al., 201 3).

Nos exossomas estio presentes pequenas sequéncias de RNA, incluido mRNA e
microRNA (miRNA) e apresentam pequena quantidade ou mesmo auséncia de RNA
ribossomico (rRNA) (Colombo et al,, 2014; Crescitelli et al., 2013; Yanez-mo et al.,, 2015).

Em relagao a presenga de ADN nos exossomas, os estudos tém sido contraditorios,
uma vez que o ADN gendmico encontra-se presente maioritariamente no nucleo e nao
interage com os MVBs (Parayath et al., 2020).

Nas MVs as sequéncias de RNA também sao abundantes principalmente miRNA, mas
também mMmRNA e RNA nao codificante (ncRNA). Contudo, também foi detetado ADN
mitocondrial nas MVs (Lv et al., 2019; Meldolesi, 2018; Wu et al., 2019).

Nos corpos apoptoticos pode-se encontrar rRNA, miRNA, mRNA e fragmentos de ADN
(Crescitelli et al., 2013).
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3.2.3. - Principais funcoes

A funcao das VEs vai depender do tipo de célula que lhes deu origem e da sua
composi¢ao (Schorey e Bhatnagar, 2008). Uma vez libertadas para o meio extracelular, vao
circular pelos diferentes fluidos do corpo, modulando o metabolismo quer de células de
proximidade, quer de células mais distantes e de diferentes tecidos (Dini et al., 2020; Toro,
De et al., 2015).

As VEs estao envolvidas na regulagao de muitos processos fisioldgicos como reparacao
tecidular, estimulagao do sistema imunologico e na gravidez. No entanto também podem estar
associadas a processos patologicos como na formagao e progressao de tumores, progressao
de doencas neurodegenerativas, doengas cardiovasculares e doencas infeciosas (Figura 4)
(Mantel e Marti, 2014; Toro, De et al,, 2015).

Recentemente as VEs ganharam especial atengao na comunidade cientifica devido ao
papel importante que possuem na comunicagao intercelular e na modulagao da resposta
imunitaria em condigoes normais ou patoldgicas (Jadli et al., 2020; Nair e Salomon, 2018).

A comunicagao é uma carateristica bioldgica que facilita a transmissao célula-a-célula
de sinais e assegura a manutengao da homeostase ou da resposta a estimulos em condigoes
de stress nos organismos multicelulares (Schorey e Harding, 2016). Para além das células
eucarioticas, as VEs também podem ser produzidas por células vegetais e agentes patogénicos,
incluindo bactérias, parasitas, virus e fungos (Zhou et al., 2020). Assim, do mesmo modo, os
organismos unicelulares libertam pequenas moléculas para poderem comunicar. Estas
moléculas funcionam como sensores que permitem avaliar as condigoes nutricionais e o stress
ambiental. A comunicagao intercelular permite aos microrganismos adaptar o seu crescimento

de modo a otimizar a sobrevivéncia da populagao (Babatunde et al., 2020).
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Figura 4 - O papel das VEs e o seu potencial uso no diagnéstico e terapéutica. Dada a importancia das VEs em
condigdes normais ou patoldgicas, estas estdo a ser estudadas pelo seu potencial uso. As doengas infeciosas sio um campo
importante de pesquisa, nao s6 devido ao aparecimento de resisténcias, mas também devido a problemas de toxicidade causados
pelas terapéuticas existentes. (Adaptado de Toro, De et al., 2015)
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3.3. - PARASITOSES PROVOCADAS POR PROTOZOARIOS
FLAGELADOS

Os protozoarios constituem um grupo de microrganismos com grande diversidade
morfologica e fisiologica. Sao estruturalmente eucariotas unicelulares, em que cada célula
funciona como unidade capaz de desempenhar todas as fungoes metabdlicas, e caraterizam-se
por nao possuirem parede celular (Cox, 2010; Ferreira e Sousa, 2010).

Os protozoarios nao sao formas de vida simples e as suas adaptagoes incluem, muitas
vezes, ciclos de vida complexos e formas de entrar no organismo hospedeiro especializadas,
através da via sexual ou de vetores (Cox, 2010; Gunn e Pitt, 2012).

Os protozoarios que infetam o Homem pertencem a trés filos: Sarcomastigophora,
Apicomplexa e Microspora. No filo Sarcomastigophora, os protozoarios apresentam
estruturas externas de locomogao, tais como flagelos, pseudopodes e cilios, que definem
respetivamente trés classes, Mastigophora, Sarcodina e Ciliophora (Angelo, 2010). Os géneros

Trypanosoma, Leishmania, Giardia e Trichomonas pertencem a primeira classe.

3.3.1. - Giardiase

A giardiase é uma infegao intestinal com prevaléncia global causada pelo parasita
extracelular Giardia lamblia (syn. Giardia duodenalis, Giardia intestinalis ou Lamblia intestinalis).
Sendo esta espécie, dentro do género Giardia, a Unica que infeta o ser humano (Evans-Osses
et al., 2015; Yaoyu e Xiao, 201 1).

A infecao em humanos pode ser assintomatica ou produzir uma doenga moderada
autolimitada, associada a diarreia, esteatorreia, ma absorcao de nutrientes, dor abdominal,
nauseas, fadiga e perda de peso (Cernikova et al., 2018; Machado et al., 2010; Vivancos et al.,
2018). A prevaléncia e incidéncia de giardiase é de até 7% em paises industrializados e até 50%
nos paises em desenvolvimento. No entanto, € considerada uma doenga reemergente nos
paises industrializados devido ao aumento da incidéncia em centros de dia e creches (Vivancos
et al, 2018; Yaoyu e Xiao, 201 1). Os fatores de risco da giardiase incluem qualquer tipo de
atividade que possa aumentar a ingestao de quistos infetantes como atividades recreativas na
agua, contacto com animais, viagens para locais sem adequado tratamento de aguas e ma
higienizagao de alimentos ingeridos crus (Esch e Petersen, 2013; Vivancos et al., 2018).

O ciclo de vida da G. lamblia € monoxeno e possui duas formas distintas: o trofozoito
que adere ao epitélio da mucosa do intestino delgado através do disco ventral e que se
multiplica por fissao binaria; e o quisto infetante que € libertado para o meio ambiente através

de fezes (Figura 5) (Einarsson et al.,, 2016; Evans-Osses et al., 2017; Gavinho et al., 2018). Os
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trofozoitos podem encontrar-se aderentes a mucosa intestinal ou livres no limen do intestino
que, através dos movimentos peristalticos, sao arrastados para o intestino grosso sofrendo o
processo de enquistamento, sendo depois libertados para o exterior na forma de quistos
infetantes (Esch e Petersen, 2013). Estas formas resistentes permitem a sobrevivéncia do
parasita fora do hospedeiro durante varias semanas a meses (Cernikova et al., 2018; Einarsson
et al, 2016).

Teoricamente todos os mamiferos podem ser infetados por G. lamblia. Atualmente sao
conhecidos oito genotipos, também designados de assemblages (assemblages A até H), de entre
os quais s6 os assemblage A e B infetam os seres humanos (Cernikova et al, 2018; Esch e

Petersen, 2013; Yaoyu e Xiao, 201 1).

(A { ?> r
— W/

- )
'7Trofozofto Quisto
7/

Quisto é
ingerido

~ | A G.lamblia coloniza
ij '\e multiplica-se na Contaminagao da
parte inicial do g agua, alimentos,
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Figura 5 - Ciclo de vida da Giardia lamblia. A infecio comega pela ingestio de um quisto infetante, que desenquista no
intestino apds exposicio ao pH acido do estdmago, formando-se o trofozoito. Esta forma vegetativa vai colonizar e multiplicar-
se na parte inicial do duodeno, mas quando ¢ arrastado para as diferentes partes do intestino sofre o enquistamento. O quisto
infetante ¢é libertado nas fezes contaminando o ambiente. (Adaptado de Esch e Petersen, 2013)

3.3.2. = Tricomoniase

A tricomoniase é uma infecio do aparelho genital e urinario causada pelo agente
patologico Trichomonas vaginalis (Nievas et al., 2018).

A principal via de transmissao é através das relagoes sexuais, o que faz da tricomoniase
uma doenca sexualmente transmissivel (DST), de origem nao viral, comum em todo o mundo,
tendo uma prevaléncia de aproximadamente 5,0% em mulheres com idades entre os 15 e os
49 anos (Murray et al.,, 2016; Ryan et al,, 201 I; Silva et al., 2020). Na Europa estimasse que a
prevaléncia de T. vaginalis varie entre 0,2% e 2,8% (Silva et al., 2020). Ocasionalmente, a infecao
pode ser transmitida por fomites como roupa intima e de cama e artigos de toilete ou através

da agua como bidés, banheiras ou jacuzis, mas esta forma de transmissao é limitada pela
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fragilidade do trofozoito (forma infetante) no meio exterior, uma vez que o parasita nao tem
forma de resisténcia (Figura 6) (Mantel e Marti, 2014; Murray et al., 2016).

T. vaginalis € um protozoario extracelular, anaerédbio que precisa de aderir as células
epiteliais do trato urogenital para sobreviver, local onde fagocita uma variedade de células
humanas e outros microrganismos, incluindo hemacias, leucécitos, células do epitélio vaginal,

bactérias, fungos e virus (Ryan et al,, 201 |; Souza, de e Barrias, 2020; Twu et al., 2013).

Outras vias de transmissdo
através da dgua e de fomites

Relagio sexual
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Figura 6 - Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. O trofozoito de T. vaginadlis coloniza e multiplica-se assexuadamente
no trato urogenital de homens e mulheres. Como nao possui nenhuma forma de resisténcia, o trofozoito pode ser encontrado
nas secregoes vaginais/prostaticas e urina, sendo a forma infetante e de diagndstico. A principal via de transmissio do
trofozoito de T. vaginalis é através de relagdes sexuais, o que faz desta infegdo uma doenga sexualmente transmissivel. No
entanto o parasita T. vaginalis pode ser transmitido pela agua ou fémites, contudo estas vias sdo limitadas pela capacidade de
sobrevivéncia do trofozoito no meio exterior. (Adaptado de CDC, 2017)

Na maioria dos casos a infe¢ao é assintomatica, mas multiplos sintomas e patologias
podem surgir tanto em homens como em mulheres como vaginites, uretrites, prostatites,
cervicites, doenca pélvica inflamatoria, disdria, parto prematuro, criangas com baixo peso no
nascimento e infertilidade (Nievas et al., 2018; Ryan et al., 201 ). Na mulher, os sinais clinicos
mais caracteristicos sao corrimento vaginal amarelo-esverdeado que pode ser abundante e ter
mau odor, coitorragia e eritema vaginal com aspeto de morango (petequiado) (Aguas e Pereira

da Silva, 2012; Schwebke e Burgess, 2004).

Os homens sao geralmente assintomaticos sendo o reservatorio principal para a

infecao na mulher (Murray et al,, 2016).
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3.3.3. - Tripanossomose Humana

Tripanossomose é uma doenga que afeta tanto animais como humanos, transmitida
por vetores invertebrados e causada por protozoarios do género Trypanosoma (Barrett et al.,
2003). Este género inclui algumas espécies com importancia médica para o Homem como
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense.
Dependendo da espécie de Trypanosoma que esta envolvida é possivel distinguir duas doengas:
Tripanossomose Humana Americana ou doen¢a de Chagas e a Tripanossomose Humana
Africana ou doenga do sono (Prayag et al, 2020; Wu et al, 2019). Estas doengas sao
consideradas doencas negligenciadas pela Organizacao Mundial da Saude (OMS), afetando
desproporcionalmente populagoes pobres e marginalizadas, sendo endémicas de paises pobres
da Asia, América e Africa subsariana (Barrett et al., 2003; Prayag et al., 2020; WHO, 2017).

O ciclo de vida de Trypanosoma spp. € heteroxeno, ou seja, desenvolve-se em dois
hospedeiros, um vetor biolégico (a mosca TSE-TSE na doenca do sono e o triatomineo na
doenga de Chagas) e um hospedeiro definitivo vertebrado (humanos ou animais) (Barrett et
al, 2003; Prayag et al., 2020). O parasita é transmitido pelo vetor biologico ao hospedeiro
vertebrado, passando por diversas mudangas morfolégicas e metabdlicas para poder
sobreviver aos diferentes ambientes (Prayag et al., 2020). O periodo de incubagao do parasita
depende da espécie e pode ir de semanas a meses podendo causar uma doenga aguda ou
cronica. Aquando da doenga croénica podem ser atingidos 6rgaos cardiacos e gastrointestinais

para a doenga de Chagas e o sistema nervoso central na doenga do sono.

3.3.3.1 — Doenca de Chagas

Doenca de Chagas foi identificada em 1909 por Carlos Chagas bem como o agente
etiologico, Trypanosoma cruzi (Antinori et al, 2017). E a maior causa de morbilidade e
mortalidade na América Latina, onde a doenga é endémica (Bautista-Lopez et al, 2017). No
entanto, com o aumento da imigragao e da globalizagao, a doenga de Chagas, tem emergido
como um problema de satde na Europa, Asia e América do Norte, também associada a
transfusoes de sangue, transplantes de 6rgaos ou, através de transmissao vertical (da mae para
o feto) (Antinori et al., 2017; Bautista-Lopez et al., 2017).

A doenca de Chagas é caraterizada por uma fase aguda e uma fase cronica. A fase aguda
da doenga comeca a desenvolver-se num periodo relativamente curto apos a inoculagao do
parasita, sendo normalmente assintomatica mas pode apresentar febre, inflamagao (sinal de
Romana e chagomas), dor, miocardite, hepatomegalia, adenopatias e meningoencefalites

(Bautista-Lopez et al, 2017; Rassi et al., 2010). A fase cronica pode ser assintomatica ou
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indeterminada, quando nao se desenvolvem sintomas da doenca e o eletrocardiograma e
exames radiologicos estio normais, mas apresenta anticorpos contra T. cruzi, ou pode ser
sintomatica, podendo aparecer cardiopatia, problemas digestivos (megacolon, megaeséfago)
ou cardiodigestivos, ao fim de dez a trinta anos apos a inoculagao do parasita (Gutierrez et al.,
2009; Ramirez et al., 2009; Rassi et al., 2010).

O ciclo biolégico de T. cruzi comega com a expulsio da forma tripomastigota
metaciclico nas fezes do triatomineo (Esch e Petersen, 2013). Esta forma infetante entra no
hospedeiro vertebrado, ou pelo local da picada (aquando da refeicao de sangue) ou através da
mucosa, invadindo varias células onde se diferencia em amastigota (Figura 7) (Esch e Petersen,
2013; Rassi et al.,, 2010). A forma amastigota multiplica-se e diferencia-se, de novo, na forma
tripomastigota sendo libertada para a corrente sanguinea onde pode infetar novas células ou
é ingerida por um triatomineo numa nova picada (Esch e Petersen, 2013). No intestino médio
do triatomineo, o tripomastigota diferencia-se em epimastigota e, a Ultima diferenciagao

ocorre no intestino posterior dando origem a forma infetante (Prayag et al., 2020).

O triatomineo pica, passa

tripomastigotas metaciclico pelas fezes.
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Tripomastigota organismo, ou através do local da
metaciclico no s picada, ou através da mucosa.

Tripomastigotas mataciclicos
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partir local da picada do
invertebrado. Dentro das células
transformam-se em amastigotas.
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Figura 7 - Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Um triatomineo infetado ao alimentar-se do sangue do hospedeiro
vertebrado liberta a forma infetante nas fezes. O tripomastigota metaciclico entra no organismo do hospedeiro vertebrado
onde vai invadir diferentes células, diferenciando-se em amastigotas. Estes amastigotas multiplicam-se assexuadamente e antes
de ocorrer a rutura das células diferenciam-se em tripomastigotas que ao serem libertados para a corrente sanguinea podem
infetar novas células ou serem ingeridos por um novo triatomineo. No aparelho digestivo do triatomineo o tripomastigota
diferencia-se em epimastigota e este, por sua vez, diferencia-se em tripomatigota metaciclico. (Adaptado de CDC, 2019; Esch
e Petersen, 2013)
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3.3.3.2 - Doenca do Sono

A doenca do sono é endémica do continente Africano e esta limitada a distribuicao do
vetor biologico (Buscher et al, 2017). Existem duas formas da doenga: doenga cronica,
provocada pelo Trypanosoma brucei gambiense, que é endémica da Africa central e ocidental;
doenca aguda, provocada pelo Trypanosoma brucei rhodesiense, que se encontra na Africa
oriental e sul (Buscher et al, 2017; Franco et al, 2014). A infecao causada por T. brucei
gambiense parece ser antropondtica, isto ¢, o Homem é o reservatério e o hospedeiro
vertebrado, enquanto que a infegao causada por T. brucei rhodesiense € uma doenga zoonotica,
ou seja, afeta principalmente animais e o ser humano ¢é infetado por acidente (Blscher et al.,
2017; Franco et al., 2014).

A doenca do sono envolve dois estadios, o primeiro, também conhecido por estadio
hemolinfatico, ocorre quando o parasita se encontra na circulagao sanguinea e linfatica, onde
replica (Bischer et al., 2017; WHO, 2016). O estadio seguinte € o meningoencefilico, onde o
parasita atravessa a barreira hematoencefilica e ocorre a invasao do sistema nervoso central
(SNC) (Buscher et al,, 2017; WHO, 2016). No estadio hemolinfitico os sintomas tendem a
ser inespecificos e incluem cefaleia, perda de peso, febre irregular e fadiga (Buscher et al., 2017;
Kennedy, 201 3).

Alguns dias apo6s a picada do vetor aparece o “cancro tripanossomico”, lesao primaria,
que possui um nodulo doloroso e que é semelhante nas duas formas da doenga, no entanto
encontra-se mais frequentemente em doentes infetados com T. brucei rhodesiense (Buscher et
al., 2017; Kennedy, 201 3; Malvy e Chappuis, 201 |). Com o desenvolvimento da doenga podem
comegar a desenvolver-se esplenomegalia, hepatomegalia e linfadenopatias como o sinal de
Winterbotton que é carateristico da infegao por T. brucei gambiense (Kennedy, 2013). No estado
menigoencefdlico como o SNC é afetado, podem aparecer alteragbes motoras e
comportamentais e distirbios do sono devido a desregulagao do ciclo circadiano, bem como
deméncia causada pela desmielinizagao e atrofia dos neurodnios (Kennedy, 2013; Malvy e
Chappuis, 201 1).

As duas subespécies de T. brucei apresentam um ciclo de vida idéntico (Figura 8).
Durante a picada, a mosca TSE-TSE que se encontra infetada, inocula tripomastigotas
metaciclicos na corrente sanguinea do hospedeiro (Buscher et al., 2017; Prayag et al., 2020).
Uma vez dentro do hospedeiro, os tripomastigotas metaciclicos diferenciam-se em
tripomastigotas que através dos varios fluidos corporais, como a linfa e o sangue, sao
transportados para outros locais do corpo onde se reproduzem assexuadamente por divisao

binaria (Biischer et al,, 2017; Kennedy, 2013). A mosca TSE-TSE é infetada quando pica um ser
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humano ou outro mamifero, ingerindo a forma tripomastigota que se encontra em circulagao
no sangue (Buscher et al., 2017; Kennedy, 201 3).

Na mosca TSE-TSE podem distinguir-se trés formas do parasita: a forma
tripomastigota pro-ciclico, a epimastigota e a tripomastigota metaciclica que se encontra nas

glindulas salivares da mosca TSE-TSE (Prayag et al., 2020).

A mosca TSE-TSE inocula
tripomastigotas mataciclicos que
se encontram nas glindulas

salivares na corrente sanguinea
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Figura 8 - Ciclo de vida Trypanossoma brucei. A forma tripanossoma metaciclico ¢ injetada no hospedeiro, juntamente
com fatores anticoagulantes e saliva da mosca TSE-TSE infetada. Dentro do hospedeiro vertebrado os tripomastigotas
metaciclicos diferenciam-se em tripomastigotas (forma sanguinea de Trypanosoma spp.) que sdo transportados para os
diferentes locais do organismo, chegando mesmo a atravessar a barreira hematoencefalica. Multiplicam-se por divisdo binaria.
A mosca TSE-TSE fica infetada depois de ingerir tripomastigotas numa nova picada, havendo varias diferenciacées ao longo
do trato digestivo do inseto até formar a forma infetante tripomastigota metaciclico nas glandulas salivares. (Adaptado de
CDC, 2020; Kennedy, 2013).

3.3.4. - Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenga causada por parasitas intracelulares obrigatérios do
género Leishmania que sao transmitidos aos hospedeiros vertebrados por fleb6tomos, que sao
os vetor biolégicos (Lipoldova e Demant, 2006; WHO, 2020). Predominantemente é uma
doenga zoondtica em que os principais reservatorios sao animais e em que o ser humano nao
€ um hospedeiro obrigatorio (Ready, 2010).

A infecao por Leishmania spp. pode resultar em distintas manifestagoes clinicas
dependendo do local onde a espécie se vai replicar e do sistema imunologico do individuo
(Esch e Petersen, 2013; Kaufer et al., 2017).

Leishmaniose cutanea é caraterizada por lesdes primarias na pele, que se resolvem
normalmente sem tratamento e com o hospedeiro a adquirir imunidade através da resposta

humoral e celular (Esch e Petersen, 2013; Ready, 2010). Os agentes etiologicos sao Leishmania
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major e Leishmania tropica no Médio Oriente, India e Africa, e Leishmaniose mexicana na América
(Esch e Petersen, 2013).

A leishmaniose mucocutanea resulta da disseminagao sanguinea ou linfatica do parasita
Leishmania braziliensis, que afeta a mucosa oral e nasal e pode provocar a extensa destruicao
da cartilagem (Banuls et al., 2007).

A leishmaniose visceral (LV) é a manifestagao mais severa da doenga e é provocada por
Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) presente na América Central e do Sul e na bacia
Mediterranica, ou por Leishmania donovani presente na india e em Africa (Esch e Petersen,
2013; Kaufer et al, 2017). O cao é considerado o principal reservatério e o principal
hospedeiro de L. infantum na Europa (Campino e Maia, 2010; Millan et al., 2014). Contudo,
outros animais selvagens como roedores, a raposa (Vulpes vulpes), o lobo (Canis lupus), o lince
ibérico (Lynx pardinus) e a gineta (Genetta genetta) também podem ser reservatorios de L
infantum (Millan et al., 2014; Souza et al., 2014). A LV manifesta-se por febre irregular, perda
de peso, aumento do figado e bago e anemia (WHO, 2020). A LV é particularmente grave nas
criangas e em individuos imunodeprimidos levando, na maioria das vezes, a morte (Antoniou
et al, 2013; Ready, 2010).

O ciclo de vida de Leishmania spp. envolve dois hospedeiros, o vetor biologico e o
hospedeiro vertebrado. As fémeas de fleb6tomos inoculam promastigotas metacilicos na pele
dos hospedeiros vertebrados onde sao fagocitados pelos macroéfagos e se transformam na
forma amastigota que se multiplica assexuadamente até rebentar a célula e libertar as formas
amastigotas que vao infetar novos macroéfagos (Figura 9) (Banuls et al., 2007; Esch e Petersen,
2013).

Consoante a espécie de Leishmania spp. infetante e caso o hospedeiro nao consiga
controlar a infecao localizada na pele (local de inoculagao), as formas amastigotas podem
disseminar-se através do sistema sanguineo e linfatico, invadindo outros 6rgaos (Lipoldova e
Demant, 2006). Por sua vez, a fémea dos flebotomos ¢é infetada quando se alimenta do sangue
de um hospedeiro vertebrado infetado (canideos e roedores) e ingere a forma amastigota do
parasita, presente no interior dos macroéfagos (Lipoldova e Demant, 2006). No organismo do
vetor diferenciam-se em promastigotas prociclicos que se multiplicam e que se transformam
em promastigotas metaciclicos, que sao a forma infetante para o hospedeiro vertebrado (Esch

e Petersen, 2013).
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Figura 9 - Ciclo de vida de Leishmania spp. O parasita é transmitido ao ser humano através da picada de uma fémea de
flebotomo infetada que inocula promastigotas metaciclicos, presentes na zona proximal do tubo digestivo, na pele do
hospedeiro. Estes sao fagocitados por macrofagos e transformam-se na forma amastigota, que se multiplica assexuadamente.
Os macrofagos infetados sao ingeridos pelos flebotomos onde o parasita se diferencia na forma promastigota metaciclico.
(Adaptado de CDC, 2020; Esch e Petersen, 2013)

3.4. - PAPEL DAS VEs NAS PARASITOSES

Os seres humanos protegem-se dos parasitas usando uma variedade de mecanismos

de defesa que se poderao agrupar em:

¢ imunidade inata — nao é dirigido especificamente contra um determinado agente (ex.:
pH, producao de muco, temperatura corporal e recetores Toll-like);
e imunidade adaptativa — é adquirida ao longo da vida e é dirigida contra um agente

especifico (ex.: resposta mediada por células e resposta humoral) (Theel e Pritt, 2016).

Por sua vez, os parasitas desenvolvem complexas estratégias de comunicagao,
manipulagao e de evasao a resposta imunologica para poderem entrar no organismo e
estabelecerem a infegao (Gavinho et al., 2018; Wu et al., 2019). As VEs derivadas dos parasitas
podem manipular células-alvo através da transferéncia de material patogénico, imuno-
-modelador e genético para proporcionar condigoes de sobrevivéncia e multiplicagao dos
parasitas (Khosravi et al., 2020).

Como as VEs tanto podem ser formadas pelas células do hospedeiro, para recrutar
células do sistema imunoldgico, como pelo agente infecioso no decorrer da doenga, exercem
um efeito regulatério bidirecional, ou seja, podem promover a infe¢ao ou tentar deté-la
(Khosravi et al., 2020; Schorey et al., 2015; Zhang et al., 2018).
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3.4.1. = VEs na giardiase

O parasita G. lamblia durante o ciclo de vida, tem de se adaptar as diferentes condigoes
do meio com: diferencas de osmolaridade, pH e presenca de bilis (Deolindo et al., 2013;
Montaner et al., 2014). Estudos sugerem que as VEs produzidas pela G. lamblia podem afetar a
adesao do parasita as células epiteliais da mucosa do intestino (facilitam a adesao in vitro),
provocar a apoptose das células do hospedeiro (estando envolvidas na comunicagao parasita-
-hospedeiro), alterar a ativagio de células dendriticas e participar no processo de
enquistamento (Evans-Osses et al., 2017; Midlej et al., 2019; Mojoli Le Quesne, 2014; Moyano
et al, 2019).

O que se sabe neste momento é que tanto os trofozoitos replicativos como os
trofozoitos induzidos ao processo de enquistamento podem produzir VEs, mas a natureza dos
seus constituintes varia consoante a origem do seu isolamento. No entanto, alguns
constituintes sao comuns como as enzimas envolvidas no metabolismo geral (enolase), HSP70
e HSP90 e proteinas do citoesqueleto (tubulina) (Ma’ayeh et al., 2017; Midlej et al., 2019; Mojoli
Le Quesne, 2014; Souza, de e Barrias, 2020).

3.4.2. —= VEs na tricomoniase

A membrana de T. vaginalis possui trés tetraspaninas que também podem ser
encontradas em VEs libertadas pelas células dos mamiferos (Wu et al,, 2019). As tetraspaninas,
presentes nas células dos mamiferos, estao envolvidas numa grande variedade de atividades
como adesao, fusao, motilidade, migracao e proliferacio e sio muitas vezes usadas como
marcadores de pequenas VEs (Twu et al,, 2013). Assim, é possivel que T. vaginalis produza VEs
funcionais com um importante papel quer nas interagoes hospedeiro-parasita quer parasita-
-parasita (Coakley et al., 2015; Nievas et al., 2018; Twu et al., 2013).

As VEs de T. vagindlis sao constituidas por RNA, proteinas do citoesqueleto, proteinas
da membrana e proteases que também se encontram em VEs libertadas por outras células,
mas também possuem algumas proteinas especificas do parasita que poderao ser responsaveis
pela patogenicidade da tricomoniase, como proteinas pertencentes a familia Bacteroides surface
protein A (BspA) que sao proteinas de adesao (Handrich et al., 2019; Mantel e Marti, 2014; Twu
etal, 2013; Wu et al,, 2019).

A adesao do parasita T. vagindlis as células epiteliais € critica para a colonizagao do
hospedeiro e para o estabelecimento da infegao (Nievas et al, 2018). Na tricomoniase a

infecao da vagina, uretra, endocérvix e bexiga na mulher, bem como a infegao da uretra,
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prostata e epididimo no homem, demonstra a capacidade do parasita para habitar varios
tecidos do hospedeiro (Ryan et al,, 201 I).

T. vaginalis produz e liberta VEs que ao fundirem-se com as células do hospedeiro
ativam a expressao do recetor de superficie das células epiteliais, promovendo a adesao do
parasita. Adicionalmente, modulam a expressao interleucinas aumentando a expressao de IL-
-6 e diminuindo a resposta da IL-8 (Mantel e Marti, 2014; Ofir-Birin e Regev-Rudzki, 2019). A
IL-8 esta envolvida no recrutamento de neutrofilos para o local de infecio e assim a sua
diminuicao permite o estabelecimento de uma infe¢ao crénica (Twu et al, 2013; Wu et al,,
2019). Enquanto que a IL-6 atua na resposta inflamatoria aguda (Twu et al., 2013). As lesoes
locais provocadas pelo parasita, bem como o facto de a sua transmissao ser por via sexual,
aumentam o risco de transmissao do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou de outras
DST, bem como prevaléncia, progressao e a severidade do cancro do colo do Utero e da

prostata (Olmos-Ortiz et al., 2017; Rai e Johnson, 2019; Vique-Sanchez et al., 2020).

3.4.3. — VEs na tripanossomose humana
3.4.3.1. = Trypanosoma cruzi

A forma infetante tripomastigota metaciclica e a forma epimastigota do T. cruzi sao
capazes de produzir VEs, mas existem diferencas na composicao dependendo da origem
parasitaria (Bautista-Lopez et al., 2017; Coakley et al., 2015; Gavinho et al,, 2018; Souza, de e
Barrias, 2020).

As VEs libertadas por T. cruzi podem ser internalizadas por outros parasitas da mesma
populagao ou por células do hospedeiro, estando implicadas no processo de transferéncia de
informagao genética em que pequenas cadeias de RNA (miRNA e mRNA) e outras proteinas
possam ser transferidas ou de um parasita para outro, ou do parasita para as células do
hospedeiro, induzindo mudangas na expressao de genes (Souza, de e Barrias, 2020; Wu et al.,
2019). As VEs de T. cruzi podem atuar, também, como um mecanismo de evasao a resposta
imunoldgica do hospedeiro (Gavinho et al., 2018).

Os macroéfagos e fagocitos mononucleares sao a primeira linha de defesa no combate
a infegoes provocadas por parasitas intracelulares como é o caso de T. cruzi (Cronemberger-
Andrade et al., 2020). As VEs atuam, indiretamente, através da indugao de prostaglandinas E2
pelos macréfagos, que em elevadas concentragdes inibe a producao de citocinas IL-10, IL-6 e
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e reduz a apresentagao de antigénios (Babatunde et
al., 2020). Por sua vez, a forma tripomastigota induz a produgao de VEs pelos macrofagos que

vao formar complexos a superficie do parasita T. cruzi, protegendo-o da lise celular mediada
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pelo complemento, através da inibicao do C3 convertase (Hosseini-Beheshti e Grau, 2018;
Mantel e Marti, 2014).

A forma tripomastigota produz, ainda, VEs que contém antigénios, que ao serem
internalizadas por fibroblastos ou cardiomidcitos se tornam alvos da resposta humoral

exagerada, provocando as lesoes nos tecidos carateristicas da doenga (Mantel e Marti, 2014).

3.4.3.2. — Trypanosoma brucei

O parasita Trypanosoma brucei apresenta duas formas replicativas: a forma pro-ciclica,
presente no vetor bioldgico e a forma promastigota sanguinea que se desenvolve no
hospedeiro vertebrado. Estas duas formas diferem no seu metabolismo energético e na
expressao de proteinas de superficie. A forma sanguinea apresenta um metabolismo que
depende maioritariamente da glicolise, enquanto que a forma proé-ciclica apresenta um
metabolismo energético mais complexo (Clayton e Estevez, 2010).

Um facto curioso das VEs produzidas por T. brucei é que inicialmente achava-se que
eram apéndices associados 2 membrana flagelar, no entanto, hoje sabe-se que essas estruturas
designadas de nanotlbulos, sao constituidos por estruturas filamentosas dinamicas que
formam vesiculas na membrana flagelar (Babatunde et al., 2020; Souza, de e Barrias, 2020). Este
processo podera representar um novo mecanismo de formagao de VEs que ainda nao esta
completamente compreendido.

As VEs de T. brucei possuem varias fungoes: medeiam a secregao da maior parte das
proteinas, incluindo proteases que funcionam no processo patoldgico e afetam o fornecimento
de nutrientes; tém um papel importante no processamento e controle de qualidade do RNA
ribossomal (rRNA); estao envolvidas na degradacao do mRNA; permitem a sobrevivéncia do
parasita dentro do hospedeiro vertebrado e do vetor bioldgico (Eliaz et al,, 2017; Gavinho et
al, 2018; Wu et dl., 2019).

Como ja referido, as VEs produzidas por T. brucei tanto podem ser captadas por outros
parasitas como por células do hospedeiro. Por exemplo, as VEs podem fundir-se com os
eritrocitos provocando a sua lise e consequentemente induzir anemia (Gavinho et al., 2018;
Ofir-Birin e Regev-Rudzki, 2019). As VEs mediam a comunicagao parasita-parasita (“motilidade
social”’) de modo a coordenar a forma proé-ciclica durante a sua migragao do intestino médio
até as glandulas salivares da mosca TSE-TSE, repelindo-a de ambientes menos favoraveis (Eliaz

etal, 2017; Wu et al,, 2019).
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3.4.4. — VEs na leishmaniose

Atualmente sabe-se que as VEs produzidas pelas diferentes espécies de Leishmania spp.
tem um papel importante na interagao parasita-hospedeiro (Marshall et al., 2018; Souza, de e
Barrias, 2020). Leishmania spp. € capaz de sobreviver e propagar-se no hospedeiro através da
alteragao de vias de sinalizagao envolvidas na eliminagao do agente patogénico, induzindo
modificagdes nas células que nao se encontram infetadas ou ativar o sistema imunologico
adaptativo (Mantel e Marti, 2014; Souza, de e Barrias, 2020).

A forma amastigota e a forma promastigota de Leishmania spp. produzem VEs que
induzem a producao de citocinas anti-inflamatoérias IL-8 e IL-10 que promovem o
recrutamento de neutrofilos ao local da infegao e que, por sua vez, inibem a produgao de
TNF-a e oxido nitrico, exacerbando a patologia (Atayde et al, 2016; Coakley et al, 2015;
Gavinho et al., 2018; Souza, de e Barrias, 2020; Wu et al., 2019).

Durante o ciclo biologico de Leihmania spp. ha mudangas de fatores ambientais como
a temperatura e pH que modulam a abundancia e composi¢ao das VEs produzidas (Ofir-Birin
e Regev-Rudzki, 2019; Wu et al,, 2019). Um exemplo é o facto de o protozodrio passar por
um choque térmico quando € transmitido ao hospedeiro vertebrado (temperatura corporal
37°C) pela picada do flebétomo (temperatura corporal de 26°C), o que provoca o aumento
de proteinas como as HSP90 (Ofir-Birin e Regev-Rudzki, 2019).

Uma molécula importante que se encontra presente nas VEs produzidas por Leishmania
spp. € a GP63 (Olajide e Cai, 2020; Vucetic et al., 2020; Wu et al., 2019). E uma protease que
esta presente na superficie do parasita e é um dos fatores de viruléncia mais importantes
porque permite a protecao do parasita das enzimas lisossomais do macrofago e permite a
degradacao dos componentes da matriz extracelular facilitando a migracao da forma
promastigota para fora das células (Atayde et al, 2016; Marshall et al., 2018; Schorey et al.,
2015; Souza, de e Barrias, 2020).
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3.5. - APLICAGCAO DAS VEs AO DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA

A identificagao morfologica dos parasitas durante as diferentes fases do ciclo de vida é
o pilar do diagnostico de doengas parasitarias nas regioes mais pobres e com poucos recursos
(Momcilovi¢ et al., 2019).

A OMS implementou varias estratégias para combater as doencgas parasitarias mais
negligenciadas, incluindo a melhoria do diagnostico e tratamento, a vigilancia e o controlo do
vetor biolégico (Gavinho et al,, 2018; WHO, 2019). Para isso, o estudo da interagao parasita-
-hospedeiro tem sido fundamental para demonstrar que os parasitas produzem VEs em
reposta a mudangas ambientais e que tém a capacidade de modular o sistema imunolégico e
transportar fatores de viruléncia até as células alvo do hospedeiro de modo a manipular os
seus ciclos de vida, ativando ou desativando vias de sinalizagao que estao envolvidas na morte
celular (Khosravi et al., 2020; Marti e Johnson, 2016).

O estudo de VEs esta em rapido desenvolvimento, com a identificacio de novos tipos
de VEs, a descoberta de novas células e organismos capazes de produzir VEs e as suas fungoes,
bem como o desenvolvimento de novas abordagens para a sua identificagao e caraterizagao
(Poon et al., 2018). As VEs sao capazes de regular fungoes bioldgicas, desde a homeostase dos
tecidos, a regulagao da inflamagao ou o crescimento e metastases de um tumor. No caso dos
parasitas, estas podem ainda afetar a dindmica da populagao e permitem a mudanga entre as
diferentes formas de vida (Marti e Johnson, 2016; Wiklander et al., 2019).

A ampla capacidade das VEs em transportarem grandes moléculas entre as células,
possuirem varias fungoes bioldgicas e serem produzidas por uma grande quantidade de células,

fazem das VEs uma potencial classe terapéutica e de diagnostico.

3.5.1. —= VEs como biomarcadores

Diagnésticos rapidos e vidveis de agentes infeciosos permitem aos clinicos adaptar as
escolhas da terapéutica e aplica-las o mais cedo possivel (Khosravi et al., 2020). A utilizagao de
meios moleculares de diagnostico de parasitoses podera apresentar algumas vantagens: sao
altamente especificos, sensiveis e podem ser uniformizados quando comparados com a
microscopia (Gavinho et al., 2018). A microscopia € um método de diagnodstico barato, mas
que depende muito da experiéncia do operador, sendo por isso um método com pouca
sensibilidade e reprodutibilidade (Gavinho et al., 2018; Momcilovic et al., 2019). As técnicas de
detecao molecular, como a reagao em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR), sao
excelentes alternativas, principalmente em locais em que o nimero e variedade de parasitoses

€ baixo porque os custos deste método sao elevados (Gavinho et al., 2018).
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Nos organismos pluricelulares, as VEs podem atravessar as diversas barreiras
biologicas, podendo ser isoladas em diversos fluidos corporais como plasma, saliva, leite
materno, liquido amnidtico, urina, liquido cefalorraquidiano e no lavado bronco-alveolar
(Colombo et al., 2014; Nair e Salomon, 2018; Toro, De et al., 2015). Para além disso, as VEs
apresentam carateristicas da célula que lhe deu origem, fazendo destas particulas novos
biomarcadores para o diagnéstico de diferentes tipos de cancro, e para a dete¢ao de doengas
infeciosas (Khosravi et al., 2020; Szempruch et al., 2016).

Biomarcadores sao definidos como carateristicas ou entidades que sao objetivamente
quantificadas e avaliadas como indicadores de um processo biologico normal, de um processo
patolégico ou devido a uma resposta farmacoldgica a determinada intervengao terapéutica
(Burger et al,, 2013).

O uso de VEs para diagnostico de doengas infeciosas ainda é algo muito recente, mas
revela grandes potencialidades, pois os marcadores tanto podem ser derivados do agente
patogénico como do hospedeiro (Khosravi et al., 2020; Schorey et al., 2015). Apesar de ainda
nao haver muitos estudos para o uso de VEs como biomarcadores em infegoes por parasitas,
ja comegaram a serem relatados investigagoes para Ascaris e Schistosoma (Khosravi et al., 2020;
Meningher et al.,, 2017; Wang et al,, 2018). Em relagao a protozoarios flagelados, um estudo
demonstrou que as VEs que sao produzidas quer pelo hospedeiro quer pelo parasita durante
a fase cronica da Doenga de Chagas podem ser usadas como possiveis candidatos para a
avaliacao da resposta a terapéutica e de possiveis outcomes associados a Doenga de Chagas,
independentemente do estado imunologico do doente (Cortes-Serra et al., 2020).

A natureza das VEs permite ser um meio de transporte que nao se degrada no sangue.
Este facto é importante pois permite o uso de miRNA como biomarcador, pois o RNA que
existe no sangue esta presente dentro de VEs, permitindo o desenvolvimento de um teste
mais sensivel, nao s6 para detetar o agente patogénico, mas também para fazer o follow-up de

diversas doengas (Gavinho et al.,, 2018; Toro, De et al., 2015).

3.5.2. - VEs como potenciais agentes terapéuticos

Os parasitas evoluiram de modo a produzirem VEs que interagem efetivamente com o
hospedeiro, da mesma forma que o hospedeiro usa a mesma via como mecanismo de defesa
(Coakley et al, 2015). Assim, manipular a produgao ou os efeitos das VEs nas células alvo do
hospedeiro é uma via promissora para melhorar o outcome das doengas infeciosas (Hosseini-

Beheshti e Grau, 2018).
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Existem diferentes maneiras de explorar o potencial terapéutico das VEs. Uma vez que
as VEs possuem a capacidade de transportar cargas genéticas exdgenas, conseguem atravessar
facilmente barreiras fisioldgicas como a BHE e sao capazes de se fundir com as membranas
citoplasmaticas das células alvo (Gavinho et al., 2018; Wiklander et al., 2019).

O facto de as VEs poderem transportar e entregar, no interior das células alvo, RNA
e proteinas tem gerado grande interesse por parte dos investigadores para o uso de VEs como
drug delivery systems (Chen et al., 2020; Schorey e Harding, 2016; Wiklander et al., 2019).

Por exemplo seria interessante se as VEs pudessem transportar diferentes farmacos e
simultaneamente contivessem nanoparticulas que permitissem o controlo da libertagao do
farmaco (Gavinho et al., 2018). Alternativamente, as VEs poderiam passar por um processo de
bioengenharia de modo a expressar a superficie moléculas como proteinas bioativas que
pudessem mediar uma fungao bioldgica especifica ou uma molécula capaz de neutralizar
biomoléculas que se encontram em circulagao e sejam nocivas para o hospedeiro (Hosseini-
Beheshti e Grau, 2018; Wiklander et al., 2019). As proteinas de superficie também podem ser
usadas de modo a que as VEs se liguem apenas a um determinado tipo de células alvo
(Wiklander et al., 2019).

Mas o uso de VEs na terapéutica apresenta varios desafios que ainda tém de ser
ultrapassados como: a producao de VEs, que é um dos maiores desafios devido a
heterogeneidade que as VEs apresentam e baixa produtividade; o método de isolamento que
é escolhido porque cada método tem as suas vantagens e desvantagens consoante o proposito
para que se pretende usar as VES; o drug loading que é mais facil se a molécula for pequena e
lipofilica; e, por ultimo, a via de administragao das VEs influencia a sua biodisponibilidade
(Takakura et al., 2020; Wiklander et al., 2019).

A maior parte dos estudos das VEs como drug delivery systems tém sido direcionados
para modelos do cancro, pois o potencial uso em doengas infeciosas € ainda pouco claro, mas
do mesmo modo poder-se-ia utilizar as VEs para transportar os diferentes farmacos

antiparasitarios (Gavinho et al., 2018; Schorey e Harding, 2016; Wiklander et al., 2019).

3.5.3. = Potencial uso de VEs em vacinas

No caso das parasitoses, o uso de VEs ainda esta a dar os primeiros passos (Chaput e
Théry, 201 |; Khosravi et al., 2020).
Um dos métodos mais utilizados para a imunizagao nos seres humanos é o uso de

vacinas. Estas dividem-se em vacinas vivas atenuadas e vacinas inativadas.
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As vacinas vivas contém o agente patogénico “vivo”, mas atenuado, ou seja, mantém a
capacidade de se multiplicar no organismo do individuo vacinado, mas sem causar a doenga,
induzindo uma resposta imunitaria adequada e mais duradoura (DGS, 2013). Muitas vezes estas
vacinas estao contraindicadas para o uso em gravidas, mulheres a amamentar e doentes
imunodeprimidos porque os estudos de seguranga realizados nestas populagoes sao muito
limitados. As vacinas inativadas podem ser constituidas por fragoes do agente patogénico e/ou
o agente patogénico inteiro inativado. Assim, o uso de vacinas com VEs podera apresentar os
aspetos positivos das vacinas vivas atenuadas evitando os riscos a estas associadas (Gavinho et
al,, 2018).

Ha um grande nimero de vantagens em usar VEs em vacinas contra agentes
patogénicos: apresentam conformagoes mais estaveis para as proteinas; possuem uma melhor
distribuicao pelo organismo porque podem circular nos fluidos biolégicos; possuem uma mais
eficiente associacao entre as células do sistema imunitario e o antigénio devido a expressao
de moléculas de adesao a sua superficie; ser um dos mecanismos usados naturalmente pelo
corpo para transportar antigénios e outras moléculas entre as células; e, por Gltimo, as VEs
nao se podem dividir nem multiplicar o que significa que sao mais seguras do ponto de vista
infecioso (Schorey et al,, 2015; Schorey e Harding, 2016; Wiklander et al., 2019).

As VEs usadas nas vacinas podem derivar das células infetadas ou do agente patogénico
(Wiklander et al, 2019). As VEs derivadas de células infetadas do hospedeiro podem ser
aproveitadas para fins terapéuticos, porque as células do sistema imunitario que se encontram
infetadas podem libertar VEs que contém moléculas derivadas do agente patogénico e, assim,
estimular uma resposta proé-inflamatdria, com o aumento da produgao de interleucinas
(Gavinho et al., 2018; Ofir-Birin e Regev-Rudzki, 2019). Deste modo, as VEs podem também
ser usadas como adjuvantes no combate a uma infegao (Gavinho et al., 2018).

O uso de VEs pode fornecer um novo método de comunicagao e troca de antigénios
entre as células do sistema imunoldgico podendo aumentar a imunogenicidade e possibilitando
um efeito imunomodulador efetivo (Gavinho et al., 2018). Os macroéfagos e células dendriticas
estimuladas com VEs derivadas de parasitas sao capazes de iniciar uma resposta imunologica
inata e adaptativa contra o agente patogénico (Khosravi et al., 2020).

Observagoes clinicas e pré-clinicas indicam que vacinas com VE, como tratamento
contra um agente patogénico sao praticaveis e bem toleradas, mas ainda sao precisos mais

estudos para demonstrar efeitos eficaz nos seres humanos (Wiklander et al., 2019).
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3.6. - CONCLUSAO

Nos ultimos anos tem havido um aumento exponencial de estudos que visam
compreender os efeitos e potencialidades dos diversos tipos de VEs. A drea da oncologia foi
pioneira na possibilidade de advir algum beneficio do uso das VEs e apesar dos resultados nao
serem definitivos e precisarem de mais estudo, as expetativas sao positivas. Enquanto os
estudos nesta area se iam multiplicando, abriram-se outras areas de investigagao a ritmos
diferentes e com resultados ainda em fase embrionaria como acontece com as doencgas
infeciosas.

Neste trabalho é referida a giardiase, a tricomoniase, a triponossomose humana e a
leishmaniose porque a delimitagao do tema assim o exigia, mas o universo de possibilidades
de aproveitamento do estudo das VEs é tao amplo quanto as doencas que afetam o ser
humano.

O conhecimento de como as VEs funcionam em contexto de doencas infeciosas,
embora ainda limitado, perspetiva-se um futuro de esperanga pois o crescimento desta area
podera conduzir a uma melhor compreensao dos mecanismos de viruléncia e das respostas
imunologicas, bem como ao desenvolvimento de novos meios de diagndstico e vacinas
(Schorey e Harding, 2016). Tome-se como exemplo paradigmatico a aplicagao em Ascaris,
Schistosoma e na Doenga de Chagas. Apesar de bem-sucedidas as primeiras tentativas do uso
das VEs como biomarcadores para o diagnéstico e para avaliagdo do sucesso da terapéutica
destas doengas, impoem-se mais estudos. O foco atual sera a otimizagao e implementagao de
um processo pré-analitico padronizado para correta manipulagao de amostras, bem como o
desenvolvimento e validagao de novos métodos de quantificagao das VEs (Burger et al., 201 3;
Khosravi et al., 2020).

Do mesmo modo as VEs como agentes terapéuticos precisam de futuras caraterizagoes
em modelos pré-clinicos para assegurar a seguranga e toxicidade, bem como os perfis
farmocinéticos e farmacodinamicos para suportar o futuro uso clinico (Wiklander et al., 2019).

Parece pertinente concluir que como as infegoes causadas por parasitas sao na sua
maioria cronicas, a comunicagao entre parasitas e os seus hospedeiros ocorre durante grandes
periodos. Deste modo, as VEs derivadas dos parasitas que modulam o organismo do
hospedeiro a favor da sua sobrevivéncia, sao importantes para perceber as interagoes
hospedeiro-parasita e desenvolver estratégias de alterar, inverter ou anular os outcomes

associados as parasitoses.
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Saindo do tema e porque estarmos perante uma doenga nova pandémica, a COVID-
-19 podera ser uma doenga que alavanque estudos aprofundados das VEs, permitindo a criagao

de uma vacina ou uma terapéutica eficaz. S6 o futuro o dira!
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