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CAPITULO |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Moco

Estagio orientado pela Dra. Maria do Carmo Mogo



LISTA DE ABREVIATURAS

EC — Estagio Curricular

FC — Farmacia Comunitaria

FM — Farmacia Moco

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
MSRM — Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

PIM — Preparagao Individualizada da Medicagao

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats



I. INTRODUCAO

Com o aproximar do fim do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF)
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, percurso onde temos a oportunidade
de contactar com diversas unidades curriculares que englobam a vertente Farmacoldgica,
surge a etapa final do mesmo que toma forma como um Estagio Curricular (EC), componente
em que o estudante é avaliado através da elaboragao de uma Monografia e dos respetivos
Relatérios de Estagio a que se submete, assim como a apresentagao dos mesmos, sendo este
o método para atribuicio do grau de Mestre!".

Apos cinco anos de formagao académica em formato maioritariamente teorico, o
contacto com a Farmacia Comunitaria (FC) revela-se como o local para a aplicagao pratica de
todos os conhecimentos adquiridos, ndo s6 no ambito de conhecimentos farmacéuticos, mas
também de todas as ferramentas e capacidades que adquirimos no decorrer dos anos. Trata-
se do primeiro contacto com o mercado de trabalho profissional, onde temos a oportunidade
de aprender, aprofundar e fazer crescer novas bases, sempre acompanhados por profissionais
da area que dominam o ambiente comunitario.

No meu caso pessoal, optei por iniciar esta tltima formagao no ambito de MICF pelo
EC em FC, tendo esta sido a decisao que me permitiu sentir confiante na minha vertente
farmacéutica e desta forma capacitar-me para abragar qualquer desafio que surgisse nas
experiéncias seguintes.

Foi aqui, atras de um balcao da Farmacia Mogo (FM), que realmente entendi o valor da
profissao em que ingressei em 2016, onde percebi e experienciei o papel preponderante que
o farmacéutico comunitiario exerce diariamente no ato de transmissao correta de
conhecimentos aos seus utentes, utentes estes que se deslocam a farmacia confiando no
profissional e em todas as suas capacidades, que se encontra do outro lado do balcao, agora
mais distanciado devido as medidas preventivas impostas pela pandemia, disposto a auxiliar na
resolucao, ou tentar, dos problemas que o possam afligir.

A saude trata-se de um mundo dinamico, e a FC é o meio onde este culmina,
encontrando-se sob atualizagoes constantes de produtos e conhecimentos, o que promove
no farmacéutico o gerar de um sentido de responsabilidade para conseguir promover a sua
propria formagao continua nas diversas areas e novidades emergentes da area da salde,
traduzindo-se esta capacitagao e crescimento constante num atendimento completo, eficaz e
com qualidade.

Gragas a FM e a toda a equipa, tive a oportunidade de experienciar a maturagao da

minha vertente farmacéutica e dos meus conhecimentos, assim como o crescimento a nivel



pessoal na capacidade de transmissao de informagao adaptada aos mais diversos utentes que

atravessam as portas desta farmacia diariamente.

O meu EC decorreu entre o dia | | de janeiro de 2021 e o dia 28 de abril de 2021, sob

a orientagao da Diretora Técnica, Dra. Maria do Carmo, e do olhar atento e acompanhamento

constante do Farmacéutico Dr. Joao Aveiro.

Este EC e, acima de tudo, esta oportunidade resultou no presente Relatorio de Estagio,

constituido por uma analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats), elaborada

com o intuito de resumir de uma forma critica a minha passagem e experiéncia pela FM, e

também por casos praticos com os quais tive a oportunidade de deparar-me nos meses que

aqui passei.

2. ANALISE SWOT

Tabela | — Andlise SWOT

« A equipa e o seu papel constante na
integracao e motivagao;

« Diversidade e autonomia para
elaboragao de tarefas;

« Organizagao e localizagao do
estabelecimento;

« Preparagao de medicagao para
entrega;

« Servigos farmacéuticos prestados a
comunidade;

« Farmacia Apoteca Natura;

« Valorizagao do estagiario.

« Formagoes constantes;

» Manipulacao de medicamentos;

« Preparacao Individualizada de
Medicagao.

T

5

« Receitas manuais; D

« Alteragoes frequentes de ﬁ
>

7]

« Medicamentos esgotados/rate E
« Vendas online e estabeleciment >
venda para MNSRM. sy
7]




2.1.FORCAS (STRENGTHS)
2.1.1. A equipa e o seu papel constante na integracao e motivacao

Uma boa equipa é a base para um percurso de sucesso. Na FM tive o prazer de
trabalhar com uma equipa jovem e altamente dinamica, constituida por excelentes profissionais
das suas respetivas areas, altamente qualificados, conhecedores e preocupados com a minha
aprendizagem, sempre disponiveis para auxiliar e acompanhar qualquer ddvida que me
surgisse, sendo que, desta forma, contribuiram para a minha formagao e aprendizagem para
aplicagao dos conhecimentos teéricos obtidos no decorrer do curso de MICF.

Aliado a grande disponibilidade para auxilio e para transmissao de ensinamentos
deparei-me também com um espirito de camaradagem e amizade com todos os meus colegas,

o que permitiu o fomentar de um excelente meio de integragao e trabalho.

2.1.2. Diversidade e autonomia para elaboracao de tarefas

Apos quatro anos de aprendizagem teorica, é exigido por parte do farmacéutico que
se sinta confiante enquanto especialista do medicamento para conseguir atender as
necessidades do utente de uma forma rapida e completa, pelo que capacidades como
autonomia, poder de escolha, pensamento critico, e o proprio conhecimento e dominio do
meio que o rodeia no dia a dia, tornam-se imperativos para o alcangar do sucesso.

As minhas tarefas iniciaram-se por um trabalho constante de back-office: rececao e
confirmagao de encomendas, arrumacgao das mesmas, realizagdo de reposi¢coes nos lineares
assim como a preparacao dos pedidos para entregas domiciliares ao Lar e Centro de Dia de
Almalagués. No entanto, foi um trabalho posteriormente bastante valorizado durante a fase
de transicao para o atendimento ao balcao, visto que gerou um conhecimento recém-
adquirido, tanto dos produtos como da sua indicagao, promovendo assim um atendimento de
qualidade, com reduzido tempo de espera e indo de encontro as necessidades dos utentes.

Também me foi fornecida pela equipa da farmacia o voto de confianga para poder
realizar todas as tarefas com um grande nivel de autonomia, especialmente ao nivel de
atendimentos, o que permitiu e estimulou um trabalho pessoal para que me encontrasse ao

nivel das expectativas que iam surgindo tendo em conta o meu trabalho.

2.1.3. Organizacao e localizacdao do estabelecimento

A FM encontra-se localizada na Avenida Fernando Namora, sendo que esta localizagao
para além de ser no centro de Coimbra, também se situa no seio de diversas zonas

habitacionais. Fica junto a uma das artérias principais da cidade, e apresenta também uma



grande facilidade de acesso gragas a existéncia de estacionamento diretamente acoplado a
farmacia, permitindo desta forma uma grande afluéncia heterogénea de utentes.

Para além da excelente localizagao, a FM também se encontra altamente organizada e
com uma excelente gestao de espago, o que promove o ambiente ideal para a realizagao das
tarefas e desafios do dia a dia. A zona de atendimento apresenta-se como um espago aberto
e amplo, com bastante iluminagao natural, constituida por cinco balcoes, quatro dos quais se
encontram agregados, com lineares e gavetas de arrumacao por detras nas quais encontramos
Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM), suplementos alimentares,
medicamentos veterinarios, entre outros, e um quinto balcdo que se encontra isolado na
entrada da farmacia cuja retaguarda é composta por lineares de produtos dermocosméticos.

Apresenta dois gabinetes para atendimento personalizado, um dos quais é utilizado
maioritariamente por prestadores de servicos externos, que realizam desde aconselhamento
nutricional a massagens terapéuticas na area dermatofuncional. O segundo gabinete é o mais
utilizado por parte dos farmacéuticos, com o intuito de realizar medi¢coes de parametros
bioquimicos, medicao da tensao arterial, retirar medidas para meias de compressao, entre
outros, apresentando também casa de banho para utilizagao do utente.

O back office € composto por dois andares: o superior, onde podemos encontrar o
local de armazenamento de Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM), de marca e
genéricos, assim como o armazenamento de Medicamentos de Frio assim como diversas
prateleiras com produtos e dispositivos variados, desde gazes a compressas, produtos de
desinfecio de feridas, entre outros. E também neste andar que podemos encontrar o
laboratdrio para a manipulagao de medicamentos; no andar inferior encontramos o armazém,
constituido pela zona de rececao e conferéncia de encomendas provenientes das
distribuidoras ou laboratorios e por armarios deslizantes para a arrumagao de excedentes de
encomendas, desde MSRM, MNSRM a produtos dietéticos, produtos naturais, produtos

dermocosmeéticos, dispositivos médicos, entre outros.

2.1.4. Preparacao de medicacao para entrega

Na FM, gracas a localizagao prévia da mesma, existe uma grande afluéncia para a
preparacao de pedidos para entrega no Lar e Centro de Dia de Almalagués, sendo que isto se
revelou como um ponto forte de toda a experiéncia de back-office.

Gracgas a estes pedidos foi-me possivel, antes da transicio para o atendimento,
desenvolver um grande a vontade com o sistema informatico Sifarma2000®, assim como com
todo o manuseamento de receitas, quer eletronicas, quer manuais, € com o processo de

faturacao. Desta forma, ao passar para o atendimento, as dificuldades foram menores,
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conseguindo dar uma maior atengao ao utente, tornando o meu atendimento mais célere e

indo de encontro aos parametros esperados pela equipa.

2.1.5. Servicos farmacéuticos prestados a comunidade

A FC é o primeiro contacto da populagio com os servigos de saude. E a esta que os
utentes recorrem em primeiro lugar para tirar qualquer divida que se relacione com o seu
estado de satde e bem-estar. Assim, uma farmacia com um bom leque de servigos de qualidade
apresenta-se como uma mais-valia para os utentes.

A FM conjuga o seu espago fisico a qualificagio dos seus colaboradores, prestando
assim servicos de qualidade, tais como: medicao de parametros bioquimicos; medicao da
tensao arterial; medigoes de peso; realizagao de medigoes para meias de compressao;
realizagao de pensos e administragao de injetaveis; aconselhamento nutricional; massagens
terapéuticas com fisioterapeuta certificado; recolha de radiografias para reciclagem; Valormed;
entrega de medicagao ao domicilio e Preparagao Individualizada de Medicagao (PIM).

Enquanto futuro farmacéutico, alguns destes servicos poderao ser requeridos a
qualquer momento em ambito de atendimento, pelo que a possibilidade de receber formagao
pratica nestas vertentes torna-se extremamente importante, nao sé6 no ambito de efetuar as
medigoes, mas também no desenvolvimento da capacidade de transmissao de resultados ao
utente, visto que no ato de prestaciao de servicos é possivel gerar uma grande confianga e
proximidade com o mesmo. Sempre que possivel podemos aproveitar esta oportunidade de
interagao com o utente para criar uma maior empatia, disponibilizando-nos assim para o
esclarecimento de qualquer duvida e dando mesmo algumas orientagoes. Além disto, esta
intervencao valoriza-nos mais enquanto Farmacéuticos fazendo com que o utente deposite

maior confianga em nds, ajudando assim a sua fidelizagao.

2.1.6. Farmacia Apoteca Natura

A FM é uma das trés farmacias Apoteca Natura do concelho de Coimbra, o que
permite a presenca constante da vertente fitoterapéutica e a sua aplicagao no aconselhamento
no decorrer do EC.

Enquanto Farmacia Apoteca Natura, esta procura promover uma saude consciente e
sustentavel com um foco no utente enquanto pessoa, respeitando sempre o organismo e o
ambiente, promovendo desta forma o papel do farmacéutico enquanto especialista em saude
na comunidade®. A farmiacia possui assim um conjunto de lineares proximos ao balcio
destinado a automedicagao natural, sendo estes preenchidos por produtos Apoteca Natura e

Aboca, que variam desde drenantes naturais, como Lynfase, a protetores gastricos, como
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Neobianacid, a Reguladores do Transito Intestinal Apoteca Natura. A proximidade com esta
vertente permitiu a abertura de uma panéplia de possibilidades no que toca ao aconselhamento
consciente, podendo adotar o rumo a terapéuticas naturais, que tornam a introdugao das

mesmas mais facil aos olhos do utente.

2.1.7. Valorizacao do estagiario

Acredito que o facto de na FM apenas se aceitar um estagiario por periodo de estagio
se revela como extremamente benéfico, tanto para a propria farmacia como para com o
estagiario, tendo em conta que, por parte da equipa ha um maior apoio e foco na formagao
do mesmo, tendo em atengao as suas duvidas e fazendo o melhor para as colmatar no menor
tempo possivel, promovendo um excelente ambiente de aprendizagem.

Por parte do estagiario, por enfrentar este desafio sozinho, acredito que promove um
grande crescimento tanto a nivel pessoal como a nivel profissional, isto gragas também ao
grande foco que o mesmo recebe para concluir a sua formagao. Esta valorizagao transparece
no depositar de um grande grau de confianga, tendo em conta que lhe é permitido realizar
desde atendimentos a prestagao de servigos farmacéuticos de uma forma mais autonoma,
culminando isto no melhor método para colocar em pratica e cimentar todos os

conhecimentos tedricos obtidos ao longo do curso de MICF.

2.2.FRAQUEZAS (WEAKNESSES)
2.2.1. Receitas manuais

Receitas manuais, apesar de cada vez menos comuns no dia a dia, ainda sao utilizadas a
titulo de excecao, como na eventualidade de faléncias informaticas, inadaptagao do prescritor,
prescrigao no domicilio acrescentando a isto o facto do prescritor possuir acesso a quarenta
receitas manuais por més®,

Estas apresentam-se como um ponto fraco visto que geralmente acabam por dificultar
a progressao do atendimento, tornando-se necessario a verificagao se a mesma se encontra
conforme e apta para a sua dispensa, para além das dificuldades que por vezes poderao surgir
devido a caligrafia do prescritor.

Na fase inicial do estdgio, deparar-me no atendimento com uma receita manual
revelava-se como sinénimo para um atendimento mais demorado, assim como uma menor
confianga na dispensa do medicamento, isto devido a diversos fatores, como a falta de
conhecimento de nomes comerciais, dificuldades de leitura, entre outros. Tornava-se

necessario recorrer a colegas de equipa para obter esclarecimentos e por vezes seria



necessario entrar em contacto com o proprio médico. No entanto, com o passar do tempo
e devido a exposicao constante a estas receitas, foi possivel sentir mais a vontade e ser mais
célere nestes atendimentos; apesar disto, continuo a considerar um ponto negativo devido

aos entraves que podera gerar e que gerou ao nivel de atendimentos.

2.2.2. Alteracdes frequentes de precos

A alteragao constante de pregos de medicamentos apresentou-se como um dos pontos
mais dificeis de conciliar até aos ultimos dias de EC.

Esta questao refletia-se como sendo necessaria uma maior atengao tanto ao nivel de
rece¢io de encomendas de modo a proceder as alteragdes no sistema informatico, assim
como a sinalizagao do medicamento com um novo Prego de Venda ao Publico (PVP). Esta
atengao também é requerida em atendimentos, caso possam existir outros medicamentos
com o PVP antigo no sistema, para evitar erros tanto na faturagao como no valor a pagar pelos
utentes.

Estas alteragoes levam por vezes a desconfiangas por parte dos utentes, visto que o
medicamento a que estao habituados podem ter mudangas de prego de um atendimento para

outro, podendo conduzir a uma fragilizagao da fidelizagao do utente.

2.3.OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)
2.3.1. Formacoes constantes

Apesar das dificuldades em que o pais se encontrava devido a COVID-19 no decorrer
do meu EC, encontrando-nos em pleno confinamento nacional, aumentou a dificuldade de de
juntar os elementos para agoes de formagao. No entanto, com o decorrer do tempo e alivio
das medidas de confinamento comegou a ser possivel assistir e participar em varias formagoes
nas mais diversas areas, promovendo desta forma uma aprendizagem continua para um melhor
aconselhamento dos produtos no ato do atendimento.

Entre as varias formagoes que tive, experienciei o beneficio de incidirem em areas nas
quais me encontrava menos confiante, como no ambito de medicamentos bioenergéticos
como o Sargenor®5, de suplementagio alimentar por parte da PharmaNord, apresentando em
elevado detalhe a suplementagao recorrendo a Coenzima Q10 e inclusive no ambito de higiene
oral, por parte da Curaprox, que promoveu a transmissao de conhecimentos mais
aprofundados da area da higiene oral. Tudo isto contribuiu para um maior a vontade nos

aconselhamentos destes produtos mais especificos e que nos sao desconhecidos.



2.3.2. Manipulacdao de medicamentos

Um medicamento manipulado qualifica-se como “qualquer foérmula magistral ou
preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico”®,
sendo que no ato de dispensa o farmacéutico deve garantir o fornecimento de todas as
informagoes relevantes relativamente a esta medicagao personalizada, como posologia,
condi¢des de conservagio, assim com o seu prazo de validade®.

Torna-se necessario recorrer a manipulagao quando existe uma lacuna terapéutica nos
medicamentos produzidos a nivel industrial, no caso de surgimento de uma necessidade para
adaptar dosagens ou formas farmacéuticas a necessidades especificas, ou devido a inexisténcia
da forma farmacéutica pretendida com uma igual quantidade de substancia ativa das produzidas
pelo meio industrial®.

Na FM foi-me fornecida a oportunidade de realizar e trabalhar com manipulagao de
formas farmacéuticas especificas, desde a produgao da propria formula, o calculo de prego, o
preenchimento da ficha de preparagao — onde ¢é realizado o registo das matérias-primas
utilizadas, calculos, procedimentos — assim como a rotulagem da forma farmacéutica. Tudo

isto culminou numa revisao e aprofundamento dos meus conhecimentos galénicos, permitindo

uma formagao farmacéutica pratica mais completa e robusta.

2.3.3. Preparacao Individualizada de Medicacao

A Preparagao Individualizada de Medicagao (PIM) trata-se do servico onde o
farmacéutico organiza as formas farmacéuticas sélidas para uso oral do utente num dispositivo
proprio constituido por diversos compartimentos e que se encontra selado de uma forma
estanque, seguindo sempre a guia de prescricao ou posologia indicada pelo médico®.

Esta gestao da propria medicagao torna-se dificil principalmente para utentes idosos,
tendo aqui e em situagoes similares a Farmacia um papel importante na preparagao da
medicagao, evitando assim erros resultantes da toma errada dos mesmos e promovendo a
correta adesao a terapéutica por parte do utente. Na FM tive a oportunidade de acompanhar
a Diretora Técnica em diversas deslocagoes a casa de utentes com o objetivo de realizar a
PIM, que se revelou como uma experiéncia extremamente enriquecedora devido ao contacto
proximo com diversos utentes que proporcionou mas também devido a possibilidade de
familiarizagao e observagao do aspeto fisico de diversos medicamentos, sendo este um ponto
a que muitos utentes, especialmente da faixa etaria idosa, que nao se conseguem recordar do
nome do medicamento por norma recorrem, facilitando assim algumas destas situagoes de

atendimento que por vezes se revelam como complicadas.



2.4. AMEACAS (THREATS)
2.4.1. Medicamentos esgotados/rateados

A escassez de medicamentos é uma realidade e durante o dia a dia de trabalho em FC
€ raro nao surgir um atendimento em que tivéssemos de explicar ao utente o porqué de nao
conseguirmos fornecer o medicamento que necessita. Medicamento rateado é a designagao
atribuida quando a quantidade de medicamento pode nao ser suficiente para abastecer o
mercado, sendo que o rateio também possui como intengao a nao criagao de stock nas
farmacias.

Tudo isto se revela uma ameaga pelo facto de que, com maior frequéncia do que seria
aceitavel, muitos utentes ficam com as suas necessidades terapéuticas suspensas. Nesta
situagao o papel do farmacéutico é imperativo nao sé para explicar a dinamica que se encontra
por tras destas falhas, de forma que o utente nao considere que a responsabilidade é da
farmacia, mas também transmitir que fara todos os esfor¢os no sentido de conseguir o

medicamento em falta para o utente em questao.

2.4.2. Vendas online e estabelecimentos de venda para MNSRM

Estes estabelecimentos possuem a capacidade de, por vezes, apresentar aos seus
clientes pregos mais atrativos quando comparados aos de FC, acabando por promover um
acesso mais facilitado e sem a intervengao de um profissional devidamente qualificado no ato
do aconselhamento e aquisi¢ao. Tudo isto podera conduzir a que o utente se encontre mais
sujeito ao aparecimento de efeitos adversos, quer por toma indevida do medicamento ou
toma concomitante com medicamentos que apresentem interagoes entre si.

Também apresentam a capacidade de promover pregos mais atrativos em areas como
a suplementagao alimentar, dermocosmeética, entre outros, sendo que aos olhos do utente e
com o crescer da facilidade de acesso a informagao por parte do publico, o papel do
farmacéutico e a sua capacidade de aconselhamento em todas as vertentes da saude acaba por
incorrer no risco de cair no esquecimento. Torna-se imperativo que o farmacéutico consiga
transmitir pelas suas agoes que a diferenga de prego advém do facto de que ao adquirir os
seus produtos numa farmacia tera sempre um aconselhamento experiente e fundamentado
para auxiliar na melhor escolha para cada caso especifico.

Um cenario recorrente seria o utente pedir o aconselhamento ao balcao e de seguida
referir que iria adquirir o produto recorrendo as vendas online devido a diferenga de prego.
Com o intuito de combater estas diferengas em FC tém surgido diversas campanhas de

desconto ao cliente, por parte de laboratérios maioritariamente dermocosméticos, com o
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intuito de atrair a clientela para a obtencao dos produtos na Farmacia, onde se encontram

devidamente armazenados.

3. CASOS PRATICOS

Caso |. Uma utente deslocou-se a Farmacia procurando um aconselhamento para
auxiliar a acalmar o eczema que apresentava na regiao do pescogo e maos, proveniente da sua
dermatite atopica.

Apos questionar os cuidados que a utente regularmente tinha para auxiliar nestas fases
de crise, foi referido que nos seus cuidados de banho utilizava um gel de banho normal para o
corpo e que para hidratagao recorria ao creme hidratante ATL dos pais para aplicar sobre as
zonas lesadas.

Apos certificagao de que a utente nao apresentava feridas abertas nas zonas sujeitas a
aplicagio, procedi ao aconselhamento para o alivio das suas crises, o Bepanthene® Eczema que
permite a aplicagao direta sob a zona afetada as vezes que forem necessarias ao longo do
decorrer do dia, constituido por uma tecnologia especial de natureza lipidica que permite um
acalmar e alivio da comichao através da mimetizagao estrutural de lipidos naturalmente
presentes na pele, potenciado pela presenga de dexpantenol e humectantes fisiologicos, como
a glicerina, potenciando a hidratagio e suavizagio da pele®.

Por achar que os cuidados que a utente utilizava nao eram adequados para a sua
patologia de pele, aconselhei tratamentos para banho e hidratagao diarios, em conjunto com
a aplicagdo do Bepanthene® Eczema. Para o banho, apds questionar se a utente se sente
confortavel com a aplicagao de um dleo lavante, procedi a recomendar a utilizagao do 6leo da
gama Xémose da Uriage®, que permite a protecio da pele contra agressdes externas enquanto
promove a nutrigio e hidratagio da mesma, nio possuindo ingredientes irritativos, e para
os cuidados diarios, sendo necessario um bom cuidado emoliente da pele para evitar o
ressurgimento de crises, procedi a aconselhar o Intensive Baume Atoderm da Bioderma®, que
permite um cuidado dermo-reestruturante e anti-prurido da pele, tendo optado por esta

opgao pois apresentava na altura um pack promocional que atraiu a cliente devido ao prego!'?.

Caso 2. Um utente relativamente jovem deslocou-se a Farmacia procurando algo para
auxiliar no alivio das crises de azia que tem sofrido nos ultimos dias.

Apobs questionar se o utente tomava alguma medicagao, e obtendo uma resposta
negativa a esta questio, referindo sofrer de uma forma moderada destas crises apos as
refeicoes, conversamos sobre alguns dos cuidados a seguir na alimentagao diaria para

promover um alivio desta situagao: o evitar alimentos acidos, gorduras ou condimentos



excessivos, assim como reduzir a ingestao de bebidas gaseificadas e contenham cafeina, nao
deitar apos uma refeigao, evitar periodos prolongados em jejum, entre outros.

No entanto, concluimos que seria adequado adquirir algo para aliviar em crises, pelo
que recomendei o Neobianacid Acidez e Refluxo, que se apresenta como um produto a base
de complexos vegetais e minerais, que exerce uma agao protetora da mucosa gastroesofagica,
formando uma pelicula barreira na mucosa que a ira proteger contra a agressao de sucos
gastricos e substancias irritantes, indicando que podera ingerir um comprimido sempre que
sentir necessidade, deixando-o apenas dissolver na boca‘"".

Apos este aconselhamento procedi a informar que, caso a situagao nao se resolvesse
a seguir o aconselhamento e as recomendagoes, deveria consultar um médico. O utente

mostrou-se bastante satisfeito com o aconselhamento e recomendagodes, enaltecendo também

a escolha de um produto a base de constituintes naturais para a sua situagao.

Caso 3. Um utente deslocou-se a farmacia apresentando placas de seborreicas no
couro cabeludo que se tornavam incomodativas e inestéticas, pois também existia uma
situagao de calvicie. Deu-nos a indicagao de que ja utilizara varios champos e algumas formulas
liquidas de aplicagao topica sem qualquer sucesso.

Apos andlise com a presenga da Diretora Técnica, sugeriu-se a aplicagao de um
medicamento manipulado, sob a forma de uma pomada de acido salicilico a 10%, formulagao
que consta no Formulario Galénico Portugués— nesta concentragao o acido salicilico apresenta
propriedades queratoliticas, sendo aconselhado para o tratamento em casos de quadros de
hiperqueratose e descamagoes da pele.

Para a realizagao desta formulagao recorremos a utilizagao de 10g de acido salicilico,
3,4g de vaselina liquida e 86,6g de vaselina sélida, procedendo a pesagem correta das mesmas
e iniciando lentamente a incorporagao por espatulagao do acido salicilico na vaselina liquida.
De seguida realiza-se a incorporagao, novamente por espatulagao, da mistura anterior a
pequenas quantidades de vaselina sélida e terminamos apos a espatulagao da pomada até que
esta se encontre homogénea para posterior acondicionamento num recipiente opaco e
devidamente fechado. Apds esta manipulagao procedemos a correta realizagao do rétulo e
devido calculo do prego respetivo a formulagao.

No ato de atendimento tornou-se ainda importante reforcar os cuidados referentes
ao manipulado, sendo que o mesmo apresentava um prazo de validade de apenas 3 meses e
devera realizar a sua aplicacao de noite apenas na zona afetada pelas placas, recorrendo a
utilizagao de luvas de protecao devido a grande concentragao de acido salicilico e tendo um

cuidado redobrado para a mesma nao entrar em contacto com as mucosas ou olhos, tendo



também sido aconselhado um protetor solar de elevada protecao para utilizagao diurna, tendo

em conta a calvicie do utente.

4. CONCLUSAO

Ao iniciar o meu EC experienciei o receio se me encontraria apto para desempenhar
as tarefas que constituem o dia a dia em FC, em especial foco o atendimento e aconselhamento
ao utente. Ao ser recebido num ambiente amigavel e promotor da aprendizagem, estes receios
foram atenuando a medida que me foi comecado a dar o voto de confianga para realizar
atendimentos, sendo que a mentalidade de ajuda e de “porta sempre aberta” por parte de
toda a equipa para me auxiliar em quaisquer questoes promoveu desta forma o crescer da
confianga nas minhas capacidades, culminando num terminar do estagio em que me sentia
confiante nas minhas capacidades enquanto farmacéutico para desempenhar o trabalho
esperado.

Para além disto, considero que nao me teria sido possivel escolher uma farmacia mais
completa do que a FM para o término da minha formagao, visto que dentro daquelas quatro
paredes era possivel encontrar uma enorme pandplia de produtos e terapias, desde produtos
dermocosméticos, MNSRM, suplementos alimentares, medicagao natural, entre outros, assim
como uma equipa extremamente acolhedora, profissional e devidamente fundamentada
sempre preparada para realizar os melhores aconselhamentos em qualquer que fosse a
necessidade do utente.

Termino o meu Relatéorio de Estagio com os meus ultimos agradecimentos, a
proprietaria e Diretora Técnica da Farmacia Mogo, a Dr®. Maria do Carmo, por me ter aberto
as portas e dado a liberdade para aprender, sempre com um olhar atento e preocupado no
meu desenvolvimento, ao Dr. Joao Aveiro, pela presenga continua de segunda a sabado e por
manter a “porta aberta” a duvidas mesmo em feriados, pelo espirito critico e conhecimento
vasto que permitiam a motivagao didria para corresponder as suas expectativas e também a
toda a equipa, a Inés Lucas, Ana Fonseca, Jéssica Lopes, Daniel Silva, Marcia Bastos e D* Jalia

por todos os ensinamentos, paciéncia e bons momentos passados nestes meses.
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CAPITULO II

Relatério de Estagio em Industria Farmacéutica

Grupo Tecnimede
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LISTA DE ABREVIATURAS

DMK — Departamento de Marketing

EC — Estagio Curricular

FC — Farmacia Comunitaria

GTM — Grupo Tecnimede

HMR — Health Market Research

iTOP — Treino Individual para Profilaxia Oral (do inglés, Individually Trained Oral Prophylaxis)
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats

TMCH — Tecnimede Consumer Healthcare
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I. INTRODUCAO

Apos cinco anos de aprendizagem e crescimento nas diversas areas que constituem o
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, é-nos fornecida a oportunidade de complementarmos o nosso
Estagio Curricular (EC), para além da passagem mandataria por Farmacia Comunitaria (FC),
com uma experiéncia adicional na area de Farmacia Hospitalar, Industria Farmacéutica, entre
outras que poderao encontrar-se disponiveis.

Gracas ao abrangente programa curricular do MICF, e perante o contacto prévio com
unidades curriculares como Propriedade Intelectual e Empreendedorismo e, principalmente,
Comunicagao e Marketing Farmacéutico, e gragas ao interesse pessoal gerado por estas
unidades curriculares, tomei a decisio de complementar o meu EC com uma passagem pelo
Grupo Tecnimede (GTM), no Departamento de Marketing (DMK).

O GTM surge em 1980 e até ao hoje apresenta-se como um conjunto de empresas
farmacéuticas, orgulhando-se e promovendo o facto enquanto 100% portugués. No seu
funcionamento normal compreende na casa todo o ciclo de vida do medicamento para
utilizagdo humana, desde o desenvolvimento a produgao, assim como a sua promogao e
comercializagao. Possuindo o seu proprio centro de Investigagcao e Desenvolvimento, o GTM
conta com mais de |00 moléculas desenvolvidas in house e mais de 2500 AlMs a nivel global,
sendo que desta forma consegue posicionar-se em trés diferentes linhas comerciais em
Portugal, contando também com presenca internacional em Espanha, lItilia, Marrocos,
Coldémbia e Brasil".

Por se encontrar presente em todo o ciclo de vida do medicamento e pelo seu forte
posicionamento no mercado portugués, o GTM apresenta um DMK constituido por:

<> Tecnimede, apresentando-se como a primeira empresa e sendo a que
deu o nome do GTM em 1980, responsavel pela promogao e comercializagao do

seu portfélio inovador®;
<> Tender & Hospital Business, criada em 1995 e responsavel pela
comercializagdo de todos os produtos da GTM em ambiente hospitalar em

Portugal®;

<> Tecnigen, empresa de genéricos que resulta da uniao da Farmoz e
Pentafarma, presente em Portugal, Espanha e Itdlia, apresentando no seu portfélio

a vertente de medicamentos genéricos™”

’
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> Tecnimede Consumer Healthcare (TMCH), criada em 2016,
empresa responsavel pela comercializagao de produtos de venda livre no GTM.
Dentro do seu portfolio conta com Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica,

suplementos alimentares e produtos cosméticos.

Tabela | — Constituicao do Departamento de Marketing do Grupo Tecnimede

Departamento

de Marketing

| |
Tender & Tecnimede
Techimede Hospital Tecnigen Consumer
Business Healthcare

Este EC permitiu-me o contacto com o departamento TMCH, possibilitando o
trabalho de perto e o aprofundamento de conhecimentos relacionados com suplementos
alimentares, medicamentos Over-the-counter (OTCs) e produtos de higiene oral,
possibilitando também um crescer da perce¢ao quanto aos mercados nacionais para cada um
destes produtos, assim como todos os procedimentos relativamente a comercializagao e
passos por detras de cada ato de venda e comunicagao dos mesmos no seu principal canal
de vendas, que é a FC.

O EC decorreu entre 10 de maio de 2021 e 9 de agosto de 2021, tendo a duragao
total de 3 meses, sob a orientagao direta da farmacéutica e Product Manager Junior, Dra.
Madalena Oliveira Duarte, com acompanhamento e supervisao da Business Unit Manager,
Dra. Maria Inés Luzio. Do mesmo resultou o seguinte relatério de estagio, que compreende
uma andlise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats) com o intuito de

demonstrar a minha visao critica do estagio, assim como as experiéncias passadas no GTM.
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2. ANALISE SWOT
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2.1.FORCAS (STRENGTHS)

2.1.1. Integracao na equipa do Grupo Tecnimede

Todo o funcionamento e procedimento para a integragio de um novo membro no
GTM foi, sem duvida, um dos pontos fortes do EC.

O primeiro dia foi passado em ambiente de formagao com os diferentes érgaos que
constituem o DMK do GTM, formagoes estas com os representantes das unidades Tecnimede
(inovadores), Tecnigen (genéricos), Tender & Hospital Business e TMCH, no intuito de nos dar
a conhecer o trabalho, de uma forma geral, de toda a equipa do Departamento onde nos
iriamos encontrar inseridos. Foi neste periodo que nods, os estagiarios, fomos também
divididos pelas diferentes areas, tendo eu sido atribuido a TMCH.

Devido as complicagoes em que o pais se encontrava em maio, pelas restrigoes ligadas
a COVID-19, o estagio decorreu em regime misto, sendo que tal facto em nada prejudicou o
meu periodo de aprendizagem na empresa gragas ao fornecimento de um computador de

trabalho para conseguir aceder a rede interna da companhia por via remota, e a enorme
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flexibilidade e organizagao de todo o Departamento, assim como a agao da minha orientadora,
a qual, apesar dos periodos em casa, teve sempre o cuidado em manter-me integrado na
equipa, assim como de me transmitir constantemente conhecimentos e esclarecimentos de
duvidas por teleconferéncias constantes.

Desta forma, gragas ao excelente ambiente de trabalho e de orientagao gerado, tive a
possibilidade de me encontrar envolvido num ambiente de trabalho extremamente dinamico
e acolhedor, o que permitiu que desta forma conseguisse desenvolver e aprimorar as minhas

capacidades profissionais e pessoais.

2.1.2. Diversidade das tarefas atribuidas e dinamismo do fluxo de trabalho

O facto de o Departamento TMCH apresentar no seu portfélio um elevado nimero
de produtos, desde suplementos alimentares e medicamentos a produtos de higiene oral,
permitiu o contacto e a possibilidade de executar um elevado nimero de tarefas relacionadas
com os mesmos.

Enquanto estagiario neste Departamento, as minhas fungoes iniciaram-se com um
estudo e posterior avaliagao tedrica aprofundada relativamente aos produtos comercializados,
de modo a entender os mesmos, para ser possivel desenvolver uma melhor percecao e um
pensamento critico sobre as diferenciagoes relativamente a concorréncia. Seguiram-se
momentos de analise constante das mais diversas categorias de mercados nacionais, através
de ferramentas de analise de mercado, tais como o Health Market Research (HMR), tarefa esta
acompanhada sempre da pesquisa e reuniao das principais caracteristicas e métodos de
comunicag¢ao da concorréncia.

Outras das minhas fungoes passaram por analises de artigos cientificos referentes aos
produtos comercializados, para posterior apresentagao a Product Manager e Business Unit
Manager, assim como a adaptagao destas informagoes, necessarias para a elaboragao e revisao
de materiais para venda, tal como todo o processo envolvido no colocar dos mesmos
conforme a compliance, sendo esta uma atividade executada através de um trabalho direto
com o Departamento Regulamentar, Departamento Juridico e Departamento Médico.

Foi-me também possibilitado o acompanhamento de Delegados Comerciais no terreno
em visitas a Farmacias, tendo sido o primeiro contacto com o ato de vendas e com todas as
ferramentas que se encontram a disposicao destes profissionais, incluindo também o
acompanhamento de Delegados de Informagio Médica, destinando-se estas visitas a
apresentacao do portfolio de produtos de Medicina Dentaria, através de visitas a clinicas,

médicos dentistas e higienistas orais.
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Reforco que todo o fluxo de trabalho de que fui encarregue, assim como a organizagao
e complexidade do programa de estagio, foi sempre proporcional ao desenvolver adequado
das minhas capacidades na area, no decorrer dos trés meses, o que contribuiu para um

excelente e constante processo de aprendizagem.

2.1.3. Desenvolvimento e aprimoramento de capacidades/soft-skills

Todas as tarefas que me foram incumbidas no decorrer dos 3 meses de estagio, aliadas
ao ambiente dinamico de trabalho, serviram como catalisador para uma complementagao da
minha vertente farmacéutica com as mais diversas soft e IT skills, que tive o prazer de
desenvolver ao longo dos cinco anos de percurso académico, assim como um aprofundamento
constante das mesmas, através da utilizagao recorrente de ferramentas informaticas, como o
Microsoft Office, Acrobat Reader DC, entre outras.

Permitiu-me especialmente, de uma forma mais aprofundada, o contacto com a
ferramenta Microsoft Excel, utilizada para a elaboragao de diversos spreadsheets na comparagao
das diversas concorréncias do nosso portfélio, sendo também a ferramenta mediadora para a
obtencao de anilises e leitura de mercados, o HMR.

Também, gracas as diversas apresentagoes realizadas, juntando a isto a elaboragao dos
materiais digitais que acompanhavam as mesmas, proporcionou um desenvolver da minha
capacidade de comunicagao verbal de conteudos cientificos e visuais ao publico, permitindo
também o desenvolvimento da minha capacidade para a realizagao de copywriting, devido as
tradugoes de inglés técnico constantes para a aplicagao nas redes sociais dos produtos ou

mesmo em materiais de venda.

2.1.4. Valorizacao do estagiario e atribuicdao de responsabilidade

A valorizagao do estagiario foi de facto um dos pontos fortes do EC por sermos apenas
dois estagiarios para todo o DMK, atribuidos a vertentes diferentes, conduzindo isto ao gerar
de um ambiente de maior atengao, disponibilidade e ajuda por parte de todos os membros do
Departamento no promover do nosso desenvolvimento profissional. Gragas a isto tive a
oportunidade de trabalhar em diversos projetos, por nao ser necessario a divisao do trabalho
por varios estagiarios, assim como a oportunidade de ter um elevado contacto constante com
a minha orientadora, resultando numa aprendizagem mais rapida e célere das bases
fundamentais para a execugao das tarefas a mim delegadas.

Devido a isto tive o prazer de experienciar um ambiente verdadeiramente profissional,

onde me deparei com um voto de confianga constante nas minhas capacidades e organizagao
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para o cumprimento de prazos, permitindo isto um desenvolver de capacidades como

autonomia e um pensamento critico relativamente a esta area.

2.2. FRAQUEZAS (WEAKNESSES)
2.2.1. Periodo de estagio reduzido

O EC decorreu num periodo de trés meses, periodo do qual tirei o maximo proveito
e tive a possibilidade de promover o crescimento das minhas capacidades profissionais assim
como a obtencao da visao de uma nova area e os conhecimentos relacionados com a mesma;
no entanto, considero que o tempo atribuido a este estagio nao permite que exista uma boa
margem para a correta aprendizagem e para posterior aplicagao dos conhecimentos
adquiridos.

O periodo que decorre, no meu caso, entre a aprendizagem de como realizar uma
analise e leitura de mercado, o entendimento das dinamicas de produto, a percegao de como
o ato de venda ¢ efetuado e como trabalhar a propria venda e dindamica do produto, assim
como a realizagao de materiais que s6 entrarao em vigor num novo ciclo, e o periodo em que
alcangamos o término do estagio, nao € suficiente para ocorrer uma aplicagdo completa e
aprofundada de toda a aprendizagem efetuada até ao momento.

Posto isto, e apesar de considerar o tempo de estagio adequado para a aquisigao de
nogoes gerais sobre o funcionamento da vertente de marketing, assim como para delinear as
nossas perspetivas futuras relativas ao mercado de trabalho, considero ainda assim este aspeto
uma fraqueza do estagio, pois nao permite que o desenvolvimento das nossas competéncias

alcance uma autonomia completa na resolugao das diversas tarefas incumbidas.

2.2.2. Baixo nivel de formacao na vertente de negocios e mercados

Apesar de nao ser uma area de saida denominada como convencional para o
profissional farmacéutico, ndo deixa de ser uma base imperativa para o alcangar do sucesso,
tanto em Industria Farmacéutica como em FC.

Aliando o facto de o farmacéutico ser o especialista do medicamento a capacidade de
este possuir uma base solida relativa a componente de negocios, tal podera revelar-se como
vantajoso nos diversos ambientes onde o profissional se possa encontrar. Ao adquirir bons e
solidos conhecimentos destas areas, o farmacéutico tem a oportunidade de alcangar um
melhor desempenho, nao sé a nivel industrial mas também quando ao balcao de uma FC, tendo
um melhor entendimento do dinamismo dos mercados e maior capacidade para trabalhar os

mesmos, conseguindo uma maior e melhor promogao do sell-out, aumentando e fidelizando
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também a carteira de clientes da farmacia e atingindo assim uma boa gestao publicitaria dos
produtos ou do dinamismo do proéprio espago.

Acrescente-se que hoje em dia as farmacias passam por um grau crescente de
dificuldades no que toca a comercializagio de produtos como MNSRM, produtos
dermocosméticos, entre outros, devido ao surgimento de um numero crescente de
parafarmacias e até mesmo a venda online, as quais realizam a venda destes produtos a precos
mais atrativos para o utente. Deste modo, a obtencao de conhecimentos de gestio e de
desenvolvimento de negdcio por parte de um farmacéutico torna-se imperativo para que este
se encontre devidamente munido perante esta realidade atual do setor farmacéutico.

Posto isto, considero que a vertente comercial e tudo o que esta engloba deveria
possuir um maior foco nos passos finais do nosso percurso académico, de modo a fornecer
mais uma ferramenta para que o farmacéutico possa complementar o seu trabalho e seja
verdadeiramente um perito nao sé do medicamento, mas dominando também o negdcio em

que assenta a FC.

2.3.OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)
2.3.1. Visao da area de negdcio do setor farmacéutico

O setor farmacéutico apresenta-se como o cruzamento entre diversos negocios,
indUstrias e setores de atividade, tornando-se uma realidade competitiva e muito dinamica,
sendo imperativo que o farmacéutico se adapte no desenvolvimento das capacidades mais
adequadas a uma boa gestao desta realidade relacionada com o marketing farmacéutico, assim
como a capacidade para o desenvolvimento de modelos de negdcio apropriados e adequados
as diversas situagdes em que se podera encontrar®.

No GTM tive a oportunidade de experienciar esta vertente no contexto de Industria
Farmacéutica, através da percegao do funcionamento de campanhas elaboradas para facilitar
o ato de venda, adequando-se as mesmas ao panorama do mercado, assim como a revisao e

analise dos resultados de forma a entender as variagoes a nivel nacional.

2.3.2. Possibilidade para participacao em formacodes e reunides internas

Ao longo dos trés meses de EC tive a oportunidade de participar em diversas
formacgoes, sobre produtos de portfélio via remota a grupos de farmacias, a uma formagao na
Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade de Lisboa no ambito do iTOP (Individually
Trained Oral Prophylaxis), assim como marcando presenga em reunioes com toda a equipa da

TMCH no intuito de simular treinos de visita e revisao de resultados.
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Uma das formagoes mais marcantes foi realizada no ambito de andlise comportamental
para utilizagaio em ambito de vendas, pelo orador Alexandre Monteiro, onde nos foi
transmitida a vertente e as ferramentas para a leitura e andlise pessoal em contexto de um
ato de vendas/negdcio ou mesmo em ato de transmissao de informagoes verbalmente, tendo-
me marcado pessoalmente por acreditar que nas duas formagoes em que tive o prazer de
participar, desenvolvi e aprimorei a minha capacidade para realizar um discurso publico, assim
como na adaptagao do mesmo a cada ouvinte.

Posto isto, para além de todas as novas oportunidades e da promogao para a
aprendizagem de novas bases numa area tao diferente das que nos acompanham nos 5 anos
do MICF, na TMCH pude usufruir de todas as oportunidades formativas que foram surgindo
neste periodo, as quais, desta forma, permitiram a minha aprendizagem e formagao continua

ao longo dos trés meses.

2.3.3. Obtencao de feedback e oportunidade de aprendizagem

No ultimo dia do meu EC fui convidado a participar numa reuniao com a Business Unit
Manager, Dra. Maria Inés Luzio, assim como com a minha orientadora, Product Manager Junior,
Dra. Madalena Duarte.

Encaro esta reuniao, incluindo todos os momentos de aprendizagem com as
profissionais referidas anteriormente, como uma oportunidade de grande valor, nao sé pelo
facto de nao procedermos apenas a avaliagio do meu trabalho ao longo dos trés meses, mas
também devido as criticas e elogios construtivos, além de todos os conselhos e dicas que
resultaram das suas vastas experiéncias de sucesso na area, culminando numa melhor percegao

pessoal quanto a realidade de trabalho, tanto ao nivel de Industria Farmacéutica como de FC.

2.4. AMEACAS (THREATS)
2.4.1. Abrangéncia da area industrial para diversos profissionais

A IndUstria Farmacéutica caracteriza-se como um ramo profissional com um elevado
leque de saidas profissionais, desde Investigagao e Desenvolvimento, Controlo e Garantia de
Qualidade, Assuntos Regulamentares, Marketing e Desenvolvimento de Negocio, entre outros.
Devido a este fato, torna-se um ambiente altamente diverso no que toca a aquisicao de
profissionais provenientes de diversas areas para complementar ou completar lacunas nos
diversos departamentos.

Cada vez mais estes profissionais sao, nao apenas procurados e recrutados pela sua

area de formagao principal, mas sim pela capacidade de, através das suas competéncias e
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capacidades, conseguirem acrescentar valor e desta forma contribuir para a evolugao
constante da empresa. Torna-se necessario que o futuro profissional consiga cultivar a sua
inteligéncia emocional, assim como um espirito dinamico e adaptativo a realidade, para poder
ser encarado, para além da sua formagao, como uma mais-valia para a empresa e para o seu
departamento.

Na area de Marketing e do proprio negocio referente a vertente da saude, acredito
que o farmacéutico se podera encontrar numa posi¢ao privilegiada quando comparado a
profissionais de areas como Gestao ou Economia, desde que o mesmo apresente facilidade
para se capacitar de conhecimentos e ferramentas ao longo do seu percurso académico e
profissional, visto que enquanto profissional farmacéutico possui uma formagao completa e
que abrange os variados topicos referentes a salide, o que se podera traduzir numa maior

sensibilidade e tato a analise e compreensao de mercados.
3. CONCLUSAO

Com o aproximar do término do meu percurso académico, € com enorme orgulho
que afirmo que o estagio no DMK na TMCH foi, para além de uma experiéncia enriquecedora,
uma ferramenta que permitiu a modulagao da minha percecio perante o papel que um
farmacéutico no mundo comercial.

Nao so pelo facto de o GTM ser uma empresa de referéncia no mercado farmacéutico
nacional, e por este motivo ter sido altamente desafiante e motivador no desenvolver das
minhas capacidades para que estas fossem de encontro aos parametros expectados pelas
minhas orientadoras, mas também pelo facto de ser situado noutro ambiente que nao
Coimbra, permitindo o meu crescimento pessoal e profissional fora da zona de conforto a que
Coimbra tanto nos habituou.

Para terminar, gostaria de agradecer a todo o departamento da TMCH por todo o
entusiasmo que senti na rece¢ao a um novo estagiario, por todos os bons momentos gerados,
momentos quer de aprendizagem, quer de teambuilding, assim como a inclusao sem hesitagao
de um novo membro na equipa. Acrescendo a isto, de agradecer a elevada disponibilidade
prestada ao permitirem-me sentir que, quer longe, quer perto, existia sempre uma porta
aberta para me ajudar em qualquer ddvida ou questao, tudo isto culminando num excelente
periodo de aprendizagem pessoal e interpessoal de trés meses.

O meu maior obrigado a Dra. Madalena Duarte por todos os ensinamentos e bases
que me transmitiu, pela porta aberta que disponibilizou a todo o momento, no auxilio em
todas as duvidas que surgissem, por mais pequenas que fossem, assim como toda a

camaradagem e confianga em mim depositadas. A Dra. Maria Inés Luzio pelo espirito tao
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simpatico, acolhedor e construtivo, sempre com olho atento ao meu progresso e
desenvolvimento e a Dra. Madalena Cruz por ter-se mostrado sempre disponivel para
qualquer questao que me surgisse. Finalizando, gostaria de agradecer também a toda a equipa
de vendas da TMCH, a qual, desde conversas sobre o passado profissional de cada um, até a
resolucao de questoes colocadas em atos de venda, assim como a paciéncia para levar um
jovem farmacéutico ao terreno, me fez sentir, em todos os momentos de encontro, que
realmente fazia parte da equipa — sem qualquer duvida que este foi um dos maiores marcos
no meu percurso académico, e que todos os ensinamentos e ligoes ficarao comigo para

sempre.
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CAPITULO 1l

MONOGRAFIA

“TEIXOBACTINA E SEUS ANALOGOS COMO POTENCIAIS
BACTERICIDAS EM ESTIRPES MRSA E VRE”



RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos (AMR, do inglés Antimicrobial Resistance) apresenta-
se como uma das maiores ameagas e desafios a saide publica mundial. De acordo com a
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), anualmente, nos Estados Unidos da América
(EUA) cerca de 2.8 milhdes de individuos contraem infegoes por bactérias resistentes aos
antimicrobianos, resultando em cerca de 35.000 mortes anuais. Segundo o relatério anual de
AMR publicado, em 2019, pela European Center for Disease Prevention and Control (ECDC) foram
registadas na Uniao Europeia 670 000 infecgoes por bactérias AMR, das quais resultaram
33 000 mortes. Neste contexto, a Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD), alertou que no ano de 2030 as taxas de resisténcia aos antibacterianos de segunda
linha de tratamento serao superiores em 72%, relativamente as reportadas no ano de 2005 e,
ainda para o mesmo periodo, traduzir-se-ao no dobro no que respeita a antibacterianos de
altima linha de tratamento, o que trard gravissimas consequéncias para a salde publica e
economia mundiais. A OECD alerta ainda, que em 2050, caso nao sejam implementadas novas
medidas, abordagens e estratégias, o indice de mortalidade anual podera rondar os 10 milhoes
de obitos devido a infegoes por bactérias multi-resistentes (MDR) ou pan-resistentes (PDR).

Perante a emergéncia exponencial deste problema torna-se imperativo a pesquisa e
desenvolvimento de novos compostos com atividade antimicrobiana, que demonstrem eficacia
em estirpes bacterianas MDR ou PDR permitindo, deste modo, inverter esta situagao a nivel
global.

Esta monografia tem por objetivo, sob a forma de revisao bibliografica, transmitir e
evidenciar as atuais perspetivas relativas a um biocomposto inovador, a Teixobactina, que
marca o ponto de partida para o surgimento de uma nova classe de antibioticos promissora,
devido ao seu elevado potencial de eficacia e capacidade de nao gerar resisténcias em estirpes
de bactérias de gram-positivo como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA, do
inglés Methicillin Resistant Staphylococcus aureus), ou Enterococcus spp resistentes a

vancomicina (VRE, do inglés Vancomycin Resistant Enterococcus spp.).

Palavras-Chave: Resisténcia aos antimicrobianos, biocompostos, teixobactina, MRSA, VRE.
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ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) is one of the greatest threats and challenges to public
health worldwide. According to the Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
annually in the United States of America (USA) about 2.8 million individuals contract infections
by bacteria resistant to antimicrobials, resulting in about 35,000 deaths annually. According to
the AMR annual report published in 2019 by the European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC), 670 000 infections by AMR bacteria were registered in the European Union,
resulting in 33 000 deaths. In this context, the Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) warned that in 2030 the rates of resistance to second-line antibacterials
will be 72% higher than those reported in 2005, and still for the same period, will translate to
double with regard to antibacterials of the last line of treatment, which will bring very serious
consequences for public health and the world economy. The OECD also warns that in 2050,
if new measures, approaches, and strategies are not implemented, the annual mortality rate
could reach around [0 million deaths due to infections by multi-resistant (MDR) or pan-
resistant (PDR) bacteria.

Given the exponential emergence of this problem, it is imperative to research and
develop new compounds with antimicrobial activity, which demonstrate efficacy in MDR or
PDR bacterial strains, thus allowing to reverse this situation at a global level.

This monograph aims, in the form of a literature review, to transmit and highlight the
current perspectives regarding an innovative biocompound, Teixobactin, which marks the
starting point for the emergence of a promising new class of antibiotics, due to its high
potential of efficacy and ability to not generate resistance in gram-positive bacteria strains such
as Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA, Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus), or Vancomycin-Resistant Enterococcus spp (VRE, Vancomycin-Resistant

Enterococcus spp.).

Key-Words: Resistance to antimicrobials, biocompounds, teixobactin, MRSA, VRE.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AIM — Autorizagao de Introdugao no Mercado
AMR — Resisténcia aos Antimicrobianos (do inglés Antimicrobial Resistance)
AT — Acidos Teicdicos

CDC — Centro de Controlo e Prevengao de Doengas (do inglés Centers for Disease Control and

Prevention)

COM* — Dominio de mediagio de comunicagio do aceitador (do inglés, Acceptor

communication-mediating domain)

COMP — Dominio de mediagio de comunicagido do dador (do inglés, Donor communication-

mediating domain)

D-allo-lle — D-allo-lIsoleucina

D-GIn — D-Glutamina

D-Thr — D-Treonina

EGM — Elemento genético movel

EMA — Agéncia Europeia dos Medicamentos (do inglés, European Medicines Agency)
EUA — Estados Unidos da América

FDA — Administragao de Alimentos e Medicamentos (do inglés, Food and Drug Administration)
GlcNAc — Dissacarideo N-acetilglucosamina

iCHIP — Isolation Chip

L-Ala — L-Alanina

L-allo-End — L-allo-enduracididina

LI — Lipido |
LIl — Lipido Il
LIl — Lipido Il

L-lle — L-Isoleucina

L-lle — L-Isoleucina

L-Ser — L-Serina

MDR — Bactérias multi-resistentes (do inglés, Multidrug- resistant bacteria)

MIC — Concentracao Minima Inibitoria
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MRSA — Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (do inglés Methicillin-Resistant

Staphylococcus aureus)

MurNAc — Acido N-acetilmuramico
N-GlcNAc — N-Acetilglucosamina
N-Me-D-Phe — D-Fenil Alanina

N-MurNAc — Acido N-Acetilmuramico

NRPS — Peptideo Sintetases Nao-Ribossomais

OECD - Organizagao para a Cooperagao e Desenvolvimento Economico (do inglés

Organisation for Economic Co-operation and Development)

OMS — Organizagao Mundial de Saude

PBP — Proteina de ligagao a Penicilina (do inglés, Penicillin-binding protein)

PCP — Proteina Transportadora do Peptidil

PDsy,— Dose Protetora de 50% dos Individuos Expostos

PDR — Estirpes bacterianas pan-resistentes (do inglés, Pandrug-resistant bacteria)
POM — Poliéxido de Metileno

PRSP — Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina (do inglés, Penicillin-resistant

Streptococcus pneumoniae)
REA — Relagoes Estrutura-Atividade
VRE — Enterococcus Resistentes a Vancomicina (do inglés, Vancomycin-Resistant Enterococcus spp)

VRSA — Staphylococcus aureus Resistentes a Vancomicina (do inglés, Vancomycin-Resistant

Staphylococcus aureus)
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I. INTRODUCAO

O termo antibiotico, foi definido por Waksman em 1947 como um produto ou
substancia quimica, com atividade antimicrobiana, capaz de inibir o crescimento, ou induzir a
morte bacteriana'’. Waksman foi também o responsavel pela descoberta da estreptomicina,
assim como o impulsionador do screening e analise de amostras de solo para a descoberta de
novas biomoléculas®.

A definicao proposta por Waksman ainda hoje é utilizada, tendo como conceito que
um antibiotico possui uma origem natural sendo o seu principio ativo produzido por
microrganismos. Atualmente, é aceite que substancias de origem sintética, vegetal, entre
outras, poderio ser designadas também como antibiéticos®.

Os antibidticos exibem “toxicidade seletiva” na célula bacteriana, nao interferindo em
células eucariotas, considerando-se, idealmente, que estes compostos nao deveriam
apresentar qualquer efeito nefasto para com o Homem e animais®.

Contudo devido a uma utilizagao excessiva e abusiva destes compostos, rapidamente
surgiram estirpes bacterianas portadoras de mecanismos de resisténcia aos antibioticos,
colocando em causa a sua eficicia e, consequentemente a satde publica mundial™®. Assim, a
comunidade cientifica internacional a par com a Organizacao Mundial de Satide (OMS) e outras
organizagoes internacionais fizeram um apelo sobre a necessidade de desenvolvimento de
novos compostos, que fossem ativos em estirpes bacterianas MDR consideradas prioritarias'®
E neste contexto, que surge uma nova era da antibioterapia com a descoberta de peptideos
antimicrobianos (AMPs), que teve inicio com a Teixobactina, sendo a mesma isolada a partir
de uma bactéria do solo através de uma técnica inovadora?”.

Esta monografia teve por objetivo, através de uma revisao bibliografica, compilar a
informagao disponivel sobre a atividade, seguranca e eficacia da Teixobactina e seus analogos

enquanto potenciais bactericidas em estirpes de MRSA e VRE.

I.1. A era pré-antibiotica

Um dos grandes marcos da medicina moderna é o surgimento da antibioterapia, assim

como uma maior e melhor compreensio sobre os componentes patogénicos dos
. . (2)
microorganismos'”.

A descoberta dos antibioticos, que revolucionou a histéria universal da medicina

moderna, permitiu baixar significativamente a taxa de mortalidade associada a infegoes

bacterianas, que até entao nao tinham cura®. De facto, durante o séc. XIX e até meados do

séc. XX as doencas infetocontagiosas apresentavam-se como uma das maiores causas de
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morte. Ja na segunda metade do sec. XX até a atualidade, observou-se que a taxa de
mortalidade por infe¢coes bacterianas sofreu uma redugao significativa para valores residuais,
no entanto o mesmo nao ocorreu em algumas regioes geograficas, como as dos paises em
desenvolvimento, onde ainda é possivel depararmo-nos com situagoes preocupantes. Porém,
nas Ultimas décadas os paises desenvolvidos tém-se debatido com o surgimento de infe¢oes
causadas por estirpes bacterianas MDR ou até mesmo PDR, que afetam, sobretudo, individuos
imunodeprimidos'".

Um cenario pré-antibioterapia, historicamente emblematico, foi o da Peste Negra,
causado pelo agente etioldgico Yersinia pestis, que foi o responsavel por trés pandemias: a
Praga de Justiniano (séc. VI A.C.), que se disseminou do Egipto para os Paises do Mediterraneo;
a Peste Negra (séc. XIV), que se propagou do Mar Caspio para a Europa, perdurando até ao
ano de 1750 e resultando na morte de cerca de um tergo da populagao europeia; por fim a
Terceira pandemia (séc. XIX), que teve inicio na China na regiao de Yunnan, atingiu o Japao e
partir de Hong Kong propagou-se a nivel mundial®'?.

No entanto, é também a partir do séc. XIX, que sao realizadas novas descobertas no
que diz respeito ao mundo microbiano, provenientes da busca de resposta a questoes como
“Sera a geragao espontanea possivel?” e “Qual é a natureza das doencas infeciosas?” —
respostas obtidas por Robert Koch, que permitiram o desenvolvimento dos postulados da
microbiologia - Postulados de Koch. E, ainda, com Robert Koch que surge a possibilidade de
realizar culturas bacterianas in vitro, abrindo, assim, a possibilidade a um melhor e maior
conhecimento sobre a célula bacteriana e de outros microrganismos, o que permitiu,

posteriormente, a descoberta da penicilina por Sir Alexander Fleming!".

1.2. A descoberta da penicilina e o seu impacto na saide mundial

A descoberta e utilizagao terapéutica da penicilina veio revolucionar o conceito, que a
época existia sobre a antibioterapia. Em 1929, Sir Alexander Fleming faz uma descoberta, que
viria a revolucionar a Histéria Universal da medicina Moderna — a penicilina e o seu potencial
enquanto agente inibitério do crescimento bacteriano'".

A descoberta deste composto associada aos resultados clinicos irrefutaveis na

terapéutica de infegcoes bacterianas, sem esquecer a auséncia de toxicidade demonstrada,

permitiu dar inicio a uma nova era na pesquisa e descoberta de novos antibioticos'?.

1.3. A época de ouro da antibioterapia

A descoberta da atividade antimicrobiana da penicilina em 1928!'" foi seguida de uma

iniciativa tomada por Selman Waksman em meados de 1940('?, tendo sido este o primeiro a
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efetuar uma pesquisa aprofundada, relativamente a atividade antimicrobiana de bactérias do
solo, particularmente com os géneros Streptomyces e Streptomycetes, assim como a detecao da

sua capacidade inata para a produgio de compostos antimicrobianos!'¥

. Esta iniciativa permitiu
a descoberta de compostos como a actinomicina, neomicina, estreptomicina e muitos
outros'"®, assim como o desenvolvimento de diversas técnicas inovadoras para a cultura de
bactérias"'?, que abriram as portas ao inicio da denominada Epoca de Ouro da Antibioterapia,
demarcada pela descoberta de varios antibioticos, que viriam aumentar de uma forma
significativa a esperanca média de vida da populagio mundia‘'®.

Entre 1940 e 1970 foram descobertas vinte e trés classes de antibiéticos, provenientes
de dezanove espécies bacterianas e sete fungos'"®. Contudo, nos ultimos 50 anos, apenas foi
descoberto mais um composto para utilizagao clinica - a daptomicina‘'?.

No entanto, com a utilizagio massiva da antibioterapia, a comunidade cientifica
internacional foi confrontada com uma evolugao bacteriana constante, que tem permitido a
sua adaptacgao e sobrevivéncia quando expostas a estes compostos. Atualmente, encontra-se
descrito um variado numero de genes codificadores de resisténcia bacteriana a varios
antibiéticos de diferentes classes ou familias®, o que indica a necessidade de pesquisa e
desenvolvimento de novos antibacterianos eficazes para combater infegoes por estirpes

bacterianas portadoras desses genes de resisténcia e que nao apresentam suscetibilidade as

alternativas, atualmente disponiveis.

|.4. Resposta bacteriana aos antimicrobianos: tolerancia versus resisténcia

Em 1944 foi reconhecido que algumas estirpes bacterianas sobreviviam durante a
terapéutica bacteriana sem, contudo, sofrerem mutagoes, que se traduzissem em resisténcia
aos compostos antibacterianos, apesar de estas estrarem associadas a auséncia de eficacia da
antibioterapia. Assim foram definidos os termos “tolerancia” e “persisténcia” para classificar
o comportamento bacteriano aquando da sua exposigao a concentragoes de compostos com
actividade inibitéria‘'”.

Tolerancia.

Define-se como a capacidade bacteriana para sobreviver a elevadas concentragoes de
antibidticos sem que ocorra alteragio do valor de Concentragio Minima Inibitéria (MIC)('7.
A tolerancia pode traduzir-se num crescimento lento ou em periodos longos de nao
crescimento resultando na sobrevivéncia da bactéria'®.

Resisténcia.

Define-se como a capacidade de sobrevivéncia das bactérias a elevadas concentragoes

de antibioticos, independentemente da duragao da terapéutica e é quantificada através da
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determinagio do MIC ao composto antibacteriano''?. A capacidade de algumas bactérias em
resistirem ao efeito toxico dos antibacterianos, permite-lhes uma vantagem evolutiva

seletiva''®.

1.5. Desenvolvimento de novas moléculas e alternativas aos antibacterianos

classicos

O aumento do numero de estirpes bacterianas MDR e todas as consequéncias
provenientes das mesmas, que advém para a saude publica mundial, associada a pouca ou
inexistente eficacia dos compostos atualmente disponiveis, torna imperativa a necessidade de
desenvolvimento de novos antibacterianos, ou novas alternativas terapéuticas'”.

Em 2018 a OMS reportou que em 22 paises, foram diagnosticadas, em cerca de 500.000
individuos, infecoes causadas por estirpes bacterianas portadoras de AMR. As estirpes
bacterianas consideradas como mais prevalentes foram Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Salmonella spp. A OMS reporta
ainda que em situagoes de bacteriémia a taxa de resisténcia a pelo menos um antibiotico, dos
mais comummente utilizados, variou entre 0 e 82%. Alerta ainda para a situagao de extrema
gravidade a nivel internacional e para a importancia dos diferentes paises anuirem a
implementacao de sistemas de monitorizagao, que permitam identificar e quantificar estirpes
bacterianas MDR®.

Foi neste contexto que em 2017 a OMS publicou uma lista de microrganismos
patogénicos prioritarios para o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos®". E
ainda de destacar que se nao forem tomadas quaisquer medidas, quer na descoberta de novas
antibioterapias, quer na prevencao, em 2050 poderao ocorrer cerca de 10 milhoes de mortes
devido a infegoes por bactérias MDR, ultrapassando em muito o nimero de mortes por outras
patologias, que a data sio as que apresentam maiores taxas de mortalidade a nivel mundial®.

Nas ultimas décadas tem-se observado uma abstencao por parte da industria
farmacéutica no desenvolvimento de compostos com atividade antibacteriana. Essa falta de
investimento prende-se com trés fatores: o econémico, sendo que é uma area que envolve
um elevado custo e baixo lucro; o surgimento de estirpes resistentes aos hovos compostos
num curto periodo de tempo apos a sua aprovagao de Autorizacao de Introdugao no Mercado
(AIM); tempo de aprovacao por parte das Entidades Reguladoras Europeia e Americana (EMA:
European Medicines Agency; FDA: Food and Drug Administration)®).

Contudo tém surgido novas alternativas terapéuticas aos antibacterianos classicos,
como anticorpos monoclonais, bacteriofagos, células mesenquimais, lipossomas e, no que

respeita a preven¢ao o desenvolvimento de vacinas (tabela [)"*?.
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Tabela |- Exemplos de novas alternativas terapéuticas aos antibacterianos classicos

(Adaptada de (19.)

Novas

terapéuticas/Prevencio

Identificacdo

Atividade

Local/Alvo de ligacdo

Estado

MED14893

(Imunoglobulina G1)

o-toxina

Ensaios Clinicos de Fase Il

Ensaios Clinicos de Fase

. AR-301
g /lla
% ASN100 (Combinagdo de|  Staphylococcus aureus ASNI: a-toxin e 5
<]
s dois anticorpos a)(MSSA e MRSA) leucocidinas (HIgAB, Ensaio Clinico de Fase Il
E monoclonais, ASN| e HIgCB, LukED, LukSFPV); Cancelado
g. ASN2) ASN2: LukGH
) : P
9O , Ensaio Clinico “cego”
e 514G3 Proteina A (SpA)
< Controlado
MED13902 Pseudomonas aeruginosa PcrV; Psl Ensaio Clinico de Fase Il
Bezlotoxumab Clostridium difficile Toxina B Ensaios Clinicos de Fase llI
Ensaios Clinicos de Fase
SA4Ag CIfA/MntC/CP5/CP8
llb a decorrer
Ensaios Clinicos de Fase |
STEBVax Enterotoxina B(SEB) i
concluidos
NVD-3A AlsIpN Ensaios Clinicos de Fase Il
9 ) Staphylococcus aureus rASSp- 2 s
c
‘0
‘>‘ a-toxina Ensaios Clinicos de Fase |
rAT e rLukS-PV
PVL concluidos
Enterotoxina A e Cl, | Ensaio Clinico de Fase Il a
r-TSST-Iv
TSST-1 decorrer
Proteinas membranares | Ensaios Clinicos de Fase
VLA43 Pseudomonas aeruginosa
externas II/ll concluidos
SAL200 Concluidos
Staphylococcus aureus Ensaio Clinico de Fase Il a
CF-301
decorrer
o OMKOI
o Pseudomonas aeruginosa
2 BFCI
©
a2 Escherichia coli Lise da parede celular
]
g Proteus mirabilis
= p Pseudomonas aeruginosa
o
Y Staphylococcus aureus
Enterococcus spp.
Streptococcus spp.
i Bactérias de Gram-
g positivo e negativo Interacdo com diversas L.
@ CALO02 L Fase clinica
8 incluindo o grupo toxinas bacterianas
o
3 ®)ESKAPE

Além das novas alternativas, anteriormente descritas e exemplificadas na tabela |, a
comunidade cientifica internacional tem dirigido o seu interesse para a descoberta de
biocompostos com atividade antibacteriana. Neste contexto, inclui-se a pesquisa de
microrganismos de solos produtores de metabolitos antimicrobianos, utilizando tecnologias
que possibilitem o seu crescimento, como seja a tecnologia iCHIP (Isolation Chip), que permitiu

a descoberta da teixobactina®.
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2. TEIXOBACTINA E SEUS ANALOGOS

2.1. Tecnologia ichip e o seu papel na descoberta da teixobactina

A prevaléncia de microrganismos bacterianos no meio ambiente encontra-se estimada
entre as ordens de 10° e 10°. No entanto, o nimero de microrganismos cultivaveis in vitro,
comparativamente a esta prevaléncia, € muito reduzido, o que limita o conhecimento e acesso
a descoberta de novos géneros, espécies e/ou estirpes capazes de exibirem potencial
antibacteriano®®.

Em 2002 foi desenvolvida a tecnologia iCHIP que passou a permitir transferir, de uma
forma parcial, o processo de cultura in vitro convencional, para um processo in situ, que mantém
o habitat natural das comunidades microbianas. Desta forma passou a ser possivel
disponibilizar e manter fatores de crescimento naturais indispensaveis a cultura e,
consequente crescimento destes microrganismos™®.

A tecnologia iCHIP permite o aumento da capacidade de isolamento de
microrganismos fastidiosos dos solos na ordem dos 50%, quando comparada com as técnicas
laboratoriais convencionais®. Esta técnica permite nio sé a utilizagio da capacidade inata das
espécies bacterianas para se desenvolverem de forma potenciada nos seus habitats naturais®”,
como também a produgio de biocompostos com atividade antimicrobiana®. Possui ainda a
versatilidade de permitir a transferéncia de culturas, ou seja: apds o desenvolvimento das
coldnias in situ, é possivel assegurar o seu crescimento continuo ex situ (condigoes

laboratoriais)**.

2.1.1. Material e procedimento

A tecnologia iCHIP permite o isolamento e crescimento de bactérias promovendo o

crescimento no seu meio natural!?®

. Esta tecnologia utiliza um sistema com centenas de
camaras de difusao, permitindo a cada uma destas camaras albergar colonias individuais. Este
sistema de difusao foi, portanto, idealizado para permitir que as células aprisionadas nas
camaras de difusao consigam captar diretamente os nutrientes disponiveis no seu respetivo
meio ambiente. Seguidamente, proceder-se-a discricao do sistema iCHIP (figura I):

% Uma placa central de Polioxido de Metileno (POM) com uma rede de poros,
que atravessam a mesma com aproximadamente Imm de didmetro®), sendo
que estes permitem o desenvolvimento das colénias bacterianas®;

.

¢ Duas membranas que apresentem algum grau de permeabilidade, aplicadas em

cada face da placa central, com o intuito de impedir a migragao das bactérias,

46



que se encontram isoladas nos poros, mas que ainda assim permitem a troca
de nutrientes e fatores de crescimento através da mesma''?;

« Dois painéis que exercem uma fun¢ao estrutural, apresentando poros
correspondentes aos da placa central, aplicados em cada face da placa central
com as membranas previamente aplicadas, com o intuito de, simultaneamente,
promover a fixagdo do sistema, assim como a difusao dos fatores de

crescimento presentes no meio ambiente®?”,

—

==
iy,
“wgh.

Figura |. Representagao esquematica do sistema iCHIP (Adaptado de 27).)
Legenda: a) — Placa central do sistema iCHIP submersa numa suspensao de células e representagao de
células isoladas por poro aquando da solidificacio do meio de cultura com agar. b) - Representacio
esquematica da montagem do sistema: placa central situada entre as membranas, fixada posteriormente

pelos painéis estruturais.

Para proceder a obtengao de uma colonia por poro € necessario recolher uma amostra
do ambiente de interesse e suspender a mesma num meio de cultura com agar fundido, seguida
da sua diluicao®. Apos a introducio da placa central no meio cultura com agar na respetiva
diluicao e posterior solidificagio do meio de cultura com agar, sao aplicadas as membranas
semipermeaveis, finalizando-se o procedimento com a aplicagao dos painéis de fixagao. Apos
a montagem do sistema este é inoculado novamente no ecossistema onde, previamente, foi
recolhida a amostra inicial (figura )*?*”,

No entanto, esta € uma técnica que apresenta algumas limitagdes na sua utilizagao:
dificuldade no cultivo de microrganismos que dependam de fatores ou biocompostos
produzidos por outros microganismos presentes no ecossistema; manutengao do grau 6timo

de humidade para impedir que ocorra uma desidratagao excessiva do agar onde se encontram

as coldnias isoladas; posicionamento do sistema a superficie de um ecossistema aquatico,
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sendo que este podera gerar condigoes anaerobias na parte inferior da placa, o que podera
comprometer o crescimento microbiano®.

Apesar das limitagoes anteriormente referidas, esta técnica inovadora permitiu a
descoberta de uma nova espécie de P-proteobactérias, relacionadas com o género
Aquabacteria, designadas provisoriamente por Eleftheria terrae, espécie esta, que rapidamente
captou interesse da comunidade cientifica devido a produgio de um biocomposto com

atividade antibacteriana® — a Teixobactina, que revelou ter uma forte eficicia em estirpes

MDR de MRSA e VRE®*),

2.2. Caracterizacao e origem da teixobactina

A teixobactina apresenta-se como um composto natural, detentor de uma potente
atividade antibacteriana em uma grande variedade de bactérias de Gram-positivo,
inclusivamente  em  estirpes MDR®”  como  MRSA, VRE,  Streptococcus
pneumoniae resistentes a penicilina (PRSP), Mycobacterium tuberculosis, Clostridium difficile e
Bacillus anthracis®". A teixobactina é um dos primeiros antibiéticos a serem desenvolvidos na
tltima década. Sendo ainda de referir que além da sua atividade antibacteriana eficaz, foi
demonstrada também in vitro a impossibilidade bacteriana em adquirir/desenvolver resisténcia
a este biocomposto.

(32)

A teixobactina caracteriza-se como um undecapeptideo””, que apresenta uma

macrolactona tetrapeptidica como nucleo®.

Na sua conformagao apresenta quatro
aminoacidos com uma apresentagao estereoquimica de conformagao D, nomeadamente D-
Fenil Alanina (N-Me-D-Phe), D-Glutamina (D-GlIn), D-allo-Isoleucina (D-allo-lle) e D-Treonina
(D-Thr), assim como um aminoacido de estereoquimica L de natureza invulgar, denominado
L-allo-enduracididina (L-allo-End)®”. As enduracididinas sdo uma classe rara de aminoécidos,
que apresentam uma por¢ao ciclica invulgar de guanidina e que exercem uma forte agao
antibacteriana®".

A teixobactina ¢ sintetizada de forma gradual®® a partir de dois genes, txo! e tx02, que
codificam duas enzimas Peptideo Sintetases Nao-Ribossomais de grandes dimensoes (NRPS):
a Txol, na qual se inicia a sintese de teixobactina e que apresenta seis modulos constituintes

3. Estes moddulos, de forma

e a Tx02®), que é apenas constituida por cinco médulos'
semelhante a outras estruturas NRPS, apresentam um dominio C, responsavel pela
condensagao; um dominio A, responsavel pela adenilagao do substrato e um dominio da
proteina transportadora do peptidil (PCP), responsavel pelo transporte deste. Cada um dos

modulos é responsavel pela catélise das diferentes etapas da sintese da teixobactina®®.

48



Para além dos dominios comuns, a Txol apresenta um dominio relativo a metilagao
(MT) assim como um Donor communication-mediating domain (COMP) localizado no carbono
terminal e a Txo2 apresenta dois dominios tioesterase e um Acceptor communication-mediating
domain (COM*) localizado no azoto terminal. Os dominios COMP e COM" (C-terminal da
Txol e N-terminal da Txo2, respetivamente) sao essenciais para que as enzimas Txole Txo2
se reconhecam e se liguem uma a outra, a fim de garantir a produgao do composto, contudo
€ necessaria uma investigagao mais aprofundada de forma a concluir sobre a sua fungao na

sintese da teixobactina®?.

2.3.Relagao estrutura-atividade da teixobactina

Para que seja possivel o desenvolvimento de terapias que assentem na teixobactina e
no seu potencial antibacteriano torna-se imperativo o entendimento da Relagao Estrutura-
Atividade (REA) deste composto, identificar quais os aminoacidos essenciais para a sua agao,
determinar quais as porgoes responsaveis pelas ligagoes ao Lipido Il (LIlI) e Lipido Il (LIll) e
que serao responsaveis pela sua atividade antibacteriana. A resposta a estas questoes tém por
objetivo facilitar o processo de screening de novos analogos da teixobactina com potencial para
administracio clinica®”. Com o estabelecimento da REA, torna-se também possivel a sintese
do composto original da teixobactina, recorrendo a uma sintese peptidica sequencial ou por
construgao convergente(38). No capitulo que se segue foi realizada uma breve analise da REA,
assim como um esquema da estrutura original da teixobactina (figura 2) e outro que evidencia
o grau de compatibilidade para a realizagao de substituicoes e alteragdes conformacionais

nesta mesma estrutura (figura 3).

L-lle, D- Gln4 NH, L-lleg
L- Ser7
Wg\* r
N-Me-D-Phe, S D dloley «D-Thrg
. O
L-Alag L I
07 NH HNY NN
\‘\‘ to
HN _NH
Y Leallo-End,
NH

Figura 2 — Estrutura do composto original da teixobactina (Adaptado de (39))
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Terminal N.

A existéncia deste terminal catiénico (terminal N) apresenta-se como essencial para a
atividade antibacteriana da teixobactina(39), sendo sugerido que podera ser a porgao
responsavel por efetuar ligagoes de hidrogénio entre a teixobactina e o grupo pirofosfato
membranar presente no LII(37,40), sendo que remogao do terminal N da estrutura da
teixobactina resulta numa redugao da atividade antibacteriana, sem conduzir a perda total da
mesma(41).

N-Me-D-Phe,.

A remocao desta por¢ao do composto resulta na perda acentuada de potencial
antibacteriano por parte da teixobactina, sendo o anel aromatico responsavel por interagoes
com a superficie da membrana celular(39), promovendo a formagao de ligagoes hidrofobicas

37)

a cadeia lipidica do LIl e LIII®”. A substituicio deste anel fenil com um azoto terminal por um
anel bifenil com um azoto terminal resultou numa MIC oito vezes mais reduzida que a da
teixobactina natural(42), o que comprova o importante papel de um anel fendlico nesta
posigao para que o composto exerga atividade antibacteriana.

Nesta por¢ao se ocorrer uma altera¢ao da estereoquimica do carbono alfa deparamo-
nos com uma perda da atividade, o que indica que esta alteragio podera interferir com a
ligacao do terminal N ao LII(39).

Esta por¢ao também se apresenta como um dos dois residuos da molécula original,
que possui uma carga positiva(38).

D-Gin,.

Porgcao que pode facilmente ser substituida por outros aminoacidos, como D-alanina
ou arginina, mantendo sempre uma atividade antimicrobiana boa a moderada. No entanto, a
inversao estereoquimica desta substituicio resulta numa perda completa da atividade
antimicrobiana visto que uma conformagao L interfere com a formagao do oligomero(39),
tornando-se critica para a estabilidade estrutural do composto™.

D-allo-lle;.

Porgao que nao tolera alteragoes ou modificagées. Aquando da substituicao por D-
Lisina verificou-se perda total da atividade da teixobactina®. Ao ser substituida por D-Valina

verificou-se uma redugao desta mesma atividade, ja com a substituicao da D-Lisina por D-
Alanina observou-se a perda total de atividade antibacteriana do biocomposto(39).

A porgio D-allo-lles exerce uma fungio de ancora na membrana da célula® e tem um
papel essencial para a promogao de uma desorganizagao estrutural por parte da teixobactina,
que se apresenta como uma das caracteristica importantes para a boa manutengao de atividade

da mesma®?.
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D-Thr,

Porgao que representa um papel fulcral na estrutura da teixobactina. Localizagao para
uma acilagao do carbono terminal, que tem como objetivo a formagao da porgao macrociclica
da teixobactina, que por sua vez ira promover a ligacao ao pirofosfato do LIl. Ao utilizarem-
se analogos lineares ou realizando a inversao da estereoquimica, observa-se a perda de
atividade antibacteriana.

A presenca do grupo B-Metil é também essencial para a qualidade da atividade
antimicrobiana, sendo que a substituicao do oxigénio B por nitrogénio potencia essa mesma
atividade(39).

L-lle,.

Residuo extremamente sensivel a modificagoes e substituigoes. Substituicoes efetuadas
recorrendo a aminoacidos de estrutura semelhante a L-lle, como a L-Leucina e L-Valina,
resultam numa redugio da atividade antibacteriana do composto, e a substitui¢io por Lisina®”
ou L-Alanina elimina esta atividade(37,39). A realizagao de uma N-metilagao anula esta mesma
atividade devido a interferéncia na ligagao do terminal N ao grupo pirofosfato do LII(39).

L-Ser;.

De forma geral é possivel realizar alteragoes na posigao deste residuo, sem causar um
comprometimento da atividade antibacteriana, em virtude do grupo B-hidroxilo presente nao
comprometer a atividade do composto(39). Esta posicao é responsavel por promover a
formacao de ligagoes de hidrogénio entre monomeros, ligando-se a porgao Ser;(40).

L-lle,.

Apresenta-se como critica para a obtencao de um efeito antibacteriano por parte do

44)

composto, exercendo uma agao ancora na membrana celular™, sendo que a sua substituigio

7 alanina, leucina, fenilalanina e valina conduzem a perda de atividade™®. A metilagao

por lisina
do azoto nao inibe por completo a atividade antibacteriana da teixobactina, o que indica que
o protio presente na ligagdo N-H poderd nao intervir nas ligagoes de hidrogénio
intermoleculares(39).

L-Ser;.

Regiao sensivelmente mais suscetivel a substituicoes, sendo observado um aumento da
MIC aquando de substituicio a este nivel, sem perda de atividade®”. Uma metilagio a nivel do
azoto anula a atividade do composto devido a interferéncia, que esta metilagao gera para o
surgimento de ligacoes de hidrogénio intermoleculares entre a L-Ser; e L-Ser;(39,40). A

eliminagao do grupo B-hidroxilo também conduz a um impacto negativo a nivel da atividade

da teixobactina(39).
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L-Ala,.

Possibilidade de gerar variagoes a nivel desta posicao, aceitando substituicoes por Lisina
e Ornitina(39), sendo tolerante a substituigdes catiénicas ou hidrofébicas®”. No entanto, ao
realizar uma inversao estereoquimica ou substituigao por fenilalanina(39), ou glicina conduz a
perda da atividade antibacteriana devido a alteragoes conformacionais no macrociclo(39).

L-lle,,.

Substituigoes nesta regido sao possiveis de realizar, obtendo um potencial
antibacteriano, que varia entre moderado a excelente. No entanto recorrer a uma substituicao
por lisina, ou outros residuos hidrofobicos resulta num decréscimo elevado na atividade
antibacteriana da teixobactina ou dos analogos obtidos(39).

L-allo-End,,.

Aminoacido que se apresenta como chave para a observagao de uma potente atividade
antibacteriana da teixobactina®"”, mas que nio é crucial para a obtencio da mesma.
Substituicoes com base em aminoacidos cationicos ou hidrofobicos sao bem aceites resultando
numa perda reduzida ou nula de atividade antibacteriana, quando comparados a teixobactina
original®”.

E no entanto um dos pontos de interesse para substituicio, tendo em conta que esta
posicao apresenta uma elevada tolerancia a substituigoes permitindo a pesquisa de analogos
deste biocomposto mais eficazes e menos dispendiosos®”.

Para efeitos de substituicido tolera compostos carregados positivamente como a
arginina e lisina” - No entanto, também permite a substituicio recorrendo a alanina sem que

ocorra uma perda significativa de atividade®®.
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Figura 3 — Nivel de tolerancia para substitui¢do dos aminoacidos na molécula de
teixobactina - Adaptado de (37)
Legenda: Vermelho — Tolerancia muito reduzida a substituicio; Azul — Tolerancia mediana a

substituicao; Verde — Boa tolerancia a substituicdo; Preto — Treonina

Estereoquimica.

A existéncia de quatro aminoacidos com uma natureza estereoquimica D na estrutura
da teixobactina, apos substituicao pelos seus L-andlogos, foi comprovada como fulcral para a
natureza antibacteriana da teixobactina, sendo que esta substituigao conduziu a uma perda de
cerca de 64 vezes da atividade antibacteriana do biocomposto, quando testado em uma estirpe

(29,43)

de S. aureus™™. Isto podera advir do facto de os peptideos com um nivel elevado de D-

aminoécidos serem, por norma, menos suscetiveis a degradagdes enzimaticas®’*),

Analises de Ressonancia Magnética Nuclear efetuadas em analogos da teixobactina, que
possuiam analogos de conformagao L dos D-aminoacidos, demonstraram que estes D-
aminoacidos desempenham um papel essencial para a obtencao e manutengao de uma
estrutura quimica amorfa por parte da teixobactina, sendo que é este estado amorfo, que
confere capacidade a teixobactina para interagir com as suas moléculas alvo: LIl e LIII®7,

E ainda de referir que a literatura cientifica disponivel defende que a estereoquimica

relativa do peptideo, nao se limitando apenas a estereoquimica dos aminoacidos individuais, é

um dos motivos para a obtencio do seu excelente potencial antibacteriano®”.
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Estrutura quimica.

A teixobactina é constituida por duas porgoes: um anel macrolactona constituido por
4 aminoacidos e uma “cauda” N-terminal constituida por 7 aminoacidos. Para a avaliagao da
importancia de cada uma destas por¢oes foi sintetizado um analogo denominado seco-Argo-
teixobactina, que nao apresenta uma ligacao ester entre a porgao lle;; e a D-Thrg e que por
esse motivo nao apresenta uma ciclizagdo do anel. O resultado da avaliagio do potencial
antibacteriano deste andlogo foi nulo, o que demonstrou que a macrolactona é essencial para
a obtencgao de atividade antibacteriana, sendo proposto que é a responsavel por promover a
ligacdo da teixobactina ao LIl através de pontes de hidrogénio entre o LIl e a macrolactona®.

Para a analise da “cauda” N-terminal foi obtido um andlogo no qual se procedeu a
remoc¢ao dos aminodacidos da posicao | até 5, reduzindo consideravelmente a cadeia
constituinte desta “cauda”, e outro andlogo semelhante no qual se realizou exatamente a
mesma remog¢ao de aminoacidos, mas no qual se adicionou n-dodecanoil posteriormente,
sendo este analogo denominado como Lipobactinal. Quanto ao primeiro analogo referido,
este nao apresentou qualquer atividade antibacteriana, no entanto o analogo no qual se
procedeu a adicao de n-dodecanoil demonstrou atividade antibacteriana. Esta diferenca
demonstra entao que a existéncia de uma “cauda” também é essencial para a atividade
antibacteriana da teixobactina, sendo que a hidrofobicidade conferida pela “cauda” permite a

entrada da teixobactina no plasma celular permitindo atrair os lipidos hidrofébicos®*.

2.4.Seguranca e eficacia da teixobactina

Com o intuito de averiguar o grau de eficacia da teixobactina foram conduzidos
diversos estudos de experimentagao animal, nomeadamente utilizando murganhos como
modelo, nos quais se procedeu a infegao intra-peritoneal com estirpes MRSA numa dose de
letalidade de cerca de 90% da populacio em estudo®. Uma hora apés o inicio da infecio,
procedeu-se a administragao intravenosa de doses Unicas de teixobactina, que variaram entre
[-20mg/kg, resultando na sobrevivéncia de todos os animais nos quais o composto tinha sido
administrado®.

Outro exemplo de ensaio em animais, mas desta vez recorrendo a anilogos da
teixobactina, onde foi utilizado o anidlogo D-para-Ph-Phe,-Lis -TXB, que apresentou um nivel
de atividade equiparavel ao da teixobactina original. Murganhos fémea foram injetados com
0.2mL da estirpe de Streptococcus pneumoniae D39, sendo esta dose o suficiente para causar
uma mortalidade de 90% da populagao em estudo em apenas 48h. Uma hora apos o inicio da

infecao foi administrado a um grupo de murganhos infetados este analogo, enquanto nos

murganhos do grupo de controlo apenas foi administrado o veiculo utilizado para o
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biocomposto. Apds 48h, os resultados demonstraram eficacia e seguranga pois observou-se
uma sobrevivéncia de 100% do grupo a que foi administrado o anilogo da teixobactina®”.

Resultante destes modelos de septicémia, foi determinado para a teixobactina uma
Dose Protetora de 50% dos individuos expostos (PDsy) de 0.2 mg/kg, valor este que supera
consideravelmente a vancomicina, que apresenta um PDs, de 2.75 mg/kg®.

Apesar da apresentagao de um mecanismo de agao nao-especifico, a teixobactina
demonstrou uma auséncia de indugao hemolitica aquando de testagem em culturas frescas de
glébulos vermelhos humanos, assim como a auséncia de ligagdo a por¢des de DNA®®),

Apds realizagio de estudos in vitro para avaliar a toxicidade do composto®”, foram
utilizadas células NIH/3T3 (linha celular de fibroblastos embrionarios imortalizada de
murganhos)®® e HepG2 (hepatoma humano), as quais caraterizam-se pelo seu perfil nio

(49)

tumorogénico e altamente proliferativas"””’, tendo-se concluido que a teixobactina nao

apresentou qualquer potencial toxico quando testada numa concentragao maxima de 100

(28)

pg/ml

2.5. Principais analogos da teixobactina e as suas caracteristicas

A pesquisa de analogos da teixobactina assenta no facto de que, para além dos
peptideos antimicrobianos se apresentarem como uma classe de antibioticos relativamente
nova(38), a teixobactina apresenta uma estrutura consideravelmente mais simples, o que a
torna um alvo de interesse para estudos quimicos relativos a sua conformagio®”.

O maior desafio para esta obtengao do composto original é a sintese do L-allo-End

visto que o mesmo nio se encontra disponivel comercialmente®’

, sendo que alguns dos
maiores desafios no que toca a sintese sintética deste building block, passam nao sé pela
dificuldade em formar um anel de guanidina com cinco porgoes, mas também pela necessidade
de obter o estereoisdbmero correto, visto que as enduracididinas existem naturalmente sob a
forma de quatro estereoisomeros(38). Seguidamente, abordam-se alguns dos analogos de
maior interesse que se focam, precisamente, na substituicao desta porgao-chave que é o L-
allo-End.

O primeiro aminodcido a ser considerado para a substituigao do L-allo-End foi a Arg®?,

2 sendo

devido a existéncia de um grupo look-alike ao anel de guanidina presente no L-allo-End
que no caso da Arg esta porc¢ao de guanidina apresenta uma conformagao linear. Assim, foi
obtido o analogo Arg,-TXB.

(50)

Este exerce uma atividade antibacteriana semelhante a molécula original®”, no entanto

devido ao facto de a L-Arg apresentar uma conformagao linear, contrariamente ao L-allo-End,
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que se apresenta como um anel, este andlogo apresentou uma atividade antibacteriana mais
reduzida em estirpes S. aureus e B. subtilis(39).

Diversas substituicoes foram efetuadas com o intuito de obter analogos préximos
recorrendo a aminoacidos naturalmente disponiveis, como seja a utilizagao da ornitina para
obter o andlogo L-Orn|,-TXB, que apresentou uma potente atividade em MRSA sendo
equiparavel ao analogo L-Arg ,-TXB(41).

A substituicao por Lisina resultou no andlogo Lis;-TXB, que apresentou valores de
MIC mais reduzidos que Arg,,-TXB, sendo que apesar de se terem obtido valores de MIC
mais elevados do que os da teixobactina original, apresentaram-se como equiparaveis aos da
vancomicina(41,47). E ainda de referir que este analogo apresenta uma ligacio ao LIl tio forte
quanto a da teixobactina original®". Na tabela 2 verificamos os valores de MIC quando estes

analogos sao aplicados em coldnias de S. aureus e MRSA.

Tabela 2 — MIC da teixobactina e anédlogos, com substituicio ao nivel do L-allo-End, em estirpes

de S. aureus e MRSA (Adaptada de 33)

MIC (pg/mL)
Estirpes
bacterianas
TXB Arg Orn Lis
S. aureus 0.25 2 - I
MRSA 0.25 - 2 |

3. EFICACIA DA TEIXOBACTINA EM ESTIRPES BACTERIANAS MDR:
MRSA e VRE

3.1. Sintese do peptidoglicano e seus precursores

De forma a descrever a importancia do peptidoglicano assim como do seu precursor,
LIl, far-se-a uma breve exposicao sobre o tema.

O peptidoglicano, ou mureina, apresenta-se sob a forma de um polimero constituido
por diversas ligagoes lineares e alternadas entre o dissacarideo N-Acetilglucosamina (GlcNAc)

e o 4cido N-Acetilmurdmico (MurNAc)®?

, sendo estes ligados covalentemente e de forma
cruzada por parte de um pentapeptideo localizado na por¢ao MurNAc(39), resultando numa
conformagao semelhante a uma malha que confere estrutura a bactéria e a torna capaz de

resistir a variagdes na pressio osmética®?,
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O processo de sintese do peptidoglicano caracteriza-se como altamente complexo e
com diversos intervenientes, no que respeita a substratos e a processos enzimaticos®?:

E ao nivel do citoplasma que nos deparamos com a fase inicial deste processo de
sintese, que como referido anteriormente, é onde se inicia a ligagao da Undecaprenil-
pirofosfato-Acido N-acetilmuramico-pentapeptideo (UDP-MurNAc-pentapeptideo), porgio

(54)

que advém do percursor UDP-GIcNAc*™?, a um pentapeptideo,(39) por agao enzimatica. Agao

esta proveniente das enzimas MurC, MurD, MurE e MurF®?, sendo que a constituicio deste
mesmo pentapeptideo varia de bactéria para bactéria®®.

A subunidade UDP-MurNAc-pentapeptideo, via MraY translocase, liga-se a uma por¢ao
de UDP, localizada ao nivel da membrana, sendo esta unidade intermediaria denominada de
lipido | (LI)**. Posteriormente, ¢ catalisada a ligagio de UDP-GIcNAc ao LI, por agio da enzima
MurG(55), originando desta forma o LII(39), sendo este o responsavel por transportar a
porcao GlcNAc-MurNAc-pentapeptideo para o espago periplasmico da membrana interna,
gracas as proteinas membranares FtsW ou Mur]®”. Nesta fase o LIl funcionara como substrato
para a sintese de peptidoglicano® por acio de rea¢des de transglicosilagao e transpeptidagio

(figura 3)¢%.
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Figura 3 — Percurso de formagao do lipido Il para posterior inser¢ao no

peptidoglicano (Adaptado de ©%)

Relativamente aos acidos teicoicos (AT) e ao LIll, estes abundam nas paredes celulares

das bactérias de gram-positivo. No entanto, a sua fungao continua a ser considerada
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desconhecida®. Contudo, constituem um alvo de agio interessante para a teixobactina, visto
que esta inibe o precursor dos AT - o undecaprenil-PP-GIcNAc (LI,

Os AT sao classificados como glicopolimeros anidnicos, encontrando-se,
covalentemente, ligados ao peptidoglicano através de ligagoes fosfodiéster®. Apesar da sua
funcao ser desconhecida, quando a sua sintese € iniciada, esta devera ser levada até ao final,
caso contrario culminara num aumento da concentragao de percursores e intermediarios
toxicos, como polimeros incompletos, que poderio induzir a morte celular®®.

Os AT também apresentam uma fun¢ao de ancoragem de autolisinas, o que previne a
hidrolise descontrolada do peptidoglicano. Desta forma, a inibicao do LIl contribui para o
potencial bactericida tio pronunciado da teixobactina®.

A inibicao da biossintese dos AT também pode resultar no embargo de componentes
fulcrais para a sintese de outros building blocks essenciais a célula, como seja o impedimento

de reutilizagio da UDP, sendo que esta fulcral para a conclusdo da sintese do peptidoglicano®®.

3.2. Estirpes MRSA e VRE
3.2.1. Estirpes MRSA

O género Staphylococcus inclui varias espécies, mas é Staphylococcus aureus que

> sendo amplamente conhecida e considerada um dos

apresenta maior relevancia clinica'
maiores agentes patogénicos do Homem e animais, quer devido aos fatores de viruléncia de
que é portador®, quer pelo aparecimento de novos clones com capacidade aumentada de
aquisicio e captacio de genes de resisténcia as mais diversas classes de antibioticos®”.

S. aureus classifica-se como uma bactéria de Gram-positivo, portadora da enzima
coagulase e pode ser simultaneamente comensal e ou patogénica. Como comensal encontra-
se presente em diversas regides do corpo, como na pele, glindulas®®, colonizando a mucosa

60)

nasal de 20-40% da populagdo geral®. O facto de ser portadora de vérios fatores de viruléncia,

como toxinas, cofatores e exoenzimas, que apresentam potencial para modular as respostas

imunitarias do individuo infetado®"

, justifica a patogenicidade de algumas estirpes, pois pode
resultar no aparecimento de casos de bacteriemia, endocardite infeciosa, assim como infegoes
’ . . . .. ;. (62) . ~ ’ .

a nivel osteoarticular, da pele e associadas a dispositivos médicos™”. Estas situagoes clinicas
encontram-se amplamente associada a infecgdes nosocomiais pela estirpe MRSA, que,
contudo, se tém disseminado para a comunidade (humanos saudaveis), animais e ambiente®®.

Apos o surgimento de MRSA em 1960©?, chegou-se a conclusio que, contrariamente

a resisténcia a penicilina, a resisténcia a meticilina nao era mediada por plasmideos como no

caso das B-lactamases mas sim, devido a mutagdes nas Proteinas de Ligacio A Penicilina (PBP),
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originando um novo PBP — o PBP2’ ou PBP2a®”. Este PBP é codificado pelo gene mecA, que
se encontra localizado num elemento genético mével (EGM) denominado de Staphylococcal
cassette chromosome mec (SCCmec), sendo que este € adquirido e inserido no cromossoma de

estirpes suscetiveis, comprometendo a eficicia da maioria dos antibiéticos p-lactimicos®®.

SCCmec

E classificado como um EGM transponivel entre espécies de Staphylococcus spp.*?.

SCCmec é portador dos genes mecA, mecC e mecD e outros genes reguladores®

, COMo o
mecR | e mecl®®.

SCCmec, para além da resisténcia aos antibacterianos f-lactamicos, pode ainda
transportar outros EGMs como transposoes ou plasmideos, que por sua vez siao portadores
de genes que conferem resisténcia a outros antibidticos (Tn554 e/ou pTI181; macrdlidos e
tetraciclinas, respetivamente)®®.

mecA

A tradugio deste gene conduz a obtencio da denominada de PBP2a®®, uma
transpeptidase que apresenta uma baixa afinidade para a grande maioria dos antibioticof-
lactamicos. Quando um antibiotico beta-lactamico inibe a fungao das quatro PBPs naturais da
bactéria, a PBP2a substitui as mesmas exercendo a sua fungao enquanto transpeptidase a nivel

)

da sintese do peptidoglicano®®”, resultando assim numa redugio da atividade dos B-lactimicos

83 Para além da sua presenca em S. aureus, este

ao nivel da biossintese do peptidoglicano
gene encontra-se expresso em espécies como S. pseudintermedius, S. intermedius, S. vitulinus, S.
epidermidis, S. haemolyticus e S. saprophyticus, espécies estas que comegam a ser motivo de
preocupagio clinica quer em humanos, quer em animais®®.

mecC

O gene mecC foi reportado pela primeira vez no ano de 2007 (Reino Unido) numa
estirpe MRSA proveniente de uma amostra de leite, no entanto nao foi possivel proceder a
detecdo do gene mecA nem da transpeptidase PBP2a®).

Posteriormente, e apds sequenciagio do genoma da estirpe anteriormente referida®®,
foi detetado um gene que apresentava uma homologia de 69% com o gene mecA, passando
entdo a ser designado de gene mecA cazs), que corresponde atualmente ao gene mecC®®,

As estirpes MRSA portadoras do gene mecC sao motivo de grande preocupagao, em
virtude de o gene nao ser detetado clinicamente pelos métodos convencionais, que apenas
permitem a identificacgio do gene mecA e/ou PBP2a (amplificagio por PCR)*. O mesmo
estudo descreve que estirpes de MRSA portadoras deste gene sao adquiridas na comunidade,

particularmente em zonas rurais e afetando sobretudo individuos idosos, indicando ainda que
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esta estirpe portadora do gene mecC pode ser transferida entre ruminantes e humanos, sendo
descrita a sua origem como zoonética®”.

Alguns clones de MRSA também tém sido classificados como superbactérias, o que é
motivo de grande preocupagao a nivel da comunidade cientifica internacional, pois a sua
capacidade de adaptagao permite-lhes adquirir, transportar e expressar genes de resisténcia a
varias, ou até mesmo a todas as classes de antibacterianos disponiveis. Neste contexto, MRSA
é classificada pelo CDC e OMS no grupo de agentes patogénicos prioritarios para o

desenvolvimento de novos antimicrobianos®®®.,

3.2.2. Estirpes VRE

Enterococcus spp. tém distribuicao ubiquitdria e sao bactérias comensais do homem e
animais e, simultaneamente oportunistas, afetando sobretudo imunocomprometidos®.

Em meio hospitalar as infe¢oes por este agente etioldgico, ocorrem por uma indugao
involuntaria aquando de um tratamento com antibioticos de largo espetro de agao, resultando
na eliminagao da flora normal bacteriana intestinal, eliminagao esta que € acompanhada de um
decréscimo da membrana mucosa protetora, o que favorece o crescimento exponencial de
bactérias resistentes aos antibacterianos. Apés a manutengao de Enterococcus spp. AMR, as
infecoes poderao surgir por uma transferéncia direta do intestino para a corrente sanguinea

69)

ou através da via fecal®, estando associado ao desenvolvimento de bacteriémia, endocardites,

infecGes do trato urinario ou de feridas cirtrgicas, entre outras. E também em contexto
hospitalar que é reportada com frequéncia a estirpe VRE. Sendo de frisar que os glicopétidos

sao uma das Ultimas alternativas terapéuticas utilizadas para infegoes severas por Enterococcus

spp, Staphylococcus aureus e Clostridium difficile”".

Atualmente, a estratégia terapéutica para infecoes por VRE passa pela utilizagao de

quinuspristina-dalfopristina, daptomicina, ou linezolide em sinergismo com outros

antibacterianos como seja a tigeciclina®.

Nas ultimas duas décadas Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, assumiram uma

(70

prevaléncia preocupante como agentes etioldgicos de infegdes nosocomiais”®. O que justificou

a sua classificagao no grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acetinobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp.) a par com

Staphylococcus  aureus"?.

Estas duas espécies de Enterococci apresentam uma elevada
plasticidade gendémica permitindo-lhes captar e manter diferentes EGMs, portadores de
diferentes genes de resisténcias aos antimicrobianos, para além das resisténcias intrinsecas de

que este género é portador®.
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Durante a década de 1980 foi reportada, pela primeira vez, a estirpe VRE em alguns
paises da Europa e em meados de 1990 E. faecium ja era prevalente em varios paises europeus.
Esta elevada prevaléncia de VRE em humanos saudaveis e no ambiente de produgao animal,
foi relacionada que a utilizagao abusiva da avoparcina (glicopéptido) como promotor de
crescimento animal. O facto de a avoparcina pertencer a mesma classe de antibacterianos e
partilhar o mesmo mecanismo de acgao dos outros gllicopéptidos teria contribuido para o
surgimento de resisténcia a vancomicina por Enterococcus spp, particularmente, E. faecium,
conduzindo a emergéncia da disseminagio desta estirpe”?.

Atualmente, encontram-se descritos seis tipos de resisténcia adquirida a vancomicina,
contudo apenas a VanA e VanB sao prevalentes. A resisténcia a vancomicina é mediada por
varios genes e é sugerido que o gene vanA teria sido transferido horizontalmente de VRE para
S. aureus, surgindo assim a estirpe de S. aureus resistente a vancomicina (VRSA)"?.

O mecanismo de resisténcia a vancomicina, assim como a outros glicopéptideos,
assenta na alteragao do processo de biossintese do peptidoglicano, alterando compostos
estruturais e funcionais fulcrais para a biossintese do peptidoglicano, mais especificamente
afetando um intermedirio essencial, a D-Alanina-D-Alanina’®. Devido aos diversos
mecanismos de resisténcia esta é substituida por D-Alanina-D-Lactato ou D-Alanina-D-Serina,
o que resulta numa redugao da afinidade dos glicopeptideos para a ligagao a esta porgao
quando comparado ao precursor da parede celular normal"®.

Devido a prevaléncia preocupante de VRE a nivel internacional a OMS incluiu esta
estirpe no grupo de agentes patogénicos prioritarios para o desenvolvimento de novos

antimicrobianos®*?.

3.3.Mecanismo de acdo da teixobactina em estirpes MRSA e VRE

O mecanismo de acao da teixobactina apresenta como alvo principal para exercer a
sua atividade antibacteriana o LIl, precursor da sintese do peptidoglicano, assemelhando-se ao
mecanismo de agao da vancomicina. Contudo a sua ligagao ocorre numa porgao diferente
daquela a que se liga a vancomicina (Fig. 3)®.

Em um estudo foram realizados varios ensaios com o objetivo de verificar se seria
possivel, in vitro, induzir resisténcias a teixobactina, assim estirpes de S. aureus e M. tuberculosis
forma expostas, durante 27 dias, a doses reduzidas deste composto, tendo sido utilizada uma
escala de concentragoes sub-inibitérias. Os autores observaram a inexisténcia de estirpes
mutantes resistentes a teixobactina®). Estes resultados sugeriram que o local de agio da

teixobactina nao sera uma proteina endogena, contrariamente a vancomicina, visto que

apresentou eficacia em estirpes resistentes a vancomicina, pois a ligagao da teixobactina ao LII,
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(28)

ocorre numa regiao distinta relativamente a regiao de ligacdo da vancomicina*””, nao se

observando resisténcias cruzadas com esta ultima’®.

A. Lipido I

Local de ligagao

da teixobactina

B. Lipido Il

Local de ligagcao
da teixobactina

~

NHAc

HO _
g ;07\0
HO

Figura 3 — Locais de ligacao da teixobactina e vancomicina ao Lipido Il e lll

(Adaptado de (32)

Outro estudo reportou que apos exposigao de S. aureus a teixobactina, foi possivel
observar a acumulagio de UDP-MurNAc-pentapeptideo no meio de cultura®. Em outro
estudo foi efetuada a adi¢ao de LIl purificado ao meio de cultura inoculado com S. aureus,
observando-se auséncia de capacidade da teixobactina em inibir o crescimento bacteriano,
tendo sido demonstrado, através de analise estequiométrica, que esta interage diretamente
no LII, ligando-se a0 mesmo numa proporgao 2:1%.

Diferentes estudos, concluem que o mecanismo de agao da teixobactina inibe a
biossintese de peptidoglicano, embora este mecanismo nao se encontre ainda descrito na sua
totalidade®.

Mecanismo de acdo da teixobactina.

Apesar de ser necessario o desenvolvimento de mais estudos que permitam esclarecer
o mecanismo de agao da teixobactina, os dados disponibilizados pela comunidade cientifica

descrevem a ligacao da teixobactina a porg¢ao pirofosfato, assim como a primeira porgao de

62



acUcar presente no LIl, quer seja o acido N-acetilmuramico ou N-acetilglucosamina, sendo
ambos os compostos essenciais para a constitui¢io do LIl e LIINI% 32,

A teixobactina liga-se ao LIl quando o mesmo se encontra ao nivel da membrana
citoplasmatica, no entanto o mesmo encontra-se nesta fase durante um curto periodo de
tempo e em baixa concentragao(39).

A capacidade de inibicao dos dois percursores, N-GlcNAc e N-MurNAc, na sintese da

76)

parede bacteriana resulta no elevado potencial bactericida da teixobactina’®, que culmina na

(33)

inibicao de formagao do substrato LIl para a formagao do peptidoglicano™’, promovendo,

simultaneamente, a libertagao das protéases, que em circunstancias normais se encontrariam
acopladas aos AT, culminando na lise celular®.

Relativamente ao LIl, este apresenta uma elevada taxa de utilizagao para a sintese de
peptidoglicano, o que ¢ indicado pela baixa concentragao existente do LIl na membrana
citoplasmatica(39). E, no entanto, nesta altura que a teixobactina se liga ao LIl, nio se ligando
ao peptidoglicano ja formado, atuando portanto no LIl apos turnover, que ja se encontra na
porcao periplasmatica, o que permite que exerca efeito bactericida em bactérias que
apresentem uma parede bacteriana mais espessa, como os VISA”),

A teixobactina apresentou uma boa atividade antibacteriana em agentes etiologicos
responsaveis por infegoes severas (M. tuberculosis, MRSA, VISA, VRE, Clostridium dificille). O

facto de se ligar aos LIl e LIll e, simultaneamente, inibir a biossintese de peptidoglicano e AT

potencia os danos causados na parede celular, assim como a deslocalizacio de autolisinas®* ?*

35,75)

4. PERSPETIVAS FUTURAS

Desde a descoberta da teixobactina em 2015, que surgiram fatores que favoreciam o
seu desenvolvimento assim como desafios, que dificultavam o seu avango para a fase pré-
clinica. O facto da teixobactina apresentar uma baixa biodisponibilidade quando administrada
por via per os, e serem observados apenas valores eficazes quando administrada por via intra-
venosa, ou até mesmo as dificuldades relacionadas com a sua sintese laboratorial, foram
algumas das questoes que condicionaram a realizacido de ensaios pré-clinicos com a
teixobactina.

Contudo, a importancia da teixobactina foi reconhecida por demonstrar uma elevada
eficacia em estirpes bacterianas de M. tuberculosis, MRSA, VISA, VRE, Clostridium dificille. Assim,
foi permitido o financiamento para o desenvolvimento pré-clinico da teixobactina, assim como

o desenvolvimento de formulagdes que visassem novas vias de administragao.
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No ano de 2020 foi, ainda, atribuido financiamento para aplicagao a terapéutica de
infecoes por Bacillus anthracis, previstas num eventual contexto de bioterrorismo.

Tendo em consideracao a situacao internacional atual da AMR, associada a escassez de
alternativas terapéuticas para infecoes causadas por bactérias MDR, ou superbactérias a
teixobactina apresenta-se como uma alternativa futura indispensavel, podendo resultar em
diversas aplicagoes a nivel terapéutico, especialmente se num futuro proximo for possivel o
desenvolvimento de analogos, que exer¢cam uma atividade antibacteriana semelhante a da

teixobatina.

5. CONCLUSAO

A teixobactina apresenta-se como o primeiro biocomposto revolucionario
proveniente de estirpes bacterianas, que até agora nao eram possiveis de cultivar em meio
laboratorial, o que dita um possivel inicio de uma nova era de inovagao na antibioterapia.

Apos o periodo pandémico que assolou o mundo nos ultimos dois anos, foi possivel
entender como a humanidade se encontra a mercé de microrganismos infeciosos e as suas
fragilidades para lidar com crises desta magnitude.

A utilizagao exagerada e até mesmo abusiva de antibioticos ao longo dos anos e o
consequente aumento da AMR, conduzem a estimativas e perspetivas futuras dramaticas para
a humanidade, em que é sugerido que poderao originar uma futura crise de saide publica
internacional, onde as taxas de mortalidade por infegoes bacterianas por estirpes PDR
ultrapassarao em muito as que atualmente se observam por cancro, ou doengas
cardiovasculares.

A descoberta da teixobactina e o seu significado para a obtengao de biocompostos
antibacterianos inovadores, podera ser encarada como uma esperan¢a na area da
antibioterapia e desta forma proporcionar uma renovagao do reportoério antibacteriano
utilizado na terapéutica de infecoes nosocomiais. Assim, é de suma importincia o
desenvolvimento e investimento em mais ensaios clinicos com amostragens representativas

de forma a permitir a aprovagao da teixobactina na terapéutica de infe¢coes por superbactérias.
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