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RESUMO

LUCENA, S. M. A. DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES SANGUINEAS DE
PIRAZINAMIDA EM PACIENTES COM TUBERCULOSE PULMONAR. Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém,
2018.

A tuberculose constitui importante problema de salde no Brasil. O esquema
terapéutico de primeira linha é composto por rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol na fase intensiva (02 meses), e rifampicina e isoniazida na fase de
manutencao (04 meses) do tratamento. A determinacdo das concentracdes destes
farmacos em fluidos biolégicos permite confirmar a exposicdo adequada do bacilo,
além de auxiliar na identificacdo das causas da multirresisténcia. No Brasil, ainda ndo
foram descritas as concentracfes destes farmacos no decorrer do tratamento da
doenca. Portanto, este trabalho tem o objetivo de determinar as concentracdes
sanguineas de pirazinamida em pacientes com diagnostico clinico e laboratorial de
tuberculose pulmonar, avaliando a influéncia do sexo e da hiperglicemia nos niveis
plasmaticos deste farmaco. Para tanto, foram incluidos 54 pacientes adultos, de
ambos os sexos, diagnosticados com tuberculose pulmonar ativa, submetidos ao
tratamento de primeira linha, dos quais foram coletadas amostras de sangue antes do
tratamento (D0), ao final do primeiro més (D30) e ao final do segundo més de
tratamento (D60). Foram coletados dados s6cio-demograficos dos pacientes através
de um questionario. As concentracbes de pirazinamida foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, com deteccéo no ultravioleta, e a glicemia, por
método espectrofotométrico convencional. Dos pacientes incluidos no estudo, 53%
sdo do sexo masculino e 90% possuem entre 19 e 59 anos de idade. Além disso, 37%
completou apenas o ensino fundamental. Foram excluidos 8 pacientes por abandono
de tratamento. A concentracdo plasmatica média de pirazinamida em amostras pré-
doses foi de 3,4 pg/mL e nas amostras pos-doses foi 72,5 pg/mL. Estes dados indicam

a exposicao adequada do M. tuberculosis ao farmaco. O sexo dos pacientes nao



influenciou nas concentracdes plasméticas de pirazinamida, entretanto pacientes
hiperglicémicos apresentaram niveis plasmaticos pods-dose do farmaco
significativamente elevados. Estes resultados permitem concluir que as doses
empregadas de pirazinamida em pacientes com tuberculose causada por M.
tuberculosis asseguraram concentragcdes sanguineas terapéuticas efetivas em
amostras pés-doses, assim como, as concentracdes pré-doses foram condizentes
com a farmacocinética do farmaco. Por fim, 0 sexo ndo influenciou os niveis pré e pos-
doses do farmaco, entretanto, as concentracdes pos-dose foram significativamente

superior em pacientes com hiperglicemia.

Palavras-chave: concentracdes sanguineas; cromatografia liquida de alta eficiéncia,

pirazinamida; tuberculose.



ABSTRACT

LUCENA, S. M. A. DETERMINATION OF BLOOD CONCENTRATIONS OF
PYRAZINAMIDE IN PULMONARY TUBERCULOSIS PATIENTS. Postgraduate
Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para, Belém, 2018.

Tuberculosis is an important health problem in Brazil. The first-line treatment
regimen adopted by the Ministry of Health for the treatment of the disease consists of
rifampicin, isoniazid, pyrazinamide and ethambutol in the intensive phase (02 months),
and rifampicin and isoniazid in the maintenance phase (04 months) of the treatment.
The determination of the concentrations of these drugs in biological fluids is
determinant to confirm the adequate exposure, besides helping to identify the causes
of the multiresistance. In Brazil, the concentrations of these drugs have not yet been
described in the course of treatment of the disease. Therefore, this study aims to
determine the blood concentrations of pyrazinamide in patients with clinical and
laboratory diagnosis of pulmonary tuberculosis, evaluating the influence of sex and
hyperglycemia on the plasma levels of these drugs. For this, 54 adult patients of both
sexes, diagnosed with active pulmonary tuberculosis, submitted to the first line
treatment were included in the study, from which blood samples were collected before
treatment (DO), at the end of the first month (D30) and at the end of the second month
of treatment (D60). Patients' socio-demographic data were collected through a
guestionnaire. Pyrazinamide concentrations were determined by high performance
liquid chromatography with ultraviolet detection and glycemia by conventional
spectrophotometric method. Of the patients included in the study, 53% are male and
90% are between 19 and 59 years old. In addition, 37% completed only elementary
education. Eight patients were excluded by noncompliance. The mean plasma
concentration of pyrazinamide in pre-dose samples was 3.4 ug / mL and in the post-
dose samples it was 72.5 ug / mL. These data point to adequate exposure of M.
tuberculosis to the drug. Patients’ sex did not influence plasma pyrazinamide

concentrations. These results allow us to conclude that the doses of pyrazinamide



used in tuberculosis patients caused by M. tuberculosis ensure effective therapeutic
blood concentrations in post-dose samples, as well as the pre-dose concentrations
were consistent with the pharmacokinetics of the drug. Finally, post-dose

concentrations were significantly higher in patients with hyperglycemia.

Keywords: blood concentrations; high efficiency liquid chromatography;

pyrazinamide; tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa transmitida por bacilos do
complexo Mycobacterium. E considerada pela Organizacédo Mundial da Satde (OMS)
uma das dez principais causas de 0bito no mundo; em 2015 estimou-se que tenham
ocorrido 10,4 milhées de novos casos e 1,4 milhdes de oObitos relacionados a doenca.
No Brasil, a TB é considerada um problema relevante de saude publica, e junto com
outros 21 paises concentram 80% da carga mundial da doenca (WHO, 2016; BRASIL,
2017). Em 2015, foram registrados cerca de 69.000 novos casos e 4.500 Obitos
associados a TB no pais (BRASIL, 2017).

No Brasil, 0 esquema de primeira linha para o tratamento da TB segue as
recomendacdes da OMS, sendo composto pela associagao de rifampicina, isoniazida,
pirazinamida e etambutol. E dividido em duas fases: intensiva durante dois meses, na
qual sdo usados 0s quatro farmacos e a manutencao por quatro meses, com o0 uso de

rifampicina e isoniazida (WHO, 2010).

A doenca se associa a pobreza resultante da desigualdade social oriunda da
distribuicdo inadequada de renda, que contribui para o baixo nivel de escolaridade
dos individuos acometidos. Ademais, 0 aumento dos casos de HIV, a falta de adeséo
ao longo tratamento e o surgimento de cepas multirresistentes aos esquemas de
tratamento convencionais contribuem para a manutencdo das altas taxas de
prevaléncia de TB no pais (HIJJAR et al., 2001; SOUZA & VASCONCELQOS, 2005).
Neste sentido, o Ministério da Saude implantou em 1998 o Plano Nacional de Controle
da Tuberculose (PNCT) com o objetivo de reduzir as taxas de Obito, assim como
retardar o surgimento de resisténcia do bacilo aos quimioterapicos de primeira linha.
Dentre as estratégias do PNCT se destacam o tratamento diretamente observado
(DOTS), que visa assegurar a adesao plena ao esquema terapéutico, o tratamento de
todos os casos diagnosticados, com cura de pelo menos 85% e o0 aumento da
disponibilidade do teste de HIV (BRASIL, 1998).

A baixa adesdo ao esquema terapéutico é frequente na TB e se deve
principalmente ao tempo prolongado de tratamento, a baixa escolaridade dos
pacientes e as reacfes adversas causadas pelos farmacos ou seus metabdlitos. Ela

€ responsavel pela falha terapéutica e pode levar a emergéncia de cepas resistentes,
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dada a exposicao do bacilo a concentracfes subterapéuticas de quimioterapicos com
consequente reducdo das taxas de cura. Outras fontes potenciais de exposicao
inadequada do microrganismo aos quimioterapicos sao as interacdes
medicamentosas e as caracteristicas intrinsecas a cada paciente, como sexo, idade,
comorbidades, dentre outras (VAN DEN ELSEN et al., 2017).

A avaliacdo da exposicdo do M. tuberculosis aos quimioterapicos €
determinante para compreender a resposta terapéutica em diversas infeccoes,
especialmente, naquelas de tratamento prolongado que requerem poliquimioterapia,
como a tuberculose. E realizada através da mensuracdo de farmacos ou seus
metabdlitos em fluidos biologicos, e 0s niveis séricos reportados permitem inferir
acerca do seguimento correto da terapia prescrita, assim como, sobre as causas de
resisténcia (VAN DEN ELSEN et al., 2017).

Os niveis sanguineos de farmacos anti-TB ja foram reportados em diferentes
grupos étnicos e faixas etarias (MUKHERJEE et al., 2015; DENTI et al., 2015; BEKKER et
al., 2016). A comparacao entre estudos mostrou consideravel variabilidade intra e
interindividual nas concentracdes sanguineas destes quimioterdpicos ap6s doses
terapéuticas, o que reforca a importancia da avaliacdo regular da exposicdo do
Micobacterium tuberculosis a estes medicamentos. Ademais, ndo ha registros das
concentracfes séricas destes farmacos na populacdo brasileira. Neste sentido,
propde-se mensurar as concentracdes sanguineas de pirazinamida na fase intensiva
de tratamento da TB, a fim de elucidar as seguintes questbes: 1) quais as
concentracfes sanguineas deste farmaco alcancadas apés uso de doses terapéuticas
em pacientes de etnia brasileira 2) o sexo ou o diabetes mellitus (DM) influenciam as

concentracdes sanguineas de pirazinamida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais

Os primeiros relatos de TB datam do antigo Egito, com a descoberta de lesbes
pulmonares caracteristicas em mumias daquela época. Em 1822, Robert Koch isolou
a bactéria causadora da doenca, o Mycobacterium tuberculosis, também conhecido
como bacilo de Koch (SOUZA & VASCONCELOS, 2005). Embora esta espécie seja
o principal agente etioldégico da doenca, outras espécies do complexo Mycobacterium
também podem causar a TB em humanos, como o M. bovis e o M. africanum (LIMA
et al., 2011).

O M. tuberculosis € um bacilo reto ou discretamente curvo e suas dimensdes
variam de 0,2 um a 0,6 pm por 1 um a 10 pm. E imével, ndo esporulado e ndo produz
toxinas. A parede celular é constituida principalmente por acido micoélico, que é um
tipo de lipidio que confere resisténcia a descoloracao por alcool e acido, o que permite
caracterizar o M. tuberculosis como um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) (COSTA
et al., 2013).

O M. tuberculosis € um parasita intracelular obrigatério, transmitido
principalmente pela via inalatéria (COSTA et al.,, 2013). A TB é uma doenca
infectocontagiosa que afeta principalmente os pulmdes (tuberculose pulmonar).
Contudo, pode atingir outros orgaos (tuberculose extrapulmonar), como 0s rins,

cérebro, coragao, intestino, dentre outros (CDC, 2016).

Os pacientes com baciloscopia de escarro positiva sdo a principal fonte de
infeccdo pois expelem goticulas contendo o M. tuberculosis. As particulas mais
densas sao mais propensas a se aglutinar a poeira do ambiente, enquanto as menores
se dispersam em aerossois e sdo inaladas pelo homem. Os bacilos ai presentes
penetram nos alvéolos pulmonares onde se estabelecem e se desenvolvem. Destaca-
se gque o estado imune do individuo, a carga bacilifera e a viruléncia da cepa infectante

sao determinantes para progresséo da doenca (COSTA et al., 2013; BRASIL, 2011a).
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A coinfeccdo entre o M. tuberculosis e 0 virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) é preocupante pois tem aumentado ao longo dos anos, assim como, tem sido
associada a elevado numero de O6bitos atribuidos a TB. Ha interacdo entre os
microrganismos, na qual um exacerba a progressdo do outro. Ademais, quando a
sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (SIDA/AIDS) est4 estabelecida, a TB
pode se manifestar com sintomas atipicos, o que torna o diagnostico mais complexo,
aumentando, consequentemente, o risco de sua transmissdo (SANTOS & BECK,
2009).

2.2 Manifestacdes clinicas

Os sinais e sintomas tipicos da TB pulmonar sdo tosse persistente, com
eventual presenca de muco e/ou sangue na secrec¢ao brénquica, febre, perda de peso
e sudorese noturna. Este quadro clinico constitui uma resposta do hospedeiro humano
a presenca do bacilo, uma vez que ao colonizar os alvéolos pulmonares desencadeia
uma resposta imunolégica, sendo fagocitado pelos macréfagos, levando a uma
inflamacéo crénica progressiva (BRASIL, 2011b; COSTA et al., 2013).

Destaca-se que a tosse é um sintoma caracteristico da maioria das infeccdes
do trato respiratério e a suspeita de TB se diferencia pela duracdo do sintoma, quer
seja, 0 paciente que apresenta tosse associada a outros sintomas por um periodo
igual ou superior a trés semanas tem risco elevado de ter contraido a doenca (BRASIL,
2011b).

As manifestacdes extrapulmonares da doenca afetam principalmente o0s
pacientes imunocomprometidos e 0s sinais e sintomas estéo relacionados ao 6rgao
acometido, constituindo assim a tuberculose pleural, peritoneal, pericardica,
ganglionar, laringea, geniturinaria, suprarrenal, 6ssea, meningea, intestinal, oftadlmica
e cutanea (BRASIL, 2011b; SILVA et al., 2011).
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2.3 Diagnéstico

O diagnéstico da TB baseado apenas no quadro clinico do paciente é
insuficiente, portanto, s&o necesséarios exames laboratoriais e radiologicos

complementares para confirmar o diagnaéstico.

O principal exame confirmatério € a pesquisa direta do bacilo no escarro ou
baciloscopia, que consiste na observagdo microscopica de laminas com esfregaco de
amostra de escarro de pacientes sintomaticos. As laminas sdo coradas pela técnica
de Ziehl-Neelsen, que é especifica para identificar os BAAR. Através da baciloscopia
€ possivel caracterizar os pacientes baciliferos, os quais sdo responsaveis pela
manutencdo da cadeia de transmissao da doenca (BRASIL, 2008; BRASIL, 2011b).

Além da baciloscopia ser um método de diagnéstico extremamente eficaz,
também é seguro, rapido e de baixo custo. Deve ser realizada, no minimo, em duas
amostras coletadas em diferentes ocasifes: uma para o primeiro diagndstico no
momento da consulta e a outra na manha do dia seguinte, preferencialmente logo
apos o paciente despertar. A baciloscopia permite a identificacdo e a contagem
aproximada de bacilos por campo microscopico (BRASIL, 2008; BRASIL, 2011b).

7

A cultura € um método bastante utilizado, no qual a amostra do paciente,
geralmente o escarro ou lavado brénquico, € semeada em um meio de cultura
adequado para o crescimento do bacilo. E um método sensivel e especifico, assim
como, pode elevar entre 20% e 40% a confirmacdo de casos de TB nos quais a
baciloscopia foi negativa. Além disso, permite a realizacdo do teste de sensibilidade
aos antimicrobianos e a exata identificacdo da espécie causadora da doenca.
Entretanto, € um exame que demanda mais tempo para obtencéo do resultado, por
se tratar de um bacilo de crescimento lento (BRASIL, 2008; CONDE et al., 2009).

A radiografia do torax € comumente realizada como exame auxiliar nos casos
suspeitos. Esta técnica diagnostica permite identificar as alteracdes sugestivas da TB,
assim como, de outras doencas que afetam os pulmdes. Contudo, cerca de 15% dos
casos de TB ndo apresentam alteracbes pulmonares significativas (CONDE et al.,
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2009; SILVA JR., 2004). As imagens encontradas permitem inferir se a infec¢éo esta
ativa ou foi adquirida no passado, assim como, o grau de comprometimento pulmonar
(BRASIL, 2011b).

O teste tuberculinico ou de Mantoux também é considerado um método auxiliar
de diagndstico, no qual a tuberculina, uma proteina obtida a partir do cultivo de cepas
selecionadas de M. tuberculosis, € inoculada, por via intradérmica, na regidao do
antebraco (CASTELO FILHO et al.,, 2004; BRASIL, 2014). Este teste indica uma
reacdo de hipersensibilidade cuténea as proteinas do bacilo causador da doenca
resultante da interacdo prévia entre antigeno-anticorpo. O resultado baseia-se no
diametro da area de enduracédo formada entre 48 e 72 horas apds a inoculacao da
proteina (BRASIL, 2014).

Outros métodos alternativos de diagnostico da TB sdo a tomografia
computadoriza do térax, técnicas de biologia molecular e exame histopatoldgico, as
quais sdo usadas de acordo com a disponibilidade e o quadro clinico do paciente
(CASTELO FILHO et al., 2004).

2.4 Tratamento

A TB € uma doenca tratavel e curavel em praticamente todos os casos, desde
gue o tratamento seja conduzido de forma adequada. Sdo empregadas associagbes
de medicamentos, compondo esquemas terapéuticos especificos para o tratamento
basico, forma meningoencefalica e para os casos de multirresisténcia bacteriana. A
escolha dos farmacos também considera a localizagcédo do bacilo e seu metabolismo.
A associacao ideal deve conter farmacos com atividades bactericida e esterilizante,
assim como prevenir o0 aparecimento de bacilos resistentes (BRASIL, 2011c; BRASIL,
2011a).

Até 1979, o tratamento da TB seguia o protocolo composto por rifampicina,

isoniazida e pirazinamida na fase intensiva por 2 meses e rifampicina e isoniazida por
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4 meses na fase de manutencdo (2RHZ/4RH). Entretanto, dado ao aumento da
resisténcia do bacilo a isoniazida e a consideravel incidéncia de reacdes adversas,
em especial, a hepatotoxicidade, o PNCT modificou em 2009 este protocolo de
tratamento, acrescentando o etambutol na fase intensiva do tratamento (2RHZE/4RH),
reduzindo as doses de rifampicina e isoniazida, além de reunir 0s quatro
medicamentos em um comprimido de dose fixa combinada como forma de aumentar
a adesdo ao tratamento. O atual esquema de tratamento da doenca esta apresentado
no Quadro 1 (BRASIL, 2011a).

T T T

RHZE 20kg a 35kg 2 comprimidos
2 RHZE 150/75%/400/275
Fase comprimido 36kg a S0kg 3 comprimidos 7
Intensiva em dose fixa

comhinada = E0kg 4 comprimidos

1 comprimido ou

cdpsula de 300/200mg
e ou 2 comprimidos de
150/75*
RH 1 comprimido ou
4RH Comprimido ou capsula de 300/200mg
cdpsula de 300/200 + 1 comprimido ou
Eﬁﬂ;n o Gupde 150/100 ou 36kg a 50kg capsula di 150/100mg 4
6 comprimidos de ou 3 comprimidos de
150/75* 150/75*
2 comprimidos ou
capsulas de 300/200mg
S ou 4 comprimidos de
150/75*

Quadro 1 — Esquema basico para o tratamento da TB em adolescentes e adultos. Fonte: BRASIL,
2011a.

O tratamento deve ser realizado em doses Unicas diarias pelo periodo de 6
meses. Uma das estratégias utilizadas para aumentar as taxas de adesédo é o
tratamento diretamente observado, no qual o paciente recebe a dose do medicamento

na unidade de saude sob a supervisdo de um profissional qualificado, ou,
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alternativamente, no domicilio, sob a supervisdo de um familiar, devidamente

esclarecido, pela equipe médica da Unidade de Saude (BRASIL, 2011b).

2.4.1 PIRAZINAMIDA

A pirazinamida (PZA) € um quimioterapico usado apenas na fase intensiva de
tratamento da doenca. E uma amida primaria derivada do acido pirazinéico, analoga
da nicotinamida, sintetizada em 1936 e utilizada como tuberculostéatico desde 1952.
Atua especificamente contra o M. tuberculosis. A sua estrutura quimica esta descrita
na Figura 1 (LIMA et al., 2011; ARBEX et al., 2010; BAVBEK et al., 2008).

a] [o]
I |
— NHs N C—eH,
@y
Micotinamida Pirarinamida

Figura 1 - Estrutura da nicotinamida e seu analogo, pirazinamida. Fonte: NJIRE et al., 2016.

A PZA é considerada um pré-farmaco cujo mecanismo de agao ainda néo foi
completamente elucidado, mas acredita-se que o acido pirazindico, seu metabdlito
ativo, possua atividade inibitéria para o bacilo em pH acido. No interior do
microorganismo ocorre a conversao de PZA a acido pirazindico, as custas da enzima
bacteriana pirazinamidase, como apresentado na Figura 2. Esta conversédo ocorre no

ambiente neutro do citoplasma, e uma por¢cao do acido pirazinoico sai do bacilo. O
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meio &cido extracelular favorece a protonacdo dessas moléculas, que penetram
novamente na célula bacteriana na forma protonada, alterando o potencial de
membrana, levando a sua ruptura. Além disso, o bacilo possui um sistema ineficiente
de efluxo da PZA, tornando a entrada de acido pirazinéico mais rapida do que a sua
saida. O acumulo deste metabdlito &cido diminui o pH intracelular, inativando funcdes
dos transportadores de membrana e a sintese de &cidos graxos, o que altera a
morfologia do M. tuberculosis (BAVBEK et al,2008; LIMA et al.,, 2011;ZHANG
&MITCHISON, 2003; ARBEX et al., 2010).

u i

N " C——COOH
O PacA
e . .
O +  Aménia
N
Pirarinamida Acido pirazinaico

Figura 2 - Conversao de pirazinamida a acido pirazindéico através da enzima pirazinamidase. Fonte:
NJIRE et al., 2016.

Destaca-se que alguns bacilos podem permanecer em estado de laténcia no
interior dos macrofagos e em areas onde ha lesdo pulmonar com inflamacéao aguda.
Estes bacilos s@o responsaveis pela recaida bacteriolégica da TB e a PZA é o
medicamento mais eficaz contra esses bacilos persistentes, dado que sua atividade
bactericida e acdo esterilizante potente s&o intensificadas pelo pH acido do
microambiente de inflamacdo (ARBEX et al., 2010; BLUMBERG et al., 2003; ZHANG
&MITCHISON, 2003). Esta atividade pH-dependente justifica a maior eficacia clinica
do farmaco nos dois meses iniciais de terapia, quando o microambiente de inflamacéao
ainda esta presente. Além disso, seu uso reduz o tempo de tratamento e sua
associagdo a isoniazida reduz de 22% para 8% a taxa de recidiva da doenga (WHO,
2010; BAVBEK et al., 2008).
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A resisténcia bacteriana a PZA esta associada a mutacdes génicas, dentre elas
do gene pncA, responsavel por codificar a enzima pirazinamidase, pois ao ndo ser
convertido a acido pirazindico, o farmaco nao consegue exercer sua acao (NJIRE et
al., 2016).

A PZA é rapidamente absorvida pelo trato gastrintestinal, com concentractes
plasmaticas de pico alcangadas entre 1 e 2 horas ap6s administracéo oral. A média
da concentracdo sanguinea de pico de PZA mensurada em diversos grupos étnicos é
cerca de 40 mg/mL. A biodisponibilidade oral € estimada em 90%. O farmaco é bem
distribuido pela maioria dos fluidos e tecidos corporais, incluindo o liquido
cefalorraquidiano e as meninges, regides onde alcanca entre 87% e 105% da
concentracdo plasmatica respectivamente, o que a torna indispensavel para o
tratamento da meningite tuberculosa. O volume de distribuicéo € de 0,7 L/kg (BAVBEK
et al., 2008; DONALD et al., 2012; ARBEX et al., 2010).

A Dbiotransformacdoda PZA é realizada principalmente pelas enzimas
microssomais hepaticas. Os principais metabdlitos formados, além do &acido
pirazindico, sdo o acido pirazindrico, a 5-hidroxi-pirazinamida e o acido 5-hidréxi-
pirazindico. Estes metabdlitos sdo excretados pelos rins, principalmente por filtracdo
glomerular. A meia-vida bioldgica é cerca de 8 a 11 horas, podendo alcancar até 26
horas em pacientes com insuficiéncia renal (BAVBEK et al., 2008; DONALD et al.,
2012; ARBEX et al., 2010).

A principal reacao adversa é a hepatotoxidade, que é dose-dependente, e pode
ocorrer em qualquer momento da terapia. Além disso, também h& relatos de
alteracBes gastrintestinais, como vomitos, nauseas e anorexia, além de hiperuricemia,
dermatite e artralgia. A PZA n&o apresenta risco para uso durante a gravidez e a
amamentacao (BAVBEK et al., 2008; DONALD et al., 2012; ARBEX et al., 2010).

O mecanismo de hepatotoxicidade induzida pela PZA é pouco conhecido, mas
acredita-se estar relacionado a dose administrada. Além disso, fatores intrinsecos ao
paciente contribuem para maior ocorréncia deste efeito toxico, como a idade, sexo,
etilismo, doencas hepaticas crbénicas e estado nutricional (CHANG et al., 2008; SINGH
et al., 1995; DURAND et al., 1996). De fato, Yee et al. (2003) relataram maior
incidéncia de hepatotoxicidade em pacientes do sexo feminino, de idade avancada e
portadores do HIV. Outro fator que contribui para hepatoxicidade é a associacdo da
PZA aos outros tuberculostaticos, como isoniazida e rifampicina, que também séao

farmacos causadores desta reacao adversa (COCA, 2009).
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A hiperuricemia resulta da inibicdo da secrecédo tubular renal do acido urico
causada pelo &cido pirazindico, 0 que aumenta as concentracdes sanguineas do

primeiro e consequente deposicéo nas articulagdes (VIEIRA & GOMES, 2008).

2.5 Exposicéo a pirazinamida no tratamento da tuberculose

A exposicao apropriada do microrganismo a PZA € um dos pré-requisitos para
cura da infeccéo. Entretanto, fatores relacionados ao hospedeiro humano, ao bacilo e
a interacdo entre estes podem modificar de forma significativa as caracteristicas da
exposicdo, quer sejam, dose, duracgao, frequéncia e propriedades fisico-quimicas. Por
exemplo, a localizacdo do bacilo, nos casos de tuberculose extra-pulmonar €&
determinante para que sejam alcancadas concentracdes efetivas do quimioterapico,
0 que, por outro lado, ndo representa questédo relevante nos casos pulmonares da
doenca, dada a extensa vascularizacdo do 6rgdo, que favorece a distribuicdo de
farmacos.

Em relagéo ao hospedeiro humano deve ser destacada a elevada variabilidade
intra e interindividual dos parametros farmacocinéticos dos farmacos de primeira linha
usados no tratamento da doenca, inclusive de PZA. Além disso, a plena adesao ao
tratamento proposto, as comorbidades, como diabetes mellitus e obesidade, e a
qualidade dos farmacos dispensados devem ser considerados como potenciais
variaveis na exposicao a PZA (RUSLAMI et al., 2010).

Embora a concentracdo inibitéria minima da PZA para cepas sensiveis de M.
tuberculosis apresente ampla variagdo entre 6,2 a 50 pg/mL, o que poderia ser
favoravel para contrapor a elevada variabilidade nas concentragbes sanguineas
alcancadas apo0s uso de doses terapéuticas, deve ser considerado que para alcancar
altas taxas de cura é necessario assegurar que 0s hiveis sanguineos do farmaco
sejam superiores a 20 pug/mL (CONTE et al., 1999).

Neste sentido, a dose preconizada para o tratamento de pacientes portadores
de cepas sensiveis de M. tuberculosis a PZA é de 25 mg/kg (entre 20 e 30 mg/kg) e
para pacientes com tuberculose multidroga resistente (MDR-TB) é de 35 mg/kg (entre
30 a 40 mg/kg). Estas doses recomendadas promovem diferentes niveis de exposicéo

ao farmaco em funcdo da massa corporal de cada paciente e das variaveis acima
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citadas (CHIREHWA et al., 2017). Por fim, o uso de comprimidos de dose fixa
combinada dificulta o ajuste de doses ao peso do paciente, uma vez que ao aumentar
as doses de PZA, também aumenta aquelas de rifampicina e isoniazida o que pode
elevar o risco de ocorréncia de efeitos adversos (SAHOTA & PASQUA, 2012).

Portanto, a monitorizagdo das concentracfes sanguineas de PZA ¢é
determinante para avaliar a exposicdo do bacilo a concentracdes efetivas do farmaco.
De fato, baixos niveis de PZA podem levar a falha terapéutica, com baciloscopia
positiva apos 4, 8, 24 ou 32 semanas. Ademais, 0 uso de doses maiores do farmaco,
sem o conhecimento prévio de suas concentra¢des sanguineas aumenta a formacéao
de acido 5-hidréxi-pirazinéico, que € o principal responsavel pela hepatotoxicidade
induzida pela PZA (BURHAN et al., 2013; MUKHERJEE et al., 2015).

Outro fator que modifica a exposicdo do bacilo as concentracdes terapéuticas
adequadas dos farmacos sdo as comorbidades, dentre elas a diabetes mellitus, que
tem sido comumente relacionada a TB. De fato, € uma associagdo antiga, ocorre em
ambos os sexos e em diferentes faixas etarias. A relacdo entre essas doencas
aumenta a morbimortalidade nos pacientes acometidos com ambas, elevando entre 2
a 5 vezes o risco de infeccdo pelo M. tuberculosis em diabéticos (MARTINS &
ARAUJO, 1993).

De modo geral, a prevaléncia de diabetes na populacdo varia entre 5 e 8%,
atingindo com maior frequéncia pessoas acima de 50 anos, enquanto a tuberculose
afeta uma faixa etaria mais jovem, sendo esperada uma prevaléncia de DM menor
nesse perfil de pacientes (MARTINS & ARAUJO, 1993; GONZALES-CURIEL et al.,
2011). Dentre as causas dessa relacdo, destaca-se que a DM diminui a atividade do
sistema imunolégico, aumentando a suscetibilidade a instalacdo da infec¢cdo. Além
disso, a intolerancia a glicose também é um fator comum em pacientes com TB
(MARTINS & ARAUJO, 1993).

Outro fator relevante na interacdo entre TB e DM é a potencial influéncia da
dltima na farmacocinética dos medicamentos usados no tratamento da infecgéo.
Neste sentido, véarios estudos demonstraram que a DM modifica a absorcdo e a
distribuicdo destes farmacos levando a falha terapéutica, como, por exemplo, a
diminuicao das concentra¢gdes sanguineas de rifampicina em pacientes diabéticos tem
reduzido as taxas de cura e aumentado os 0Obitos relacionados a TB. A exposicéo a

isoniazida também é reduzida em casos de DM (BABALIK et al., 2013).
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Os estudos relativos a influéncia de DM sobre as concentracdes de PZA sdo
conflitantes, pois alguns reportam aumento ou diminuicdo dos niveis do farmaco
nestes pacientes e outros ndo indicam qualquer interferéncia da comorbidade, o que
reforca a necessidade e importancia de avaliacdo da exposicdo da PZA neste grupo
de pacientes.

Por fim, a terapia com este grupo de farmacos pode promover hiperglicemia,
dificultando o controle dos indices glicémicos no paciente com diabetes (PONTE et
al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar concentracfes sanguineas de pirazinamida na fase intensiva do

tratamento para tuberculose pulmonar ativa.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar os aspectos sociais e demograficos dos pacientes incluidos no

estudo;

- Mensurar as concentracdes sanguineas de pirazinamida em pacientes com

tuberculose pulmonar ativa;
- Avaliar a influéncia do sexo nas concentracfes plasmaticas de pirazinamida;

- Esclarecer se a hiperglicemia influencia as concentracdes sanguineas de

pirazinamida.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para,
sob parecer de n° 1.591.019 (anexo A), conforme os preceitos das normas de

pesquisa envolvendo seres humanos as quais obedecem a resolucao 466/2012 do
Ministério da Saude.

4.2 Tipo e local do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo de casos realizado no Centro de Saude
Escola do Marco e no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto no periodo de
junho de 2016 a junho 2017.

4.3 Pacientes

Foram incluidos pacientes acima de 18 anos, de ambos 0s sexos, com
diagnéstico radioldgico e laboratorial, por meio de exame de cultura e baciloscopia por
Ziehl-Nielsen, de tuberculose pulmonar ativa por M. tuberculosis, que concordaram
em participar da pesquisa assinando o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (anexo B).

Foram excluidos os portadores de HIV, gravidas e lactantes, aqueles com
tuberculose extrapulmonar, os casos de multirresisténcia, os casos de retratamento
por abandono, os fumantes e usuarios de drogas de abuso, aqueles com doenca
pulmonar, renal e hepéatica pré-existentes e os que abandonaram o tratamento ou que

se recusaram a assinar o TCLE e/ou discordaram de qualquer etapa do tratamento.
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4.4 Esquema terapéutico e seguimento clinico e laboratorial

O esquema terapéutico adotado foi 0 mesmo preconizado pela OMS para o
tratamento da TB usando comprimidos de dose fixa combinada administrados uma
vez ao dia de preferéncia em jejum e na presenca de um familiar composto por: 150
mg de rifampicina, 75 mg de isoniazida, 400 mg de pirazinamida e 275 mg de
etambutol. Na fase de manutencao, foram usados comprimidos contendo300 mg de
rifampicina e 200 mg de isoniazida.

A dose administrada foi ajustada ao peso do paciente de forma que aqueles
com peso superior a 50 kg foram administrados 4 comprimidos na fase intensiva e 2
na fase de manutencao; de 36 a 50 kg, 3 comprimidos na primeira fase e 2 na segunda
fase e de 20 a 35 kg, 2 comprimidos na fase intensiva e 1 comprimido na fase de
manutencdo. No primeiro dia de tratamento os comprimidos foram dispensados pelos
profissionais de saude envolvidos no estudo, 0s quais instruiram o acompanhante do
paciente a acompanhar a tomada dos medicamentos diario e em jejum.

ApoOs diagndstico laboratorial de tuberculose pulmonar, e antes do inicio da
terapia os pacientes foram convidados a participar do estudo, e aqueles que
concordaram preencheram o TCLE, passaram por avaliacdo clinica e laboratorial e
responderam a um questionario social e demografico contendo questdes relativas ao

sexo, idade, escolaridade, local de residéncia e ocupacédo (anexo C).

4.5 Coleta de sangue

Foram coletados de cada paciente incluido no estudo cerca de 4 mL de sangue
venoso em tubo contendo EDTA como anticoagulante. A coleta foi realizada antes do
inicio do tratamento (D0), e apos 30 dias (D30) e sessenta dias (D60). Uma parte do
material biologico, cerca de 2 mL, foi imediatamente separada e centrifugada a 3000
rom por 5 minutos para separacdo do plasma destinado a medida da glicemia. O

restante foi empregado para avaliacdo da exposicdo do M. tuberculosis a PZA.
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Destaca-se que as amostras foram coletadas em dois momentos a saber: antes da
administracéo dos quimioterapicos (pré-dose), que representa a concentracdo de vale
e cerca de 50 a 60 minutos apés a administracdo dos mesmos (pos-dose), que
corresponde a concentracao de pico.

As amostras foram transportadas a 4°C e armazenadas no Laboratério de
Toxicologia da Universidade Federal do Pard, para posterior analise. O tempo

decorrido entre a coleta e a medida de PZA nas amostras foi de 60 dias.

4.6 Determinacéao de glicose no sangue

O nivel de glicose no sangue foi determinado em intervalo de até 60 minutos
da coleta de material biol6gico através de método espectrofotométrico convencional,
utilizando kits de glicose Labtest® e seguindo a metodologia proposta pelo fabricante:
em tubos de ensaio devidamente identificados foram adicionados 0,01 mL de amostra
de sangue e 1 mL do reagente de cor. Os tubos foram misturados vigorosamente e
incubados em banho-maria a 37°C durante 10 minutos. O nivel de 4gua no banho-
maria foi previamente ajustado para ficar superior ao nivel do contetdo dos tubos de
ensaio. Além disso também foram analisadas de forma semelhante as amostras
biolégicas, uma amostra branco e a solucdo padrdo do kit, em concentracdo de 110
mg/dL.

Decorridos 10 minutos, o contetdo dos tubos de ensaio do branco, padréao e
amostras foi transferido para cubeta de quartzo e levado ao espectrofotbmetro para
leitura em 505 nm.

A concentracao de glicose foi calculada através da seguinte formula

Gli (mg)/dL = Absorbancia da amostra 100
teose img ~ Absorbancia do padrio x
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4.7 Metodologia analitica para determinacao de pirazinamida

As concentracdes de PZA nas amostras de sangue foram mensuradas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, apos prévia extracdo do analito de interesse
da matriz biolégica, seguindo a metodologia proposta por Siddartha et al. (2013) com
as adaptacdes necessérias para otimizar os resultados. Foi utilizado cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia (Perkin Elmer, série Flexar®) composto por bomba
quaternaria, detector DAD, forno de coluna e sistema de desgaseificacdo. A coluna
usada foi RP-18, 15 cm X 4 mm i.d. (Perkin ElImer®) mantida a temperatura constante
de 30°C. A fase médvel foi composta por metanol:solu¢cao aquosa de trietilamina a pH
7 (15/85 v/v) e foi eluida em modo isocratico com fluxo de 1 mL/min. A deteccao foi
realizada em 268nm.

O analito foi extraido da matriz biolégica por técnica de extracao liquido-liquido
a partir de 500 uL da amostra de sangue total, que foi transferida para tubo de
polipropileno tipo eppendorf de capacidade de 2,0 mL. A seguir, foi acrescentado 25
uL de padrdo interno (metronidazol em concentracdo de 50 pug/mL) e agitado em
vortex por 1 minuto. Adicionou-se 1,2 mL da solucdo éter metil terc-butilico
(MTBE):diclorometano (70/30 v/v), homogeneizou-se em agitador mecanico por 20
minutos e centrifugou-se a 5000 rpm por 5 minutos a -4°C. A fase organica foi
separada e submetida a evaporacdo a temperatura de 30°C sob corrente de ar. Por
fim, o residuo foi reconstituido com 200 pL de fase mével para posterior injecdo. O
fluxograma do procedimento de extracao esta apresentado na Figura 3.

Para avaliacdo da linearidade, a solucédo padréo de pirazinamida foi obtida a
partir da dissolucdo do padréo de 100 mg de pirazinamida cedido pelo Ministério da
Saude, em 10 mL de metanol, formando uma solucdo de trabalho em concentracao
de 10 mg/mL a partir da qual foram feitas as diluicdes para construgdo da curva de
calibragéo nas concentracdes de 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e
60 pg/mL. As solugdes foram preparadas em triplicata, adicionado 25 pL do padréo
interno e injetadas em volume de 20 pl no cromatografo.

A curva de calibracao foi obtida a partir do enriquecimento de amostras de
sangue de voluntarios saudaveis com concentracdes crescentes de pirazinamida de
0,5 pg/mL a 60 pg/mL, as quais foram submetidas ao procedimento de extragdo acima

descrito e injetadas no HPLC. As relacbes das areas do pico do analito e do padréo
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interno em diversas concentracbes foram plotadas nos eixos das abcissas e
ordenadas, respectivamente. A seguir, foi tragcada a equagéo da reta e determinado o
coeficiente de determinacdo. Por fim, a equacdo da reta obtida foi usada para
obtencdo das concentracdes de PZA presentes nas amostras de pacientes com

tuberculose. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Adicionar 1,2 mL de

Aliguota de 500 pL de solucao éter metil terc-

Agitar no vértex por 1

amostra + 25 L de minuto butilico
padréo interno (MTBE):diclorometano
(70/30 v/v)

Separar o sobrenadante
e evaporar a fase
organica

Centrifugar a 5000 rpm

por 5 minutos Agitar por 20 minutos

Reconstituir o residuo
com 200 pL de fase
movel

Figura 3 - Procedimento de extragdo de PZA das amostras de sangue para analise em HPLC.

4.8 Andlise dos dados

Os resultados foram expressos como média (desvio padrao) e frequéncia de
distribuicdo. A normalidade da distribui¢cdo foi avaliada pelo Kolmogorov-Smirnov. As
variaveis qualitativas foram comparadas pelo teste do qui-quadrado (x?). A
comparacao das concentracdes de PZA entre os sexos dos pacientes, assim como
entre aqueles normoglicémicos e hiperglicémicos foi realizada pelo teste U de Mann-
Whitney. Para execucao das analises estatisticas foi utilizado o software Statistica7.0.

O nivel de significancia aceito para rejeicéo da hipotese da nulidade foi 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidos no estudo 78 pacientes com diagnéstico radiolégico e
laboratorial positivo para tuberculose pulmonar por M. tuberculosis que iriam iniciar o
tratamento com o0 esquema terapéutico de primeira linha. Destes, 54 pacientes
concluiram o tratamento e receberam alta por cura, enquanto 24 pacientes (30%),
foram excluidos do estudo. As caracteristicas sociais e demogréaficas daqueles que

concluiram o tratamento estdo apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1 — Caracteristicas dos pacientes com tuberculose pulmonar incluidos no estudo
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Perfil socio epidemioldgico n=>54 (%) p valor
Sexo 0,58
Feminino 25 46,3
Masculino 29 53,7
Faixa etaria
19a59 49 90,7* <0,001*
60 a 98 5 9,2
Residéncia
Belém 47 87,2* <0,0001*
Ananindeua 4 7,4
Marituba 1 1,8
Curuca 1 1,8
Moju 1 1,8
Escolaridade
Analfabeto 2 3,7
Ensino fundamental 20 37,1* <0,0001*
Ensino médio 25 46,3*
Ensino superior 7 12,9

*teste do qui-quadrado

Dentre os pacientes incluidos no estudo, 53% séao do sexo masculino e cerca

de 90% se encontra na faixa etaria entre 19 e 59 anos de idade. A distribuicdo da

doenca foi similar entre os sexos (x?2 = 0,296; p = 0,586), embora outros autores
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tenham observado maior incidéncia de TB no sexo masculino, o que é corroborado
pelo banco de dados do Sistema de Informacao de Agravos e Notificagdo (SINAN) do
Ministério da Saude (GIROTI et al.,, 2010; SANTO et al.,, 2009; CALIARI &
FIGUEIREDO, 2011; SINAN, 2017a). A discrepancia de resultados deveu-se,
provavelmente, ao tamanho amostral deste estudo, pois a ocorréncia da doencga foi
maior entre homens, contudo, ndo foi possivel caracterizar diferenca significante.

A doenca prevaleceu na faixa etaria entre 19 e 59 anos, que corresponde
aguela economicamente produtiva, o que também foi reportado por Cavalcante & Silva
(2013), assim como, predomina nas notificagbes do SINAN (BRASIL, 2010; SINAN,
2017b). O fato da TB ser mais prevalente nos individuos do sexo masculino e na faixa
etaria economicamente ativa enfatiza a problematica social atrelada a infeccéo, uma
vez que o paciente precisa se afastar de suas atividades ocupacionais, 0 que pode
comprometer a renda familiar, por exemplo, no caso dos profissionais autbnomos
(CAVALCANTE & SILVA, 2013).

A maioria dos pacientes incluidos no estudo residia na cidade de Belém, capital
do estado, e na regido metropolitana, o que provavelmente deveu-se a maior
concentragdo populacional nesses centros urbanos, assim como, maior facilidade de
acesso aos servicos de saude, quando comparado aos residentes nas pequenas vilas
rurais do estado do Para (VENDRAMINI et al., 2005).

Grande parte dos pacientes (37%) apresentou baixa escolaridade, tendo
concluido apenas o ensino fundamental, o que é corroborado por outros estudos, que
apontaram que a doenca atinge principalmente o0s estratos sociais de menor
escolaridade e, consequentemente, menor poder aquisitivo (BOWKALOWSKI &
BERTOLOZZI, 2010; MEDEIROS et al., 2012). Além disso, este estrato populacional
tem menor acesso a informacdo sobre a doenca e a importancia da adesdo ao
tratamento prescrito para a sua cura. De fato, a perda de seguimento clinico-
laboratorial foi elevada entre os pacientes e constituiu 30% de casos incluidos no
estudo (COELHO et al., 2010). Os fatores responsaveis pela excluséo do estudo estio

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Causas de exclusdo dos pacientes

Motivo de excluséo n=24 (%) p valor

Abandono, néo retorno para exames de 8 54,1* <0,0001

rotina e controle

HIV positivo 1 4,2
Tuberculose multirresistente 1 4,2
Reacao adversa grave 2 8,3
Mudou local de tratamento 7 29,2

A principal causa de exclusao foi o abandono do tratamento (54,1%). Chirinos
& Meirelles (2011) caracterizam o abandono do tratamento quando o paciente passa
30 dias ou mais sem administrar a quimioterapia. Os mesmos autores relataram que
o abandono ocorreu principalmente no primeiro trimestre do tratamento,
provavelmente motivado pela melhora clinica dos sinais e sintomas, 0 que esta em
linha com os resultados obtidos no presente estudo, quando a maior taxa de abandono
de tratamento foi ao final do primeiro més.

Além disso, o abandono também pode estar associado a fatores sociais e
econdmicos, como o absenteismo temporario de drogas de abuso devido o tratamento
da doenca, aos aspectos relacionados ao atendimento no servico de saude, as
reacoes adversas, as comorbidades, a falta de recursos para deslocamento a unidade
de saude para recebimento dos quimioterdpicos, dentre outros (MENDES &
FENSTERSEIFER, 2004; SAGBAKKEN et al., 2008).

Uma das estratégias utilizadas pelas unidades de salude para reduzir as taxas
de abandono e consequentemente aumentar a adesdo ao tratamento € estabelecer
um vinculo entre a equipe de salude e o individuo em tratamento da TB, mantendo
uma relacédo de cuidado, interesse e atencdo com o paciente (SOUZA et al., 2010).
Por exemplo, a Geréncia de Tuberculose do estado do Para implantou o café da
manha para atrair oS pacientes para retornar para recebimento das cartelas de
medicamentos. Neste sentido, a adesdo ao tratamento também pode refletir o
comprometimento da equipe de saude, o que evidencia a necessidade de manter
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constante atencéo dos profissionais na humanizacéo do atendimento (JAISWAL et al.,
2003; MUNRO et al., 2007).

O método para mensurar as concentracdes sanguineas de PZA mostrou-se
linear no intervalo de concentracdes de 0,5 pg/mL a 60 pg/mL. A equacéo da reta
obtida pelo método dos minimos quadrados foi y = 13652x - 12491 e o coeficiente de
determinacao (r?) foi de 0,9928.

Ja a curva de calibragcédo, obtida a partir do enriquecimento de plasma de
voluntarios saudaveis com concentracdes conhecidas e crescentes de PZA mostrou-
se linear em concentracdes de 0,5 pg/mL a 60 pg/mL. A equacéo da reta obtida pelo
método dos minimos quadrados foi y = 2195x +0,03559 e o coeficiente de
determinacao (r?) foi 0,9972 (Figura 4).

1519

Relacdo de 4rea amostra/padrédo interno

80

Concentragdo ug/ml

Figura 4 - Curva de calibracdo da pirazinamida em concentracfes de 0,5 a 60 pug/mL.

O tempo da eluicdo da PZA seguindo as condi¢des instrumentais padronizadas
foi de 4,6 minutos (Figura 5), corroborando o valor reportado por Smith e
colaboradores (1999) em condicdes instrumentais semelhantes.

O metronidazol, utilizado como padréao interno foi eluido em 8,4 minutos. O
perfil cromatogréfico da solugcdo padrdo de PZA em concentracdo de 10 pg/mL esta
apresentado na Figura 5. Ja o perfil cromatogréafico do metronidazol, em concentracao

de 50 pug/mL estéa apresentado na Figura 6.
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Figura 5 - Cromatograma representativo da pirazinamida na concentracdo de 10 pg/mL.
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Figura 6 — Perfil cromatogréfico do padrdo interno, metronidazol, na concentracdo de 50 pg/mL.

As concentragBes sanguineas de pirazinamida foram mensuradas em 103
amostras dos 54 pacientes incluidos no estudo. Na Tabela 3 estdo apresentados os

valores médios das concentragdes do farmaco em amostras pré-dose (vale) e pés-

dose (pico).
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Tabela 3 - Concentrac6es de pirazinamida em amostras de vale e de pico de pacientes com
tuberculose.

Amostra n Pirazinamida (ug/ml) x + d.p.*
Pré-dose 73 34+£27
Pos-dose 25 72,5+29,1

*resultados expressos como média e desvio padréo

A concentracdo inibitéria minima (CIM) de PZA para cepas sensiveis de M.
tuberculosis varia entre 6,2 a 50ug/mL (SALFINGER & HEIFETS et al., 1988). Além
disso, alguns autores apontam como concentragdes plasmaticas adequadas de PZA,
apos 2 horas da administracdo de uma dose de 25 a 35 mg/kg, niveis entre 20 e 60
pg/mL (ZUUR et al., 2016; SHARMA et al.,, 2018). Ademais, concentracdes
sanguineas inferiores a 20 pg/mL sdo consideradas muito baixas, indicando
problemas relacionados a absorcéo, relacionados a diferentes fatores, como falta de
adesdo, qualidade dos medicamentos dispensados, vdmitos seguidos da ingestédo do
comprimido, comorbidades, dentre outros (BURHAN et al., 2013)

Portanto, todos as amostras pos-dose apresentaram concentragbes
sanguineas acima da CIM para M. tuberculosis indicando a exposicdo adequada do
bacilo ao farmaco, que pode ser corroborada pela baciloscopia negativa de todos os
pacientes ao final da fase intensiva de tratamento. Além disso, estes dados sugerem
a adesdo adequada a terapia instituida.

Houve elevada variabilidade interindividual nas concentragbes sanguineas
pos-doses, 0 que corrobora estudos prévios de farmacocinética da PZA (BURHAN et
al., 2013). Ademais, uma potencial fonte de variagdo nas concentragdes plasméaticas
de pico é o tempo decorrido entre a administracdo do farmaco e a coleta do material
bioldgico, que no presente estudo variou entre 50 e 90 minutos, que é proximo ao
tempo médio requerido para alcancar concentracdes plasmaticas de pico da PZA,
entre 60 a 120 minutos (ZUUR et al., 2016). Neste sentido, foi relatado que
concentracbes de PZA coletadas ap0s duas horas de administracdo do farmaco
refletem de forma mais fidedigna o término da fase de absorcéo, assim como, ha
menor variabilidade interindividual dos niveis sanguineos do farmaco (SHARMA et al.,
2018).
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A concentracdo sanguinea média de PZA obtida nas amostras pré-doses
corroboraram seu perfil cinético previamente descrito em outros grupos populacionais,
0S quais reportaram meia vida bioldgica em torno de 8 a 11 horas e corroboraram a
auséncia de acumulo significativo do farmaco em compartimentos biolégicos
(MCILLERON et al., 2006; PASIPANODYA et al., 2013). De fato, o tempo decorrido
entre a administracao do farmaco e a coleta das amostras pré-dose variou entre 22 a
24 horas, indicando que os valores encontrados no presente estudo correspondem as
concentracdes residuais do farmaco.

Dada a potencial influéncia do sexo nas concentra¢des sanguineas de diversos
quimioterapicos, associados, via de regra a distribuicdo diferenciada de gordura e as
diferencas hormonais, investigou-se a possivel influéncia do sexo nas concentracées
sanguineas de PZA. Os resultados apontam a falta de influéncia significativa do sexo
tanto nas amostras pré-dose quanto naquelas pos-dose (Tabela 4), corroborando
achados de Babalik et al. (2013) em pacientes na Turquia.

Tabela 4 - Concentragcéo de pirazinamida de acordo com o sexo de pacientes com tuberculose.

Amostras n Pirazinamida (ug/ml) x + d.p.  p valor*
Pré-dose
Feminino 23 31+2,0 0,7
Masculino 51 34+29
Pdés-dose
Feminino 10 74,6 + 26,2 0,6
Masculino 15 71,1 + 30,7

*teste U de mann-whitney

. No presente estudo, a comparacédo das concentracdes sanguineas de PZA

em amostras pré-dose e pds-dose entre pacientes normoglicémicos e hiperglicémicos
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mostrou o0 aumento significativo das concentragbes sanguineas do farmaco nas
amostras de pos-dose de pacientes hiperglicémicos (Tabela 5).

E possivel que as alteraces metabdlicas decorrentes da DM possam interferir
nas concentracdes sanguineas dos quimioterapicos usados no tratamento da TB.
Estudos prévios apontaram reducdo das concentracdes plasmaticas de rifampicina
em pacientes com DM, o que repercutiu na resposta a terapia instituida (PONTE et
al., 2010; BABALIK et al., 2013).

Tabela 5 - Concentracdo de pirazinamidade acordo com o perfil glicémico de pacientes com
tuberculose.

Amostras n Pirazinamida (ug/ml) x + d.p.

Normoglicémicos

Pre-dose 46 32+24

P6s-dose 11 53,7 £ 20*
Hiperglicémicos

Pre-dose 9 46+238

Pdés-dose 8 86,3 £ 22,5*

*p<0,05; teste U de Mann-Whitney

O aumento das concentracdes sanguineas de PZA nas amostras pds-dose
pode indicar alteracdo na velocidade ou na quantidade de farmaco absorvido pelo
trato gastrintestinal. De fato, estudo comparando a farmacocinética de PZA entre
pacientes normoglicémicos e diabéticos demonstrou que os valores medianos das
concentracdes plasmaticas de pico do farmaco foram semelhantes, variando de 41.6
a 50 mg/L, e alcancados apo6s 1,5 h e 1,0 h, respectivamente. Portanto, € provavel
que esta diferenca significativa seja devida ao tempo de coleta das amostras pos-
doses, e ndo da quantidade de farmaco absorvida, pois as concentragcdes pré-dose

foram semelhantes em ambos os grupos (CARDOSO et al., 2010).
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Por outro lado, Kumar et al. (2016) compararam as concentragdes plasmaticas
de PZA entre pacientes diabéticos e normoglicémicos e relataram que 0s primeiros
apresentaram menores concentracdes do farmaco, o que pode ser devido as
alteracdes metabdlicas gastrintestinais de pacientes diabéticos, as quais reduziriam a
absorcao de PZA.

Por fim, fatores intrinsecos aos pacientes, como estado nutricional, taxa de
ligacdo a proteinas plasmaticas, etnia, qualidade dos medicamentos usados, dentre
outros, também podem interferir nas concentracdes plasmaticas de PZA apés uso de
doses terapéuticas.

Diante dessa associacdo, € importante estabelecer protocolos de controle de
glicemia em pacientes com TB, além de acompanhar anualmente através de raio-x de

térax os pacientes com diabetes.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que:

O perfil sécio-demografico dos pacientes incluidos no estudo é caracterizado
por distribuicdo semelhante de sexos, baixa renda social e baixa escolaridade.

As concentragfes sanguineas médias pré-doses de pirazinamida foram de 3,4
pHg/mL e as concentracdes pos-doses foram de 72,5 pg/mL.

O sexo nado influenciou nas concentracdes pré-dose e pos-dose de
pirazinamida

A hiperglicemia aumentou as concentracbes sanguineas de poOs-dose de
pirazinamida, o que pode ser creditado ao horéario de coleta das amostras bioldgicas

neste grupo de pacientes.
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Anexo A — Pareces do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do

Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para

7\ NUCLEO DE MEDICINA
(500 ) TROPICAL-NMT/ Q&an
. g UNIVERSIDADE FEDERAL DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS ADVERSOS AQ NOVO TRATAMENTO DA TUBERCULOSE.
Pesquisador: CARLOS AUGUSTO ABREU ALBERIO

Area Tematica:

Versio: 2

CAAE: 51037115.0.0000.5172

Instituicdo Proponente: Nucleo de Medicina Tropical-NMT/ Universidade Federal do Para - UFPA
Patrocinador Principal: Departamento de Ciéncia e Tecnologia

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.591.019

=

Apresentagdo do Projeto: b ]
O projeto apresenta todos os itens exigidos. Esse estudo ird dosar os niveis séricos das drogas utitizadas no
tratamento para tuberculose.

Obijetivo da Pesquisa:
Os objetivos est3o claros e adequados.

Objetivo Primario: ~Co

Associar as concentragdes plasmaticas de rifampicina, isoniazida e pirazinamida a resposta terapéutica e a
incidéncia de efeitos adversos.

Objetive Secundario:

Determinar por cromatografia liqguida de alta eficiéncia as concentracdes plasmaticas da rifampicina,
Isoniazida e pirazinamida. Comparar as

concentracdes de rifampicina e isoniazida nas duas fases de tratamento.Caracterizar os efeitos adversos no
decorrer do tratamento da tuberculose e correlacionar as concentracdes séricas de rifampicina, isoniazida e
pirazinamida. Avaliar a correlac3o da falha terapéutica e a concentragdo plasmatica das drogas
antituberculosas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Foram descritos no projeto e esta adequado.

Enderego: Av. Generaiissimo Deodoro, 82

Bairro: Umarizal CEP: 66.055-240
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (51)3201-0661 E-mail: cepbei@ufpa br
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NUCLEO DE MEDICINA  °
TROPICAL-NMT/
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Continuacdo do Parecer 1.551.019

Riscos:

Ocorréncia de pequenos sangramentos ou formacdo de hematomas relacionados a coleta de amostras de
sangue. Quebra de sigilo das informagdes dos sujeitos, o qual sera minimizado através da codificacdo dos
dados e manipulacio exclusiva pelo responsavel pela pesquisa.

Beneficios:

Acompanhamento clinico regular com equipe multidisciplinar, composta por médico pneumologista e
tisiologista, enfermeira, técnico de enfermagem, nutricionista e farmacéutico bioguimico. Tratamento das
complicacdes relacionadas a tuberculose. Identificagdo precoce dos efeitos adversos do tratamento, com o
adequado manejo especializado, dificultando a interrupcdo da terapia e favorecendo a cura da doenca.
Determinacio de alteracdes organicas relacionadas a terapia antituberculose, através da realizacao de
exames laboratoriais periédicos. ldentificacéo dos casos de faléncia de tratamento com o encaminhamento
para os respectivos centros de referéncia.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquis==
A pesquisa possui relevancia cientifica e o projeto estéd descrito de maneira clara e objetiva.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Todos os termos foram apresentados pelo autor.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Parecer do projeto aprovado. Favor enviar rel&tdnio deste protocolo, quando finalizado.

Considerag¢des Finais a eritério do CEP:

Parecer aprovado ad referendum O pesquisador submeateu as corre¢des as pendéncias apontadas na
Ultima reunido do colegiado do CEP a iempo. bem antes do periodo definido para a coleta de dados, a qual
foi definida para o més de abril de 2016. Devido a demora na avaliagéio destes protocolo, o parecer final
esta sendo realizada apenas agora, o que autoriza o inicio da pesquisa a partir de entdo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas PB_INFORMACOES__BASICAS_DO_P 27/01/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 533358 pdf 12:42:43
Folha de Rasto FOLHA_DE_ROSTO pdf 27/01/2016 |CARLOS AUGUSTO| Aceito

12:42:10 JABREU ALBERIO

Endereco: Av. Generalissimo Deodoro, 92

Bairro: Umarizal CEP: 86.055-240
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-0981 E-mail: cephei@ufpa.br
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Conanuacdo do Parecer. 1.551.019

Projeto Detalhado / |PROJETO_TUBERCULOSE pdf 25/01/2016 |CARLOS AUGUSTO| Aceito

Brochura 21:20:20 |[ABREU ALBERIO

QOutros CARTA_DE_ACEITE_DA_INSTITUICA | 12/11/2015 |CARLOS AUGUSTO| Aceito
O pdf 22:35:52 |ABREU ALBERIO

TCLE / Termos de | TCLE pdf 12/11/2015 {CARLOS AUGUSTO| Aceito

Assentimento / 22:24:12 |ABREU ALBERIO

Justificativa de

| Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

BELEM, 15 de Junho de 2016

Aséi'n\ad_o por:

ANDERSON RAIOL RODRIGUES

{Coordenador)
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Eu, Carlos Augusto Abreu Alberio, responsavel pela pesquisa “Efeitos Adversos ao Novo Tratamento da
Tuberculose”, estou fazendo um convite para vocé participar como voluntério deste estudo.

Esta pesquisa pretende descrever os efeitos adversos que possam estar relacionados ao novo tratamento para
tuberculose no Brasil. Acredito que ela seja importante porque, com a identificacdo e tratamento dos efeitos adversos,
se possa reduzir o abandono ao tratamento e melhorar as taxas de cura da doenca.

Sua participagéo constaré do comparecimento periédico ao local onde sera realizado o estudo, conforme consultas
agendadas pelo médico responsavel pela pesquisa, quando devera relatar toda e qualquer alteragido apresentada
durante o tratamento.

E possivel que acontecam os seguintes desconfortos ou riscos: dor efou queimagéo no estémago, inflamagéo no
figado, dores nas juntas, coceira, que so os efeitos adversos mais comuns. Pode haver necessidade de realizar coleta
de sangue para a realizagdo de exames, que servirdo para diagnosticar as alteragdes provocadas pelo tratamento e
avaliar a gravidade das mesmas. Durante essas coletas pode ocorrer pequenos sangramentos ou formagdo de
hematoma no local. Os beneficios que esperamos com o estudo s&o: identificar o mais cedo possivel os efeitos
adversos, orientar a conduta a ser tomada, conseguindo controlar essas alteragdes e possibilitar a conclusio do
tratamento com a cura da doenga. i

E importante esclarecer que, caso vocé decida nio participar, o seu acompanhamento clinico sera mantido, e os
problemas relacionados ao tratamento da tuberculose serio prontamente assistidos pela equipe multiprofissional que
coordena esse programa.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé tem o direito de tirar qualquer divida ou pedir qualquer outro
esclarecimento, bastando para isso entrar em contato, com o pesquisador.

Vocé tem garantido o seu direito de n&o aceitar participar ou de retirar sua permiss&o, a qualquer momento, sem
nenhum tipo de prejuizo ou retaliacéo, pela sua deciséo.

As informacées desta pesquisa serdo confidencias, e serio divulgadas apenas em eventos ou publicacdes
cientificas, ndo havendo identificagio dos voluntarios, a nZ>ser entre os responséveis pelo estudo, sendo assegurado o
sigilo sobre sua participagéo. -

AUTORIZACAO

Eu, , apés a leitura ou a escuta da leitura
deste documento e ter tido a oportunidade de conversar com o pesquisador responsavel, para esclarecer todas as
minhas dividas, acredito estar suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participacéo é voluntaria e
que posso retirar este consentimento a qualquer raomento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou
ciente também dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou riscos
deles provenientes e da garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar. Diante do exposto
expresso minha concordancia de espontanea vontade em participar deste estudo.

Assinatura do voluntario ou de seu representante legal

Assinatura de uma testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste voluntério ou de seu
representante legal para a participacéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pela obtencio do TCLE

Dados do pesquisador:

Nome: Carlos Augusto Abreu Alberio.

Conselho Regional de Medicina: 6249,

Endereco: Avenida Gentil Bittencourt, 867, apartamento 501, Bairro: Nazaré, CEP: 66.040-174.
Telefone: (91) 98115-5048

Endereco eletronico: ca.alberiobr@gmail.com

Comité de Etica do Niicleo de Medicina Tropical.
Endereco: Avenida Generalissimo Deodoro, 92, Bairro: Umarizal.
Telefone: (91) 3201-0961.
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ANEXO C - Formulério s6cio-demografico

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA / POS-GRADUACAO EM DOEN

S TROPICAIS /

FICHA MEDICA / PESQUISA EM TUBERCUI.OSE

LlHemoptise

O Pulmonar

[ OcCavitacso

Prontuario:
Nascimento: ___/  / | Idade | Género: OM OF | cor: ON 0P 08 Ocupacio:
End: Escolaridade
Bairro: Estado: 4 ¥ ~._,,.. :
[ Febre [ Dor torécica O Ancrexia
[ Tosse [ Sudorese 1 Astenia Especificar:
[ Expectoracdo [ Calafrios [ Caquexia

2| Perda de peso

EIEstertos , S

[ O Padrdo reticulo-nodular _

O Derrame pleural

O Consohdacao

EI Nédulo no espaco aéreo

_L L] Opacidades heterogéneas

I Padré&o miliar _

v Oa “Irvore rotamen"

Ta Consolidagées

Especificar:

[ Nédulos centro-lobulares

O CavitacBes

Espsm 6nquico TN

O Opaudades “vidro fosco”

DlOutro. Especificar: __

| O Irritago géstrica O '
[ Hepatopatia OcCefaléia

[0 Prurido cutdneo DHiperuricemia
O Artralgia
_ i

OOutros:

O Irritagdo géstrica O Febre
O Hepatopatia CcCefaléia
O Prurido cutineo CIHiperuricemia
[ Artralgia OOutros:
[ Neuropatia

| O'imitagso gastrica O Febre

[ Hepatopatia OcCefaléia
0 Prurido cutdneo ClHiperuricemia
O Artralgia OOutros:

O Irritacdo géstrica O Febre

O Hepatopatia OcCefaléia

O Prurido cutdneo ClHiperuricemia
O Artralgia OOutros:

1 Neuropatia

i Neuropatia

O Irritagdo gastrica [J Febre
[ Hepatopatia OcCefaléia
O Prurido cutdneo CHiperuricemia
[ Artralgia OOutros:

Irritagdo éstrim O Febre

[ Hepatopatia DOcefaléia

O Prurido cutaneo El-mli:e—
O Artralgia

[ Neuropatia

Data: / /R



