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I.INTRODUCAO

O estagio curricular em Farmacia Comunitaria esta inserido no percurso de um
estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra (FFUC). Este estagio permite ao futuro farmacéutico, nao s6
contatar com a realidade da profissio, mas também a oportunidade de aplicar todo o
conhecimento adquirido ao longo dos 5 anos de formagao, sendo por isso, fulcral para o
desenvolvimento e formagao do futuro profissional de saude.

A Farmacia Comunitaria é muitas vezes o primeiro local onde os utentes se dirigem na
presenga de doenga e na procura da sua prevengao. Assim sendo, é fundamental que o
farmacéutico esteja preparado nao sé para efetuar a correta dispensa de medicamentos, mas
também realizar o correto aconselhamento de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
(MNSRM), suplementos alimentares, produtos de cosmética, uso veterinario entre outros.

O presente relatorio é referente ao meu estagio na Farmacia Castro (FC) - Gondomar,
realizado entre o dia 7 de janeiro de 2019 a 4 de maio de 2019, sob a orientagao da Dra. Maria
Angelina Neves e contempla uma andlise SWOT (Strenghs, Weaknesses, Opportunites, Threats)
que envolve a andlise de pontos fortes, fracos, oportunidades e das ameagas relativos ao
mesmo.

O meu estagio decorreu em 2 fases: inicialmente contactei com todas as atividades
referentes ao Back Office (rececao de encomendas, armazenamento de produtos, reposigao
de stock, gestao e regularizacao de devolugdes) e, posteriormente, a passagem para o
atendimento ao publico onde inicialmente tive oportunidade de assistir atendimentos
realizados pela equipa da FC e pude observar qual a postura a ter com o utente e como gerir
situacoes de conflito.

Por fim, contactei diretamente com os utentes de forma autonoma, dispensei e
aconselhei medicamentos e ainda auxiliei os utentes na medicao da pressao arterial e

parametros bioquimicos.



2. FARMACIA CASTRO

A FC esta sediada na rotunda dos Sete Caminhos, na Rua Dr. Francisco Sa Carneiro,
no concelho de Gondomar, encontrando-se assim, localizada numa das rotundas mais

movimentadas do concelho e perto dos varios Centros de Salude da regiao.

De 2* a 6° feira, a FC funciona das 9h as 22h, sendo que aos sabados o horario de
funcionamento é das 9h as 21h, salvo quando enquadra no turno das farmacias de servigo,

mantendo-se aberta 24h do dia.

3. ANALISE SWOT

PONTOS FORTES PONTOS FRACOS
" Localizacao * Reduzida atividade de
* Recursos humanos e acompanhamento medicamentos manipulados
= Back Office = Lacunas na formagido académica

» Sistema informético — Sifarma®
* Atendimento ao publico e
dispensa de medicamentos

* Diversidade de servigos prestados

OPORTUNIDADES AMEACAS

* Formagoes = Vendas de MNSRM fora das

farmacias
= Pedidos de MSRM sem receita

* Medicamentos esgotados nos

* Variedade de produtos de salde

3.1 PONTOS FORTES

= LOCALIZACAO

Uma vez que a FC se situa numa zona bastante movimentada, esta envolve muito
trabalho, quer no Back Office quer no atendimento ao publico. Por estes motivos, tive a
oportunidade de estar em contato com um perfil de utentes bastante heterogéneo de

diferentes faixas etarias e diferentes graus de instrugao.



Considero que o contato tao diversificado de utentes foi uma mais-valia na minha
formagao, pois ajudou-me a desenvolver as minhas capacidades de adaptagao, tanto a nivel de

linguagem como de postura tendo sempre como foco a salide e o bem-estar dos utentes.

= RECURSOS HUMANOS E ACOMPANHAMENTO

A equipa da FC é constituida pela Dra. Maria Angelina Neves, farmacéutica e Diretora
Técnica; pelos farmacéuticos: Dra. Carmen Sousa, Dra. Ana Marques, Dra. Marta Gomes, Dr.
José Oliveira e o Dr. Pedro Silva; pelos técnicos: Fernando Ramos, lolanda Paiva e Luisa Leal.

A integragao nesta equipa jovem, proactiva e competente foi claramente um contributo
muito positivo para o meu estagio. Todos os membros da equipa sempre se mostraram
disponiveis para me ensinar e para esclarecer todas as minhas ddvidas, o que me permitiu

evoluir a cada dia.

= BACK OFFICE

Durante o meu primeiro més na farmdcia, a recegao e armazenamento de encomendas
foram a minha principal atividade. Esta, permitiu-me nao sé o contato direto com os nomes
comerciais dos medicamentos e a sua associagao aos principios ativos, mas também conhecer
a localizagao de armazenamento dos diversos produtos da farmacia e ainda, a familiarizagao

com o sistema informatico.

= SISTEMA INFORMATICO — SIFARMA®

Atualmente, a FC utiliza duas versdes Sifarma®, sistema informatico desenvolvido pela
Glintt. O Sifarma 2000®, versao mais antiga deste sistema, e o Sifarma Médulo de Atendimento,
uma versao melhorada do Sifarma 2000®. Esta Gltima versio ainda se encontra em fase de
teste num grupo restrito de farmacias a nivel nacional, porém o futuro passara pela sua
implementagao.

Durante o atendimento, este sistema foi claramente um grande apoio no decorrer do
meu estagio, pois possui inuUmeras funcionalidades, tais como: a criagao de fichas de utentes
(onde se inserem os dados do utente e onde fica registado o histérico da sua medicagao),
informagoes relativas a indicagao terapéutica, posologia, composi¢ao, contraindicagoes,
interagoes medicamentosas, reagoes adversas e precaugoes para quase todos os
Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM) e MNSRM, possibilitando assim um

acompanhamento farmacoterapéutico e um atendimento mais seguro e eficaz.



Apesar do sistema mais recente ser muito mais rapido e intuitivo, este apresenta
algumas limitagoes, obrigando ao uso simultineo da versao Sifarma 2000°. De entre essas
limitagoes, destacam-se: o processo de gestao e recegao de encomendas, aplicagao de
descontos, visualizagao do histérico de venda de cada utente e respetivos créditos.

Sendo o Sifarma® o sistema informatico mais prevalente nas farmécias comunitarias,

considero que contacto com as duas versoes se demonstrou construtivo e desafiante.

= ATENDIMENTO AO PUBLICO E DISPENSA DE MEDICAMENTOS

O atendimento ao publico foi, sem duvida, a etapa fulcral e mais marcante do meu
estagio. Esta atividade é uma excelente oportunidade para aplicar em contexto pratico os
conhecimentos adquiridos ao longo do MICF.

Apos um més a trabalhar no Back Office, comecei o atendimento ao balcao. Inicialmente
assisti a atendimentos realizados pelos farmacéuticos da FC, possibilitando-me observar como
se processa todo o atendimento e o que com ele acarreta (desde o contato com os utentes,
a abordagem ideal no aconselhamento farmacéutico e até ao nivel do sistema informatico).

Visto que era a minha primeira vez ao balcao, estava bastante apreensivo que os utentes
nao se sentissem seguros e hesitassem por ser estagiario. No entanto, ocorreu o contrario,
isto &, consegui criar bastante cumplicidade e proximidade com varios utentes da FC, alguns
dos quais mais tarde pediam para serem atendidos especificamente por mim, o que de certa
forma compactuavam com o que ia sentindo. Como é de esperar, com o tempo fui ganhando
mais confianga em mim mesmo e nos meus conhecimentos, o que me faziam sentir cada vez
mais confortavel no meu posto.

O farmacéutico deve ser capaz de conseguir adaptar o atendimento ao tipo de utente,
com o intuito que a utilizagao dos medicamentos e outros produtos seja a mais eficaz, segura
e de melhor qualidade, este deve conseguir transmitir toda a informagao fundamental de forma
clara, objetiva e compreensivel (de forma verbal ou escrita), promovendo-se como tal, o uso
racional do medicamento.

De seguida apresentarei dois casos praticos que ocorreram durante o meu estagio.



I. CASO A
D.M, utente do sexo masculino, com cerca de 25 anos, apresenta-se na farmdcia queixando-
se de tosse com expetoragdo referindo que a mesma persiste ha 2 dias. O utente refere que

ndo quer xarope.

Depois de confirmar com o utente que este era o Unico sintoma, que a expetoragao
era normal, nao tinha febre, nao tomava medicagao nem tinha nenhuma patologia associada
diagnosticada, aconselhei um expetorante mucolitico e fluidificante. Uma vez que o utente
referiu ndo querer xarope, sugeri o Fluimucil® 600 mg (aceticisteina) comprimidos

efervescentes, explicando que deveria tomar um por dia, de preferéncia a noite.

2. CASOB
A.F, utente do sexo feminino, com cerca de 30 anos, apresenta-se na farmdcia queixando-se

de dor num dente que dura hd mais de 3 dias. O utente pede algo para as dores.

Neste caso, aconselhei a utente a consultar o médico dentista o mais rapidamente
possivel, pois poderia ter uma infe¢do bucodentaria e ser necessario a toma de antibiotico.

Para as dores, dispensei uma caixa de Brufen® 400 mg (ibuprofeno) até a data da
consulta.

Expliquei que deve tomar | comprimido 3 vezes ao dia (8-8h) e que a sua toma nao

deve exceder mais de 7 dias.

= DIVERSIDADE DE SERVICOS PRESTADOS

Para além da dispensa de medicamentos anteriormente referida, a FC tem ao dispor
dos seus utentes diversos servigos farmacéuticos, tais como: determinagao do peso, altura,
indice de massa corporal (IMC), medi¢io da pressao arterial, glicémia, colesterol total,
triglicéridos, administracao de vacinas e outros medicamentos injetaveis e ainda, consultas de
nutrigao.

Os servigos mais requisitados e com o qual contatei mais vezes foram a medi¢ao da
pressao arterial e a medi¢ao da glicémia.

Sempre que procedia a determinagao da pressao arterial, aconselhava, de acordo com
os valores obtidos, a importancia da monitorizagao regular e de respeitarem a terapéutica

prescrita e o papel da manutengao de um estilo de vida saudavel (medidas nao farmacoldgicas).



Na medigao da glicémia capilar, sempre que os valores se encontravam fora dos limites
recomendados, explicava ao utente a importancia do cumprimento da terapia medicamentosa
prescrita pelo médico e os cuidados que deveria ter na dieta.

3.2. PONTOS FRACOS

= REDUZIDA ATIVIDADE DE MEDICAMENTOS MANIPULADOS

Segundo a Portaria n.° 594/2004, de 2 de junho, entende-se por medicamento
manipulado “qualquer formula magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado sob a
responsabilidade de um farmacéutico”.

Apesar de existir um laboratério destinado a preparagao de manipulados na FC,
atualmente a prescrigao deste tipo de medicamento nao é muito frequente.

Contudo, no decorrer do meu estagio tive a oportunidade de preparar a pomada de

vaselina enxofrada a 6%, para o tratamento de escabiose.

= LACUNAS NA FORMACAO ACADEMICA

Embora o MICF dé-nos excelentes bases tedricas para desempenhar o nosso papel
com sucesso, existem ainda algumas lacunas. No decorrer do meu estagio a dispensa de
MNSRM, medicamentos de uso veterinario e aconselhamento de produtos de cosmética,
ortopedia, higiene oral, puericultura e maternidade foram sem duvida onde tive maior
dificuldade. Assim, era importante incorporar estas tematicas no plano de estudos do curso
num contexto mais pratico. No entanto, reconhe¢o que as lacunas supracitadas sao
ultrapassadas com a experiéncia profissional, ainda assim, penso que o curso deveria ter uma
componente mais pratica, de maneira a melhor preparar os futuros farmacéuticos para aquilo
que ¢é a realidade de uma Farmacia Comunitaria quer na parte de aconselhamento, quer na

parte de gestao.

3.3. OPORTUNIDADES

= FORMACOES

Ao longo do meu estagio tive a oportunidade de ampliar os meus conhecimentos a
nivel da dermocosmética e de algumas patologias. Foi-me permitido assistir a agoes de
formagao onde as marcas apresentam os seus novos produtos, as patologias para as quais se

direcionam, informagao cientifica que comprove a sua eficacia e a sua posigao no mercado.
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Assim sendo, considero que estas formagoes foram fulcrais pois permitiram nao sé conhecer
novos produtos, mas também adquirir conhecimentos para o aconselhamento nestas areas e

bases para a realizagao de cross-selling.

= VARIEDADE DE PRODUTOS DE SAUDE

A FC dispoe uma enorme variedade de produtos, desde artigos de dermocosmética,
puericultura e maternidade, produtos de higiene, medicamentos de uso veterindrio entre
outros. Desta forma, o contato com toda esta variedade de produtos tornou-se um desafio
constante, uma vez que a formagao académica nestas areas é limitada, porém, mostrou-se uma
oportunidade de aprendizagem continua. Para além de toda a ajuda da equipa da FC, a
possibilidade de estudar o material técnico-cientifico fornecido pelos laboratorios permitiu-

me alargar os meus conhecimentos relativamente aos mesmos.

3.4. AMEACAS

= VENDA DE MNSRM FORA DAS FARMACIAS

A venda de MNSRM fora das farmacias consta uma ameaga a viabilidade econémica das
farmacias comunitarias, pois os pregos praticados fora das mesmas sao mais baixos e levam a
farmacia abdicar da margem de lucro para se tornar competitiva.

Foi usual no decorrer do meu estagio, apds informar os utentes do prego de um
MNSRM, os utentes responderem que “na parafarmacia X é mais barato”. Assim, afeta nao sé
economicamente a farmacia, mas também pode afetar a saude do utente, uma vez que o
aconselhamento da correta e segura utilizagao destes medicamentos fora de farmacias é

insuficiente.

= PEDIDOS DE MSRM SEM RECEITA

Outra situagao comum que vivenciei no decorrer do meu estagio foi a solicitagao de
MSRM sem apresentagao da mesma.

A meu ver estas situagoes sao consideradas como ameagas, uma vez que a recusa da
dispensa deste tipo de medicamentos incita um sentimento de revolta no utente, acabando
por gerar desconfian¢a em relagao a farmacia e ao farmacéutico. Os utentes acham que a nao
cedéncia destes medicamentos é devido a burocracias, pois cada farmacia tem as suas politicas
de dispensa de medicamentos que, ocasionalmente, nao estao conformes com a legislagao em

vigor. Esta realidade faz com que muitos dos utentes desvalorizem o perigo da sua dispensa.
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Estas situagoes podem deixar em desvantagem a farmacia, uma vez que, na maioria das

vezes, os utentes nao percebem e acabam por adquirir a mesma medicagao noutras farmacias.

= MEDICAMENTOS ESGOTADOS NOS FORNECEDORES

Por vezes determinados medicamentos encontravam-se esgotados, tornando-se
impossivel a dispensa dos mesmos. Estas situagoes causavam algum transtorno, nao sé aos
profissionais de saide que nao conseguiam dar respostas as necessidades dos utentes, como
também para os utentes envolvidos que muitas vezes eram obrigados a procurar o
medicamento noutras farmacias ou falar com o seu médico para que este lhes pudesse alterar
a medicagao.

Infelizmente alguns utentes culpavam a farmacia pela falta dos mesmos, no entanto,
quando me deparava com esta situagao explicava de forma calma e clara que estas situagoes

nao eram intrinsecas a farmacia.

4. CONCLUSAO

O estagio curricular em Farmacia Comunitaria permite o contato direto com a
realidade da profissao, permitindo a aplicagao pratica e direta de todo o conhecimento tedrico
adquirido ao longo do percurso académico.

Com o estagio em Farmacia Comunitaria foi-me possivel constatar a responsabilidade
e contributo desta profissao para a sociedade, quer a nivel de bem-estar como da promogao
de salde.

A experiéncia de estagiar na FC foi muito enriquecedora e ultrapassou todas as minhas
expetativas. Para além de ter gostado imenso de trabalhar diretamente com o publico, deparei-
me com uma equipa de exceléncia, por ser extremamente profissional e sempre pronta a
auxiliar no meu desenvolvimento enquanto futuro farmacéutico.

Resta-me, por isso, agradecer a toda equipa da FC pela experiéncia gratificante que me

proporcionaram e por todos os seus ensinamentos e conselhos.
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I. INTRODUCAO

O estagio curricular em Assuntos Regulamentares (AR) surge no ambito da unidade
curricular “Estagio” do 5°ano do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC).

Na minha opinidao, o estagio curricular é um dos pontos altos do MICF, pois
proporciona aos estudantes nao s6 um primeiro contato com a realidade profissional, mas
também a aplicagao dos conhecimentos técnicos e cientificos adquiridos ao longo do percurso
académico. Para além do estagio obrigatério de Farmacia Comunitaria, a FFUC, disponibiliza
(em conjunto com varias entidades) varias oportunidades de diversos estdgios para os
estudantes, em diferentes areas de atuacao, destacando-se assim entre as outras instituicoes
de ensino que lecionam Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Apesar deste estdgio nao ser obrigatorio, sempre me interessei pela area regulamentar
gracgas ao Professor Doutor Jodo José Sousa, docente que leciona a unidade curricular de
Assuntos Regulamentares do Medicamento. Desta forma, quando surgiu a possibilidade de
estagiar na consultora farmacéutica Owlpharma — Consulting, Lda. Sediada em Coimbra,
aceitei a oportunidade de imediato.

O presente relatorio é referente ao meu estagio na Owlpharma, realizado entre o dia
6 de janeiro de 2020 e 3| de margo de 2020, sob a orientagao dos dois Diretores, Dr. César
Gongalves e Dr. Ricardo Andrade e contempla uma andlise SWOT (Strenghs, Weaknesses,
Opportunites, Threats) que envolve a andlise de pontos fortes, fracos, oportunidades e das

ameacgas relativos ao mesmo.

2. OWLPHARMA - CONSULTING, LDA.

A Owlpharma — Consulting, Lda. é uma empresa de consultadoria farmacéutica nas
areas de Assuntos Regulamentares, Farmacovigilancia, Garantia de Qualidade e Medical Affairs,
sediada em Coimbra.

Foi criada em 2013 e iniciou o seu percurso na incubadora de empresas do Instituto
Pedro Nunes (IPN), no entanto e devido ao seu crescimento, atualmente dispoe de escritorios

em Coimbra e Lisboa.
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3. ANALISE SWOT

PONTOS FORTES PONTOS FRACOS
* Integragao na equipa " Falta de feedback
»  Formacdes * Reparticao de tempo entre os

. . varios departamentos
= Diversidade de tarefas P

* Autonomia e Independéncia
* Desenvolvimento de competéncias

= Diversidade de tarefas

OPORTUNIDADES AMEACAS

* Estigio em AR = Na3o reconhecimento do

estagio em AR

3.1. PONTOS FORTES

» INTEGRACAO NA EQUIPA

A Owlpharma é composta por uma equipa bastante jovem, competente e dindmica, a
qual eu e a colega estagiaria Erica Nunes fomos apresentados no primeiro dia de estagio. Estas
caracteristicas foram essenciais para uma boa integragao na equipa. Dentro desta equipa foi
facil sentir-me a vontade para entrar no ritmo de trabalho, colocar as minhas duvidas e fazer

sugestoes sem qualquer constrangimento.

= FORMACOES

No primeiro dia de estagio, tivemos uma série de formagoes iniciais, para uma melhor
compreensao acerca do funcionamento da empresa, das areas em que esta atua e atividades
desempenhas com mais frequéncia.

A primeira formagao foi dedicada a area de AR, e na qual nos foram explicados os
pontos chaves dos mesmos, mais especificamente sobre:

= Guidelines da Agéncia Europeia do Medicamento (EMA);
= Dossiers do medicamento no formato Common Technical Document (CTD);
= Tipos de Autorizagao de Introdugao no Mercado (AIM);

= Alteragoes aos termos de AIM e Renovagoes de AIM.
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A segunda formagao foi relativa a “Informagao do Produto”, onde nos foi alertado e
explicados os varios tipos de documentos com os quais nos podiamos deparar durante o
estagio, dos quais:

= Resumo das Caracteristicas do Medicamento (RCM);
= Folheto Informativo (Fl);
= Rotulagem.
Realgando que todos estes se regem pelas caracteristicas do Quality Review of

Documents (QRD).

Ainda no decorrer do estagio, a Doutora Ligia Ferreira (Medical & Scientific Manager),
deu-nos formagao sobre os procedimentos de verificagdo da legibilidade de um Fl.
Posteriormente, foi-nos delegada a realizagao de Testes de Legibilidade (composto por uma
série de entrevistas a voluntarios) de um novo medicamento e para o qual testamos a

legibilidade do Fl, junto da populagao/voluntarios.

= DIVERSIDADE DE TAREFAS

De entre as diversas tarefas propostas durante o meu estagio realgo as seguintes:

= Preparagao de alteragoes aos termos de AIM (Dossier, Cover Letter e Formulario);

= Elaboragao e revisao (tradugao do Inglés para Portugués) de Resumo das
Caracteristicas do Medicamento (RCM), Folhetos Informativos (Fls) e Rotulagens,
segundo o formato QRD;

= Revisao de artes graficas de RCM, Fl e Rotulagens;

= Revisao da legislagao do mercado dos Produtos de Cosmética na Europa;

= Teste de legibilidade de Fl;

= Realizagdo de comparagoes entre o RCM e o EUCSI aprovado.
Ao longo do estagio, realizei todas estas tarefas com todo o empenho e

profissionalismo, recorrendo a equipa da Owlpharma sempre que me encontrava com

alguma duvida.

= AUTONOMIA E INDEPENDENCIA

A autonomia e de certa forma a independéncia sao, no meu ponto de vista, duas
caracteristicas fundamentais para o desenvolvimento pessoal e profissional de um
farmacéutico. Durante o meu estdgio na Owlpharma, nao s6 me foi concedida autonomia e

independéncia, como também confianga, na realizagao das mais diversas tarefas que me foram
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atribuindo. O facto de todos os nossos trabalhos serem posteriormente revistos e validados
por alguém mais experiente, deixavam-me de certo modo mais confortavel durante a sua
realizacao. Antes de cada nova tarefa eram dadas algumas orientagbes, sempre com a

possibilidade de esclarecermos duvidas, caso fosse necessario.

= DESENVOLVIMENTO DE COMPETENCIAS

Durante o estagio consegui consolidar os meus conhecimentos académicos e adquirir
novos saberes tedricos e praticos, dos quais realgo o desenvolvimento e aperfeicoamento de
competéncias linguisticas e informaticas.

Quanto as competéncias linguisticas, com o decorrer do estagio a lingua inglesa esteve
sempre presente, onde me possibilitou a melhoria e aperfeicoamento aplicado a area cientifica
e regulamentar. A minha maior dificuldade foi o confronto diario de vocabulario técnico e
cientifico muito especifico, assim como expressoes das quais nao estava habituado, tornando-
se um desafio constante em compreender e traduzir de forma eficaz. Todavia, existem
ferramentas que auxiliam neste processo, como por exemplo o MedDRA. Por outro lado,
dada a vasta experiéncia da equipa da Owlpharma senti que era relativamente facil conseguir
tirar as minhas ddvidas.

Quanto as competéncias informaticas, consegui adquirir novos conhecimentos no
Microsoft Word®, Acrobat Reader DC® e Microsoft Excel®. Como nio estava habituado a
trabalhar com o ambiente Office® (Word®, Excel® e PowerPoint®) mas sim OS® (Pages®,
Keynote® e Numbers®) da Apple® no inicio foi desafiante, mas rapidamente me consegui
adaptar a esta mudanga. Surgiu também a oportunidade, de ao longo do meu estagio contactar
com a plataforma SMUH-ALTER do INFARMED, para submeter alteragoes aos termos de
AIM.

3.2. PONTOS FRACOS

= FALTA DE FEEDBACK

Numa fase inicial, senti que por vezes, talvez devido ao volume de trabalho, os
colaboradores nao me conseguiam dar o feedback das minhas tarefas (por exemplo,
tradugoes), bem como o resultado final enviado ao cliente. O que tornava dificil para mim ir
de encontro as espectativas dos mesmos. Este aspeto criou em mim, a principio algumas
incertezas em relagao a qualidade do trabalho que realizava. Penso que este ponto poderia ser

facilmente ultrapassado caso eu o tivesse pedido. No entanto, nao sentia a confianga necessaria
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para o fazer, sendo que poderia partir por partes dos mesmos, numa fase inicial, esta mesma
orientagao.

Com o tempo e, como forma de atenuar este ponto negativo, optei por questionar os
membros da empresa sempre que realizava um trabalho pela primeira vez e me sentia inseguro

em relagao ao resultado final.

= REPARTICAO DO TEMPO ENTRE OS VARIOS DEPARTAMENTOS

Logo desde o inicio fui destacado, exclusivamente, para o departamento de AR. Apesar
de, em certo modo, ter sido uma mais-valia, uma vez que ganhei imensa destreza na realizagao
dos trabalhos que me eram solicitados em AR, sinto que o facto de nao ter vivenciado a
realidade de outros departamentos (nomeadamente Farmacovigilincia e Qualidade) me
limitou a experiéncia do estagio numa consultora farmacéutica. Penso que o tempo em cada
departamento deveria ser uniforme, possibilitando assim ao estagiario conhecer outras

realidades.

3.3. OPORTUNIDADES

= ESTAGIO EM AR

A possibilidade fornecida pela FFUC na realizagao de estagios para além da Farmacia
Comunitaria e Farmacia Hospitalar € uma oportunidade Unica e exclusiva. Assim sendo, a
realizacao do meu estagio na area dos AR fornece-me um fator de distingao, uma vez que a
maioria dos alunos passam apenas por Farmacia Comunitaria e Farmacia Hospitalar. Este
estagio, bem como qualquer outro na area da Industria Farmacéutica, permite uma visao

alargada dos setores farmacéuticos.

3.4. AMEACAS

= NAO RECONHECIMENTO DO ESTAGIO EM AR

Todos os estagios em Industria Farmacéutica, inclusive em AR, nao é reconhecido o
que faz com que haja diferenga de cargas horarias entre os varios estagios. Desta forma, os
alunos que decidam realizar um estagio nesta area tém de fazer 810h em Farmacia
Comunitaria, em oposigao as 670h a quem faz estagio em Farmacia Hospitalar. Possibilitam-

nos o desconto de |70h, em Farmacia Comunitaria, desde que o Estudante tenha realizado
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num dos dois anos anteriores pelo menos um Estagio de Verao de duracao nao inferior a um
mes (140 horas) em Farmacia Comunitaria/Farmacia Hospitalar.
No meu caso, uma vez ter realizado um estagio de verao em Farmacia Hospitalar, foi

me descontado horas em Farmacia Comunitaria.

4. CONCLUSAO

O estagio curricular em AR relevou-se uma experiéncia muita positiva e enriquecedora
tanto a nivel profissional como a nivel pessoal, na medida em que me permitiu criar contacto
com o mundo empresarial, melhorar metodologias de trabalho e empregar conhecimentos
técnico-cientificos, com situagoes praticas e reais do mundo de trabalho, que adquiri ao longo
do percurso académico. Desta forma, consegui desenvolver competéncias fundamentais para
ter sucesso no meu futuro profissional.

Tenho desta forma agradecer a FFUC e a toda a equipa da Owlpharma que tao bem
me recebeu e acolheu durantes estes trés meses.

Embora este ano esteja a ser diferente de todos os outros, com varias adaptagoes
tanto na faculdade como no mundo de trabalho, devido a pandemia COVID-19, a Owlpharma
possibilitou-me a continuagao do meu estagio através de teletrabalho (duas ultimas semanas
de margo de 2020), o que demonstrou a confianga depositada em mim.

Findo este estagio com uma visao diferenciada daquilo que é o mercado de trabalho e
da comunicagdo que existe entre as diferentes areas dentro do setor farmacéutico. Esta
experiéncia possibilitou-me o desenvolvimento de algumas soft skills como espirito critico,
metodologia de trabalho e gestao de tempo, que me irao acompanhar-me durante a minha

vida profissional.
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PARTE I

OCORRENCIA DE ANTIBIOTICOS NAS AGUASE O
IMPACTO NA SAUDE HUMANA E AMBIENTAL



LISTA DE ABREVIATURAS

ARB
ARG
AZ|
CIp
CLA
DNA
ECso
ERA
ERI
ETAR
EU

FQ
LCso
ng/L
NOEC
OCDE
OMS
PBT
PECsw
PNEC
RQ

uUcCl

ug/L

Bactérias de Resisténcia aos Antibidticos
Genes de Resisténcia aos Antibioticos
Azitromicina

Ciprofloxacina

Claritromicina

Acido desoxirribonucleico

Effective concentration

Environmental Risk Assessment

Eritromicina

Estacio de Tratamento de Aguas Residuais
Uniao Europeia

Fluorquinolonas

Lethal concentration

nanograma por litro

No observed effect concentration
Organizagao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico
Organizagao Mundial de Saude
Persisténcia, Bioacumulacao, Toxicidade
Concentracdes Ambientais previstas em Aguas Superficiais
Concentragao Prevista Sem efeito
Quociente de Risco

Unidade de Cuidados Intensivos

micrograma por litro
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RESUMO

A detecao de antibioticos e outros compostos farmacéuticos nas aguas residuais € no
ambiente aquatico, trouxe uma preocupagao crescente sobre os seus potenciais impactos
ecolégicos e humanos adversos. A difusio destes no ambiente contribui para o
desenvolvimento e a difusao global da resisténcia aos antibioticos. Este fenobmeno é um dos
mais importantes desafios para o sector da saude no século XXI. Por conseguinte houve um
aumento do seu estudo tanto sobre a sua ocorréncia, efeitos e destino. No entanto, a sua
potencial ecotoxicidade aquatica e toxicidade humana através de vias de exposi¢cao ambiental
permanecem desconhecidas.

Os antibioticos abordados pertencem a duas classes diferentes, fluoroquinolonas (CIP)
e macrolidos (AZI, CLA e ERY), que inibem o crescimento bacteriano. As fluoroquinolonas
atuam inibindo a sintese de DNA bacteriano, e os macrolidos ligam-se aos ribossomas
bacterianos, inibindo a biossintese de proteinas.

O objetivo desta monografia é discutir a ocorréncia de medicamentos antimicrobianos
no ambiente aquatico, dos seus efeitos adversos causados e a ameaga associada ao fenédmeno

da resisténcia aos antibioticos.

Palavra-chave: Antibiotico, Meio aquatico, Resisténcia aos Antibioticos,

Ecotoxicidade.
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ABSTRACT

The discovery of antibiotics and other pharmaceutical compounds in wastewater and
the aquatic environment has brought growing concern about their potential adverse ecological
and human impacts. The diffusion of these in the environment contributes to the development
and global spread of antibiotic resistance. This phenomenon is one of the most important
challenges for the health sector in the 21st century. Therefore, there has been an increase in
its study both on its occurrence, effects and fate. However, its potential aquatic ecotoxicity
and human toxicity through environmental exposure routes remain unknown. The selected
antibiotics belong to two different classes, fluoroquinolones (CIP) and macrolides (AZI, CLA
and ERY), which inhibit bacterial growth. Fluoroquinolones act by inhibiting bacterial DNA
synthesis and macrolides link to the bacterial ribosomes, inhibiting protein biosynthesis.

The aim of this monograph is to discuss the occurrence of antimicrobial drugs in the aquatic
environment, their adverse effects and the threat associated with the phenomenon of

antibiotic resistance.

Keywords: Antibiotic, Aquatic Environment, Antibiotic Resistance, Ecotoxicity.
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PREAMBULO

Os antibidticos sao concebidos para estimular uma resposta fisiologica nos seres
humanos, animais, bactérias ou outros organismos. Nos Uultimos tempos, cresceu a
preocupagao acerca dos efeitos adversos que a utilizagdo e eliminagio de farmacos pode
potencialmente ter na salde humana e ecologica (Kimmerer, 2003).

A descoberta, comercializagao e administragao dos compostos antimicrobianos para
tratar de infegoes revolucionou a medicina moderna e modificou o paradigma terapéutico.

Infelizmente o aumento acentuado da resisténcia entre as bactérias mais comuns esta
a ameagar este marco terapéutico. E de salientar que a OMS (Organizacio Mundial de Satde)
nomeou a resisténcia aos antibiéticos como uma das trés ameagas mais importantes a saude
publica do século XXI (Munita et al., 2016).

Apos um curto periodo de residéncia nos organismos humanos e animais, os
antibidticos tém sido continuamente descarregados nos ecossistemas naturais através da
excregao: urina e/ou fezes (Carvalho e Santos, 2016).

A evidéncia cientifica demonstrou que depois de passarem pelo tratamento de aguas
residuais, os compostos farmacéuticos em geral, e os antibiéticos em particular, sao libertados
diretamente no ambiente (Kiimmerer, 2003), e tém sido detetados em varios compartimentos
do meio aquatico, desde aguas residuais, superficiais e subterraneas. (Seifrtova et al., 2009)

As duas principais preocupagoes relativas ao risco sanitario dos residuos de
antibioticos no ambiente sao: o potencial perigo dos mesmos alterarem o microbioma humano
e promoverem o aparecimento de resisténcia bacteriana; o potencial perigo de criar uma
pressao seletiva sobre o microbioma ambiental e conduzir a reservatorios de resisténcia aos
antibiéticos no ambiente (Ben et al,, 2019).

Os antibioticos encontram-se globalmente no ambiente a niveis vestigiais devido ao
Seu consumo extensivo, o que suscita preocupagoes quanto aos efeitos que podem ter sobre
organismos nao-alvo, especialmente microrganismos aquaticos. (Valitalo et al., 2017) Por essa
razao, o risco ecolégico destes compostos no ambiente aquatico é uma preocupagao
crescente (Carvalho e Santos, 2016).

Os compostos farmacéuticos que serao abordados de forma mais discriminada, quanto
ao seu mecanismo de agao e propriedades farmacocinéticas, sao os representativos major das

classes farmacéuticas baseado numa watch list da Uniao Europeia (UE) (Pereira et al.,, 2020a).
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I. ANTIBIOTICO E O SEU IMPACTO

.. DEFINICAO DE ANTIBIOTICO

Os antibiéticos sao uma classe de metabolitos secundarios produzidos por
microrganismos, bem como compostos andlogos quimicamente sintetizados ou semi-
sintetizados, que podem inibir o crescimento bacteriano (efeito bacteriostatico) ou ter efeito
microbicida (bactericida) (Ben et al., 2019; Demain e Sanchez, 2009).

Estes podem ser designados por quimioterapicos quando produzidos por sintese
quimica; podem ser semissintéticos quando sao produzidos a partir de um composto natural,
que é modificado quimicamente de modo a melhorar as suas propriedades terapéuticas e/ou
o espetro de agao. Presentemente estas definicoes nao tém significado real, dado que a maioria
dos agentes antimicrobianos sao derivados sintéticos de compostos originalmente produzidos
por microorganismos. Os antibioticos com origem natural sao produtos do metabolismo
secundarios de microorganismos (Barroso, Helena; Meligo-Silvestre, Antonio; Taveira, 2014).

A literatura classifica os mesmos das mais diversas formas: quanto a origem, quanto a
sua estrutura quimica e quanto ao seu mecanismo de agao (Barroso, Helena; Melico-Silvestre,
Antonio; Taveira, 2014).

Na tabela | encontram-se as principais classes de antibioticos.

Contudo, dentro da mesma classe de antibiéticos, pequenas mudangas na sua estrutura
quimica podem influenciar a solubilidade e polaridade o que de certa forma ira influenciar o
seu destino ambiental (Kiimmerer, 2009a).

Devido a sua complexidade, estes podem apresentar distintas funcionalidades na
mesma molécula. Deste modo, diferentes valores de pH podem tornar os antibioticos neutros,
catidnicos, anionicos ou zwitteridnicos, podendo, por essa razao, sofrer alteragoes nas suas
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas (Kimmerer, 2009b).

Sao muito Uteis como agentes terapéuticos tanto no tratamento de doengas infeciosas
humanas como na medicina veterindria, e hoje em dia s3o também amplamente utilizados na
indUstria pecudria e aquacultura (Ben et al., 2019; Nisha, 2008).

Para além de serem utilizados na prevencao e tratamento de doengas animais, também
sao gradualmente adicionados como aditivos alimentares, agentes profilaticos e promotores
de crescimento, o que excede a sua utilizagao terapéutica (Valitalo et al., 2017).

Na Uniao Europeia (UE) e outros paises como a Suécia e a Suiga, o uso de antibioticos
como promotores de crescimento na criagao de animais tem sido proibido nos ultimos anos

(Kimmerer, 2009b).
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Devido ao seu consumo em larga escala, os antibioticos foram detetados em varios

ecossistemas, desde ambientes terrestres e aquaticos (Valitalo et al., 2017).

Tabela I: Principais classes de antibioticos
Fonte: (Rang, H.P; Dale M.M; Ritter, J.M; Flower, R.J; Henderson, 2012)

Classificagao Grupos Exemplo

[3-lactamicos Penincilinas

Aminiglicosideos Gentamicina

Tetraciclinas Doxiciclina
Ciprofloxacina (CIP)
Azitromicina (AZI)
Clindamicina

i Quinolonas
QUANTO A SUA

) Macrélidos
ESTRUTURA QUIMICA

Lincosamidas

Estreptograminas Quinupristina

Oxazolidinonas Linezolida

Polipeptideos
Fenicois
Glicopéptideos
Sulfonamidas

Polimixina B
Cloranfenicol
Vancomicina

Sulfadiazina
Inibicao da sintese da parede .
[3-lactamicos
celular
Alteragao da permeabilidade .
Polimixinas
da membrana celular
QUANTO AO Alteragao da sintese dos .
= L . Quinolonas
MECANISMO DE ACAO acidos nucleicos

Inibicao da sintese proteica .
- ) Macrolidos
por agao sobre ribossomas
Inibicao da cadeia
metabolica envolvida no

crescimento celular

Sulfonamidas

1.2. ANTIBIOTICOS ABORDADOS

Tal como referido anteriormente, os antibioticos que irao ser abordados sao os
principais representantes das classes farmacéuticas baseado numa watch list da UE. Os mesmos

pertencem a duas classes distintas: Fluorquinolonas (FQ) (ciprofloxacina (CIP)) e Macrolidos

(eritromicina (ERI), azitromicina (AZIl) e claritromicina (CLA) (Pereira et al., 2020a).
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Eritromicina Azitromicina Claritromicina Ciprofloxacina

Figura |: Estrutura quimica da Eritromicina, Azitromicina e Claritromicina e Ciprofloxacina,

respetivamente. Fonte: (PubChem)

Estes foram detetados em varios compartimentos do ambiente aquatico (aguas
residuais, superficiais e subterraneas). (Pereira et al., 2020a, 2020b; Seifrtova et al., 2009)

Apos administragao, estes, sao parcialmente metabolizados e, portanto, uma grande
quantidade é excretada sem alteragoes ou como metabolitos ativos através da urina e das
fezes (Grenni, Ancona e Barra Caracciolo, 2018).

A excregao pela urina e/ou fezes é impulsionada por dois mecanismos, os metabolitos
da Fase | e da Fase Il (Pereira et al., 2020a).

Na Fase |, o metabolismo hepatico, através de reagoes de oxidagao, redugao e hidrolise
modifica a estrutura molecular do farmaco, através da introducao de grupos funcionais, o que
facilita depois as reagoes da fase Il (Santos et al., 2010).

As reagoes de fase ll, ou reagoes de conjugagao, consistem na adicao de grupos
enddgenos (acido glucuronico, sulfato, glutationa, etc.) a grupos funcionais recetivos presentes
na molécula original ou no seu metabolito derivado da fase | (Santos et al., 2010).

Desta forma criam-se metabolitos sucessivamente mais polares do que o composto
farmacéutico original, aumentando assim a sua excre¢ao (Daughton e Ternes, 1999).

Estes processos geralmente promovem a perda da atividade farmacéutica do
composto. No entanto, existem farmacos que so se tornam ativos apos conversao metabodlica
por reagoes enzimaticas do composto original (pro-farmacos) (Pereira et al., 2020a).

A taxa de excregao contribui para um maior ou menor impacto ambiental e esta
relacionada com a ocorréncia do composto farmacéutico original e dos seus metabolitos no
compartimento aquatico. Dentro dos antibioticos selecionados, a CIP é a que tem maior taxa
de excrecao, aproximadamente 84%, em comparagao as taxas de ERI, AZ|l e CLA, que

representam 5% - 25%, 12%, 25%, respetivamente (Pereira et al., 2020a).
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E de salientar que podem ser observadas alteragoes sobre o metabolismo destes
compostos, isto devido a diferentes capacidades gendmicas de metabolizagao, de raga, sexo,

idade e estado de salde (Pereira et al., 2020a).

1.2.1. MACROLIDOS

Os macrélidos derivam do anel lactonico macrocitico da sua estrutura molecular. Tal
como ilustrado na Figura 2, estes inibem a sintese proteica das bactérias ao ligar-se
reversivelmente a subunidade 50S dos ribossomas, impedindo assim a associagao e a agao da
peptidiltransferase ou da translocagao (ou ambas) (Guimaraes, Serafim; Moura, Daniel; Soares
da Silva, 2006).

Estes antibioticos tém tido um papel tnico no tratamento de doengas infeciosas devido
ao seu espectro de atividade, propriedades anti-inflamatérias, biodisponibilidade oral, e sua
disponibilidade para uso intravenoso (Fernandes et al., 2019).

Sao amplamente prescritos para o tratamento de infegoes agudas das vias respiratorias
superiores e inferiores, doengas inflamatorias pélvicas, infegoes de pele e tecidos moles, e

erradicagao da Helicobacter pylori (Bastida, Soy e Torres, 2020).

A site
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Figura 2: Mecanismo de agao dos Macrolidos
Fonte: (Brunton, 2017)

1.2.1.1 Eritromicina

A eritromicina foi isolada em 1952, a partir da cultura de Streptomyces erythraeus.

Possui 14 elementos no anel lactonico macrocitico, ao qual estio ligados dois
“acucares”: a desosamina e a cladinose. E pouco sollvel em 4gua e é uma base fraca (pKa 8,8)
(Guimaraes, Serafim; Moura, Daniel; Soares da Silva, 2006).

Apresenta um espetro de agao contra uma vasta gama de bactérias Gram-positivas,
tais como Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus; algumas bactérias Gram-negativas,

tais como Moraxella catarrhalis; agentes patogénicos sem parede celular, tais como Mycoplasma
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pneumoniae; e organismos intracelulares como Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae,
e Coxiella burnetti. E usada preferencialmente para o tratamento de infe¢des do trato
respiratorio (Fernandes et al., 2019).

Esta é bem absorvida pelo duodeno, mas o acido cloridrico inativa-a com facilidade.
Torna-se necessario ministra-la em comprimidos ou capsulas revestidas com um material
resistente ao acido gastrico e desintegravel no intestino (Rang, H.P; Dale M.M; Ritter, |.M;
Flower, R.J; Henderson, 2012).

Distribui-se amplamente em fluidos intracelulares, alcangando atividade antibacteriana
quase em todos os locais, exceto o cérebro e o liquido cefalorraquidiano (LCR). A sua ligagao
as proteinas é cerca de 70% a 80% (Brunton, 2017).

Quanto a eliminagao da ERI, o figado excreta, fundamentalmente na forma intacta, 85%-
95% da quantidade absorvida. As concentragoes biliares sao dez vezes superiores as sanguineas
e a quantidade presente nas fezes é muito elevada. Apenas 4% ¢ eliminado pela urina (Brittain,

1987; Rang, H.P; Dale M.M; Ritter, J.M; Flower, R.J; Henderson, 2012).

1.2.1.2. Azitromicina

A azitromicina € o primeiro de uma classe de antibioticos designada quimicamente por
azalidos. E um macrélido com |5 elementos no anel macrocitico, derivado da eritromicina,
em que o grupo 9 do anel lactonico é substituido por um atomo de azoto. Esta modificagao
quimica confere a molécula maior estabilidade em meio 4cido do que a eritromicina. E estavel
em meio acido, tem boa biodisponibilidade e uma rapida absorcao oral, atinge concentragoes
teciduais elevadas depois de libertada pelas células fagociticas e tem semivida plasmatica longa.

AZ| é menos ativa em bactérias gram-positivas que a eritromicina, porém é
consideravelmente mais eficaz sobre H.influenzae e Legionella (Rang, H.P; Dale M.M; Ritter, |.M;
Flower, R.J; Henderson, 2012).

Apos administracao oral, a excrecao biliar € uma das principais vias de eliminacao do
farmaco inalterado. Observaram-se concentragoes muito elevadas de farmaco inalterado na
bilis humana. Apenas 12% da AZI é excretada inalterada na urina (Brunton, 2017; Guimaraes,

Serafim; Moura, Daniel; Soares da Silva, 2006).

1.2.1.3. Claritromicina

A claritromicina é um antibiético macrolido semissintético obtido a partir da
substituicao de um grupo CH;O por um grupo hidroxilo na posi¢ao 6 no anel lacténico da

eritromicina. E altamente potente contra uma grande variedade de microrganismos Gram-
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positivos e Gram-negativos aerébios e anaerobios. A CLA é rapidamente absorvida pelo trato
gastrointestinal apos administragao oral, no entanto, o efeito de primeira passagem reduz a
sua biodisponibilidade para 50% a 55%. Os picos de concentragao ocorrem aproximadamente
2 horas apos a sua administragao (Brunton, 2017).

A CLA e o seu metabolito ativo, 14-hidroxiclaritromicina, distribui-se amplamente e
atinge concentragoes intracelulares elevadas em todo o corpo. As concentragoes tecidulares
excedem geralmente as concentragoes séricas. A sua ligagao as proteinas varia entre 40% a
70% e depende da concentragio. E eliminada por mecanismos renais/ nio renais, e
metabolizada fundamentalmente no figado a varios metabolitos, sendo o metabolito ativo 14-
hidroxiclaritromicina o mais significativo. A semivida de eliminagao é de 3 a 7 horas para a
CLA e 5 a9 horas para a |4-hidroxiclaritromicina. A quantidade de CLA excretada inalterada
na urina varia de 20% a 40%, dependendo da dose administrada e da formulagao (Brunton,

2017).

1.2.2. FLUORQUINOLONAS

As FQ resultam da introdugao de um atomo de fllor e de um ciclo aminado na
estrutura base das quinolonas, o que permitiu alargar o espetro de agao as bactérias Gram-
positivo (Barroso, Helena; Meligo-Silvestre, Anténio; Taveira, 2014).

Exercem a sua atividade bactericida inibindo a replicagao e transcrigao do DNA
bacteriano através da inibicao de duas enzimas: DNA girase e topoisomerase |V, o que acaba
por culminar na morte celular, tal como ilustrado na Figura 3 (Emmerson e Jones, 2003).

Quanto aos usos terapéuticos, estas sao usadas no tratamento de infe¢oes do trato
urinario, infegoes respiratorias por Pseudomonas aeruginosa em doentes com fibrose cistica,
otite externa causada pela P. aeruginosa, osteomielite cronica, erradicagao da Salmonella typhi,
prostatite bacteriana e gonorreia (Rang, H.P; Dale M.M; Ritter, |.M; Flower, R.J; Henderson,
2012).
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Figura 3: Mecanismo de agao das Quinolonas.
Fonte: (Kohanski, Dwyer e Collins, 2010)
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1.2.2.1. Ciprofloxacina

A ciprofloxacina pertence a geragao das quinolonas fluoradas estruturalmente
relacionadas com o acido nalidixico. O principal mecanismo de agao é a inibicao da DNA
girase (Gonzalez e Henwood, 1989).

E a FQ mais comumente usada e possui um amplo espetro antibacteriano, sendo
especialmente ativa nos microorganismos coliformes Gram-negativos, incluindo muitos
microorganismos resistentes as penicilinas, cefalosporinas e aminoglicosideos. No entanto, é
também efetiva sobre Haemophilus influnzae, Neisseria gonorrhoeae produtora de penicilinase,
Campylobacter spp, e Pseudomonas.

Administrada oralmente, a CIP é rapida e extensamente absorvida principalmente ao
nivel do intestino delgado (Brunton, 2017).

A ligacao as proteinas € relativamente baixa e acumula-se em concentragoes elevadas
em varios tecidos, particularmente no rim, préstata e no pulmao (Rang, H.P; Dale M.M; Ritter,
J.M; Flower, R.J; Henderson, 2012).

A CIP é excretada na sua maior parte inalterada por via renal, podendo também ser,

embora em menor extensao, através das fezes (Brunton, 2017).

1.3 RESISTENCIA BACTERIANA

1.3.1 RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

Os antibioticos tém demonstrado uma eficacia inquestionavel no tratamento das
infecoes, sendo a sua utilidade indiscutivel.

Esta descoberta é considerada o maior marco cientifico e médico do século XX. O
seu uso tanto na medicina humana, como veterinaria, reduziu significativamente as taxas de
mortalidade e morbilidade causadas por doengas infeciosas (Carvalho e Santos, 2016).

Contudo, rapidamente verificou-se que diferentes microorganismos eram suscetiveis
de adquirir resisténcia a farmacos aos quais eram inicialmente sensiveis. E de salientar que esta
resisténcia antimicrobiana causa anualmente cerca de 700 mil mortes em todo o mundo, e
cada pais é potencialmente afetado por este problema. Se nio forem tomadas medidas
adequadas, o numero podera aumentar para 10 milhdes por ano até 2050 (Felis et al., 2020).
A sua resisténcia pode ser adaptativa ou adquirida, conforme ilustrado na figura 4. A adaptativa
pode ser inerente a propria bactéria e especifica para determinados antibidticos,
nomeadamente: auséncia do local de agao; auséncia de transporte; impermeabilidade celular.

Ja a resisténcia adquirida engloba alteragoes genéticas nos microorganismos devidas a:

mutagoes espontaneas; aquisicdo de genes exdgenos por mecanismos de transdugao,
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conjugagao ou transformagao, associados a estruturas de ADN (acido desoxirribonucleico)
moveis como plasmideos, integroes e transposoes (Barroso, Helena; Melico-Silvestre,

Antonio; Taveira, 2014).
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Figura 4: Mecanismos de resisténcia bacteriana Fonte: (Anvisa, 2007)

1.3.2 RESISTENCIA NO AMBIENTE

O consumo generalizado de antibidticos reflete-se diretamente na sua presenga em
varios compartimentos do ambiente, incluindo o ambiente aquatico (Felis et al.,, 2020). Uma
vez que estes sao amplamente utilizados, as avaliagdes de risco da exposicao humana a
resisténcia aos antibidticos no ambiente, tém vindo a merecer cada vez mais atengao (Ben et
al,, 2019).

A sua difusao no ambiente, particularmente em sistemas hidricos naturais, contribui
para o desenvolvimento e disseminagao global da resisténcia aos mesmos (Carvalho e Santos,
2016). Uma das principais preocupagoes com a libertagio de antibidticos no ambiente esta
relacionada com o desenvolvimento de genes de resisténcia aos antibioticos (ARGs) e
bactérias (ARB), que reduzem o potencial terapéutico contra agentes patogénicos em
humanos e animais (Rizzo et al,, 2013).

Portanto, a ocorréncia destes agentes antimicrobianos no meio aquatico pode levar a
alteragoes genéticas ou mutacionais em bactérias normalmente sensiveis, permitindo que estas
sobrevivam e continuem a proliferar ARB que transportam ARG (Ben et al., 2019).

De facto, foram encontradas ARB no ambiente aquatico e solo (Caplin, Hanlon e
Taylor, 2008; Kim e Aga, 2007; Kiimmerer, 2004, 2009¢; Schliiter et al., 2007; Vanneste et al.,
2008; Watkinson et al., 2007). A sua transferéncia para o Homem pode ocorrer através da

agua ou dos alimentos, se as plantas forem regadas com agua superficial, se o estrume for
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utilizado como fertilizante, ou se estiverem presentes bactérias resistentes na carne
(Kimmerer, 2009c). Na Figura 5 podemos encontrar um esquema que traduz os riscos para

a saude humana decorrentes da resisténcia aos antibioticos.
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Figura 5: Quadro conceptual de avaliagoes de risco para a salde humana da resisténcia aos
antibioticos associada a residuos de antibidticos no ambiente.
Fonte: (Ben et al, 2019)

1.3.2.1 Agua potavel

Os riscos associados a resisténcia aos antibidticos na agua potavel para a disseminagao
da resisténcia e a sua transmissao aos humanos nao sao conhecidos.
Todavia, esta € uma questao que parece merecer uma investigagao adicional (Manaia

et al, 2016).

1.3.2.2 Efluentes hospitalares

Segundo (Kimmerer, 2004, 2009¢c; Schwartz et al., 2006), foram encontradas varias

estirpes bacterianas portadoras de diferentes genes de resisténcia nos efluentes hospitalares.
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Assume-se frequentemente que os hospitais sao a fonte mais importante para a entrada
de antibioticos e bactérias resistentes nas aguas residuais municipais. No entanto, alguns
artigos indicam que a transferéncia de resisténcia e a selecao de bactérias resistentes nao sao
favorecidas mesmo nas altas concentragdes de antibiodticos encontradas nos efluentes
hospitalares ou nos niveis mais baixos encontrados no ambiente aquatico. O numero de
bactérias resistentes encontradas nos efluentes de uma unidade de cuidados intensivos (UCI)
de um hospital com o maximo espectro de servigos médicos estava no mesmo intervalo que
as encontradas nas estagoes de tratamento de aguas residuais (ETAR) e nao foi detetada
qualquer diferenga entre os esgotos municipais que continham ou nao efluentes hospitalares.

Tendo em conta que os efluentes hospitalares contribuem para menos de 1% da
quantidade total de esgotos municipais, € plausivel que os hospitais nao sejam a principal fonte

de bactérias resistentes nos esgotos municipais (Kimmerer, 2009c).

1.3.2.3 Aguas residuais

As concentragoes de antibidticos nas aguas residuais e nas ETARs sao tipicamente
inferiores comparativamente com os efluentes hospitalares. Bactérias resistentes e multi-
resistentes, e bactérias filogenéticas distantes estao presentes nas aguas residuais assim como
nas ETARs (mais especificamente no tanque de arejamento e no processo de digestao
anaerdbia). No entanto, ainda nao foi demonstrado que a exposigao permanente a antibioticos
nas ETARs promova o desenvolvimento da resisténcia aos mesmos e efeitos seletivos sobre
as comunidades bacterianas. Também foi demonstrada que as bactérias resistentes dos
esgotos sao eliminadas nas ETARs, por exemplo, num estudo foram eliminadas até 99% das

Campylobacter spp (Kimmerer, 2009c).

1.3.2.4 Aguas superficiais

As bactérias que sao resistentes aos antibidticos estao presentes nas aguas superficiais.
Os niveis de resisténcia genética sao altamente sazonais, com abundancias 10-100 vezes
maiores no outono em comparagao com o verao. Estes resultados demonstram que a
estratégia de uso de antibidticos afeta fortemente tanto a abundancia como a distribuicao
sazonal dos genes de resisténcia nas lagoas associadas, o que tem implicagoes para a agua. A
fuga de fossas de armazenamento de residuos suinos e a aplicagao de estrume de suinos no
solo podem resultar na dispersiao de bactérias resistentes as fontes de agua (Kimmerer,

2009c).

4|



1.3.2.5 Aguas subterrineas

Os antibidticos sao raramente descobertos nas aguas subterraneas e, quando sao

encontrados, sio em concentragoes muito baixas (Kiimmerer, 2009c).

1.3.2.6 Sedimentos

Foram descritas elevadas cargas de antibidticos em sedimentos a concentragoes
suficientemente altas para inibir o crescimento de bactérias para a aquacultura. As bactérias
resistentes podem estar presentes nos sedimentos devido a aplicagdo de antibiéticos na
aquacultura ou devido a selegao através dos antibioticos presentes nos sedimentos. As
substancias utilizadas na aquacultura podem entrar nos sedimentos diretamente da agua sem
serem submetidas a qualquer tipo de processo de purificagdo. Algumas investigagoes tém
demonstrado a presenca e persisténcia de antibidticos aplicados extensivamente na
piscicultura em sedimentos por baixo dos viveiros de criagao (Kimmerer, 2004, 2009c).

Fluorquinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas siao fortemente adsorvidas.
Consequentemente, podem acumular-se facilmente nos sedimentos. Ainda nao se sabe até
que ponto e em que circunstancias os compostos sao eficazes apds a adsorgao ou se sao
libertados e podem contribuir para a resisténcia (Kimmerer, 2009c).

Foram detetadas bactérias resistentes contra estes compostos nos sedimentos. O
aumento da resisténcia antibacteriana em bactérias sedimentares é frequentemente o
indicador ambiental mais sensivel da utilizagao anterior de antibacterianos (Kiimmerer, 2004,

2009c).

1.3.3 ARB & ARG

ARB e ARGs tém sido sugeridos como contaminantes ambientais emergentes devido
ao aumento indesejavel da sua prevaléncia (influenciado pelas atividades humanas) e das suas
potenciais ameagas a salde induzidas pela transmissao do ambiente para o ser humano. As
fontes de carga mais elevadas de ARB e ARGs s3o: a agua de esgoto domésticos e hospitalares
(agua residuais), instalagoes de producao de antibioticos (efluentes da industria farmacéutica),
e lotes de alimentagao animal (Ben et al., 2019).

Foram encontradas (com base em métodos dependentes da cultura) ARB na agua, solo
e atmosfera relacionados com hotspots contaminados por antibidticos, com alta densidade
microbiana, teor de nutrientes e concentragao de antibioticos. Isto aumentaria a selegao e
propagacao de ARB e ARG, especialmente a partir de estagdes de tratamento de aguas

residuais, exploragoes pecuarias e hospitais (Ben et al., 2019).
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Os efluentes hospitalares podem conter maiores concentracoes de residuos de
antibioticos, metaloides e metais pesados como arsénico ou mercurio, e uma abundancia
significativamente maior de ARB & ARG do que os efluentes municipais. Contudo, uma vez
que os efluentes hospitalares podem ser classificados como efluentes domésticos, nao existe
nenhuma recomendagao legal para pré-tratamento com o objetivo de reduzir as cargas
microbianas antes da sua descarga nos coletores municipais. Esta caréncia legal pode dever-se
ao facto de as descargas de efluentes hospitalares apenas representarem menos de 5% dos
efluentes totais municipais, levando a diluigao imediata dos residuos de antibiéticos e ARB.

Todavia, este pode ser um argumento falacioso, uma vez que a ARB & ARG, ao
contrario de outros contaminantes ambientais, pode proliferar e propagar-se por diferentes
nichos e hospedeiros (Manaia et al., 2016).

Os efluentes relacionados com os cuidados de saide nao sao a Unica fonte responsavel
de antibidticos e determinantes da resisténcia aos antibidticos como contaminantes
ambientais. Foi demonstrado que a maior propor¢ao do consumo de antimicrobianos pelos
seres humanos é observada na comunidade e nao nos hospitais. Além disso, a recuperagao do
doente e a antibioterapia sao cada vez mais feitas em casa, e os antibidticos sao também
utilizados em animais de companhia e de produgao de alimentos. Direta ou indiretamente,
estas fontes podem contribuir para a melhoria da ARB & ARG, parte da qual chegara ao
coletor municipal. Alids, alguns tipos de residuos de antibidticos (por exemplo, tetraciclinas
ou sulfonamidas) e alguns ARG podem ser mais frequentes nas aguas residuais municipais e
biossélidos, do que nos efluentes hospitalares (Manaia et al., 2016).

A distribuicao generalizada de alguns ARG em areas nao poluidas, embora com impacto
humano, torna muito dificil a identificagdo dos seus principais reservatorios e vias de
disseminagao. No entanto, existem evidéncias de alguns nucleos importantes de disseminagao
de ARB & ARG contaminantes. Isto sugere que a ARB é ubiqua, capaz de partilhar diferentes
ambientes e hospedeiros, tera o potencial de contribuir para a distribuicao generalizada da
ARG. Em particular, 2 ARB que pode ser encontrada tanto em ambientes aquaticos como no
microbioma humano merece uma atengao especial (Manaia et al., 2016).

Os diferentes fenotipos de ARB podem surgir de diferentes genes que conferem
resisténcia a diferentes antibioticos. O perfil genotipico das bactérias, nomeadamente ARGs,
€ um indicador mais sensivel que facilita a compreensao do mecanismo de sele¢ao antibiética
para ARB, e do mecanismo de agao da resisténcia aos antibioticos. Milhares de ARGs (com
base no método independente da cultura) no ambiente poderiam ser identificados e

monitorizados através de métodos quantitativos de reagao em cadeia polimérica. Além disso,
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foi dada mais recentemente atengao a ocorréncia de outros ARGs, incluindo genes de

resisténcia aos macrolidos, as quinolonas, e beta-lactamicos (Ben et al., 2019).

2. CICLO DE VIDA

Apos um curto periodo de residéncia nos organismos humanos e animais, os
antibiéticos tém sido continuamente descarregados nos ecossistemas naturais através da
excrecgao: urina e/ou fezes (Carvalho e Santos, 2016).

Estes sao libertados no ambiente como compostos originais, metabolitos e ainda como
produtos de transformagao obtidos durante os tratamentos da agua (biodegradacao, fotdlise
ou hidrdlise), levando a contaminagao de aguas superficiais, aguas do mar, aguas subterraneas
e mesmo em algumas aguas potaveis (Pereira, André M. P. T. et al,, 2015). A presenca destes
compostos € principalmente atribuida a descarga de aguas residuais tratadas nas estagoes de
tratamento das aguas residuais (ETARs) (que principalmente advém da excregao humana e do
descarte indevido pela sanita e pias), uma vez que os processos convencionais de tratamento
de aguas residuais nao removem efetivamente estes compostos (Carvalho e Santos, 2016).

Estes medicamentos podem entrar no ambiente aquatico e terreste por varias vias, tais
como descarga direta de efluentes de estagoes de tratamento de aguas residuais (ETARs) em
aguas superficiais ou subterraneas, lixiviados de aterros sanitarios, descargas provenientes das
indUstrias, lagoas de aquicultura e centros urbanos (Ben et al., 2019). Outra possivel via sera
através da utilizagao para fins veterinarios, ou como promotores de crescimento, que sao
excretados pelos animais e acabam no estrume. Consequente, os antibioticos infiltram-se
através do solo e entram nas aguas subterraneas (Kimmerer, 2003). Na Figura 6 mostram-se

as possiveis vias de entrada nas aguas residuais e ambiente.
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Figura 6: Possiveis vias de entrada nas aguas residuais e ambiente. O transporte de antibiéticos
destinados ao consumo humano, industria alimentar animal, aquacultura e a produgao até as aguas

superficiais é representado por setas vermelhas, verdes, azuis e laranjas, respetivamente.
Fonte: (Kovalakova et al., 2020)

2.1. DEGRADAGAO NA ETAR

Os tipos de tratamentos de um efluente numa ETAR (Figura 7) podem ser quatro:
tratamento preliminar, primario, secundario e terciario. Todavia, a necessidade de os utilizar

é dependente do tipo e processo de produgao das aguas a tratar (Cruz, 1997).

I. O tratamento preliminar: composto inteiramente por processos fisico-quimicos.
E feita a remogio dos flutuantes através da utilizacio de grelhas e de crivos grossos; e
a separagao da agua residual das areias a partir da utilizagao de canais de areia (Cruz,
1997).

2. O tratamento primario: composto unicamente por processos fisico-quimicos. Nesta
etapa procede-se ao pré-arejamento, equalizagao do caudal, neutralizagao da carga do
efluente a partir de um tanque de equalizacgao e, seguidamente, procede-se a separagao
de particulas liquidas ou solidas através de processos de foculagio, floculagao e
sedimentagao. As lamas resultantes deste tratamento estao sujeitas a um processo de

digestao anaerdbico num digestor anaerdbico ou tanque séptico (Cruz, 1997). Com
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este tratamento pretende-se reduzir o teor de soélidos das aguas residuais (6leos,
gorduras, areias, graos e solidos sedimentaveis) (Luo et al., 2014).

3. O tratamento secundario: constituido por processos biologicos seguidos de processos
fisico-quimicos. Nos processos biologicos podem ser utilizados dois tipos diferentes

de tratamento:

* aerobicos, onde se podem utilizar, dependendo da caracteristica do efluente,
tanque de lamas ativadas (o ar é insuflado com arejador de superficie), lagoas
arejadas com macrofitos, leitos percoladores ou biodiscos (Cruz, 1997);

* anaerobico, podem ser utilizadas as lagoas ou digestores anaerodbicos. Existem
varios tratamentos bioldgicos, no entanto, o mais usado é as lamas ativadas
(Michael et al, 2013). O processo fisico-quimico é constituido por um ou mais
sedimentadores secundarios que da origem a agua isenta de sélidos e flocos
biologicos. As lamas resultantes deste tratamento sao secas em leitos de secagem,

sacos filtrantes ou filtros de prensa (Cruz, 1997).

4. O tratamento terciario: procede-se a remoc¢ao de microorganismos patogénicos
(através da utilizagao de lagoas de maturagao e nitrificagao), e agua resultante é sujeita
a desinfecao através da adsorgao (utilizando o carvao ativado), e, se necessario,
tratamento ao cloro e ozono (Cruz, 1997). Estes processos sao normalmente utilizados
para produzir agua de maior qualidade para determinados fins (por exemplo, reutilizagao
de dgua), e estao sempre associados a custos de tratamento elevados. Assim, a exigéncia
de processos de tratamento tercidrio é geralmente baseada em objetivos de saude

publica e ambiental (Luo et al., 2014).

) ETAR
@ Estagio de Tratamento de Aguas Residuais 6

[ Espessamento de Lamas] [ Produgio de Energia ]

[ Misturador de Lamas | | [ Digestio Anaerébica | ( Decantagio Secundiria |

[ Filtragio ] [ Desinfegio " Cisterna |[ Devolugio ao Meio ]
1
— T
.7“: ]

Tanque de Arejamento

Figura 7: Esquema de funcionamento de uma ETAR
Fonte: (Aguas do Norte)

As bactérias e os fungos sao os dois grupos de organismos mais aptos a degradar os

compostos organicos. Os fungos sido particularmente importantes nos solos, mas
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normalmente nao desempenham um papel importante no ambiente aquatico. Por outro lado,
as bactérias sao responsaveis pela maioria dos processos de biodegradagao nas ETARs e no
meio aquatico. A taxa de biodegradagao (processo bioquimico) destes compostos nas ETAR
e no ambiente aquatico dependem do tipo e nimero de microrganismos presentes e da
prépria molécula. A presenga de substincias toxicas farmacéuticas no ambiente aquatico
demonstra pelo menos uma degradagao e eliminagao incompletas no tratamento de esgotos
e também que os processos de remogao no ambiente aquatico sao lentos (Kimmerer, 2010).

Caracteristicas como a sua elevada solubilidade em agua e baixa degradagao, podem
contribuir para a sua nao remogao em ETAR (Gruji¢, Vasiljevi¢ e Lausevi¢, 2009). Compostos
que nao sao removidos nas ETARs sao conduzidos, no efluente tratado, para aguas superficiais,
e eventualmente, atingir aguas subterraneas e aguas utilizadas para consumo (Kimmerer,
2003). As taxas de remogao, variam entre os 0-100%, dependendo do tipo de farmaco, da
origem e composi¢ao da dgua a tratar e da propria estagao de tratamento (Mompelat, Bot, Le
e Thomas, 2009).

No caso dos macrdlidos abordados (AZI, CLA, ERI), a taxa de remogao ¢

aproximadamente 30% enquanto que a CIP apresenta uma taxa de remogao mais elevada

(64%) (Pereira et al., 2020a).

2.2. DEGRADAGAO NO AMBIENTE

Os antibidticos, apds serem introduzidos no ambiente, sdao distribuidos por outros
compartimentos ambientais, nomeadamente ar, solo, agua e sedimentos, onde por processos
quimicos ou bioquimicos podem ser eliminados ou sofrer alteragdes na sua estrutura. Estas
alteragoes podem ocorrer devido a processos bioticos (fungos e bactérias), nao-bidticos
(oxidagao, hidrolise, fotolise) ou por combinagao destes, dando origem a produtos de
transformagao (Kimmerer, 2009a).

Os principais processos para a remogao de antibiéticos nos e dos diferentes
compartimentos ambientais s3o a sor¢ao (importante nas quinolonas) e a biodegradagao. A
fotodegradagao e a hidrélise também podem ser significativas em aguas superficiais e ETARs.

A sorgao pode ter um impacto na propagagao (transporte ligado a particulas) e na
biodisponibilidade de farmacos no ambiente. Alguns estudos demonstram que a sorgao de
coldides constitui um importante reservatorio para estes compostos farmacéuticos no
ambiente aquatico. Estas fortes interagoes farmacéuticas/coldides podem proporcionar um
armazenamento a longo prazo dos farmacos, aumentando assim a sua persisténcia e reduzindo

ao mesmo tempo a sua biodisponibilidade no ambiente. Uma vez que os colodides aquaticos
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sao abundantes, omnipresentes, e altamente adsorventes, espera-se um impacto na
biodisponibilidade e bioacumulagao de farmacos (Kimmerer, 2010).

A persisténcia de antibidticos no ambiente pode variar muito porque os tempos de
semi-vida sao afetados por varios parametros ambientais, tais como localizagao geogrifica,
temperatura e pH (Valitalo et al., 2017). Para além dos supracitados, a sua persisténcia depende
das caracteristicas fisico quimicas de cada antibiotico, como por exemplo, estrutura molecular,
tamanho e solubilidade (Kemper, 2008).

Outros parametros a ter aten¢ao sao os valores de pka (constante de dissociagao
acida), log K, (coeficiente de particao octanol-agua), log D, (coeficiente de distribuigao n-
octanol-agua dependente do pH), log Koc (coeficiente de particao carbono-agua organica do
solo). Estas caracteristicas podem fornecer informagoes sobre o estado de ionizagdo dos
compostos, da sua hidrofobicidade e podem ajudar a determinar se irao dividir-se em agua,

biossolidos, sedimentos e/ou meios biologicos (Pereira et al., 2020a).

3. ECOTOXICIDADE EM ECOSSISTEMAS AQUATICOS

A resisténcia aos antibioticos nao € o Unico efeito adverso possivel da libertagao destes
em ambientes aquaticos, e estao a ser introduzidos testes de ecotoxicidade para documentar
estes efeitos (Baquero, Martinez e Cantén, 2008).

A continua libertagio de produtos quimicos das ultimas décadas pode induzir
toxicidade, bioacumulagao (acumulagao de uma substancia num organismo) e biomagnificagao
(aumento das concentragoes das substincias em niveis mais elevados da cadeia alimentar,
fenomeno que ocorre quando ha acumulagao progressivo de substincias de um nivel tréfico
para outro ao longo da cadeia alimentar), podendo dar origem a efeitos indesejaveis a longo
prazo (Pereira, Lilian Cristina et al., 2015; Zenker et al., 2014).

A ocorréncia de farmacos antimicrobianos no ambiente aquético coloca um grave
problema aos organismos vivos que nele habitam. Em primeiro lugar, porque os antibiéticos
sao concebidos para exercer atividades biologicas especificas e a sua agao pode causar um
efeito imediato (toxicidade aguda) para os organismos. Em segundo lugar, a exposicao a longo
prazo dos antimicrobianos aos organismos vivos, mesmo em concentragoes sub-inibitorias,
pode ser associada a toxicidade cronica (Felis et al., 2020).

Os testes de toxicidade biologica sao utilizados na avaliagao de risco de substancias

nocivas e ha um elevado nimero de métodos disponiveis para diferentes organismos, variando
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entre testes agudos e testes cronicos (Valitalo et al., 2017). Estes diferem na duragao e nas
respostas finais avaliadas.

Sao ferramentas que tém como objetivo avaliar o comportamento de um quimico
presente no ambiente, e os seus efeitos letais ou sub-letais em espécies que nao o Homem. A
sensibilidade dos organismos a um contaminante estima-se pelos efeitos relacionados com
alteragoes no crescimento, mortalidade, reproducao, morfologia, comportamento entre

outros (Pereira et al., 2020b; Preston, 2002).

* Testes de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda avaliam uma resposta rapida e acentuada dos organismos
a um estimulo que normalmente se caracterizam por periodos de exposi¢ao entre o intervalo
de 24 e 96 horas (Costa et al., 2008; Jones, Voulvoulis e Lester, 2004).

Os efeitos toxicos medidos nestes testes incluem qualquer resposta exibida por um
organismo-alvo ou populagao resultante de um estimulo quimico. Normalmente, o efeito
observado é a letalidade ou alguma outra manifestagao do organismo que a antecede como,
por exemplo, o estado de imobilidade (Costa et al., 2008).

Contudo, o facto de uma substincia quimica nao produzir efeitos toxicos sobre
organismos aquaticos em testes de toxidade aguda nao indica que ela nao seja toxica para os

mesmos (Costa et al., 2008).

= Testes de toxicidade crénica

Os testes cronicos apresentam um cenario mais préximo da realidade uma vez que a
libertagao dos produtos quimicos para o meio ambiente ocorre de uma maneira continua em
niveis baixos (Santos et al., 2010). Sao realizados para medir os efeitos de substincias quimicas
sobre espécies aquaticas por um periodo que pode abranger de /10 a todo o ciclo de vida
do organismo-alvo (Costa et al., 2008). Todavia, estudos deste género podem demorar varios
anos para comprovar a questao de forma conclusiva (Jones, Voulvoulis e Lester, 2004).

Estes testes permitem avaliar os possiveis efeitos toxicos de substancias quimicas sob
condigoes de exposigoes prolongadas a concentragoes sub-letais, ou seja, concentragoes que
permitem a sobrevivéncia dos organismos, mas que afetam suas fungoes bioldgicas, tais como

reprodugao, desenvolvimento de ovos, crescimento e maturagao (Costa et al., 2008).
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= Organismos mais frequentemente aplicados para os testes de

toxicidade ambiental

A ecotoxicidade aguda ou croénica dos antibidticos e dos seus produtos de
transformacao foi avaliada por ensaios de ecotoxicidade padrao em organismos de diferentes
niveis troficos, tais como bactérias, algas, invertebrados e peixes (Carvalho e Santos, 2016).

No entanto, uma vez que a gama de espécies é restrita, existe uma incerteza acerca

dos efeitos reais nos animais nao alvo (Vilitalo et al., 2017).

= Algas Verdes e Cyanobacteria

As algas e as cianobactérias sao uma parte vital da cadeia alimentar nos ecossistemas
aquaticos, e pequenas alteragoes nas populagoes poderiam afetar o equilibrio de todo o
ecossistema, uma vez que operam como base da cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos
(Kovalakova et al., 2020).

Foi proposto que as cianobactérias sejam utilizadas como um instrumento de rastreio
sensivel para identificar a toxicidade dos antibiéticos no ambiente (Xiong et al, 2019). Por
exemplo, a Agéncia Europeia de Avaliagio dos Medicamentos (EMA) recomenda
explicitamente a utilizagdo de cianobactérias para testes de antimicrobianos (European
Medicines Agency, 2018). No entanto, as cianobactérias crescem mais lentamente do que a
algas verdes, necessitando assim de um periodo de crescimento prolongado até 7 dias. Como
tal esta nao € uma técnica de rastreio rapido (Kovalakova et al., 2020).

Uma revisao bibliografica incidente sobre a toxicidade dos antibiéticos para microalgas
ou cianobactérias revela que as ligagoes toxicas foram determinadas principalmente para as
quinolonas, sulfonamidas, macrolidos, penicilinas e tetraciclinas. As cianobactérias e as algas
verdes sao organismos de teste sensiveis aos antibioticos. Contudo, existe uma variagao entre
as diferentes espécies e antibiético. Conclui-se, que as cianobactérias sao mais sensiveis do

que as algas verdes na maioria dos casos (Valitalo et al,, 2017).

=  Proteobacteria

As proteobactérias sao um grupo de bactérias Gram-negativas composto por varios
géneros de bactérias, tais como Salmonella, Vibrio e Yersinia. Devido a sua natureza procariotica,
espera-se que estas bactérias sejam as mais sensiveis aos antibidticos. No entanto, as

proteobactérias sao as menos sensiveis.
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=  Daphnia sp.

E um dos organismos zooplinctonicos utilizados em testes toxicologicos e reage
sensivelmente a ampla gama de agentes toxicos. Os crustaceos sao de interesse do ponto de
vista ecotoxicologico porque sao consumidores primarios e um componente importante do
zooplancton nos ecossistemas aquaticos, sendo que a Daphnia magna é, mais especificamente,

um microcrustaceo de agua doce (ISO 6341, 2012).

3.1. EFEITOS ECOTOXICOLOGICOS DOS ANTIBIOTICOS

Os antibidticos podem ser classificados como extremamente toxicos para os
microrganismos e muito toxicos para as algas (Jones, Voulvoulis e Lester, 2002).

Num estudo sobre toxicidade aguda de antibidticos (Pereira et al., 2020b), o padrao
de toxicidade para os trés niveis troficos foi semelhante para todos os antibiéticos, sendo as
algas mais suscetiveis a concentragdes mais baixas (de 0,0018 a 20,6 mg L), seguidas pelos
invertebrados (de 0,22 a 120 mg L') e peixes (de 84 a 1000 mg L'). Comparando cada
antibiodtico, relativamente aos invertebrados, podemos observar que CLA e CIP apresentaram
resultados semelhantes, mas quando comparados com ERI, concentragdes mais baixas (220
ug L") deste antibidtico podem produzir os mesmos efeitos toxicos, neste caso a inibi¢do do
crescimento.

Ja outro estudo (Kovalakova et al, 2020) sugere que os antibidticos induzem uma
toxicidade aguda relativamente baixa em invertebrados tais como cnidarios (Hydra attenuata)
e crustaceos (Artemia salina, Daphnia magna, e Ceriodaphnia dubia).

Segundo Santos e colaboradores (Santos et al., 2010), os testes de toxicidade crénica
realizados em algas demonstraram uma elevada sensibilidade a agentes antibacterianos. Ja nos
animais vertebrados (como os peixes) colocados diretamente em contacto com baixos niveis
de antimicrobianos aparentemente nao produziram qualquer tipo de efeitos observaveis.

Num trabalho de 2017 (Vilitalo et al, 2017), os macrdlidos foram considerados
perigosos para organismos invertebrados como a Daphnia, indicando que neste grupo em
particular, representam um risco significativo para o ambiente.

Em geral, os estudos de toxicidade dos antibiéticos no ambiente aquatico incidem
apenas em farmacos isolados. Uma vez que os antibioticos e os seus produtos de
transformagao se encontram no ambiente como uma mistura com outros contaminantes
antropogénicos, os efeitos aditivos ou sinérgicos devem ser considerados nas avaliagoes de

risco ambiental (Carvalho e Santos, 2016). No entanto, faltam estudos ecotoxicoldgicos
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cronicos sobre os compostos farmacéuticos, o que significa que muitas questoes sobre a
ameaca ao ambiente destes compostos permanecem sem resposta (Pereira et al., 2020b).

No estudo de Gonzalez-Pleiter e colaboradores, (Gonzilez-Pleiter et al., 2013) foi
testada a toxicidade de diferentes classes de antibidticos em cianobactérias ou algas verdes,
tanto isoladamente como em diferentes combinagdes. Os resultados sugerem que a ERI, em
particular, era altamente toxica tanto para as cianobactérias como para as algas. Na maioria
dos casos, os efeitos toxicos dos antibioticos foram aumentados quando estavam em

combinagao com outros antibiéticos.

3.2. AVALIAGAO DO RISCO AMBIENTAL

De forma avaliar os potenciais riscos para o ambiente, a agéncia europeia do
medicamento (EMA) estabeleceu um conjunto de diretrizes, para que fosse exequivel a
realizagao de avaliagoes de risco ambiental para medicamentos de uso humano, previstas pela
legislagao. (European Medicines Agency, 2018) A avaliagao de riscos ambientais (Environmental

Risk Assessment — ERA) é executada em duas fases, tal como ilustrado na Figura 8.
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Figura 8: Fluxograma de avaliagao de riscos da EMA
Fonte: (Pereira, 2017)
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= Fasel

O potencial de exposigao ambiental é avaliado com base na natureza da substancia ativa
e na utilizagao pretendida. Na Fase |, sdo identificados os produtos que requerem uma
avaliagdo mais extensa, ou seja, que necessitam de uma avaliagio de Fase Il (standart ou
tailored). Assume-se que as substancias ativas com utilizagao reduzida e/ou exposigao ambiental
restrita terao efeitos ambientais reduzidos, pelo que a avaliagdo destes terminara na Fase |
(ver Anexo |) (European Medicines Agency, 2018).

A avaliagao de risco da Fase | consiste numa arvore de decisao (ver Anexo 2). Ha dois
resultados possiveis da Fase I: pode ser que a avaliagao de risco pare, ou que seja necessaria
uma avaliagao de risco de Fase Il. Quando o resultado ¢ obtido logo na fase | (ou seja, que nao
necessita da fase Il) o requerente deve produzir um relatério sobre a ERA, discutindo a base
da sua decisao (European Medicines Agency, 2018).

Conclusivamente, na Fase | sio calculadas Concentracoes Ambientais Previstas em
aguas superficiais (PECsw) - com base na utilizagdo prognosticada do produto - e mede-se o
log Kow. Quando o valor de PEC é 2 do que o limite de agao de 0,01 pg/L, a avaliagao de risco
continua para a Fase Il; se Log K,,> 4,5, a persisténcia, o potencial de bioacumulagao e a
toxicidade (PBT) devem ser avaliados (European Medicines Agency, 2018).

Quando o valor é de PEC é inferior a 0,01 ug/L, pressupoe-se que o risco ambiental é
improvavel e a avaliagao termina. No entanto, algumas substancias/medicamentos que sao
conhecidos por terem atividade toxica em concentragoes abaixo de 0,01 pg/L (por exemplo,
substancias ativas enddcrinas e antiparasitarias) devem entrar na Fase I, independentemente
do seu valor PEC, seguindo uma estratégia de avaliagao de risco adaptada que aborde o seu
mecanismo de agao especifico uma vez que podem afetar organismos no ambiente mesmo em

concentragoes baixas (European Medicines Agency, 2018).

= Fasell

Na Fase Il é avaliado o impacto ambiental e feita a analise de efeitos. Esta fase esta
dividida em duas fases/tier: A e B. Esta comega (Fase A) com estudos sobre as propriedades
fisico-quimicas, e sobre o destino ambiental e os efeitos ecotoxicolédgicos da substancia ativa.

A determinagao de algumas destas propriedades é, portanto, obrigatoria para a
avaliagdo. Na Tabela 2 temos uma visao geral dos estudos obrigatorios e nao obrigatérios
sobre propriedades fisico-quimicas, destino e ecotoxicidade (European Medicines Agency,

2018).
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Tabela 2: Estudos a serem realizados na Tier A da Fase Il e suas Guidelines.
Fonte: (European Medicines Agency, 2018)

Study Guideline

Physico-chemical properties (4.2.1.1)

Water solubility OECD 105
Octanol/Water Partitioning (#) OECD 107 or 123
Dissociation in Water OECD 112
UV-Visible Absorption Spectrum (*) OECD 101
Melting Point/Melting Range (*) OECD 102
Vapour Pressure (*) OECD 104

Fate properties (4.2.1.2)

Adsorption - Desorption Using a Batch Equilibrium Method with 3 soils OECD 106
and 2 sludges

Ready Biodegradability Test OECD 301
Aquatic toxicity (4.2.1.3)

Algae, growth inhibition OECD201
Daphnia sp. reproduction OECD 211
Fish, Early life stage toxicity OECD 210
Functioning of STP (4.2.5.1)

Activated sludge, respiration inhibition OECD 209
Sediment toxicity (choose one of the tests below) (4.2.1.3)

Lumbriculus sp., spiked sediment OECD 225
Chironomus, sediment-water toxicity OECD 218/219
Chironomus, sediment-water life-cycle toxicity OECD 233

(*) Not mandatory.
(#) Study also requested for Phase I PBT screening.

Uma das avaliagoes feitas na fase |l € a PBT (Persisténcia, Bioacumulagao e Toxicidade).

Como referido anteriormente na Fase |, apés a determinagao do Log K., a
persisténcia, o potencial de bioacumulagao e toxicidade devem ser avaliados quando Log K,
> 4.5.

A avaliagao PBT diz respeito as propriedades intrinsecas de um grupo especifico de
substancias ativas, potencialmente nocivas para o ambiente, independentemente dos niveis de
exposicao. As substancias ativas que nao se degradam bem no ambiente (persistentes),
acumulam-se em organismos (bioacumulativas), e sao tdxicas, sao identificadas na avaliagao
PBT/vPvB (muito persistente e muito bioacumulativa). As substincias PBT/vPvB sao
substancias que irao bioacumular em organismos e persistir no ambiente. Devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, nao é possivel prever o destino ambiental destas substancias ou
o tipo de efeitos adversos que poderao ocorrer durante longos periodos de tempo (European
Medicines Agency, 2018). Quanto a persisténcia esta é avaliada com base nas diretrizes de
ensaio da OCDE (teste 301) enquanto a bioacumulagao de uma substancia é avaliada com base
no valor do log K,,. Valores iguais ou superiores a 3 indicam que a substancia pode
bioacumular. A Tabela 3 apresenta os valores dos antibiéticos abordados. Por fim, a toxicidade
¢ avaliada com base numa revisao abrangente da literatura para os diferentes niveis troficos

do ecossistema aquatico (algas, crustaceos e peixes).
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Considera-se que uma substancia cumpre o critério de toxicidade quando a NOEC
(No Observed Effect Concentration) a longo prazo (toxicidade crénica) é inferior a 0,01 mg/L.

Quando os dados sobre efeitos cronicos nao estao disponiveis, sao utilizados dados de
toxicidade a curto prazo, ou seja, testes de toxicidade aguda, e a substancia é considerada
potencialmente toxica se o seu EC50 (Effective Concentration) e LC50 (Lethal Concentration)

para organismos aquaticos, for inferior a 0, mg/L (Mendoza et al,, 2015).

Tabela 3: Valor do Log Kow dos antibiéticos abordados
Fonte: (PubChem)

ANTIBIOTICOS Log Ko
Eritromicina 3.06
Azitromicina 4.02

Claritromicina 3.16
Ciprofloxacina 0.28

Para alguns grupos de substancias, deve ser seguida uma estratégia de avaliagao de risco
adaptada que aborde o seu mecanismo de agao especifico. Na Fase A, a PEC é comparada
com uma concentragao ambiental aceitavel, a Concentragao Prevista Sem Efeito (PNEC) para
trés niveis troficos (algas, Daphnias e peixes).

No que diz respeito aos antibidticos, deve ser realizada uma avaliagio de efeito
direcionada para o compartimento aquatico. Os conhecimentos cientificos e os dados
empiricos demonstram que uma avaliagao de risco adaptada, centrada nos efeitos sobre os
niveis troficos inferiores, incluindo bactérias, algas e invertebrados aquaticos, €
suficientemente sensivel para os antibacterianos e nao sao necessarios testes em peixes
(European Medicines Agency, 2018).

Quando um risco potencial do medicamento para o ambiente é identificado na
Tier/Fase A, deve ser realizada uma avaliagdo da Fase B. Por sua vez, a fase B consiste numa
avaliagao detalhada utilizando valores ajustados para os calculos PEC e PNEC. Nesta fase,
tanto uma andlise do destino como estudos de efeito podem ser realizados (European
Medicines Agency, 2018).

O composto farmacéutico é entao avaliado gerando um quociente de risco (RQ)
avaliando a relagao entre a PEC e a PNEC. Quando a relagao ¢ inferior a |, nao é esperado
qualquer risco do medicamento para o ambiente aquatico (European Medicines Agency, 2018).

O RQ pode ser definido através de um critério de classificagao de risco comummente

utilizado:
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= RQ = 0.I: Risco ambiental baixo;
= 0,1 <RQ = I: Risco ambiental moderado;
= RQ > I: Risco ambiental elevado.
Num estudo feito aos efluentes finais das ETARs na Europa, o RQ da CIP e AZI foram
0,90 e 0,58 respetivamente. De acordo com os resultados deste estudo, estes antibioticos
devem ser considerados como um risco ambiental moderado em massas de agua em Portugal,

Espanha, Chipre e Alemanha (Rodriguez-Mozaz et al., 2020).
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4. CONCLUSAO

No decorrer desta monografia podemos perceber que a presenga de antibiéticos no
meio aquatico é uma realidade que merece analise e discussao.

A sua identificagao como uma classe problematica requer provas relativas ao seu perigo
intrinseco e, em particular, a sua ecotoxicidade aquatica e toxicidade humana, através de vias
de exposicao ambiental, bem como factos decorrentes da monitorizagao da contaminagao
ambiental generalizada (Carvalho e Santos, 2016).

No entanto, pouco se sabe sobre a ocorréncia, destino, efeitos e riscos associados a
libertagao de antibidticos e outros medicamentos no ambiente o que requer uma adequada
avaliagao e gestao dos riscos, tanto para os seres humanos como para o ambiente (Kiimmerer,
2003).

No que diz respeito a resisténcia, pensa-se que a colocagao de antibioticos, em geral,
no meio aquatico parece ser de menor importancia. Todavia, o impacto dos antibiticos
presentes no ambiente aquatico na frequéncia da transferéncia de resisténcia é questionavel
(Kimmerer, 2009c). Os estudos até a data sugerem que a entrada de bactérias resistentes no
ambiente a partir de diferentes fontes parece ser a fonte mais importante de resisténcia no
ambiente. No entanto, a informagao disponivel ¢ insuficiente para se chegar a uma conclusao
final sobre o significado e impacto da presenca de bactérias resistentes no ambiente. E, por
isso, fundamental impedir a selegao de estirpes resistentes em primeiro lugar. Por conseguinte,
o uso prudente de antibidticos e desinfetantes reduzira significativamente o risco para o
publico em geral e para o ambiente (Kiimmerer, 2009c).

Relativamente a ecotoxicidade, apesar dos microorganismos aquaticos apresentarem
de uma forma geral sensibilidade a este grupo de medicamentos, a falta de estudos
ecotoxicologicos cronicos resultantes da exposigao prolongada a baixas concentragoes (o qual
tornaria o cenario mais proximo da realidade), leva a concluir que muitas questoes sobre a
ameaca ao ambiente destes compostos permanecem sem resposta, o que real¢a a necessidade
de prosseguir com estudos desta natureza para determinar os efeitos ecotoxicos destes e dos
seus metabolitos.

Apesar da legislagao atual estabelecer limites no que respeita a concentragao maxima
admitida em aguas superficiais, ainda nao estao estabelecidos os requisitos de concentragao
de antibiéticos para a descarga da ETARs para a dgua recetora, bem como para a utilizagao de
biossolidos em terrenos agricolas (Carvalho e Santos, 2016). Desta forma, é necessario

estabelecer quais as concentragoes de antibioticos para a descarga das ETARs.
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Para colmatar este problema, é necessario o desenvolvimento e implementagao de
diretrizes especificas para a recolha e andlise de antibiéticos em amostras de ambiente aquatico
para se obterem resultados fidveis e comparaveis (Carvalho e Santos, 2016).

E de extrema importincia diminuir a0 méximo a presenca desta classe de
medicamentos no ambiente. E, enquanto farmacéuticos, devemos consciencializar as pessoas
da importancia da correta eliminagio de medicamentos nao utilizados ou fora do prazo de

validade de forma a proteger nao sé6 o ambiente, mas também o Homem.
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ANEXOS

ANEXO 1

Visao geral do risco ambiental e avaliagao PBT
Fonte: (European Medicines Agency, 2018)

Phase I

Phase II
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ANEXO 2

Arvore de decisio da Fase | (Q: pergunta)
Fonte: (European Medicines Agency, 2018)
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