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Resumo

A informagao apresentada neste documento encontra-se dividida em trés capitulos.
No primeiro capitulo é discutida a experiéncia adquirida durante o estdgio realizado em
Industria Farmacéutica, na Bluepharma — IndUstria Farmacéutica, S.A. O segundo capitulo
refere-se a experiéncia desenvolvida em Farmacia Comunitaria, na Farmacia Gaspar. O
terceiro capitulo descreve a monografia sobre a "Resisténcia a colistina e sua disseminagao:

implicagdes em saude publica"

A colistina é um antibidtico polipeptidico que foi extensivamente utilizado, a nivel
mundial, em medicina humana e veterinaria, na década de 1960. Na medicina humana, a
elevada incidéncia de nefrotoxicidade e de neurotoxicidade, desencadeou o declinio da
utilizagao sistémica da colistina. Consequentemente, a colistina foi substituida por outros
antibidticos menos toxicos. No entanto, nas Ultimas décadas, o elevado nimero de surtos
hospitalares provocados por bactérias Gram-negativo resistentes a multiplos farmacos, levou

os clinicos a re-introduzir a colistina sistémica, como farmaco de ultimo recurso.

Até 2015, a resisténcia a colistina relacionava-se com a ocorréncia de mutagoes
cromossomicas, nao havendo descricao da ocorréncia de transferéncia horizontal de genes.
Em novembro de 2015, na China, foi publicado, pela primeira vez, um caso de resisténcia a
colistina codificado pelo gene mcr-1, localizado num plasmideo. Em junho de 2016, na Bélgica,
foi detetado outro gene de resisténcia a colistina mediada por plasmideo, designado mcr-2.
Apos a sua divulgagao, os genes foram detetados em animais produtores de alimentos,

humanos e fontes ambientais, em muitos paises, o que indica uma epidemia global.

Inicialmente, sera efetuada uma contextualizagao dos principais aspetos relacionados
com a colistina, que se tornam importantes para compreender a sua estrutura quimica, o seu
mecanismo de agao antibacteriano e as suas indicagoes terapéuticas. Posteriormente, serao
apresentados os mecanismos de resisténcia cromossomica e mediada por plasmideo. Por
ultimo, serao propostas medidas de controlo e prevengao da resisténcia a colistina, de

acordo com a abordagem One Health.

Palavras-chave: Indistria Farmacéutica; Farmacia Comunitaria; Colistina; Mecanismos

de resisténcia; Gene mcr-1.



Abstract

The information presented in this paper is divided into three chapters. In the first
chapter is discussed the experience acquired during the internship held in Pharmaceutical
Industry, in Bluepharma — Industria Farmacéutica, S.A. The second chapter refers to the
experience developed in Community Pharmacy, in Farmacia Gaspar. The third chapter
describes the project about “Colistin resistance and its dissemination: implications for public

health”.

Colistin is a polypeptide antibiotic that was used extensively worldwide in human and
veterinary medicine, in the 1960s. In human medicine, systemic colistin treatment was
gradually declined due to the reported high incidence of nephrotoxicity and neurotoxicity.
Consequently, colistin was replaced by other less toxic antibiotics. However, in the last few
decades, the extensive number of hospital outbreaks as a result of the multidrug resistant
Gram-negative bacteria, forced clinicians to re-introduce systemic colistin, as a last resort

drug.

Until the year 2015, colistin resistance has involved chromosomal mutations but
dissemination of colistin resistance has never been reported via horizontal gene transfer.
Nonetheless, in November 2015, in China, it was published a colistin resistance case
encoded by the mcr-1 gene located on a plasmid, for the first time. In June 2016, in Belgium,
it was detected another case of plasmid mediated colistin resistance gene, designated mcr-2.
Since those descriptions, these genes have been detected in isolates recovered from food
producing animals, humans and environmental sources, in many countries, which indicates a

global epidemy.

Firstly, an introduction about the main aspects related to colistin will be presented to
explain the chemical structure, the antibacterial mechanism of action and therapeutic
indications of colistin. Secondly, the chromosomal and the plasmid-mediated resistance
mechanisms will be presented. Finally, measures for control and prevention of colistin

resistance will be proposed, taking into account the One Health approach.

Keywords: Pharmaceutical Industry; Community Pharmacy; Colistin; Resistance
mechanisms; mcr-1 gene.
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Introducao

O presente relatorio foi elaborado no ambito do Estagio Curricular do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), na area da Industria Farmacéutica. O Estagio
decorreu na Bluepharma — Industria Farmacéutica, S.A., no departamento do Controlo de
Qualidade, no Laboratério de Microbiologia, sob a orientagao da Dr.* Claudia Gama em
colaboragao com a Dr.* Ana Paula Reis, entre 9 de janeiro de 2017 e 7 de abril de 2017.

A Bluepharma é uma Industria Farmacéutica portuguesa, fundada em 2001, com sede
em Coimbra. A empresa surgiu na sequéncia da aquisicao de uma unidade industrial
pertencente a multinacional alema Bayer. Inicialmente, a sua atividade destinava-se a
produ¢ao de medicamentos, abrangendo o fabrico, o embalamento e o controlo de
qualidade das formas farmacéuticas produzidas. Atualmente, além da atividade industrial, atua
em mais duas areas, sendo estas, a area da investigagao, desenvolvimento e registo de
medicamentos e a area da comercializagdo de medicamentos genéricos ‘.

A Bluepharma concentra a sua produgao nas formas farmacéuticas solidas orais nao
estéreis, designadamente comprimidos e capsulas. De acordo com as especificidades da
Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.) e da United States Pharmacopoeia (USP), estas preparagoes
farmacéuticas podem conter determinados microrganismos, nao sendo obrigatorio
demonstrar a sua esterilidade *”. Neste 4mbito, a atividade do departamento do Controlo
de Qualidade Microbiolégico centra-se na garantia da qualidade das formas farmacéuticas
produzidas, através da avaliagdo da contaminagao microbiana do produto semi-acabado e do
produto acabado. Com o objetivo de minimizar o risco de contaminagdo microbiana, é
também efetuada uma monitorizagao das principais fontes de contaminagao dos produtos
farmacéuticos, ou seja, das matérias-primas, da agua purificada, dos equipamentos e do ar
das salas limpas das 4reas de Fabricagio e Embalamento .

As analises microbioldgicas baseiam-se em métodos fenotipicos, contemplando
parametros de carater quantitativo (determinagao do Total Aerobic Microbial Count (TAMC) e
do Total Yeasts and Moulds Count (TYMC)) e qualitativo (pesquisa de microrganismos
especificos). Os procedimentos analiticos de avaliagdio da contaminagao microbiana exigem
uma prévia validagao interna, pelo que se recorre a contaminagdo da amostra em estudo
utilizando microrganismos padrao. Desta forma, garante-se que o procedimento possui a

capacidade de detetar possiveis contaminagdes microbiolégicas ©®.



I. Analise SWOT

I.1. Pontos Fortes

I.1.1. Sessdao de acolhimento e integracao

A sessao de acolhimento e integracao, realizada no primeiro dia do meu estagio
curricular, consistiu na apresentagao do enquadramento da Bluepharma, da sua evolugao
historica e de projetos futuros, por parte do Dr. Paulo Barradas Rebelo, Presidente do
Conselho de Administracao. Do meu ponto de vista, esta apresentagao foi crucial na

obtengao de uma visao global e integrada da empresa.

1.1.2. Visita as instalagcées da Bluepharma

A visita guiada a Fabricagao, a Embalagem, ao Desenvolvimento Analitico e Galénico,
ao Controlo de Qualidade e ao Armazém, permitiu-me conhecer o trabalho desenvolvido
em cada um dos departamentos. Desta forma, tive a possibilidade de fazer a interligagao
entre os conhecimentos tedricos adquiridos ao longo do MICF e a pratica profissional do

farmacéutico na Industria Farmacéutica.

1.1.3. Sessoes de formacao interna

Na fase inicial do meu estigio curricular, recebi formagao interna, de carater
predominantemente introdutério, no ambito do Sistema de Gestao Integrado. Esta formagao
centrou-se na apresentagdo das normas relativas a Qualidade (ISO 9001), a Good
manufacturing practices (GMPs), a Seguranga no Trabalho e no Ambiente (ISO 14001) e a
Investigacao, Desenvolvimento e Inovagao (NP 4456 e NP 4457). Recebi, ainda, formagao no
ambito do Sistema de Gestao Documental (Ennov Doc) e de Processos (Ennov Process). A
criagaio de uma conta de e-mail Bluepharma e de uma conta de utilizador, no sistema
informatico, aliada aos conhecimentos adquiridos nesta formagao, permitiu-me consultar os
procedimentos analiticos utilizados no Laboratorio de Microbiologia, presentes na
plataforma Ennov Doc. Além da formagao de carater introdutério, tive formacao, de carater
mais especifico, sobre as atividades desenvolvidas em alguns departamentos, nomeadamente
no departamento dos Assuntos Regulamentares, da Farmacovigilancia e do Desenvolvimento
de Negoécio. As sessoes de formagao iniciais, a que tive o privilégio de assistir, foram

determinantes na minha integracdo, uma vez que me permitiram conhecer a politica da

empresa e a metodologia de trabalho a adotar.



Ao longo do meu estagio, fui recebendo formagao tedrica e pratica, sobre o
Controlo de Qualidade Microbiolégico, o que me possibilitou a aquisicao das competéncias

necessarias a execugao das atividades desenvolvidas no Laboratoério de Microbiologia.

1.1.4. Equipa do Laboratério de Microbiologia

Um dos pontos mais positivos, da experiéncia que tive na Bluepharma, foi a excelente
integracdo que a equipa do Laboratério de Microbiologia me proporcionou. A
contextualizagdo prévia das atividades desenvolvidas no laboratério, a disponibilidade total
para me ensinar, o acompanhamento constante e a confianga que depositaram em mim para
desenvolver as varias tarefas, permitiu-me enriquecer os meus conhecimentos na area da
Microbiologia. Consequentemente melhorei a minha pratica laboratorial e adquiri
experiéncia profissional, que sera essencial para as minhas perspetivas profissionais futuras.

Figura | — Equipa do Laboratério de Microbiologia do departamento do Controlo de Qualidade.

1.1.5. Instalacdes e boas praticas de laboratoério

As instalagoes do Laboratério de Microbiologia incluem uma antecdmara, uma sala de
preparagao de meios de cultura, uma sala de manipulagao e incubagao de amostras e uma
sala de lavagem do material. Este laboratorio possui, ainda, um sistema de controlo de
temperatura, humidade e pressao, cujos limites estabelecidos obedecem as Good Laboratory
Practices (GLPs), operagoes definidas por sala e um circuito unidirecional de materiais. Desta
forma, neste estagio, tive a oportunidade de contactar com um laboratério, que se encontra
organizado de acordo com as GLPs.

No Laboratério de Microbiologia sao manipulados materiais contaminados e
microrganismos patogénicos, o que implica a instituicdo de medidas que minimizem o risco

da sua disseminagao para as areas adjacentes. Estas medidas incluem a utilizagao exclusiva de
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uma bata bege no interior do Laboratorio de Microbiologia, que difere da bata de cor branca
utilizada nos restantes laboratorios da empresa. O laboratério inclui, também, a manutencao
de uma pressao negativa, relativamente as areas adjacentes, e um diferencial de pressao
decrescente, nas varias salas do laboratério. A avaliagao da contaminagao microbiana de
amostras farmacéuticas, efetuada no laboratoério, exige a manutencao de um ambiente
assético, com vista a garantia da auséncia de contaminagoes externas das amostras. Esta
exigéncia obriga a execugao de procedimentos de limpeza, desinfecao e higiene, que se
encontram de acordo com as GLPs.

Um dos pontos fortes do meu estigio foi a execugao das agoes preventivas de
contaminagao, anteriormente descritas. Deste modo, tive contacto com a vertente da
Seguranca associada ao Controlo de Qualidade Microbiologico, o que é uma mais-valia para

o meu futuro, enquanto profissional.

1.1.6. Regulamentaciao do Controlo de Qualidade da Induastria Farmacéutica

A Bluepharma exporta uma grande percentagem das preparagdes farmacéuticas,
resultantes da sua atividade industrial, para o mercado Europeu e Americano. A aquisicao de
preparagoes farmacéuticas por parte destes dois mercados impoe a prévia realizagao de
ensaios de Controlo de Qualidade, que garantam o cumprimento dos requisitos exigidos
pelas farmacopeias de referéncia, dos mercados em causa.

O meu estagio iniciou-se com a consulta e interpretagao dos capitulos da Ph. Eur. e
da USP, com o objetivo de adquirir os conhecimentos necessarios a realizagao dos ensaios
de Controlo de Qualidade Microbiolégico, que, posteriormente, vim a executar. Tive, assim,
a possibilidade de compreender as bases legais e cientificas do Controlo de Qualidade da

IndUstria Farmacéutica.

1.1.7. Utilizacao dos equipamentos do Laboratorio de Microbiologia

Consultei e interpretei o procedimento de utilizagao dos equipamentos existentes no
laboratério, nomeadamente do autoclave, das balangas analiticas e de precisao, da sonda de
temperatura do banho de dgua e do potenciometro. O conhecimento que adquiri a partir da
leitura do modo de funcionamento dos diferentes equipamentos foi fundamental, na medida
em que me forneceu as bases necessarias a realizagao das tarefas relacionadas com os
equipamentos.

Executei, com a supervisao de um analista, a calibragao interna diaria das balangas e

do potenciometro. Apds a calibragao interna diaria dos equipamentos, anteriormente
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referidos, fazia a sua verificagao operacional. As balangas sao verificadas através da pesagem
de dois pesos aferidos. O potenciometro, por sua vez, € verificado através da leitura do

valor de pH de uma solugao tampao.

1.1.8. Preparacao e controlo de meios de cultura

Uma das tarefas realizada no Laboratério de Microbiologia € a preparagao de meios
de cultura, sob a forma de caldos, geloses e solugoes. Considerei a observagao da execugao
do procedimento de preparagao de meios de cultura, a partir de meios desidratados, um
ponto forte do meu estagio, uma vez que até a data nao tinha conhecimento deste
procedimento.

Apobs a preparagao de meios de cultura é necessario avaliar as suas propriedades
nutritivas, seletivas e de esterilidade.

O ensaio das propriedades nutritivas e seletivas do meio é realizado através da
avaliagao do crescimento dos microrganismos, no meio a testar. Estes microrganismos sao
adquiridos sob a forma de culturas liofilizadas, o que exige a sua prévia revivificagao.
Posteriormente, é preparado um indculo, a partir das colonias isoladas, e adicionado um
determinado volume do mesmo aos meios de cultura a serem controlados. Paralelamente é
efetuada uma avaliagdo com um controlo positivo, isto é, com um lote de meio de cultura
previamente controlado e aprovado. O controlo positivo tem como objetivo determinar o
numero de Unidades Formadores de Colénias (UFC) que se espera obter nos meios de
cultura a controlar 79,

O ensaio de esterilidade possui a finalidade de avaliar a eficacia da esterilizagao do
meio de cultura, nas condi¢des de tempo e temperatura descritas na Ph. Eur. e na USP 9,

A oportunidade de executar o procedimento do controlo das propriedades
nutritivas, seletivas e de esterilidade dos meios de cultura, preparados internamente, com a
supervisao de um analista, foi crucial no desenvolvimento de competéncias pratico-

laboratoriais.

1.1.9. Procedimento de amostragem

A possibilidade de acompanhar a equipa de Amostragem do Controlo de Qualidade
permitiu-me conhecer o procedimento de colheita de amostras para avaliagio da
contaminagao microbiana. A colheita das amostras € efetuada na zona superior do recipiente
onde se encontram armazenadas, uma vez que esta zona apresenta uma maior
suscetibilidade de contaminagao, por se encontrar em contacto com o ar das salas limpas da
Fabricagao.
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1.1.10. Validacido de métodos analiticos de avaliacido da contaminacio
microbiana

Os procedimentos analiticos de avaliagdo da contaminagao microbiana exigem uma
prévia validagao interna. O principio da validacio de métodos assenta na contaminagao da
amostra em estudo, com estirpes de microrganismos padrao, de forma a garantir que o
procedimento analitico possui a capacidade de detetar possiveis contaminagoes
microbioldgicas.

A validagao de métodos testa diferentes estratégias de analise, mais especificamente o
método da sementeira em placa e o método de filtragio por membrana. No método da
sementeira em placa sao testadas diferentes diluigoes da amostra (1:10, 1:100 e 1:1000). O
objetivo de testar varias diluicoes de amostra é aumentar a disponibilidade de nutrientes
provenientes do meio de cultura disponivel, compensando a possivel acao inibitéria do
produto testado, favorecendo, assim, o crescimento dos microrganismos. O método de
filtracio por membrana apenas é utilizado quando nenhuma das diluicoes anteriormente
descritas permite observar o crescimento dos microrganismos em presenga de produto.
Este método visa a eliminacido de possiveis substancias com propriedades inibitérias do
crescimento dos microrganismos, presentes na preparagao farmacéutica. Em ambos os
métodos é também preparado um controlo positivo e um controlo negativo. O controlo
positivo visa a garantia da viabilidade dos microrganismos padrao utilizados, bem como das
propriedades nutritivas e seletivas do meio de cultura, sendo constituido pela suspensao da
estirpe de microrganismo e pelo meio de cultura. O controlo negativo é formado apenas
pelo meio de cultura, de modo a garantir que a contaminagao detetada e presente é apenas
a que foi introduzida no processo de validagao ©?.

Encaro a observagao e a participagao na validagao interna de métodos analiticos
como um ponto forte do meu estagio. Deste modo, tive a possibilidade de compreender a
razao das diferengas existentes entre os procedimentos analiticos de avaliagao da

contaminagao microbiana, das diferentes amostras farmacéuticas.

I1.1.11. Avaliacao da contaminac¢io microbiana de amostras farmaceéuticas

A andlise microbioldgica inclui parametros de carater quantitativo e qualitativo. Os
parametros quantitativos obrigam a realizagao de ensaios microbiologicos de enumeragao,
mais especificamente a pesquisa do TAMC e do TYMC, através do método de sementeira

em placa ou de filtragdo por membrana ®°. Por sua vez, os pardmetros qualitativos, incluem



a realizacdo do ensaio de pesquisa de microrganismos especificos, de acordo com as
especificacdes descritas nas monografias da Ph. Eur. e USP 79,

Executei de forma autébnoma, com a supervisao de um analista, o procedimento de
avaliagao da contaminagao microbiana de matérias-primas, produto em holding time, produto
semi-acabado, produto acabado e de preparagoes farmacéuticas em desenvolvimento
galénico e analitico (amostras de lotes piloto e de estudos de estabilidade para as zonas
climaticas I, I, Ill e IV). Os procedimentos utilizados na avaliagio dos parametros
anteriormente referidos eram do meu conhecimento, uma vez que foram lecionados nas

aulas teoricas e praticas de Microbiologia Geral e de Bacteriologia e Andlises Bacterioldgicas,

do MICF.

1.1.12. Avaliacdao da qualidade da agua purificada

A dgua purificada é uma matéria-prima de extrema importancia, uma vez que é
utilizada na produgao e na andlise da maioria das preparagoes farmacéuticas. A andlise
microbioldgica da agua purificada inclui apenas parametros de cardter quantitativo, mais
especificamente, a pesquisa de microrganismos totais, segundo o método de filtragao por
membrana. O procedimento inicia-se com a filtragao de 5mL de cada amostra de agua
purificada, numa camara de fluxo laminar horizontal, recorrendo a uma rampa de filtragao e
a uma membrana de tamanho de poro 0,45 Pm estéril. Posteriormente, a membrana é
incubada no agar R2A, durante 5-7 dias, a 30-35°C. Este meio de cultura é nutritivo e nao
seletivo, possui um elevado teor em agua e um baixo teor em nutrientes. As particularidades
anteriormente descritas, em combinacado com um tempo de incubagao prolongado,
permitem a detecao dos microrganismos caracteristicos dos sistemas de agua purificada,
uma vez que simulam as condi¢des adversas encontradas neste tipo de sistemas *'%.

Executei de forma autébnoma, com a supervisio de um analista, o procedimento
anteriormente descrito. Uma vez que o plano de estudos das aulas praticas de Microbiologia
Geral contempla a realizagao de andlises a agua, este procedimento era ja por mim
conhecido. Por esta razao, considero que foi muito vantajoso ter tido, novamente, a
oportunidade de o executar e, assim, melhorar a técnica laboratorial de filtragio por

membrana.

1.1.13. Avaliacio da contamina¢ao microbiana do ar
O ar das salas limpas das areas de Fabricagao e Embalamento é uma das principais

fontes de contaminagao dos produtos farmacéuticos, sendo, por isso, fundamental efetuar a
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sua monitorizagao microbiologica (4). A determinagao do teor de microrganismos no ar das
salas limpas inclui uma determinagao semi-quantitativa e uma determinagao quantitativa. A
determinagao semi-quantitativa é obtida através do método de sedimentacao em placas,
enquanto a determinagao quantitativa é obtida através do método de impacto. O método de
sedimentagao em placas consiste na exposicao ao ar de placas de Agar de Peptona de
Caseina e de Agar Sabouraud-Dextrose-Cloranfenicol, com o objetivo de se efetuar a
contagem do TAMC e do TYMC, respetivamente. Por sua vez, o método de impacto é
executado com recurso ao equipamento Reuter Centrifugal Sampler (RCS). Este equipamento
colhe um volume conhecido de ar e, posteriormente, por centrifugacio semeia os
microrganismos em tiras de Agar de Peptona de Caseina e Soja e de Agar Sabouraud-
Dextrose-Cloranfenicol. Posteriormente, as placas e tiras que visam a determinagao do
TAMC sao incubadas a 30-35°C, durante um periodo de 3 a 5 dias, enquanto as placas e
tiras utilizadas para a enumeragao do TYMC sao incubadas a 20-25°C, durante um periodo
de 5a 7 dias ",

Acompanhei o procedimento de avaliagdo da contaminagao microbiana do ar das
salas limpas, tendo tido, assim, a possibilidade de aprofundar os meus conhecimentos sobre a
monitorizagao microbiologica. E, igualmente, a oportunidade de observar, uma vez mais, as

operagoes da Fabricagao e Embalamento realizadas nas salas limpas.

1.2. Pontos Fracos

1.2.1. Analise microbiolégica através de métodos convencionais

A analise microbiologica efetuada no Laboratério de Microbiologia da Bluepharma,
apenas inclui a pesquisa de parametros de carater quantitativo e qualitativo, obtidos através
de métodos fenotipicos convencionais. A impossibilidade de executar analises
microbiologicas segundo os mais recentes métodos moleculares de pesquisa e identificagao

de microrganismos limitou-me a aquisicio de competéncias laboratoriais.

1.2.2. Avaliacdo microbiolégica exclusiva de comprimidos e capsulas

A atividade industrial da Bluepharma concentra a sua produgao nas preparagoes nao
aquosas para uso oral, mais especificamente, em comprimidos e capsulas. Deste modo, nao
tive a oportunidade de contactar com os procedimentos de avaliagao microbiologica dos
restantes produtos farmacéuticos, ou seja, dos estéreis e de nao estéreis de uso rectal,

vaginal, nasal, auricular, cutaneo e transdérmico.



1.3. Oportunidades

1.3.1. Experiéncia profissional em Industria Farmacéutica

A parceria entre a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e a
Bluepharma permitiu-me conhecer o papel do farmacéutico na Industria Farmacéutica e os
departamentos em que pode ser inserido, pelas suas capacidades e competéncias. Esta
parceria deu-me, ainda, a oportunidade de desenvolver uma das atividades integrantes do ato
farmacéutico, mais especificamente, o Controlo de Qualidade dos Medicamentos em

Laboratério de Controlo de Qualidade (2.

1.4. Ameacgas

1.4.1. Duracdo do estagio em Industria Farmacéutica

A auséncia de atribuicio de European Credit Transfer System (ECTS) ao estigio em
Industria Farmacéutica limitou a sua duragao. A curta duragio do estagio restringiu o
contributo do trabalho por mim desenvolvido para a empresa, uma vez que, apos a fase de
adaptagao e de aquisicao de conhecimentos, o periodo de estagio terminou. A proposta de
um novo plano de estudos do MICF, que apresente um estagio curricular com uma duragao
superior a seis meses, de modo a incluir as diferentes vertentes integrantes do ato
farmacéutico, além da Farmacia Comunitaria e da Farmacia Hospitalar, seria uma estratégia

viavel de modo a aumentar a duragao do estagio em IndUstria Farmacéutica.
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2. Caso Pratico

2.1. Avaliacao da contaminag¢dao microbiana do comprimido revestido Blue 5mg

O Blue 5mg é um comprimido revestido, sendo, por isso, classificado como uma
preparagao farmacéutica nao estéril. Segundo as especificidades da Ph. Eur. e da USP, os
critérios de analise microbiolégica, tendo em conta a classe do farmaco e a sua via de
administragao, incluem ensaios microbiolégicos de enumeragao (determinagao do TAMC e
TYMC) e ensaios de pesquisa de microrganismos especificos.

O Blue é classificado como uma preparagao niao aquosa para uso oral, pelo que os
critérios de aceitagao dos resultados da avaliagao da contaminagao microbiana especificam
um limite numérico maximo de 10° UFC/g ou mL de produto para o TAMC e de 10*> UFC/g
ou mL de produto para o TYMC. Relativamente a pesquisa de microrganismos especificos,

obrigam a demonstragio da auséncia de E. coli por g ou mL de produto .

2.1.1. Ensaio microbioldgico de enumeraciao: determinacao do TAMC e TYMC

A preparacao farmacéutica Blue é soluvel em meio aquoso, pelo que, de acordo com
as especificidades da Ph. Eur. e da USP., dissolvem-se 10 g da amostra em 100 mL de Caldo
de Peptona Tamponado com Cloreto de Sédio pH 7.0.

Posteriormente, efetua-se uma diluicdo da amostra, com o objetivo de aumentar a
quantidade de meio de cultura, disponibilizando, assim, um maior teor de nutrientes aos
possiveis microrganismos contaminantes, de modo a favorecer a sua detegao. A diluigao €
efetuada de acordo com o método previamente validado, sendo, neste caso, preparada uma
diluicao de 1:10. Assim, transferem-se 10 mL da solugao anteriormente preparada para
|00mL de Caldo de Peptona Tamponada com Cloreto de Sédio pH 7.0.

A quantificagao dos microrganismos é efetuada através do método da sementeira em
placa, em profundidade. A determinagao do TAMC implica semear | mL da diluigao,
anteriormente descrita, em duas placas de Agar de Peptona de Caseina e Soja. Por sua vez, a
determinagao do TYMC implica semear | mL em duas placas de Agar Sabouraud-Dextrose.
As placas que visam a determinagao do TAMC sao incubadas a 30-35°C, durante um periodo
de 3 a 5 dias, enquanto as placas utilizadas para a enumeragao do TYMC sao incubadas a 20-

25°C, durante um periodo de 5 a 7 dias ®.
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Tabela | - Resultados do TAMC e TYMC para a amostra do Blue testado.

Ensaio Diluicao UFC/placa UFC/g
TAMC 1:100 0 <5
TAMC 1:100 0 <5
TYMC 1:100 0 <5
TYMC 1:100 0 <5

Legenda: Os resultados da determinagio do TAMC e TYMC demonstram 0 UFC por placa, o que se
traduz numa contaminagio inferior a 5 UFC/g de amostra do Blue testado.

Os critérios de aceitacao dos resultados da avaliacio da contaminagao microbiana
especificam um limite numérico méximo de 10> UFC/g para o TAMC e de 10> UFC/g para o
TYMC, como referido anteriormente. Deste modo, pode concluir-se que o Blue testado se
encontra em conformidade com as especificidades da Ph. Eur. e da USP, uma vez que a

contaminagio é inferior a 5 UFC/g de amostra do Blue testado *.

2.1.2. Pesquisa de microrganismos especificos: auséncia de E. coli

A pesquisa de E. coli inicia-se com a dissolugao de 10 g da amostra em 100 mL de
Caldo de Peptona Tamponado com Cloreto de Sédio pH 7.0, tendo este a fungao de
diluente.

Posteriormente, transferem-se 10 mL da solugao preparada anteriormente para 100
mL de Caldo de Peptona de Caseina e Soja. O meio referido € um meio de enriquecimento,
que tem como fungao exponenciar o crescimento dos possiveis microrganismos
contaminantes. Seguidamente, procede-se a incubagao da solugao a 30-35°C, durante 18 a
24 horas.

Apos a incubagao, transfere-se | mL da solugao anterior para 100 mL de Caldo de
MacConkey. De seguida, efetua-se uma nova incubagao a 42-44°C, durante 24 a 48 horas. O
Caldo de MacConkey é um meio diferencial, utilizado para detetar a presenga de bactérias
Gram negativas fermentadoras de lactose, como é o exemplo de E. coli. Na presenga de
microrganismos fermentadores de lactose ocorre acidificagdo do meio, sendo possivel
observar a alteragao da cor do meio, de vermelho para amarelo.

No entanto, a nao alteragao de coloragao nao implica a conformidade do produto
quanto a auséncia de E. coli, uma vez que a sua auséncia sé pode ser confirmada depois da
subcultura em Agar de MacConkey. Por esta razao, faz-se uma subcultura em duas placas de

Agar de MacConkey e incuba-se a 30-35°C, durante I8 a 72 horas. O crescimento de
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coldnias indica a possivel presenga de E. coli, que apenas € confirmada através da realizagao

de ensaios de identificacio 9.

Tabela 2 - Resultados da pesquisa de E. coli para a amostra do Blue testado.

Ensaio Resultado

Pesquisa de E. coli Auséncia de E. coli por g produto

Legenda: Os resultados pesquisa de E.coli demonstram a auséncia de E.coli por grama de amostra do
Blue testado, pelo que se encontram em conformidade com as especificidades da Ph. Eur. e da USP.

Os critérios de aceitacao dos resultados da avaliagio da contaminagao microbiana
obrigam a demonstragao da auséncia de E. coli por g ou mL de produto. Deste modo, pode
concluir-se que o Blue testado se encontra em conformidade com as especificidades da Ph.

Eur. e da USP, uma vez que foi demonstrada a auséncia de E. coli por g de produto 7.
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Conclusao

A realizagdo do Estagio Curricular na Bluepharma permitiu-me observar o dia-a-dia
do farmacéutico na Industria Farmacéutica e adquirir uma nogao real do seu papel nesta area
de atividade. Tive a possibilidade de confirmar que o plano de estudos do MICF me
proporcionou capacidades e competéncias, de enorme abrangéncia e multidisciplinaridade,
possibilitando-me, assim, a inser¢ao em varios departamentos da Industria Farmacéutica.

A centralizagdo do meu estigio curricular no departamento do Controlo de
Qualidade, no Laboratério de Microbiologia, permitiu-me integrar uma equipa
extremamente competente e empenhada. Tive, assim, o privilégio de receber o
conhecimento necessario a realizagdo das principais atividades analiticas desenvolvidas no
laboratério e o apoio necessario para as executar. Por todas as razoes apresentadas ao
longo do relatério, posso afirmar que esta experiéncia me proporcionou as condigoes
necessarias para enriquecer os meus conhecimentos teodricos microbiologicos, melhorar a
minha pratica laboratorial e adquirir experiéncia profissional, que sera uma mais-valia para o
meu futuro.

O Estagio Curricular na Bluepharma possibilitou-me, ainda, adquirir sentido de
responsabilidade, valorizar os meus conhecimentos e capacidades para executar
procedimentos e técnicas microbiologicas, e acima de tudo, ter confianga nos resultados
obtidos.

Posso, assim, concluir que o objetivo do estagio curricular foi cumprido, pois,

contribuiu para o meu crescimento cientifico, profissional e pessoal.
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CAPITULO 2

Relatorio de Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria

Farmacia Gaspar



Lista de Abreviaturas

DCI - Denominagao Comum Internacional

EDP-Sa Vida - Eletricidade De Portugal-Sa Vida

FG - Farmacia Gaspar

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM - Medicamento Nao Sujeito a Receita médica
MSRM - Medicamento Sujeito a Receita Médica
SAMS - Servigos Assisténcia Médico Sociais

SNS - Servico Nacional de Salude

SS-CGD - Servigos Sociais da Caixa Geral de Depositos
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Introducao

O presente relatorio foi elaborado no ambito do Estagio Curricular do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), na drea da Farmacia Comunitaria. O estdgio
decorreu na Farmacia Gaspar (FG), sob a orientagao da Dr.* Joana Coragem, entre |10 de
abril de 2017 e 21 de julho de 2017.

A FG é uma farmacia comunitaria, localizada na Rua Carlos Seixas, em Coimbra. E um
espago com 33 anos de existéncia que se caracteriza por ser reconhecido pelos seus utentes
como a sua farmacia de confianga.

O principal objetivo da FG é prestar um servigo de exceléncia, com um atendimento
personalizado para cada utente. Deste modo, a equipa trabalha com simpatia, dedicagao e
profissionalismo, tendo sempre como foco o utente.

A sua atividade centra-se no cuidado do doente através da cedéncia de
medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM), da indicagao de medicamentos nao sujeitos
a receita médica (MNSRM) e outros produtos de salde, da preparagao de medicamentos
manipulados, do seguimento farmacoterapéutico, da farmacovigilincia e da educagao para a
salde, com o objetivo de prevenir a doenga e promover a saide do utente .

A informagao da farmacia é gerida com base no sistema informatico Sifarma 2000¢.
Este sistema permite fazer a gestao de stocks, a gestao e a rece¢ao de encomendas e
proporciona um melhor atendimento ao balcao, disponibilizando informagao sobre o utente,

desde a sua primeira visita a farmacia, e sobre o medicamento a ser dispensado.
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I. Analise SWOT

I.1. Pontos Fortes

l.1.1. Aprendizagem gradual durante o estagio

Um dos pontos fortes do meu estigio foi receber formagao sobre as diversas
atividades realizadas na farmacia. A aprendizagem gradual foi fundamental, tendo em conta a
dificuldade da transicao da faculdade para a realidade da pratica farmacéutica na farmacia
comunitaria.

O meu estagio iniciou-se com a rececao e entrada de encomendas, uma atividade de
retaguarda, no entanto, imprescindivel para evitar falhas no momento do atendimento, uma
vez que garante uma correta gestao de stocks, controlo de prazos de validade e prego dos
medicamentos. Esta atividade também me permitiu associar a denominagao comum
internacional (DCIl) ao nome comercial dos medicamentos e, ainda, pesquisar informagao
cientifica sobre estes, nomeadamente, a indicagao terapéutica e a posologia, indispensaveis
para disponibilizar um bom atendimento aos utentes. Apos a recegao e entrada de
encomendas, procedia ao armazenamento e acondicionamento dos medicamentos e outros
produtos de saude, de acordo com as Boas Praticas, com o objetivo de conhecer a sua
localizagao na farmacia e, assim, preparar-me para o atendimento.

Simultaneamente, fui acompanhando as tarefas realizadas por cada profissional, que
comigo partilhou os seus conhecimentos, designadamente, o atendimento ao balcao, a
conferéncia do receituario, a preparagao de manipulados e a determinagao de parametros
bioquimicos e fisiologicos. O facto de ter acompanhado as suas tarefas, permitiu-me adquirir
os conhecimentos necessarios a realizagao das atividades, que, numa fase mais tardia, vim a
executar de forma autonoma. Deste modo, apos a fase de integracao, iniciei o atendimento
ao balcao, com supervisao farmacéutica, a qual foi crucial sempre que necessitei de auxilio. A
equipa da FG teve um papel determinante nesta minha fase de aprendizagem, colaborando,
sempre que necessario, na resolugao do caso junto do utente e, posteriormente, dando-me

uma explicagao com maior detalhe e rigor cientifico.

1.1.2. Equipa da Farmacia Gaspar
Um dos pontos mais positivos da experiéncia que tive na FG foi a excelente
integracao que a equipa me proporcionou, fazendo com que o meu processo de adaptagao e

aprendizagem tenha sido muito proveitoso.
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A contextualizagao prévia das atividades desenvolvidas na farmacia e, o facto de ter
acompanhado as tarefas realizadas por cada farmacéutico, que comigo partilhou os seus
conhecimentos e a sua experiéncia, permitiu-me adquirir os alicerces necessarios para o
meu futuro, enquanto farmacéutica.

Destaco, ainda, a disponibilidade total da equipa para me ensinar, nos periodos de
menor movimento da farmacia, revendo comigo alguns conceitos relacionados com a pratica

clinica, de enorme relevancia no aconselhamento farmacéutico.

Figura | - Equipa da Farmacia Gaspar.

l.1.3. Localizacao da Farmacia Gaspar

A FG localiza-se na rua Carlos Seixas, encontrando-se, assim, numa zona de elevada
densidade habitacional. Como consequéncia, os seus utentes sao, essencialmente, vizinhos da
farmacia, podendo considerar-se uma “farmacia de bairro”. Deste modo, a maioria dos
utentes sao fidelizados e demonstram uma enorme confianga na equipa da farmacia. Encaro a
fidelizagado como um ponto forte do meu estagio, uma vez que me permitiu criar ligagao com
um numero consideravel de utentes devido a elevada frequéncia com que se deslocaram a
farmacia. Neste ambito, tive a possibilidade de observar e participar no acompanhamento
farmacoterapéutico de alguns doentes croénicos regulares e no esclarecimento de duvidas
sobre alteragoes na medicagao, apds consultas médicas.

E, ainda, importante referir que a farmacia se localiza nas proximidades da Clinica
Dentaria DentalHouse e do Centro de Saude Norton de Matos. A proximidade a Clinica
Dentaria deu-me a oportunidade de contatar com uma enorme diversidade de produtos de
higiene, cuidado e tratamento buco-dentario. Por sua vez, a proximidade ao Centro de

Saude é responsavel pela elevada afluéncia de utentes com receita médica. Assim, tive a
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possibilidade de aprender a fazer o atendimento e conferéncia de receitas sem papel,

eletronicas e manuais.

I.1.4. Receituario
Apesar das receitas eletronicas e manuais terem caido em desuso, apos a

obrigatoriedade da introdugio da receita sem papel ?, tive a oportunidade de contactar com
estas, uma vez que ainda sao relativamente frequentes nesta farmacia. Encaro a afluéncia de
utentes com receitas eletronicas e manuais como um ponto forte, uma vez que me permitiu
ter contato com questoes pouco abordadas no MICF, como os regimes de comparticipagao
e respetivos sistemas complementares. Nestas receitas, contrariamente ao que sucede com
as receitas sem papel, em que a comparticipagao é introduzida automaticamente, os regimes
de comparticipagdio tém que ser introduzidos no sistema informatico durante o
atendimento, pelo farmacéutico.

Tive, assim, a possibilidade de me familiarizar com os regimes excecionais de
comparticipagdo de alguns medicamentos sujeitos a legislagio especifica. Nestes
medicamentos a comparticipagao é alterada, caso o médico prescritor faga referéncia ao
despacho pelo qual estio abrangidos, designadamente o diploma do Lupus, da Psoriase, da
doenca de Alzheimer, da doenga de Crohn, entre outros ©). Tive, ainda, a oportunidade de
contactar com os organismos de complementaridade do Servico Nacional de Saude (SNS),
nomeadamente a Eletricidade De Portugal-Sa Vida (EDP-Sa Vida), Servicos Assisténcia
Médico-Sociais (SAMS), os Servicos Sociais da Caixa Geral de Depésitos (SS-CGD), entre

outros.

1.1.5. Organizacao dos medicamentos

Na FG os medicamentos encontram-se separados em duas classes: MSRM e MNSRM.
Dentro de cada uma das classes, encontram-se organizados por forma farmacéutica e,
dentro da forma farmacéutica, por ordem alfabética do nome comercial e do DCI, no caso
dos medicamentos de marca e dos genéricos, respetivamente.

A organizagao dos medicamentos na FG foi um ponto forte do meu estagio
curricular, uma vez que a separagao dos medicamentos em MSRM E MNSRM foi, essencial,
para os distinguir. Deste modo, nos casos em que me foi solicitado um aconselhamento

farmacéutico, tornou-se mais facil para mim, fazer a selecio do medicamento a indicar.
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1.1.6. Preparacao de medicamentos manipulados

A preparagao de medicamentos manipulados nas farmacias tem vindo a diminuir, ao
longo dos anos, como consequéncia do aumento dos medicamentos industrializados, dos
custos associados e do tempo despendido pelo farmacéutico para a sua preparagao. No
entanto, por vezes, a preparagao destes medicamentos torna-se necessaria para satisfazer as
necessidades dos utentes, nomeadamente, em casos cujas formulagoes pretendidas nao se
encontram disponiveis no mercado ou nos casos em que é necessario efetuar um ajuste
posoldgico.

A FG é dotada de um laboratério destinado a preparagio de medicamentos
manipulados, pelo que tive a possibilidade de participar na preparagao de alguns,
designadamente na preparagao da pomada de vaselina com enxofre a 6%. A pomada,
anteriormente referida, possui indicacdo terapéutica na escabiose, uma doenca infeciosa
causada por Sarcoptes scabiei var. hominis, cujos principais sintomas sao o prurido intenso e o
aparecimento de papulas inflamatorias. A pomada de vaselina com enxofre a 6% é um dos
tratamentos mais antigos, no entanto, demonstra-se eficaz apds aplicagao durante trés dias
consecutivos ©.

A possibilidade de participar na preparagao de medicamentos manipulados permitiu-
me ter contacto com a respetiva ficha de preparagao. Nesta ficha sao registadas as matérias-
primas utilizadas, o processo de manipulagao, as caracteristicas da embalagem, a rotulagem,
o prazo de utilizagao, as condicoes de conservagao, o controlo de qualidade, o nome e
morada do doente, e o nome do médico prescritor. Permitiu-me, ainda, aprender a calcular
o preco de venda dos medicamentos manipulados de acordo com a legislagio em vigor .
Deste modo, considero que a participagao na preparagao de medicamentos manipulados me

deu as bases necessarias para, mais tarde, puder vir a desenvolver esta tarefa.

1.1.7. Oferta de outros servicos farmacéuticos

A FG destaca-se pela sua relagao de proximidade com os utentes. Uma das tarefas
que contribui para esta proximidade é a prestacio de diversos servigos que visam
monitorizar o estado salde dos utentes, designadamente, a determinagao de parametros
fisiologicos e bioquimicos (medicao da tensao arterial, da glicémia e do colesterol total).
Neste ambito, a farmacia apoia os seus utentes, quer na prevengao e diagnostico precoce de
varias patologias, quer no acompanhamento farmacoterapéutico do doente cronico, ja

medicado, através da avaliagao da efetividade e seguranca da terapéutica.
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A possibilidade de ter realizado estes servigos permitiu-me estabelecer um contacto
mais proximo com os utentes, e assim, participar na sua educagao para a saude, através da
divulgagao de medidas nao farmacolégicas que devem ser adotadas, com o objetivo de
eliminar comportamentos individuais de risco.

A FG, também, pretende implementar uma consulta farmacéutica, que permita que os
utentes recebam a medicagao prescrita, organizada em caixas da medicagao. A consulta
destina-se aos utentes polimedicados, com dificuldade na organizagao da sua propria
medicagao. A sua finalidade é colaborar na correta utilizagao dos medicamentos e promover
a adesao a terapéutica. Neste ambito, desenvolvi cartazes de divulgagao da consulta
farmacéutica, no entanto, até ao término do meu estagio nao houve adesao por parte dos

utentes da farmacia.

1.2. Pontos Fracos

1.2.1. Nomes comerciais e DCI

A formacgao que tive ao longo do MICEF incidiu, essencialmente, na nomenclatura por
DCI, estando muito pouco familiarizada com os nomes comerciais dos medicamentos.
Como consequéncia, uma das maiores dificuldades que senti durante o estagio,
principalmente durante a fase inicial, foi efetuar a associagao entre a DC| e o nome
comercial do medicamento.

De modo a melhorar este ponto fraco, quer durante a recegao e entrada de
encomendas dos medicamentos, com o auxilio do programa informético Sifarma 2000%, quer
durante o acompanhamento do atendimento realizado por cada membro da equipa, comecei
a interiorizar os nomes comerciais. Posso, assim, afirmar que as atividades, anteriormente
mencionadas, foram determinantes na minha preparagao para o atendimento ao publico, no

sentido em que os utentes raramente conhecem a nomenclatura por DCI.

1.2.2. Dificuldades no aconselhamento farmacéutico

No aconselhamento farmacéutico, a selecao de um MNSRM deve ter em conta a
situagao fisioloégica do utente, problemas de saude ja diagnosticados, alergias e possiveis
interagoes medicamentosas. O farmacéutico devera informar o utente da dose a administrar,
da frequéncia de administragao, da duragao do tratamento e de precaugoes que deve tomar,

sempre que oportuno (",
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A formagao que tive ao longo do MICF nao foi suficiente na maioria das situagoes em
que me foi solicitado um aconselhamento farmacéutico, mais especificamente, uma indicagao
terapéutica e o respetivo regime posolégico, para um determinado problema de saude
exposto. No entanto, a equipa da FG teve um papel preponderante nestas situagoes, tendo-
me exemplificado o procedimento que deveria adotar, para que, em situagoes futuras
idénticas, estivesse apta a indicar uma terapéutica apropriada ao utente.

Ao longo do estagio, tive a possibilidade de acompanhar o tipo de didlogo que os
profissionais da equipa da FG estabelecem com os utentes, de modo a recolher informagao
sobre os diversos casos clinicos, designadamente, as questoes a colocar sobre os sintomas
associados ao problema de salde e a sua duragao. Apos a recolha da informagao, foi-me

dada formacao sobre o MNSRM mais indicado a ser aconselhado, em cada caso clinico.

1.3. Oportunidades

1.3.1. Sessoes de formacao externa

Ao longo do meu estagio curricular, foi-me dada a oportunidade de assistir a
formagoes externas promovidas por varios laboratorios, colmatando, desta forma, algumas
lacunas na minha formagao.

Destaco a formagio, proporcionada pela La Roche Posay®, sobre a gama de protetores
solares Anthelios®. Esta formagido foi muito atil porque me permitiu melhorar o
aconselhamento farmacéutico aos utentes da farmacia, aconselhando-lhes, com maior
confianga, o protetor solar mais adequado ao seu tipo de pele.

Assisti, também, a formagao “L’oreal Cosmética Ativa”, que se centrou na
apresentagio dos produtos da gama da La Roche Posay® e da Vichy®. Deste modo, tive a
possibilidade de conhecer a composicao dos produtos, as principais diferengas entre eles e o
seu publico-alvo.

A Galderma possibilitou-me a frequéncia de uma agao de formagao sobre o esquema
de tratamento da acne com os produtos Benzac® e Benzacare®, e as precaugdes a ter com
estes produtos. Além disso, promoveu uma formagao sobre técnicas de venda na farmacia.

As formagoes externas, anteriormente descritas, foram uma mais-valia para mim, uma
vez que me permitiram adquirir novos conhecimentos, e assim, aperfeicoar o
aconselhamento farmacéutico a prestar aos utentes da farmacia durante a aquisicao dos

produtos.
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1.3.2. Formacio escolar “Cuidados com o Sol”

O farmacéutico € um agente de saude publica, cumprindo-lhe o dever de executar
todas as agdes de educacio dirigidas a comunidade, no 4mbito da promocio da saude ©. De
acordo com este principio, a FG visitou a escola primaria Externato de Joao XXIIl, com o
objetivo de sensibilizar as criangas e promover comportamentos saudaveis e responsaveis,
no ambito dos cuidados com o sol.

Encaro esta atividade, de salvaguarda da saude publica, como um ponto forte do meu
estagio, uma vez que me foi proporcionada a oportunidade de acompanhar a FG na visita a
minha antiga escola primaria. Tive a possibilidade de colaborar na formagao e de explicar ao

publico infantil, de forma dinamica, as vantagens da utilizagao de protegao contra o sol.

1.3.3. Diferenciar a farmacia num futuro préximo

O farmacéutico é o ultimo profissional de saude a contatar com o utente, sendo que
o seu potencial &, por vezes, subaproveitado. Nesta perspetiva, penso que uma medida de
diferenciagao da farmacia, num futuro proximo, pode relacionar-se com a implementagao de
um servigo de informacao ao utente sobre a existéncia de testes de diagnostico preditivos
da resposta a terapéutica.

Estes testes baseiam-se numa medicina personalizada, que se caracteriza pela
prescricao de uma terapéutica otimizada a cada doente, evitando a prescricao de uma
terapéutica com efeitos adversos significativos ou, mesmo, sem nenhum efeito terapéutico.
Apesar destes testes serem ainda pouco implementados, existem testes ja disponiveis nos
Estados Unidos ). Deste modo, esta podera ser uma estratégia a implementar nas farmacias,
em Portugal, num futuro préximo. Neste ambito, o farmacéutico possui o dever de informar
o utente que possua uma patologia cronica ou grave, cuja terapéutica nao esteja a ser eficaz,
para a existéncia e beneficios da realizacao destes testes.

As enzimas do Citocromo P450 siao responsaveis pelo metabolismo da grande
maioria dos farmacos. Neste contexto, a variabilidade genética nestas enzimas pode
influenciar a resposta dos doentes ao firmaco, pelo que a realizagao de um teste de
diagnostico preditivo da resposta a terapéutica, permite classificar os doentes em
metabolizadores pobres, intermédios e rapidos. E, assim, auxiliar o médico a prescrever o
farmaco correto, na dose correta, para o individuo em causa .

A implementagio deste servigo levaria ao aumento da confianga e do prestigio da

profissao farmacéutica, por parte dos utentes.
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1.4. Ameacas

|1.4.1. Duracao do estagio

Durante os meses de janeiro a margo, realizei estagio curricular em industria
farmacéutica, pelo que, apenas, iniciei o estidgio na FG em abril. Como consequéncia, o
estagio em farmacia comunitaria foi realizado durante o periodo da Primavera/Verao. Por
esta razao, adquiri mais conhecimentos sobre os produtos de venda livre sazonais, mais
vendidos durante o periodo da Primavera/Verao do que sobre os produtos sazonais da
época de Outono/Inverno, uma vez que nao tive possibilidade de acompanhar muitos casos
em que estes fossem aconselhados. A proposta de um novo plano de estudos do MICF, que
apresente um estagio curricular com uma duragao superior, seria uma estratégia viavel de

modo a colmatar esta ameaca a formacao dos estudantes do MICF.
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2. Caso Pratico

2.1. Erradicacdo de Helicobacter pylori

Uma utente, do sexo feminino, dirigiu-se a FG apds consulta no Centro de Saude

Norton de Matos. Apresentou uma receita sem papel com a seguinte prescrigao:
e Omeprazol, 20 mg, capsula gastroresistente, blister de 14 unidades;
e Claritromicina, 500 mg, comprimido de libertagao prolongada, blister de 7 unidades;
e Amoxicilina, 1000 mg, comprimido, blister de |16 unidades.

Apos a leitura da receita, identificamos um caso clinico de erradicagao de Helicobacter
pylori. A norma da direcao geral de saude recomenda a utilizagao da terapia tripla, durante
10 a 14 dias ®:

e Inibidor da bomba de protoes - dose normal indicada para cada um dos possiveis
farmacos disponiveis, duas vezes por dia;

e Claritromicina — 500 mg, duas vezes por dia;

e Amoxicilina — | g, duas vezes por dia.

A interpretagao da prescricao levou-nos a suspeitar de um possivel erro de
prescricao eletronica, uma vez que a forma farmacéutica da Claritromicina prescrita era de
libertagao modificada, quando se pretendia uma de libertagao imediata. Além disso, a
embalagem prescrita possuia apenas 7 unidades, nao sendo suficiente para a utente terminar
o tratamento ©.

De modo a garantir a administragao de uma terapéutica correta a utente, contactou-
se o médico prescritor, uma vez que devido a localizagdo da FG, existe uma relagio de
proximidade com os médicos prescritores. Concluiu-se, que, efetivamente, se tratava de um
erro de prescrigao eletrénica, devido a uma selegao incorreta da linha de prescrigao.

Selecionei o caso clinico, anteriormente descrito, para apresentar no meu relatorio
porque demonstra um dos principais erros associados a prescricio eletronica e a
importancia do papel ativo do farmacéutico na garantia de uma terapéutica farmacologica

eficaz e segura para o utente.
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Conclusao

A passagem pela Farmacia Comunitaria deu-me a oportunidade de conhecer o dia-a-
dia do farmacéutico nesta area de atividade, tendo-me despertado para a responsabilidade
do que é ser Farmacéutico.

O estagio curricular na FG permitiu-me integrar uma equipa que me transmitiu o
conhecimento necessario a realizagao das principais atividades desenvolvidas na farmacia e o
apoio necessario para as executar. E, ainda, os valores e a postura que um bom farmacéutico
deve adotar no exercicio da sua profissao.

Por todas as razoes apresentadas ao longo do relatorio, posso afirmar que esta
experiéncia me proporcionou as condi¢oes necessarias para consolidar e aplicar toda a
formagao académica teodrica adquirida ao longo dos Ultimos cinco anos. Mas, mais do que
isso, preparou-me para o desafio que é responder a diversidade de situagdes que surgem
diariamente no balcao da farmacia.

Posso, assim, concluir que o objetivo do estagio curricular foi cumprido, pois, a cada
dia que passou, tive a oportunidade de evoluir tanto a nivel profissional, como a nivel

pessoal.
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CAPITULO 3

Monografia

Resisténcia a colistina e sua disseminacao: implicac6es em saude publica




Lista de Abreviaturas

BGN - Bactérias Gram-negativo
BGN-MR - Bactérias Gram-negativo multi-resistentes
CAPs - Cationic Antimicrobial Peptides (Polipéptidos Cationicos Antimicrobianos)

CHMP - Committee for Medicinal Products for Human Use (Comité de Medicamentos para

Uso Humano)
CMS - Sodium Colistimethate (Colistimetato de Sodio)
CS - Colistin Sulfate (Sulfato de Colistina)

CVMP - Committee for Medicinal Products for Veterinary Use (Comité de Medicamentos para

Uso Veterinario)

Dab - 2,4-acido diaminobutirico

EMA - European Medicines Agency (Agéncia Europeia do Medicamento)
ESBLs - Extended spectrum beta-lactamases (Beta-lactamases de largo espetro)
FDA - Food and Drug Administration

L-Ara4N - 4-amino-4-desoxi-L-arabinose

LPS - Lipopolissacarideo

OMS - Organizagao Mundial de Saude

PE¢tN - Fosfoetanolamina
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Introducao

A emergéncia e a propagagao da resisténcia aos antimicrobianos é um dos problemas
de salde publica mais relevantes, uma vez que muitas bactérias anteriormente suscetiveis
aos antibioticos usualmente utilizados deixaram de responder a esses mesmos farmacos. A
resisténcia aos antibioticos conduz a um aumento da morbilidade, da mortalidade e dos
custos dos cuidados de saude e, portanto, constitui uma necessidade urgente de atuagio (.
A resisténcia antimicrobiana é reconhecida como uma das mais graves ameacas globais para
a saude humana no século XXI, havendo o perigo iminente de retorno a era pré-antibiotica
@

Atualmente, observa-se um numero crescente de infegoes causadas por bactérias
Gram-negativo multi-resistentes (BGN-MR), nomeadamente por Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Klebsiella penumoniae e Stenotrophomonas mallei. Esta realidade
resulta do facto de estas bactérias se apresentarem resistentes as opgoes terapéuticas
existentes, como cefalosporinas, quinolonas e carbapenemos, e de durante as Ultimas duas

décadas nio terem sido sintetizados novos antibidticos com ac¢io contra estas bactérias ©.

O aparecimento de BGN-MR desencadeou um interesse renovado por uma classe de
antibidticos outrora utilizada, mais especificamente pelas Polimixinas. As Polimixinas sao uma
classe de agentes antibacterianos constituida por cinco compostos, quimicamente distintos,
nomeadamente a Polimixina A, B, C, D, e E, sendo que apenas dois destes compostos sao
utilizados na pratica clinica, designadamente a Polimixina B e E “* *. A denominagio
“Polimixina” provém da estirpe de Paenibacillus polymyxa a partir da qual sao sintetizadas. A
Polimixina E é o produto da fermentagao da estirpe de Paenibacillus polymyxa subspecies

colistinus, pelo que é também designada por colistina ©.

A colistina comecou a ser clinicamente utilizada nos anos 50, demonstrando-se eficaz
no tratamento de infe¢oes causadas por bacilos Gram-negativos, mais especificamente, P.
aeruginosa, A. baumannii, Klebsiella penumoniae, Escherichia coli, Enterobacter species, Salmonella

®). No entanto, a notificacio de reacdes

species, Shigella species e Haemophilus influenzae
adversas, mais concretamente de nefrotoxicidade e neurotoxicidade, associada ao
aparecimento de alternativas terapéuticas mais seguras, desencadeou o declinio da sua
utilizagio na medicina humana, a partir dos anos 80 . Ao contrario do que se observou na
medicina humana, o seu uso em medicina veterinaria foi crescente, tendo sido utilizada com
fins terapéuticos, profilaticos, metafilaticos e de promogao de crescimento nos animais

destinados a producio de alimento .
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I. Colistina

I.1. Estrutura quimica

A molécula da colistina € um lipodecapeptideo, cuja estrutura quimica consiste num
decapeptideo ligado a um residuo de 4cido gordo através de uma ligagao alfa amida ©.

O decapeptideo é constituido por uma cadeia tripeptidica exociclica e por um
heptapeptideo ciclico. As posi¢oes |, 3, 4, 5, 8 e 9 do decapeptideo encontram-se carregadas
positivamente, devido aos grupos amina livres dos residuos de 2,4-acido diaminobutirico
(Dab), as posigoes 2 e 10 contém o aminoacido Treonina e as posi¢oes 6 e 7 apresentam o

aminodcido Leucina ©.

O residuo de acido gordo é variavel, pelo que a colistina € uma mistura da colistina A
e B. A molécula adquire a denominagao de colistina A quando o residuo de acido gordo é o
acido 6-metiloctandico (R=CH,), e de colistina B quando o residuo é o acido 6-
metilheptansico (R=H) ©9,

Desta forma, a colistina € uma molécula anfipatica, com uma regiao hidrofilica
atribuivel aos grupos amina livres do Dab e uma regiao hidrofébica atribuivel ao residuo de

4cido gordo ®*?. Na figura | estd representada a sua estrutura quimica.
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Figura | - Estrutura quimica da colistina. A colistina é um lipodecapeptideo constituido por um

heptapeptideo ciclico (representado a roxo), e uma cadeia tripeptidica exociclica (representada a
verde) ligada a um residuo de acido gordo (representado a azul) através de uma ligagao alfa amida.

(Fonte: Adaptado de ).
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1.2. Mecanismo de acao antibacteriano

O lipopolissacarideo (LPS) é o principal componente da membrana externa das
bactérias Gram-negativo (BGN), sendo formado por trés dominios, mais especificamente, o
lipido A, o dominio de ligagao oligossacaridico e o antigeno O. A sua estrutura é mantida
através da presenga de catides divalentes de Calcio e Magnésio, que interagem com a sua

porgio anidnica ‘°.

A acao bactericida da colistina inicia-se pela sua ligagdo ao lipido A da porgao
lipopolissacaridica da membrana externa das BGN. A ligagdo ocorre através da interagao
electrostatica entre os grupos amina livres do Dab, carregados positivamente, e os grupos
fosfato do lipido A, carregados negativamente. Esta interagao desencadeia uma permuta
cationica, sendo que os catides divalentes de Calcio e Magnésio sao substituidos pela
colistina policatidnica, provocando uma alteragao na estrutura do LPS. Apods a insercao da
colistina, mais especificamente, do 4cido gordo e dos aminoacidos D-Leucina®-L-Leucina’ na
membrana externa ocorre um mecanismo de absor¢ao auto promovido, que permite o
acesso ao espa¢o periplasmatico, aumentando, assim, a permeabilidade da membrana
citoplasmatica. Deste modo, a integridade fisica da bicamada fosfolipidica da membrana
citoplasmatica é comprometida, levando a sua disrup¢ao com libertagio do conteldo

intracelular e consequente morte celular 'V,

O mecanismo de acao anteriormente descrito é o mais documentado, contudo,
recentemente, foram descritos mecanismos de acdo alternativos relacionados com a
atividade da colistina no interior da célula. Estudos recentes demonstraram que a colistina
induz a morte celular através da producao de radicais hidroxilo '? e da inibicio da enzima

NADH-quinona oxidoredutase '?.

Além da potente atividade bactericida, a colistina apresenta, também, atividade anti-
endotoxina. O lipido A da molécula do LPS representa a endotoxina de BGN, pelo que, a
ligacdo da colistina a este componente impede a sua capacidade de induzir endotoxémia,
através da inibicao da ativagao de leucocitos e da consequente producgao do fator de necrose

tumoral alfa e de outras interleucinas “*©.

1.3. Espetro de atividade antibacteriano

O espetro de atividade antibacteriano da colistina engloba a maioria dos bacilos
Gram-negativo aerobios, excluindo Proteus spp., Serratia spp., Neisseria spp., Providencia spp,

Brucella spp., Edwardsiella spp., Pseudomonas mallei e o complexo Burkholderia cepacia. Por sua
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vez, nao inclui bactérias anaerodbias, cocos Gram-negativo, bactérias Gram-positivo e fungos
(6

A auséncia de atividade contra Proteus spp., Providencia spp., Burkholderia cepacia e
Serratia marcescens deve-se ao facto do seu alvo de agao, ou seja, o lipido A do LPS possuir o

14)

componente 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N) adicionado ¥, enquanto que nas

bactérias Gram-positivo deve-se ao facto do componente LPS estar ausente.

Atualmente, a colistina é, essencialmente, utilizada no tratamento de infe¢coes por
BGN-MR, incluindo P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae e S. maltophilia '*. Apesar de
possuir atividade contra outras BGN, tais como E. coli, Enterobacter spp., Salmonella spp.,
Shigella spp., Citrobacter spp., Yersinia pseudotuberculosis, Haemophilus influenzae e varias
espécies de micobactérias, incluindo Mycobacterium tuberculosis, nao deve ser utilizada no

tratamento empirico de infecdes provocadas por estas bactérias '

|.4. Formas de apresentacao e vias de administracao

A colistina possui duas formas de apresentagao disponiveis no mercado, mais

especificamente, o sulfato de colistina (CS) e o colistimetato de sédio (CMS) ©'°.

A primeira forma da colistina surgiu sob a forma de CS, sendo passivel de ser
administrada por via topica e oral. Porém, a notificacdo de reagdes adversas de
nefrotoxicidade e neurotoxicidade desencadeou o estudo de modificagoes na sua estrutura
molecular, de modo a reduzir os seus efeitos téxicos. Como consequéncia dos estudos de

relagio estrutura-atividade, no ano de 1959, surgiu um profirmaco da colistina, o CMS ©.

A reagao da colistina com formaldeido e bissulfito de soédio provoca a adigao do
componente CH,SO, aos grupos amina livres do Dab da colistina, formando, assim, o CMS.
Por esta razao, o CMS é um polianiao a pH fisiolégico, ao contrario do CS que é um
farmaco cationico a pH fisiologico, o que o impede de possuir atividade antibacteriana,
sendo, por isso, um profarmaco. Esta molécula é muito instavel, pelo que, a pH fisioldgico é,
rapidamente, hidrolisada numa mistura de compostos metilsulfonados e colistina, adquirindo,

deste modo, atividade farmacologica ©.

As vias de administragao da colistina incluem a via parentérica, topica, oral e

inalatéria 19,

O profarmaco CMS é utilizado quando se pretende uma administracao por via

parentérica, mais especificamente pela via intravenosa, intramuscular, intratecal ou
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intraventricular. A administragao intramuscular € evitada na pratica clinica por ser demasiado

dolorosa 9,

O CS é passivel de ser administrado por via oral e topica. A administragao por via
oral é exclusiva para o tratamento de infegoes intestinais por BGN, uma vez que o CS nao é
absorvido no trato gastrointestinal, possuindo apenas efeito bactericida local. Por sua vez, a
administragao por via topica apresenta como indicagao clinica o tratamento de infegoes

cutineas por BGN ©'9,

A colistina pode, ainda, ser administrada através da via inalatéria, podendo recorrer-

se a utilizacdo das suas duas formas de apresentagio, CS e CMS @9,

Tabela |- Comparagao das duas formas de apresentagao da colistina. (Fonte: Adaptado de (17).

Sulfato de colistina (CS) Colistimetato de sé6dio
_ (CMS)

Obtencao Sintese a partir de Paenibacillus Colistina modificada

polymyxa subspecies colistinus quimicamente
Atividade antimicrobiana Molécula ativa Profarmaco
Estrutura quimica Policatiao Polianiao
Estabilidade Estabilidade superior Pouco estavel
Tempo de meia vida ~4 h ~2h
Vias de administragao Via oral, topica e inalatoria Via parentérica e inalatoria

1.5. Abandono do uso da colistina em medicina humana

A colistina comegou a ser clinicamente utilizada nos anos 50, no entanto, a
notificagao de reagdes adversas, mais concretamente de nefrotoxicidade e neurotoxicidade,
associada ao aparecimento de alternativas terapéuticas mais seguras desencadeou o declinio

da sua utilizagdo na medicina humana, a partir dos anos 80 .

Os efeitos adversos reportados incluem, essencialmente, a nefrotoxicidade e a

neurotoxicidade (®.

1.5.1 Nefrotoxicidade

A nefrotoxicidade é o efeito adverso mais prevalente, caracterizando-se por ser
reversivel, diminuindo, rapidamente, apos a suspensao do farmaco, na maioria dos casos (18

A prevaléncia de nefrotoxicidade varia entre 0 a 53,5%, originando, assim, uma elevada
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discrepancia no nimero de casos, como consequéncia dos estudos existentes se basearem

em diferentes definicoes de insuficiéncia renal ¢ '®,

Os fatores de risco para este efeito adverso estao relacionados com o plano
terapéutico e, ainda, com as caracteristicas intrinsecas ao doente. Os fatores de risco
relacionados com a terapéutica incluem a sua duragao, a dose administrada e a co-
administracao de outros farmacos suscetiveis de provocarem nefrotoxicidade,
nomeadamente os anti-inflamatorios nao esteroides, os aminoglicosideos e a vancomicina.
Por sua vez, os fatores intrinsecos ao doente incluem a idade avangada, a presenga de

doenca renal pré-existente e a sua gravidade, hipoalbuminémia e hiperbilirrubinémia ©'®,

A manifestacdo clinica mais comum ¢ a diminuicido da Clearance da Creatinina,

podendo também observar-se proteinuria, glicosuria e cilindraria ¢'®.

1.5.2 Neurotoxicidade

A neurotoxicidade é um efeito adverso menos frequente do que a nefrotoxicidade,
no entanto, &, igualmente, dependente da dose administrada e, reversivel, diminuindo

rapidamente apos a suspensao do farmaco ‘%,

Os fatores de risco incluem insuficiéncia renal, hipoxia e co-administragao de

relaxantes musculares, analgésicos opidceos, anestésicos e corticosteroides '?.

A manifestagao clinica mais comum ¢é a parestesia periférica e facial, surgindo em
aproximadamente, 27% e 7,3% dos doentes tratados por via intravenosa e intramuscular,
respetivamente. Outras manifestagoes clinicas incluem oftalmoplegia com ptose palpebral e
perturbagoes visuais, dificuldade de degluticao, ataxia, depressao, vertigens, confusao,
alucinagoes e convulsdes. O bloqueio neuromuscular, que pode culminar em insuficiéncia
respiratéria ou apneia, € uma reagao adversa classificada como rara, nao havendo registo de

casos ha mais de 15 anos ¥,

1.6. Uso clinico atual

A utilizagao clinica da colistina no tratamento de infe¢oes causadas por BGN iniciou-
se em 1950. A partir dos anos 80, observou-se um declinio da sua administragao por via
parentérica devido a notificagdo das reagdes adversas, anteriormente descritas, e ao
aparecimento de agentes antibacterianos menos toxicos. No entanto, a administracao da
colistina por via oral e topica manteve-se na pratica clinica em humanos, mas,

essencialmente, na medicina veterinaria (7).
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Entre 1990 e 2000, a utilizagao da colistina, através da via parentérica, foi re-

introduzida nas indicagoes terapéuticas para o tratamento da fibrose quistica provocada por

BGN-MR 7,

O aumento progressivo das infecoes nosocomiais por BGN-MR, associado ao facto
de as opgoes terapéuticas disponiveis atualmente nao serem eficazes no tratamento destas
infecoes, desencadeou a sua re-introducao. Atualmente, a colistina é considerada a dltima
linha de defesa contra as infegoes causadas por BGN-MR, mais especificamente, por A.

baumannii, P. aeruginosa e K. pneumoniae 7.

1.6.1. Medicina humana
Na medicina humana, a colistina sofreu um enorme declinio da sua utilizagao, tal
como referido anteriormente, mas tem ressurgido como uma opgao terapéutica no

tratamento de infegoes causadas por BGN-MR, para as quais existe uma lacuna terapéutica
3

As indicagoes terapéuticas da administragago do CMS por via intravenosa e
intramuscular incluem o tratamento de infegoes nosocomiais graves por BGN-MR,
nomeadamente, infecoes sistémicas graves, infecoes broncopulmonares em doentes com

718 " As vias intratecal e

fibrose quistica e pneumonias associadas a ventilagio mecanica
intraventricular sao utilizadas no tratamento de infecoes no sistema nervoso central, mais
especificamente, meningite ou ventriculite . Por sua vez, a administragio do CMS através
da via inalatoria, apenas, possui indicagao terapéutica no tratamento de infecoes pulmonares
cronicas por P. aeruginosa em doentes com fibrose quistica. A utilizagio do CMS sob a forma
de po para solugao para nebulizagao, nao é aprovada pela Food and Drug Administration

(FDA), possuindo apenas indicagao clinica aprovada pela Agéncia Europeia do Medicamento

(EMA) 71,

A administragao do CS por via oral ¢ utilizada no tratamento de infegdes intestinais
provocadas por BGN-MR, uma vez que o CS nao é absorvido no trato gastrointestinal,
possuindo apenas efeito bactericida local . A indicacdo terapéutica, anteriormente referida,
destina-se a doentes em estado critico, com vista a preven¢ao da ocorréncia de infegoes

sistémicas ou pulmonares, e assim, se garantir uma reducio da mortalidade ©.

O Comité de Medicamentos para Uso Humano (CHMP) autorizou a utilizagao da
colistina em adultos, criangas e recém-nascidos, no tratamento de infecoes graves

provocadas por BGN-MR, nos casos clinicos cujas opgdes terapéuticas sejam limitadas .
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1.6.2. Medicina veterinaria

Na Uniao Europeia, a colistina tem sido amplamente utilizada em medicina
veterinaria, desde a sua aprovagao pela EMA, em 1950. A sua utilizagao iniciou-se nos anos
50 e, contrariamente, ao que se observou na medicina humana, o seu uso em medicina

veterinaria foi crescente .

Na medicina veterinaria, a colistina comegou por ser utilizada com fins terapéuticos,
profilaticos, metafilaticos e de promogao de crescimento nos animais destinados a produgao
de alimento, essencialmente em suinos, mas também em galinhas, ovinos, bovinos, caprinos e
coelhos. Era administrada sob a forma de CS, através da via oral e da via topica. A
administragao por via oral, através da agua e da ragao dos animais, tinha como indicagao
clinica o tratamento de infegoes do trato gastrointestinal provocadas por E.coli e Salmonella
enterica serovar Typhimurium. Por sua vez, a administracao topica visava o tratamento de

otites externas e infecdes oculares .

Atualmente, devido ao surgimento de resisténcias a este farmaco, a EMA
recomendou a utilizagdo da colistina apenas para fins terapéuticos ou metafilaticos, em

infecdes entéricas causadas por E. coli nao invasiva ).

2. Resisténcia a colistina

A resisténcia a colistina relacionava-se com a ocorréncia de mutacoes
cromossomicas, no entanto, em novembro de 2015, observou-se o aparecimento de

um mecanismo de resisténcia plasmidico @.

2.1. Mecanismos de resisténcia

A acao bactericida da colistina inicia-se através da interagao eletrostatica entre os
seus grupos amina livres, carregados positivamente, e os grupos fosfato do lipido A da
porgao lipopolissacaridica da membrana externa, carregados negativamente “'". No entanto,
as bactérias, perante estimulos ambientais adversos, nomeadamente a exposicao a
polipéptidos cationicos antimicrobianos (CAPs), como a colistina, desenvolvem mecanismos

de resisténcia que visam impedir a interagdo eletrostatica ‘.

Os mecanismos de resisténcia a colistina em BGN devem-se, essencialmente, a
modificagao pos-tradugao das moléculas do LPS. As modificagoes sao desencadeadas por
mutagoes que ocorrem no material genético bacteriano ou por estimulos ambientais,

culminando na alteracio da membrana bacteriana ®.
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Um dos principais mecanismos de resisténcia inclui a modificagao do LPS, através da
substituicao dos grupos fosfato, carregados negativamente, por grupos de L-Ara4N e
fosfoetanolamina (PEtN), carregados positivamente. A modificagdo do LPS através da
substituicao cationica dos grupos fosfato por L-Ara4N é a mais comum, e também, a mais
eficaz, uma vez que o lipido A adquire carga nula. A substituicao catidnica por grupos de
PEtN diminui a carga negativa de -1,5 para -I. Estas moléculas reduzem, assim, a carga
resultante do LPS e consequentemente, impedem a sua ligagao a colistina, o que se traduz no

desenvolvimento de resisténcia antibacteriana .

A sintese de L-Ara4N e PEtN é mediada por meio dos sistemas reguladores PmrA-
PmrB e PhoP-PhoQ, cuja ativagao é desencadeada por mutagoes especificas nos proprios
sistemas ou por estimulos ambientais. Cada um destes sistemas é constituido por uma
histidina cinase transmembranar (PmrB e PhoQ), que sofre auto-fosforilagio sob
determinados estimulos, e por um regulador de resposta citoplasmatica (PmrA e PhoP), que
quando fosforilado, modula a expressiao dos genes alvo %, A ativacio do sistema PmrA-
PmrB desencadeia a expressao constitutiva do gene eptA ou pmrC e o operao arnBCADTEF,
que codificam as proteinas responsaveis pela sintese e transferéncia de PEtN e L-Ara4N,
respetivamente, para o lipido A do LPS. Por sua vez, o sistema PhoP-PhoQ ativa,

indiretamente, o sistema regulador PmrA-PmrB (*%,

Outros mecanismos de resisténcia incluem a utilizagio de bombas de efluxo, a perda
total do LPS, um aumento da expressiao da proteina membranar OprH e a ativagao de
outros sistemas reguladores, mais especificamente CrrA-CrrB, ParR-ParS, ColR-CoS e

CprR-Cprs (429,

Em E.coli, a ativagao de PhoQ é desencadeada pela presenga CAPs, designadamente a
colistina, e por baixas concentragoes de magnésio, enquanto o PmrB deteta sinais
moleculares gerados pela exposigao a CAPs, ao zinco, ao aluminio, a um ambiente acidico
(pH <7) e a elevadas concentragoes de ferro. Por sua vez, a ocorréncia de mutagoes em
PmrA, PmrB e PhoQ é, também, responsavel pela ativagio dos sistemas ®°. Na figura 2, a

ocorréncia de mutagoes encontra-se representada a amarelo.

A ativagao do sistema PmrA-PmrB desencadeia a expressao constitutiva do gene eptA
e do operao arnBCADTEF, que codificam as proteinas responsaveis pela sintese e
transferéncia de PEtN e L-Ara4N, respetivamente, para o lipido A do LPS. O sistema PhoP-
PhoQ ativa, indiretamente, o sistema regulador PmrA-PmrB, através do produto do gene

PmrD. O RNA MgrR reprime diretamente a expressao do gene eptB, um gene necessario a
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adicdo do pEtN ao nicleo de LPS, enquanto o RNA MicA reprime o gene phoP ®. Na figura

2 encontra-se esquematizada a regulagao dos genes envolvidos na resisténcia a colistina em

E.coli.
CAPs CcAPs, T [Fe*1],
e pH <7
V[Mg*] Zn?*e Al
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Figura 2 - Representacido esquematica da regulagao de genes envolvidos na resisténcia a colistina em

E.coli. (Fonte: Adaptado de (20)).

Em K. pneumoniae, a ativagao de PhoQ é desencadeada pela presenga de CAPs, por
baixas concentragoes de magnésio e por um ambiente acidico, enquanto o PmrB deteta a
exposicao a CAPs, um ambiente acidico e elevadas concentragoes de ferro. A ocorréncia de
mutagoes (representada a amarelo na Figura 3) em PmrA, PmrB, PhoP e PhoQ, na histidina
cinase CrrB e a inativagio do gene mgrB, também, atuam na ativagio destes sistemas .
Verificou-se, ainda, que as bombas de efluxo contribuem para o aumento da resisténcia a
colistina, uma vez que se observou uma maior sensibilidade bacteriana nas estirpes de K

pneumoniae cuja bomba de efluxo KpnEF se apresentava mutada ¥,

A ativagao do sistema PmrA-PmrB desencadeia a expressao do gene pmrC e do
operao arnBCADTEF que codificam as proteinas responsaveis pela sintese e transferéncia de
PEtN e L-Ara4N, respetivamente, para o lipido A do LPS. Ao contrario do que se observa

em E.coli, o operao arnBCADTEF, pode ser diretamente ativado através do sistema regulador

PhoP-PhoQ (4%,

A mutagao em CrrB é responsavel pela ativagao do sistema regulador PmrA-PmrB,
através do produto do gene CrrC, enquanto a inativagio do gene mgrB culmina na
fosforilagao de Pho, que pode ativar diretamente o operao arnBCADTEF ou indiretamente,

através da prévia ativagio de PmrA, através do produto do gene PmrD !**°. Na figura 3

53



encontra-se esquematizada a regulagao dos genes envolvidos na resisténcia a colistina em K.

pneumoniae.
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Figura 3 - Representacao esquematica da regulacao de genes envolvidos na resisténcia a colistina em

K. pneumoniae. (Fonte: Adaptado de 29).

No caso de A. baumannii, foram documentados dois mecanismos de resisténcia a
colistina, mais especificamente, a modificacio do LPS e a sua eliminagao total Y. Na figura 4

encontra-se esquematizada a regulacao dos genes envolvidos na modificagao do LPS.

Ao contrario da maioria das BGN, A. baumannii nao possui os genes cromossémicos
necessarios a sintese e transporte de L-Ara4N. A modificacao do LPS deve-se a mutagoes
em PmrA e PmrB, responsaveis pela ativagao do sistema regulador PmrA-PmrB. Apos a sua
ativagao, a expressao do gene pmrC e de NaxD surge aumentada. O gene pmrC promove a
adicao de PEtN ao lipido A, enquanto o gene NaxD esta envolvido na sintese de
Galactosamina e na sua adigdo ao lipido A ®.
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Figura 4 - Representagao esquematica da regulagao de genes envolvidos na resisténcia a colistina em

A. baumanii. (Fonte: Adaptado de 29).
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A perda total do LPS esta associada a substituicio dos trés primeiros genes
responsaveis pela sintese do lipido A, designadamente o gene IpxA, IpxC, e IpxD, pelo

elemento ISAbal [ (9.

Observou-se, ainda, que a aquisicao de resisténcia antibacteriana nas estirpes de A.
baumannii lhes confere uma redugao no “fitness” bacteriano, ou seja na sua capacidade de
sobrevivéncia, manifestada pela redugao da velocidade de crescimento, capacidade de

viruléncia e de disseminacio '?.

No caso de P. aeruginosa, outra importante bactéria Gram-negativa, foram descritos
cinco sistemas reguladores, com um papel preponderante na resisténcia a colistina,

designadamente ColR-CoS, PmrA-PmrB, PhoP-PhoQ, ParR-ParS e CprR-CprS (429,

O sistema regulador ColR-CoS ¢ ativado na presenga de zinco, os sistemas PmrA-
PmrB e PhoP-PhoQ sao ativados na presenca de baixas concentragdes de catides divalentes,
designadamente MgCI** e CaCl*, enquanto os sistemas ParR-ParS, e CprR-CprS sio ativados
na presenga de CAPs. A ocorréncia de mutagdes em PmrB, PhoQ, ParS, e ParR, também,
atua na ativagao destes sistemas (As mutagoes encontram-se representadas a amarelo na

(20)

Figura 5)

A ativagao destes sistemas promove um aumento da expressio do operao
arnBCADTEF-ugD e a respetiva sintese de L-Ara4N, com excec¢ao do sistema regulador ColR-

CoS que promove a adi¢ao de pEtN e reprime a sintese de L-Ara4N ®°.

A ocorréncia de mutagoes nos sistemas ColR-CoS e CprR-CprS esta associada a
elevados niveis de resisténcia a colistina em isolados mutantes phoQ. Deste modo, existem
duas teorias sobre a influéncia dos sistemas ColR-CoS e CprR-CprS no mecanismo de
resisténcia a colistina. Uma das teorias afirma que estes interagem com o sistema PhoP-
PhoQ, melhorando a sua atividade, o que poderia explicar os maiores niveis de resisténcia.
Por sua vez, também ¢ aceite que os sistemas ColR-CoS e CprR-CprS possam estar

envolvidos na regulagdo de outros genes com agao no mecanismo de resisténcia %,

Foi, ainda, descrito que sob baixas concentragoes de magnésio a expressao do gene
OprH que codifica a proteina membranar OprH surge aumentada. Esta proteina detém a
fungao de ocupar os locais membranares do magnésio, reduzindo, assim, os locais de ligagao

da colistina (¥,
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Figura 5 - Representagdo esquematica da regulagio de genes envolvidos na resisténcia a colistina em

7n?

P. aeruginosa. (Fonte: Adaptado de (29)).

Até 2015, os mecanismos de resisténcia da colistina relacionavam-se com a
ocorréncia de mutagdes cromossomicas, ou seja, apenas se observava uma transmissao
vertical, incapaz de se disseminar para outras bactérias. No entanto, em novembro de 2015,
um estudo realizado na China no ambito da avaliagio da resisténcia antimicrobiana em
amostras de E. coli provenientes de animais produtores de alimento, documentou um rapido
aumento da resisténcia a colistina nos Ultimos anos. Suspeitou-se que este rapido aumento
da resisténcia fosse desencadeado por um mecanismo de resisténcia plasmidico, uma vez que
os mecanismos cromossomicos dificilmente seriam os responsaveis por este aumento tao
acelerado. Deste facto, resultou um estudo da estirpe resistente a colistina proveniente de
suinos, mais especificamente de E.coli SHP45, tendo-se detetado a presenga de um plasmideo
do tipo Incl2, denominado Phnshp45. Com o objetivo de identificar o gene responsavel pela
resisténcia a colistina, este plasmideo foi totalmente sequenciado, o que permitiu conhecer a

sua estrutura e identificar o gene responsavel pela resisténcia a colistina, designado gene mcr-
I @,

Mais recentemente, em junho de 2016, na Bélgica, foi efetuada uma analise a amostras
de E. coli resistentes a colistina provenientes de bezerros e suinos. O gene mcr-1 foi
detetado em 12,4% das amostras de E. coli. Neste estudo, foram, ainda, analisadas as
amostras de E. coli resistentes a colistina que nao apresentavam o gene mcr-l na sua
constituicao, tendo-se identificado um novo gene de resisténcia a colistina mediada por
plasmideo, em 21% das amostras. O novo gene de resisténcia designado mcr-2 encontrava-se

21)

inserido no plasmideo pKP37-BE do tipo IncX4 ¢
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2.2. Disseminacao da resisténcia a colistina e implicag6es em saude publica

2.2.1. Epidemiologia e detecdo do gene mcr-1

Apos a descoberta do gene mcr-1, foi efetuada uma investigagao retrospetiva em
amostras de E. coli provenientes de animais e de alimentos de origem animal, mais
especificamente, de suinos no matadouro e de carne de frango e de porco, de modo a
avaliar o nivel de disseminagio do gene na China. A investigagdo documentou que a
propor¢ao de amostras positivas para a presen¢a de mcr-/ aumentou de 2011 para 2014.
Detetou-se a presenca de mcr-1 em 20,6% de amostras de suinos nos matadouros e 14,9%
em amostras de carne. Foi, ainda, efetuada uma avaliagao de amostras de K. pneumoniae e E.
coli provenientes de seres humanos infetados, tendo-se detetado |6 amostras positivas para
a presenga de mcr-l em 1322 amostras, o que corresponde a |,21% de amostras positivas

em humanos @.

Além dos factos anteriormente descritos, este estudo, realizado na China, permitiu
demonstrar que a resisténcia a colistina pode ser transferida, a partir de E. coli SHP45 para
se que o plasmideo Phnshp45 pode, também, ser transferido por transformacao, a partir de

E.coli SHP45 para outras bactérias, nomeadamente, P. aeruginosa e K. pneumoniae ®.

A divulgacao da sequéncia de nucledtidos do gene mcr-1 resultou num rastreio de
sequéncias arquivadas de DNA bacteriano, por parte de um elevado nimero de grupos de
investigagao, a nivel mundial. A presengca do gene mcr-1 foi detetada em cinco dos sete
continentes, mais especificamente, na Asia (China, Camboja, Japio, Laos, Malasia, Taiwan,
Tailandia e Vietnam), na Europa (Bélgica, Dinamarca, Franga, Alemanha, Gra-Bretanha, Itdlia,
Lituania, Poldnia, Portugal, Espanha, Suica e Paises Baixos), em Africa (Argélia, Egito, Nigéria,
Africa do Sul e Tunisia), na América do Sul (Argentina e Brasil) e na América do Norte

(EUA) @,

O gene mcr-1 tinha sido, inicialmente, identificado em E. coli, no entanto, a sua
presenca foi detetada em diversas bactérias, nomeadamente, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, K. pneumoniae, Shigella somnei e Salmonella enterica subsp. enterica
serovars Anatum, Derby, 1,4,[5],12:i:2, Java, Paratyphi B, Rissen, Schwartzengrund,

Typhimurium e Virchow .

Apods a andlise das diversas bactérias, revelou-se a presenga do gene mcr-/
incorporado em plasmideos estruturalmente semelhantes ao plasmideo chinés do tipo Incl2.

Mais concretamente, os plasmideos do tipo Incl2 foram encontrados em E. coli, S.
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(22)

Typhimurium e K. pneumoniae *”. No entanto, o gene mcr-| foi, também, detetado em

plasmideos estruturalmente diferentes do plasmideo encontrado na China, nomeadamente,

em plasmideos do tipo IncHI2, IncP, IncFIP e IncX4 @,

As evidéncias apresentadas suportam a diversidade de plataformas genéticas do gene
mcr-1, levando-nos a concluir que o gene de resisténcia a colistina possui uma elevada

capacidade de disseminagao.

Além disso, estes estudos permitiram observar que os plasmideos transportadores
do gene mcr-1, além de transportarem este gene, podem, também, transportar outros genes
de resisténcia, incluindo genes de resisténcia a carbapenemases e beta-lactamases de largo
espetro (ESBLs) “®?. Foi documentada a co-existéncia do gene mcr-I e do gene blayyy.s
responsavel pela resisténcia a antibioticos beta-lactamicos, incluindo carbapenemos, num
plasmideo do tipo IncX3-X4. Um outro estudo demonstrou a associagao do gene mcr-I ao
gene bla.,, € ao gene blay,-, que sao responsaveis, respetivamente, pela resisténcia aos
beta-lactamicos com excegao dos carbapenemos e pela resisténcia aos beta-lactimicos

incluindo carbapenemos .

2.2.1.1. Epidemiologia e detecao do gene mcr-I em Portugal

Apos a divulgagao da sequéncia de nucledtidos do gene mcr-1 encontrado na China
@, foi efetuada uma anélise retrospetiva de sequéncias de DNA bacteriano de estirpes de

Salmonella spp, em Portugal ®**.

Um dos estudos analisou 258 amostras de estirpes de S. enterica, de modo a
averiguar a presen¢a do gene mcr-l nessas amostras. Estas foram obtidas a partir de
alimentos de origem animal, designadamente, de suinos, galinhas e bovinos, entre 2011 e
2012. Analisando os resultados, os autores verificaram que quatro estirpes de S. enterica
serovar Typhimurium foram positivas para a presenga do gene mcr-1, o que corresponde a
uma percentagem de |,55%. Em dois dos quatros isolados, observou-se que o gene mcr-1 se
encontrava inserido num plasmideo do tipo IncHI2, diferindo do plasmideo original detetado
na China. Numa dessas amostras, o plasmideo, para além do gene mcr-I, transportava,
também, o gene bla.y,, que codifica uma ESBL. Nessa amostra, foi, ainda, demonstrada

homologia com a porgao ISApl|-cIrA do plasmideo chinés pHNSHP45 @9,

Um outro importante estudo, realizado em Portugal, investigou a presenga do gene
mcr-I em 1010 amostras de Salmonella de 58 serotipos diferentes. As amostras foram
isoladas a partir de diversas fontes, nomeadamente, amostras clinicas, animais produtores de

alimento, alimentos de origem animal e agua. A colheita das amostras foi efetuada nas zonas
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norte, centro e sul de Portugal, durante o periodo de 2002 a 2015. Os autores verificaram
que o gene mcr-| foi detetado em || isolados de Salmonella num total de 1010 amostras, o
que corresponde a uma percentagem de [.1%. O gene mcr-l apresentava 100% de
homologia com a sequéncia de nucledtidos do gene mcr-l detetado na China, e era
transportado em dois tipos de plasmideos, mais especificamente, IncHI2 e IncX4. As
amostras positivas foram isoladas a partir de amostras clinicas e de carne de suino, colhidas
em 2011 e 2014, respetivamente. Os || isolados de Salmonella positivos para o gene mcr-1

pertenciam aos serotipos S. 1,4, [5], 12:i: - e S. Rissen ),

Ambos os estudos suportam a diversidade de plataformas genéticas do mcr-/ e a sua
elevada capacidade de disseminagao, e permitem, ainda, concluir que o gene mcr-1, ja se
encontrava disseminado em Portugal, em 2011 **®. A detecio de S. 1,4, [5], 12: i: - em
amostras clinicas, em 201 |, evidencia, a possivel disseminagao de mcr-I em humanos, a longo

prazo, em Portugal ®.

Tendo em conta os resultados obtidos, a resisténcia a colistina mediada por

plasmideos, parece ser mais frequente na Europa, do que inicialmente se suspeitava “**),

2.2.2. Disseminacao do gene mcr-1

Varias evidéncias sugerem que o principal reservatorio do gene mcr-I é de origem
animal. A principal evidéncia relaciona-se com o uso generalizado da colistina em medicina
veterinaria, mais especificamente, com fins terapéuticos, profilaticos, metafiliticos e de
promogio de crescimento, nos animais destinados a producio de alimento ?®. Os dados
disponiveis de 26 paises da Unidao Europeia demonstraram que a colistina é o quinto
antimicrobiano mais utilizado no tratamento de infe¢des em animais produtores de alimento,

o que corresponde a uma percentagem de 6,1% .

A colistina € um antibiotico amplamente utilizado no tratamento de infegoes
gastrointestinais provocadas por Enterobacteriaceae em suinos. Apesar da utilizagio em
suinos ser a mais frequente, é, também, utilizada em outros animais produtores de alimento.
Na América do Norte, as doencas gastrointestinais provocadas por BGN em vitelos e
borregos sao tratadas, através da administragao da colistina por via oral, durante trés dias
consecutivos. Na China, o controlo de infe¢oes gastrointestinais provocadas por BGN em
galinhas, perus, coelhos e patos, é efetuado através da utilizagao da colistina. Por sua vez, na
Europa, é utilizada no tratamento de infe¢oes gastrointestinais provocadas por E. coli em

galinhas e em leitoes .
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Outras evidéncias incluem a identificagdo do gene de resisténcia ao florfenicol (floR)
em plasmideos contendo o gene mcr-I, uma vez que o florfenicol &, apenas, administrado a
animais. E, ainda, a associagao do gene mcr-/ a sequéncia de insergao ISApll, proveniente de
Pasteurella multocida, um patogéneo comum nos animais. A presenca desta sequéncia a
montante do gene mcr-| foi encontrada em diferentes classes de plasmideos, localizados em
diversas espécies animais. Este fendmeno sugere uma possivel transmissao deste elemento

genético movel entre as diferentes espécies animais ®*.

Apesar do gene mcr-l possuir origem animal, este foi, também, identificado em
alimentos de origem vegetal, seres humanos e em amostras ambientais, nomeadamente, na

4gua do rio e no estrume animal utilizado na fertilizagio de terras agricolas .

O gene mcr-1 foi identificado numa estirpe de E. coli em caes e gatos, numa loja de
animais, na China. Num dos individuos que trabalhava na loja, foi, também, identificado o
gene mcr-I na mesma estirpe de E. coli encontrada nos animais. Com base neste caso,

suspeita-se que a transmissio de animais de estimagio para seres humanos seja possivel .

O isolamento do gene mcr-I em cinco criangas, com idades entre os 2 e os 27 meses,
sem prévio contato com animais, sugere que o gene se encontra disseminado no meio

ambiente, sendo, passivel de ser transmitido através de varias vias para o ser humanos ©.

Por sua vez, as aves migratorias parecem, também, ter impacto na disseminagao da
resisténcia a colistina mediada por plasmideos. O gene mcr-1 foi isolado a partir de aves
migratorias, mais especificamente, a partir de Larus argentatus e de Larus dominicanus, na

Lituania e na Argentina, respetivamente ©.

Tendo em conta os factos anteriormente apresentados, as vias de transmissao do
gene mcr-1 foram reformuladas ®. Na figura 6 encontra-se esquematizada a disseminagio do

gene mcr-| envolvido na resisténcia a colistina.
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Figura 6 - Representagao esquematica da disseminagio do gene mcr-I envolvido na resisténcia a

colistina em E. coli. (Fonte: Adaptado de ).

Resumindo, o gene mcr-I pode ser transmitido entre animais, meio ambiente,

alimentos e humanos .

O principal reservatério do gene mcr-1 é de origem animal, pelo que, a transmissao
pode ocorrer entre diferentes espécies de animais, e estes podem, ainda, contaminar o meio

ambiente e o ser humano ©.

A contaminagao do meio ambiente é passivel de ocorrer através do estrume animal
utilizado na fertilizagao de terras agricolas, disseminando-se, assim, para as aguas e alimentos
de origem vegetal. As aves migratérias tém, também, um papel preponderante na

disseminagdo do gene mcr-1 a nivel global ©.

A transmissao do animal para o Homem ocorre através de alimentos de origem
animal, por contato nos matadouros e pelo consumo de carne. Pode, também, ocorrer
através do contato com animais de estimagao. O Homem pode, ainda, ser contaminado
através do contato com individuos infetados e através do consumo de alimentos de origem

vegetal e de agua ©.

2.2.3. Consequéncias da disseminacdo

A colistina € um antimicrobiano de ultimo recurso em medicina humana, utilizado no
tratamento de infe¢es nosocomiais graves, causadas por bactérias BGN-MR. Por vezes, nao
existem outros tratamentos alternativos, pelo que, a colistina é o Unico antimicrobiano eficaz

no tratamento dessas infecoes (7).
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O mecanismo de resisténcia, recentemente, identificado apresenta uma ampla
distribuicao geografica e potencial para uma maior disseminagao. Durante os ultimos anos,
varios estudos demonstraram que o principal reservatorio do gene responsavel pela
resisténcia a colistina é de origem animal, sendo, por isso, mais dificil evitar a sua
disseminagdo, em comparagdo com outros reservatorios. Além disso, o seu principal
hospedeiro, designadamente, E. coli, € uma das espécies bacterianas mais amplamente
distribuida na comunidade, estando presente no meio ambiente, nos animais e nos humanos.
O gene mcr-1 possui, ainda, uma diversidade de vetores de transmissao, sendo passivel de
ser transportado em diversos tipos de plasmideos, localizados em diversos isolados

bacterianos. Deste modo, suspeita-se um aumento da sua prevaléncia .

Varios estudos verificaram que os plasmideos transportadores do gene mcr-I podem,
também, transportar outros genes de resisténcia a antibioticos, incluindo os genes que

codificam carbapenemases e ESBLs 2.

Por sua vez, o gene mcr-1 foi identificado em bactérias responsaveis por infe¢coes
nosocomiais graves em doentes imunocomprometidos, nomeadamente, K. pneumoniae e

E.coli ?®.

Todas as evidéncias, anteriormente apresentadas, tém despertado uma enorme
preocupacao a nivel mundial, devido a possivel perda de eficacia da colistina no tratamento
de infe¢oes provocadas por BGN-MR, mais especificamente, por A. baumannii, P. aeruginosa e
K. pneumoniae. Aliando a elevada disseminagao do gene mcr-| a co-existéncia de genes de
resisténcia em infecoes nosocomiais graves em doentes imunocomprometidos, coloca-se a
hipotese de um possivel aparecimento de infegoes intrataveis, desencadeando-se, assim, o

inicio de uma era pos-antibiético, sem alternativas terapéuticas .

2.2.4. Medidas para evitar a disseminacao — One Health

A importancia crescente da colistina na medicina humana, associada a disseminagao
do seu mecanismo de resisténcia e a uma limitada perspetiva de novas substincias
antimicrobianas alternativas num futuro proximo, leva a necessidade de desenvolver uma
estratégia global que vise preservar a eficacia de colistina no tratamento de infegoes por
BGN-MR. A colistina foi, por isso, incluida na lista de antibioticos criticamente importantes
em medicina humana, por parte da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) ®. Considera-se
que a sua utilizagdo em medicina veterinaria conduz a um risco para a salde publica

aceitavel, desde que, sejam colocadas restri¢des sobre a sua utilizagio 7.
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A gestao da resisténcia a colistina, de acordo com a perspetiva do programa One
Health, inclui agoes de prevencao da disseminagao da resisténcia. As agoes preventivas
devem englobar estudos que avaliem a utilizagao da colistina e traduzam os niveis de
resisténcia antimicrobiana e, ainda, investigagoes e pesquisas cientificas que permitam uma
gestao adequada dos residuos da colistina e dos seus genes de resisténcia no meio ambiente
®. O programa One Health reconhece a importancia do contributo de trés componentes na
gestao do controlo da resisténcia antimicrobiana, designadamente, a saide humana, a salde

animal e o meio ambiente ®.

Neste ambito, serao apresentadas algumas medidas que visam evitar a disseminagao
da resisténcia a colistina, destacando-se as agoes prioritarias ao nivel da medicina humana e

veterinaria, e dos ecossistemas.

Na medicina veterinaria, a colistina comegou por ser utilizada com fins terapéuticos,
profilaticos, metafilaticos e de promogao de crescimento nos animais destinados a produgao
de alimento. De modo a obter uma redugao na disseminacao do mecanismo de resisténcia
da colistina, o uso da colistina com fins profilaticos e de promogao de crescimento, nos
animais destinados a produgao de alimento, deve ser banido. A administragao da colistina em
doses sub-terapéuticas, com o objetivo de promover o crescimento animal, esta associada
ao aparecimento de resisténcias. Por sua vez, a profilaxia (administragdo da colistina em
periodos de maior suscetibilidade de ocorréncia de doengas infeciosas) e a metafilaxia
(administragao durante surtos da doenga, mais especificamente, o tratamento antes do
aparecimento dos sinais e sintomas, devido a probabilidade dos animais se encontrarem no
periodo de incubagao, por pertencerem a um grupo onde se encontram animais infetados)

estio associadas ao aumento da presenca de residuos de colistina no meio ambiente .

Tendo em conta os factos anteriormente apresentados, a EMA recomendou a
utilizagao da colistina em medicina veterinaria, apenas, com fins terapéuticos ou metafilaticos,
em infegcoes entéricas causadas por E. coli nao invasiva, com uma duragao do tratamento

limitada ao tempo minimo necessario, durante um periodo méximo de 7 dias .

A prevengao de infegcdes em animais produtores de alimento deve basear-se na
implementacao de praticas sustentaveis, nomeadamente, a vacinagao periddica com vista a
garantir a imunizagdo e a utilizacio de métodos de quarentena animal para impedir a
disseminagdo da infecio, em detrimento da utilizacio da colistina . Além disso, a utilizacio
de pré e probioticos permite, a redugao da administragao de doses prolongadas de colistina,

uma vez que possibilita a renovagio das bactérias do aparelho digestivo .
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A colistina era utilizada em monoterapia ou em associagao com outras substancias
antimicrobianas, nomeadamente antibioticos beta-lactamicos, mais especificamente a
ampicilina e a amoxicilina ®. No entanto, em 2016, o Comité de Medicamentos para Uso
Veterinario (CVMP), recomendou que a autorizagao de introdugao no mercado de todas as
formulagoes veterinarias cuja composicao possuisse colistina associada a outras substancias
ativas fosse retirada ). Considerando a possibilidade de co-localizagio do gene mcr-I com
outros genes de resisténcia, nomeadamente genes que codificam a sintese de
carbapenemases e ESBLs, no mesmo elemento genético movel, a alternativa terapéutica a
colistina nio deve ser um antibiotico pertencente a classe dos beta-lactimicos . Além
disso, a reducao da utilizacao da colistina em medicina veterinaria, nao deve ser associada a
um aumento da utilizacdo de outros antimicrobianos, especialmente de fluoroquinolonas e

cefalosporinas de terceira e quarta geragiao .

O meio ambiente representa outro reservatério importante do gene mcr-1. A
contaminagao do ambiente é passivel de ocorrer através do estrume animal utilizado na
fertilizagao de terras agricolas, disseminando-se, assim, para as aguas e alimentos de origem
vegetal. Estima-se que mais de 75% da colistina é excretada através das fezes e da urina dos
animais produtores de alimentos, uma vez que esta é fracamente absorvida através do trato
gastrointestinal. Deste modo, o papel do estrume animal na disseminagao do gene mcr-/
deve ser tido em consideragao, sendo, fundamental, implementar intervengdes que visem
uma gestio bioldgica do estrume . E, também, importante considerar a necessidade de
construir instalagoes com saneamento e de implementar estratégias de limpeza e desinfecao,
nomeadamente, a utilizagao de biocidas, com vista a limitar a acumulagao de genes de

resisténcia ao longo dos varios ciclos de produgao .

A saide humana &, também, um componente fundamental na gestao do controlo da
resisténcia antimicrobiana. A colistina é utilizada em infe¢coes provocadas por BGN-MR, em
casos clinicos cuja disponibilidade de antimicrobianos alternativos efetivos é reduzida ou
inexistente. A otimizagao do seu uso implica a realizagao de testes de pesquisa do gene mcr-

I, previamente a sua administragao ©.

Varios estudos demonstraram que a eficacia clinica da terapéutica da colistina no
tratamento de infegoes provocadas por BGN-MR foi superior em associagao com outros
antibacterianos do que em monoterapia. No entanto, surgiram outras evidéncias
controversas, demonstrando que a eficacia da colistina foi superior em monoterapia. Deste
modo, deve ser re-avaliada a eficacia terapéutica da colistina e o seu impacto na ocorréncia

de resisténcia a BGN-MR @,
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Na unidade de cuidados intensivos, a nivel hospitalar, a colistina é, por vezes,
administrada por via oral, em associagdo com um antimicrobiano de largo espetro de agao,
com vista ao tratamento de infegoes intestinais provocadas por BGN-MR. No entanto, um
estudo demonstrou que o uso prolongado da colistina no tratamento destas infe¢coes esta
associado ao aparecimento de resisténcias. Assim, é de extrema necessidade, que seja

efetuada uma re-avaliacio da utilizacio da colistina no tratamento destas infecées .

O Homem pode ser contaminado através do contato com individuos infetados, pelo
que a higiene das maos apos contacto com doentes infetados, desempenha um papel
preponderante na prevengao da disseminagao da resisténcia a colistina. O isolamento dos
doentes cujo teste de pesquisa do gene mcr-| associado a outros genes de resisténcia,
nomeadamente aos genes responsaveis pela sintese de carbapenemases, seja positivo &,

também, essencial na prevencio da disseminagio da resisténcia antibacteriana ©.

Tendo em conta que uma elevada percentagem das amostras bacterianas resistentes
a colistina sao isoladas a partir de alimentos de origem animal, mais especificamente, através
da carne, os consumidores devem evitar qualquer tipo de contaminagao cruzada entre a

carne e outros alimentos ingeridos crus .

A transmissao do animal para o Homem ocorre, também, através do contato com os
animais, em matadouros e em lojas de animais. Por esta razao, é particularmente importante
a utilizacao de luvas e a desinfecao das maos, apds contato com animais em matadouros e

em lojas de animais .

Na figura 7 encontram-se resumidas as agoes preventivas da disseminagao da

resisténcia a Colistina, de acordo com a perspetiva do programa One Health.

Medicina
Veterindria

Eliminar as indicagdes
terapéuticas com fins
profiliticos e de
promogio do
crescimento

Medicina Humana

Ambiente ONE HEALTH

S Testes de pesquisa do

Gestio do estrume Prevenir a disseminacio gene mre-|

animal utilizado na da resisténcia

fertilizacdo de terras Avaliar a terapéuticaem

agricolas Avaliar a utilizagio e os associagio
niveis de resisténcia

Saneamento e estratégias Avaliar as '“dlﬂﬁ.GOES_NnO
de limpeza e desinfecio Gestido dos residuos e tratamento de infegbes

dos genes de resisténcia intestinais

Figura 7 - Representagido esquematica das varias medidas que devem ser implementadas para evitar
a disseminagao da resisténcia a colistina de acordo com a perspetiva One Health. (Fonte: Adaptado de
).
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Conclusao

O presente trabalho permitiu constatar que a colistina passou de um antibiético em
desuso a uma molécula de enorme importancia no tratamento de infecoes por BGN-MR.
Atualmente, foi incluida na lista de antibidticos criticamente importantes em medicina

27)

humana, por parte da OMS ¢

A colistina é um antibacteriano, extensivamente, utilizado em medicina veterinaria. As
suas indicagoes terapéuticas incluem, essencialmente, o controlo de infegoes
gastrointestinais em animais produtores de alimento. A recente descoberta de um novo
mecanismo de resisténcia a colistina mediado por plasmideo, gerou uma enorme
preocupagao, devido a possivel perda da sua eficacia na medicina humana. A excessiva
utilizagado da colistina em animais produtores de alimentos € apontada como uma das
principais causas da amplificagio e disseminagao da resisténcia a colistina. Como
consequéncia deste facto, a EMA recomendou uma redugao na sua utilizagao, e clarificou

que esta deve, apenas, ser utilizada com fins terapéuticos ou metafilaticos "),

O gene mcr-1 possui uma ampla distribuicao geografica, tendo sido, isolado a partir
de amostras de origem animal, humana e ambiental, provenientes de quatro dos sete

continentes ®2.

Em determinados casos, este gene foi associado a outros genes de
resisténcia em infegcdes nosocomiais graves, em doentes imunocomprometidos. Por esta
razao, coloca-se a hipotese de um possivel aparecimento de infegoes intrataveis,
desencadeando-se, assim, o inicio de uma era pos-antibiético, sem alternativas terapéuticas
@9, Os factos anteriormente apresentados, associados a importancia crescente da colistina
na medicina humana e a uma limitada perspetiva de novas substancias antimicrobianas
alternativas num futuro proximo, leva a necessidade de desenvolver uma estratégia global

que vise preservar a eficicia de colistina no tratamento de infecdes por BGN-MR %),

O programa One Health reconhece a importancia do contributo da medicina humana
e veterinaria, e do meio ambiente, na preservacao da eficacia terapéutica da colistina. Pode,
assim, concluir-se que a gestdo da resisténcia a colistina de acordo com a perspetiva deste
programa é fundamental para assegurar agoes de prevengao da disseminagao da resisténcia a

colistina @,
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