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Resumo

Devido a situacao actual do mercado de especialidades farmacéuticas, em que a maioria
dos farmacos foram aprovados para adultos e ndo tém indica¢do para pediatria, sdao
poucos os medicamentos existentes em formas farmacéuticas e dosagens adequadas a
populacdo pedidtrica. Por este motivo, € frequente ter de se proceder a formulacdo
magistral, principalmente através da preparacdo de solugdes ou suspensdes liquidas
orais, de modo a permitir a realizacdo de adaptagdes posoldgicas e a administracdo da
terapéutica instituida. Contudo, para garantir a eficicia, seguranca e qualidade dos
medicamentos manipulados € necessario realizar estudos que permitam conhecer a sua
estabilidade.

A pirazinamida € um antituberculoso de primeira linha, usado em pediatria, que apenas
existe comercializado sob a forma de cdpsulas de 500mg, o que evidencia a necessidade
de se desenvolverem e estudarem férmulas liquidas orais desta substincia activa,
apropriadas para uso pediatrico, cuja qualidade esteja garantida.

No presente trabalho, pretendeu-se desenvolver uma férmula magistral liquida oral de
pirazinamida adequada para pediatria e estudar a sua estabilidade fisica, quimica e
microbioldgica.

Tendo em atenc¢do as caracteristicas particulares da populacdo pedidtrica e a qualidade
tecnolégica, formularam-se suspensdes contendo 50mgml’ de pirazinamida, que
diferiram entre si tanto no veiculo (4gua bidestilada ou xarope comum) como na
proveniéncia da substancia activa (substancia activa pura ou contetido das capsulas
Pramide®). Por se destinarem ao uso pedidtrico, procurou-se manter a férmula o mais
simples possivel.

Fez-se a avaliacdo, a duas temperaturas (5+3°C e 22+3°C), da estabilidade fisica,
quimica e microbioldgica das suspensdes armazenadas, durante dois meses, ao abrigo
da luz, analisando os seguintes parametros: aspecto da preparacdo, pH, teor em
substancia activa, pesquisa de dcido pirazindico e controlo microbiolégico.

Verificou-se que as suspensdes preparadas com a &4gua apresentaram uma rapida
formac¢do de sedimento ndo permitindo a uniformidade de doses e, portanto, ndo tiveram
viabilidade. Esta situa¢do ndo sucedeu nas suspensdes em que o veiculo foi o xarope

comum, pelo que foram submetidas ao protocolo de estabilidade referido anteriormente.
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Os resultados demonstraram que a férmula preparada com substancia activa pura em
xarope comum apresentou estabilidade fisica, quimica e microbioldgica a ambas as
temperaturas estudadas, durante o tempo do ensaio, protegida da luz e, por isso,
estabeleceu-se um prazo de utilizacdo de dois meses. O mesmo se constatou com a
suspensao preparada a partir do contetido das cdpsulas, quando mantida refrigerada. No
entanto, se esta for armazenada a temperatura ambiente, os resultados obtidos no
doseamento da pirazinamida apenas permitem aconselhar um prazo de utilizacdo de
trinta dias.

Por outro lado, dada a manipulacio em ambiente hospitalar, estas formulacdes sio
passiveis de contaminagdo por estirpes multirresistentes, facto que assume especial
relevancia numa populacdo extremamente vulneravel a infec¢do nosocomial. Também
devido a inexisténcia de estudos que demonstrem a actividade bactericida da
pirazinamida face a outras bactérias além do Mycobacterium tuberculosis, foi estudada
a actividade destas suspensdes na presenca de diferentes espécies bacterianas
multirresistentes. O estudo demonstrou que a pirazinamida tem actividade bactericida
para quatro das cinco estirpes em ensaio, constituindo um alerta para a importancia de
uma correcta preparagdo, conservacdo e manipulacio de formulagdes magistrais em
meio hospitalar, evitando uma possivel contaminac¢do por bactérias multirresistentes.

A férmula liquida oral de pirazinamida desenvolvida e estudada possui caracteristicas
adequadas para utilizagdo em pediatria, nomeadamente dosagem apropriada, facilidade
de administracdo, simplicidade da formulagdo e boa estabilidade fisica, quimica e
microbiolégica. Com a realizacdo destes estudos o Farmacéutico pode preparar e
dispensar uma férmula magistral cuja qualidade estd garantida nao s6 a nivel da eficacia

como também cumpre os requisitos de seguranga exigidos.

Palavras-chave: pirazinamida; tuberculose; pediatria; medicamentos manipulados;

estabilidade fisico-quimica e microbioldgica.
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Abstract

Drugs used in paediatrics are often not available in suitable dosage forms and have to be
modified by pharmacists to make them appropriate for administration to children.
Usually extemporaneous oral liquid medicines are easily prepared and allow dosage
flexibility. Such formulations must contain excipients suitable for paediatric use and
ensure palatability, and physical, chemical and microbiological stability. However, a
major problem remains with many extemporaneous preparations due to the lack of
information regarding suitability and stability.

Pyrazinamide is an important first-line drug used for the treatment of tuberculosis and is
not available in suitable dosage forms for paediatric use. It has to be compounded by
hospital pharmacists. Therefore, the aim of this work was to formulate an
extemporaneous oral liquid paediatric formulation containing 50 mgml' of
pyrazinamide, as well as investigating its stability. The suspension was prepared using
either the active substance or commercially available capsules, keeping the formulation
as simple as possible to avoid potentially undesirable excipients. Suspensions were
stored for two months at 5+3°C and 22+3°C and analysed for physicochemical and
microbiological stability. No reduction in pyrazinamide content was observed
throughout the study, suggesting that the extemporaneous suspensions are chemically
stable, allowing a fairly long beyond use date. In addition, suspensions are not
susceptible to microbial contamination, as determined according to the Portuguese
Pharmacopoeia (5.1.3. Efficacy of Antimicrobial Preservation). However,
microbiological quality is a critical issue in pharmaceutical compounding of paediatric
extemporaneous oral solutions. Manipulation in wards may cause major problems due
to the risk involved in dispensing compounded oral liquids contaminated with
microorganisms. Moreover, there are scarce data concerning bactericidal activity of
pyrazinamide against bacterial strains other than Mycobacterium tuberculosis.
Therefore, another study was devised to investigate the bactericidal activity of the oral
pyrazinamide suspension contaminated with five nosocomial multirresistant strains. The
suspension showed bactericidal activity against all but one strains tested, suggesting that
compliance with good compounding and dispensing practices at hospitals is of utmost

importance to prevent contamination by multirresistant nosocomial bacteria.
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physicochemical and microbiological stability.
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1. Introducao

1.1. A Pirazinamida como antituberculoso de primeira linha

1.1.1. Tuberculose

1.1.1.1. Problema da actualidade

Apesar de todos os avangos cientificos e tecnoldgicos, dos conhecimentos adquiridos
nos ultimos anos e de dispormos actualmente de medicamentos eficazes para o
tratamento da tuberculose, esta doenca continua ainda a ser uma importante causa de
morbilidade e mortalidade, constituindo um grave problema de satde publica, tanto em
Portugal como no mundo (Amaral et al., 1993).

Embora seja relativamente facil evitar, diagnosticar, tratar e curar (com uma taxa de
sucesso terapéutico superior a 95%), a tuberculose € ainda uma das doencas infecciosas
com maior prevaléncia na humanidade, sendo causa de morte tanto em adultos como em
criancas. Esta doenga continua a ser um dos principais problemas de saide publica e €
de tal modo importante que a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) declarou, em
1993, uma emergéncia global (Ferreira et al., 2007; Pina, 2000a; Zumla et al., 2000).

De acordo com a OMS, quase um ter¢o da populacdo mundial, isto €, aproximadamente
dois bilides de pessoas, estd infectado com o bacilo da tuberculose e, consequentemente,
em risco de vir a desenvolver a doenga. Anualmente, t€m surgido, a nivel mundial, nove
milhdes de novos casos de tuberculose, vindo a morrer, devido a doenga, cerca de dois
milhdes de pessoas. Em cada segundo uma pessoa € infectada de novo com o bacilo da
tuberculose (DGS e OMS, 2006; Guimaraes et al., 2007).

Mundialmente, a tuberculose é uma das principais causas de morte por um agente
infeccioso nos adultos, sendo este impacto maior nos paises em desenvolvimento e
estimando-se que nestes seja responsavel por um quarto das mortes evitdveis nos
adultos (Valente, 2000). Mais de 90% dos casos e das mortes por tuberculose ocorrem
naqueles paises, dos quais 75% sdo individuos na idade de maior produtividade
econdmica. (DGS e OMS, 2006). Também a populacdo pedidtrica € bastante atingida,

continuando a morrer 450.000 criancas por ano, das quais 99% pertencem aos paises em
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desenvolvimento. S0 os paises mais pobres e com piores condi¢cdes médico-sanitarias
as mais afectados por esta doenca, nomeadamente os africanos e os do sudeste asidtico
(Carapau, 2000; Montoro e Rodriguez, 2007; Valente, 2000).

Ap6s a tuberculose ter sido considerada sob controlo nos paises desenvolvidos, pois a
taxa de casos decaiu durante a primeira metade do século passado mesmo antes do
aparecimento dos antituberculosos, como resultado da melhoria das condicdes de vida,
ressurgiu em meados da década de oitenta de uma forma preocupante (Starke, 1996). O
aumento dramdtico do nimero de casos da doenca verificou-se praticamente em todos
0s paises e 0os motivos que levaram a este incremento generalizado da prevaléncia da
tuberculose sdo vdarios. Tendo adquirido o estatuto de doengca dos paises
subdesenvolvidos, verificou-se uma negligéncia na gestdo da doenga com consideravel
falta de investimento em infra-estruturas, programas de deteccdo e vigilancia e,
sobretudo, na investigacdo de novos meios terapéuticos e de diagndstico o que originou
sérias limitacdes ao tratamento e controlo da tuberculose (DGS e OMS, 2006).

Nos anos oitenta assistiu-se de novo a um aumento da tuberculose devido a diversos
factores. O impacto da pandemia da Sindroma de Imunodeficiéncia Humana Adquirida
(SIDA), com a disseminac¢do do virus da imunodeficiéncia humana (VIH), veio alterar o
equilibrio estdvel na relacdo Homem / bacilo da tuberculose que se tinha estabelecido
nos paises industrializados, pois a SIDA é uma doenga a qual estd associada a
tuberculose como infec¢do oportunista. Nos paises em vias de desenvolvimento a
tuberculose passou a constituir a primeira infec¢do ligada a SIDA. Outros motivos que
podem ser apontados sdo: o empobrecimento das populagdes, o colapso de infra-
estruturas da saide nos paises com graves crises econdmicas ou com instabilidade civil,
0s movimentos migratorios crescentes de paises de alta prevaléncia da tuberculose para
outros de menor prevaléncia, a globalizagdo, a toxicodependéncia e a exclusdo social. A
fraca adesdo a terapéutica tem contribuido também para o aumento da tuberculose e
para um grave problema actual desta doenca, deveras alarmante, que € o surgimento de
estirpes de bacilos resistentes aos medicamentos antituberculosos ou seja a tuberculose
multirresistente (Amaral et al., 1993; DGS e OMS, 2006; Diniz, 2000; Mendez et al.,
1996; Palmero, 2007; Zhang, 2005; Zumla et al., 2000).

Actualmente, o impacto da tuberculose no mundo é bastante assimétrico. Na Asia e na
Africa a epidemia continua a fazer o seu percurso ascendente. Nos paises desenvolvidos
a doenca mantém-se preocupante, embora de forma mais relevante nos estratos sociais

desfavorecidos e nos grupos de risco (DGS e OMS, 2006).
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Apesar de tudo, os problemas inerentes a esta situacdo ainda ndo se encontram
resolvidos e a espécie humana continua a ser infectada, adoece e morre em
consequéncia deste microrganismo. Hoje em dia temos armas eficazes para vencer a
tuberculose mas compete, aos cidaddos e a todos aqueles que se relacionam com esta
doenca, lutar pela sua implementacdo e generalizacdo e, as autoridades sanitdrias,

defini-las como prioritdrias e aplicd-las (Pina, 2000a,b).

1.1.1.2. Perspectiva historica

A tuberculose € uma doenca que acompanha a Humanidade desde tempos ancestrais.
Foram encontrados, um pouco por todo o lado, vestigios de tuberculose em estruturas
dsseas do periodo do neolitico, nomeadamente vértebras humanas, com idades variando
entre os seis mil e oito mil anos A.C. que comprovam a antiguidade e a universalidade
desta doenca (Ledo e Portaels, 2007; Pina, 2000c¢).

Em 1882, deu-se o primeiro passo fundamental para o inicio do controlo da tuberculose,
quando Robert Koch anunciou a descoberta do agente responsdvel pela doenca, o
Mycobacterium tuberculosis também conhecido como bacilo de Koch. Mais tarde, em
1913, Calmette e Guérin conseguiram obter uma estirpe de bacilos sem viruléncia mas
com capacidades imunogénicas — o bacilo de Calmette e Guérin — que foi uilizado para
criar a Unica vacina antituberculosa, a vacina BCG (bacilo de Calmette-Guérin) (Ledo e
Portaels, 2007; Pina, 2000c). Posteriormente, em 1944, Waksman descobriu a
estreptomicina, marcando o inicio da terapéutica medicamentosa da tuberculose que
possibilitou curar esta doencga, abandonando-se entdo a cirurgia e encerrando
progressivamente os sanatdrios. Cedo se constatou que os doentes tratados apenas com
a estreptomicina, apés melhoria, comecaram a ter recaidas, ou seja, o bacilo tinha a
capacidade de adquirir resisténcia ao farmaco. Em consequéncia deste facto a
monoterapia na tuberculose teve curta duracdo e passaram-se a usar associagOes de
varios antituberculosos que, entretanto, tinham sido descobertos. Adoptou-se, portanto,
a terapéutica antituberculosa combinada (utilizacdo de pelo menos trés antituberculosos
em simultdneo) com a qual se obtiveram resultados de cura da doenga superiores a 95%

e a mortalidade diminuiu progressivamente (Pina, 2000b).
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Outro passo decisivo na terapéutica foi dado em 1960, quando os resultados do estudo
piloto de Madras, publicado pela British Medical Research Council, demonstraram que
os indices de cura da tuberculose, de doentes tratados em domicilio, eram idénticos aos
dos doentes em sanatdrios, desde que houvesse supervisao por um organismo sanitario,
sendo irrelevante o papel do internamento prolongado e dos regimes dietéticos (Ledo e
Portaels, 2007). Comecgaram entdo a prevalecer os tratamentos em ambulatério mas
ainda persistia o problema da terap€utica ser bastante prolongada (cerca de 2 anos), com
significativos efeitos secundarios o que conduzia a baixa adesdao a terapéutica. A
solucdo surgiu a partir da década de setenta, quando se implementaram os esquemas
curtos, apés se ter demonstrado que a associagdo da isoniazida, rifampicina e
pirazinamida, com ou sem outros antibacilares, permitia a cura da tuberculose em seis
meses (Pina, 2000b).

No entanto, e como ja foi referido, a prevaléncia da tuberculose também diminuiu
devido a melhoria das condi¢des de vida e do saneamento basico que originou a redugdo

da sua incidéncia, mesmo antes do aparecimento da terapéutica medicamentosa.

1.1.1.3. Agente etioldgico

O microrganismo principal responsdvel pela tuberculose é o Mycobacterium
tuberculosis, embora o Mycobacterium bovis € o Mycobacterium africanum possam,
mais raramente, provocar esta doenga no Homem (André, 2000; Zumla et al., 2000).

O Mycobacterium tuberculosis € um bacilo 4cido-dlcool resistente, com 2,5um de
comprimento, 0,2 a 0,3um de largura e um agente patogénico intracelular facultativo,
particularmente dotado para penetrar nos macréfagos. Cresce em aerobiose a
temperaturas 6ptimas de 35 a 37°C e pH 6,7 a 6,8, € sensivel ao calor, luz solar, raios X
e ultravioletas, resiste ao frio, apresenta uma multiplicac@o lenta (o tempo de duplicagcao
€ de cerca de vinte horas) e um grande potencial de crescimento, tanto a nivel
extracelular como intracelular (nos macréfagos). Caracteriza-se também por possuir
uma grande capacidade para desenvolver mutantes resistentes e, em ambientes
desfavoraveis, cresce intermitentemente ou permanece quiescente durante muito tempo.

Para a accdo patogénica do Mycobacterium tuberculosis concorrem factores de
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viruléncia bacilar e intervenientes celulares e humorais das respostas imunitdria e

inflamatéria do hospedeiro (Amaral et al., 1993; André, 2000; Luis, 2000).

1.1.1.4. Aspectos clinicos

A espécie humana € o reservatério natural do Mycobacterium tuberculosis e a
transmissdo da doencga € na maioria das vezes interindividual, sendo a via inalatéria a
porta de entrada mais frequente no organismo humano (mais de 90% dos casos). Mais
raramente, as portas de entrada também podem ser o tubo digestivo, as amigdalas, a
conjuntiva ocular, a pele e a via genital. Consoante a predisposi¢ao genética e o grau de
imunidade do hospedeiro, tanto se desenvolvem mecanismos tendentes a controlar a
infeccdo e a extensao da reac¢do imunopatoldgica aos agentes bacilares (o que acontece
em 90% dos infectados ndo imunodeprimidos) como se poderdo constituir vias de
susceptibilidade nesses mecanismos conducentes a doenga, com extensdao lesional e
gravidade varidveis (Luis, 2000; Pina, 2000d).

Apo6s a inalacdo dos bacilos, € uma vez ultrapassada a barreira mucociliar nasal e
bronquica, estes chegam aos alvéolos onde sdao fagocitados pelos macrofagos. Esta
interac¢do pode resultar na destruicdo dos bacilos ou na persisténcia e replicagao dos
mesmos dentro dos macréfagos. Isto significa que, quer ao nivel do parénquima
pulmonar quer ao nivel dos ganglios linfdticos pulmonares, decorre um conjunto de
mecanismos complexos que t€m como objectivo neutralizar a agressdo micobacteriana.
Na grande maioria dos casos esses mecanismos sao eficazes, quer na neutralizacdo da
infec¢do primaria quer na sua confinacdo ao pulmao. Porém, um reduzido niimero de
bacilos pode escapar aos filtros parenquimatoso e ganglionar, € a sua sobrevivéncia no
meio intramacrofiagico e o seu incremento numérico conduzem a uma alveolite e
inflamacao intersticial, iniciadas pela libertacdo de produtos bacilares e pela produgio,
por células residentes, de factores modificadores da permeabilidade vascular e
quimiotécticos, com relevo para as quimiocinas (Alves et al., 2005; Luis, 2000; Pando

et al. 2007; Smith et al., 1997).
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Os macroéfagos infectados pelo bacilo atingem, por via linfética, os ganglios linfaticos
regionais e, depois por via hematogénica, infectam diversos tecidos, ou seja, sdo
levados pelas circulagdes linfatica e sanguinea, podendo alojar-se em qualquer local do
organismo humano, com particular frequéncia, e devido a determinismos circulatérios,
nos lobos superiores de ambos os pulmdes, onde, apés um periodo de laténcia varidvel,
poderdo originar tuberculose (Dannenberg, 1982).

Os focos apicais ou subapicais, em que a progressao das lesdes bacilares € mais comum,
constituem-se por reactivacdo de focos bacilares (via endégena) que tém origem na
bacilémia ocorrida aquando da infec¢ao priméria e por reinfeccio (via exégena) devido
a inalacdo repetida de bacilos patogénicos. Em ambas as vias patogénicas, € a viruléncia
do bacilo e a faléncia dos mecanismos de vigilancia imunitaria que estdo na origem do
crescimento da populacdo bacteriana e do desenvolvimento das lesdes, com
estabelecimento de necrose e continuidade da cadeia epidemioldgica (Luis, 2000; Smith
e Wiegeshaus, 1989; Smith et al., 1997).

Face ao exposto, na tuberculose sao consideradas duas situagdes:

e tuberculose infec¢do, que corresponde a um estado de contencdo da
multiplicacdo bacilar, ou seja, apds inalagdo dos bacilos estes permanecem

inactivos estando o individuo infectado sem manifestacdo de sintomas;

e tuberculose doenca, em que existe multiplicacdo bacteriana suficiente para
ultrapassar a capacidade imunoldgica do hospedeiro e produzir lesdes evolutivas

e sintomas.

O periodo de incubag@o da doenca € bastante varidvel e pode ir desde escassas semanas
a toda a vida. Assim, é possivel que um individuo com tuberculose infeccao evolua para
doenca, em qualquer altura da vida, devido a indmeros factores que diminuem as
defesas do organismo. Por isso estima-se que cerca de um terco da populagdo mundial
esteja infectada. Quanto menor for o grupo etdrio em que a infec¢do ocorreu maior € o
risco de um individuo com tuberculose infec¢do vir a desenvolver tuberculose activa

(tabela 1.1) (Antunes, 2000; Carapau, 2000).
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Tabela 1.1. Probabilidade de tuberculose doenca em fun¢do da idade em que ocorreu a

tuberculose infec¢do (adaptada de Starke, 1995; Carapau, 2000)

Idade da ocorréncia Probabilidade de
da tuberculose tuberculose
infeccio (anos) doenca (%)

<1 43
la5s 24
5al5 15
> 15 10

A tuberculose pode também ser considerada priméria ou secunddria consoante o seu
desenvolvimento e diagnoéstico € feito, respectivamente nos primeiros cinco anos apos a
infec¢ao ou depois deste tempo a seguir a infeccao primdria. Neste tltimo caso, pode ser
devida a reactivagdo a partir da infec¢do anterior ou a uma nova infec¢do (Antunes,
2000).

Esta doenca infecciosa, que pode atingir praticamente qualquer parte do organismo
humano, apresenta diversidade de expressdo clinica que é explicada pelos seus
mecanismos patogénicos. O pulmdo é o principal 6rgdo atingido pela doenca
provocando a tuberculose pulmonar. No entanto, outros 6rgdos também podem ser
afectados tal como os ganglios linfaticos, pleura, meninges, ossos, rins, figado, entre
outros, designando-se esta situagdo por tuberculose extra-pulmonar. Nos casos mais
graves, todo o organismo pode ser atingido provocando uma tuberculose disseminada.
Em consequéncia da sucessdao de mecanismos patogénicos a expressdao clinica da
tuberculose depende do local ou érgdo atingido. A tuberculose pulmonar, que € a forma
mais frequente da doenca, manifesta-se geralmente por sintomas de astenia, tosse,
emagrecimento, febre, expectoracdo, anorexia, dispneia, dor tordcica, suores e
hemoptise (Mandell et al., 1995; Pina, 2000d).

A evidéncia da variabilidade da susceptibilidade humana a tuberculose tem sido dificil
de demonstrar, dado que o estabelecimento de relagdes com a vulnerabilidade genética
as doencas infecciosas encontra grandes obsticulos devido as enormes diferengas na
prevaléncia da infec¢do entre as populacdes e ao efeito dos factores sociais e

econdmicos. O longo periodo de incubacdo permite que intimeros factores de risco de

Formulacdo em Pediatria: preparacéo e avaliagdo de uma forma magistral liquida oral de pirazinamida 25



Dissertagdo de Mestrado em Farmécia Hospitalar

doenca possam ter influéncia. Enquanto grande parte dos factores de risco de infec¢cao
sdo extrinsecos (grau de exposicdo no espaco € no tempo e viruléncia do bacilo), os
determinantes do desenvolvimento da doenca evolutiva sdo intrinsecos (idade, sexo,
estado nutricional, doencas metabdlicas associadas, tratamentos imunossupressores €
infeccao pelo VIH) (Antunes, 2000; Cauthen et al., 1996). Deste modo, os individuos
que tém risco aumentado de desenvolver a doenca, apds a inoculagdo do bacilo, sdo os
que foram infectados recentemente (nos 2 anos anteriores), as criancas com menos de
cinco anos, as pessoas com lesdes pulmonares fibréticas e as com situacdo clinica
associada a depressdo imunitdria. Neste tltimo grupo insere-se a infeccdo pelo VIH que
constitui um factor predisponente da tuberculose, ndo s6 para a infeccdo como também

para a progressdo da doenca (Amaral et al., 1993; Antunes, 2000).

1.1.1.5. Terapéutica farmacolégica

Profilaxia

A profilaxia da tuberculose abrange todas as medidas que possam ser tomadas no
sentido de impedir a transmissao a individuos sdos e a multiplicacdo de bacilos nos
individuos infectados (Amaral et al., 1993).

O controlo desta doenca s6 € possivel conseguir, de forma segura e progressiva, através
do diagnoéstico precoce e tratamento correcto da tuberculose pulmonar que € a principal
responsavel pela transmissao da doenga. As medidas profildticas da tuberculose que
incluem a vacinacdo e a quimioprofilaxia desempenham um importante papel
complementar no controlo desta situacdo epidemioldgica (Carvalho, 2000). Quanto a
vacinagdo, actualmente, apenas existe a vacina BCG cuja eficicia € alvo de muita
controvérsia (Brennan, 2005; Hewinson, 2005; Martin, 2005). Porém, a vacinacdo dos
recém-nascidos com a BCG continua a ser considerada uma medida util na profilaxia e
¢ praticada, em grande parte dos paises, sob recomendacdo da OMS que a inclui no seu

Programa Alargado de Vacinagdo (Carapau, 2000; Donald, 1999; Martin, 2005).
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No que se refere a quimioprofilaxia, esta pode ser dividida em primdria, que € proposta
para individuos ndo infectados em contacto com doentes com tuberculose pulmonar
bacilifera, e em secunddria, que € o tratamento da tuberculose infec¢do. Relativamente
as criangas, existe um grande consenso quanto a indicacdo da quimioprofilaxia, pois
apresentam um risco maior de evolucdo para doenca e as probabilidades de iatrogenia
sdo reduzidas. Nos adultos, dado que a situag@o € inversa, torna-se necessario definir as
populacdes e estimar riscos. Geralmente, a quimioprofilaxia priméria apenas se faz em
criangas menores de cinco anos ou, eventualmente, em doentes de risco, como 0s
imunocomprometidos. Consiste em administrar isoniazida (5 a 10 mg/kg/dia) durante
trés meses seguido de realizacio de exames médicos. Os esquemas terapéuticos
utilizados na quimioprofilaxia secunddria podem variar, mas os mais comuns sao o
tratamento de seis ou doze meses com isoniazida e o esquema de dois meses com
isoniazida, rifampicina e pirazinamida. Este ultimo tem como vantagens facilitar a
adesdo dos doentes a terapéutica e ser mais eficaz devido a accdo esterilizante da
rifampicina e da pirazinamida (Carapau, 2000; Carvalho, 2000).

E de notar a importancia da quimioprofilaxia na medida em que permite reduzir, de

10% para um valor inferior a 0,5%, a evolucdo de tuberculose infec¢io para tuberculose

doenca (Carvalho, 2000).

Tratamento farmacolégico

De acordo com a OMS, os objectivos do tratamento da tuberculose sd@o curar o doente,
diminuir a transmissao da doenga e evitar a morte, os efeitos tardios da tuberculose, as
recidivas e o desenvolvimento de resisténcias aos antibacilares (André, 2000; DGS e
OMS, 2006).

O tratamento da tuberculose, quando feito correctamente, origina a cura em mais de
95% dos casos se o bacilo for sensivel aos medicamentos antituberculosos existentes.
Contudo, ultimamente, tem-se assistido a uma diminui¢do global das taxas de cura
originada por um aumento preocupante de casos de tuberculose provocada por bacilos
resistentes a um ou mais farmacos, parecendo este facto relacionar-se com a deficiente

adesdo a terapéutica (André, 2000).

Formulacdo em Pediatria: preparacéo e avaliagdo de uma forma magistral liquida oral de pirazinamida 27



Dissertagdo de Mestrado em Farmécia Hospitalar

Os farmacos mais usados no tratamento da tuberculose, e que fazem parte da maioria
dos esquemas terapéuticos actualmente utilizados em todo o mundo, sdo os
antituberculosos de primeira linha: isoniaziada, rifampicina, pirazinamida,
estreptomicina e etambutol. Todos estes podem ser administrados por via oral com
excepcao da estreptomicina que ndo € absorvida no tracto gastrointestinal, obrigando a
sua utilizacdo por via intramuscular. Os antituberculosos de segunda linha (canamicina,
cicloserina, ofloxacina, dcido para-amino-salicilico, entre outros) siao reservados para as
situagdes em que hd suspeita ou confirmagao de resisténcias aos farmacos de primeira
linha, pois apresentam as desvantagens de serem mais dispendiosos, menos eficazes e
provocarem efeitos adversos com maior frequéncia (André, 2000; Hoskyns, 2003; Silva
e Ainsa, 2007). No presente trabalho, serdo apenas abordados os antituberculosos de
primeira linha com especial énfase para a pirazinamida.

Os farmacos antibacilares possuem propriedades diferentes e, em funcdo da sua
actividade sobre o Mycobacterium tuberculosis, podem ser classificados em (André,
2000; Joint Tuberculosis Committee of the British Thoracic Society, 1998; Silva e
Ainsa, 2007):

¢ bactericidas, quando reduzem rapidamente o nimero de bacilos vivos no inicio
do tratamento causando a negativacdo das expectoragdes baciliferas e
diminuindo o contégio, tendo como exemplo a isoniazida e a estreptomicina com

maior poténcia bactericida seguidos da rifampicina e do etambutol;

e esterilizantes, quando t€m a capacidade de eliminar todos os bacilos reduzindo

as taxas de recidiva, sendo os mais potentes a pirazinamida e a rifampicina;

e preventivos de resisténcias, quando evitam a emergéncia de bacilos mutantes
resistentes, sendo dotados desta capacidade a isoniazida e a rifampicina seguidas

pelo etambutol e estreptomicina.

Relativamente as populacdes bacilares estas podem ser divididas em quatro tipos as
quais tém perfis metabdlicos diferentes e vulnerabilidades distintas aos antibacilares

(tabela 1.2.) (André, 2000; Mitchison, 1985).
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Tabela 1.2. Caracteristicas das populacdes bacilares e actividade dos farmacos

(adaptada de André, 2000; Mitchison, 1985)

Populacoes Meio ambiente e Grau de actividade | Tipo de actividade
bacilares metabolismo dos farmacos dos farmacos
Estreptomicina +++
pH neutro o
Populaciao A I Isoniazida +++ o
. . aerobio . o Bactericida
(intracavitdria) o Rifampicina ++
multiplicacdo rdpida
Etambutol +/-?
. Pirazinamida +++
pH 4cido . .
Populacio B . Rifampicina ++ .
. anaerébio .. Esterilizante
(intracelular) o Isoniazida +
multiplicacdo lenta
Etambutol +/-?
Populagio C pH neutro
(focos caseosos anaerdébio Rifampicina ++ Esterilizante
solidos) multiplicagdo intermitente
Populacdo D Invulnerdvel aos
(quiescentes) farmacos

De acordo com as caracteristicas do Mycobacterium tuberculosis, uma correcta
terapéutica deve contemplar uma administragdo diaria unica, tratamento prolongado e
utilizacdo de poliquimioterapia. Um tratamento antituberculoso eficaz serd entdo aquele
que associa farmacos altamente bactericidas com farmacos altamente esterilizantes. Os
esquemas terap€uticos sdo variados mas todos assentam em dois conceitos
fundamentais: a utilizagdo multipla de antibacilares para minimizar a emergéncia de
estirpes resistentes e o tratamento em duas fases, em que a inicial (2 a 3 meses) tem
como objectivo diminuir rapidamente a carga bacilar e a de continuacdo (4 a 6 meses)
que pretende alcangar a esterilizacdo e prevenir as recaidas (André, 2000; Amaral et al.,
1993; Silva e Ainsa, 2007).

A OMS recomenda uma terapéutica padrao designada por DOTS (Directly Observed
Treatment Short-course) com a duragdo de seis meses, que consiste em administrar
isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol durante dois meses e a seguir, numa

fase de continuacdo de quatro meses, apenas isoniazida e rifampicina. Esta terapéutica
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antituberculosa é considerada correntemente a melhor pois a taxa de cura atinge os 95%
(Zhang, 2005). Nas dreas em que existe uma elevada incidéncia de tuberculose
multirresistente, a OMS propde a utilizacdo do DOTS-Plus que contempla, para além do
DOTS, os antibacilares de segunda linha. O DOTS-Plus apresenta os inconvenientes de
toxicidade significativa, duragdo muito longa (pode chegar a vinte e quatro meses) e
custo elevado (Zhang, 2005). Em Portugal, foi adoptada a estratégia DOTS e o
Programa Nacional de Luta contra a Tuberculose refere a utilizacdo de regimes
terapéuticos de seis meses associando trés ou quatro antituberculosos (isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e etambutol ou estreptomicina) durante dois meses seguidos
de quatro meses com isoniazida e rifampicina pois, no nosso pais, os estudos apontam
para uma taxa de resisténcia a isoniazida de 7,7%, o que justifica plenamente um
esquema com quatro antibacilares. Estes esquemas podem consistir em administracdes
didrias Unicas e na fase de continuacdo serem adoptados regimes intermitentes com
administracdes bissemanais ou trissemanais (André, 2000; DGS, 1995).

Relativamente as reac¢des adversas aos antibacilares € necessario ter em atencdo que
devido a associacdo de varios fairmacos a probabilidade da sua ocorréncia € maior. De
um modo geral, os farmacos de primeira linha usados no tratamento da tuberculose sdo
bem tolerados. O efeito secunddrio mais frequente € a intolerancia gastrointestinal. Mais
raramente, podem surgir efeitos mais graves como reacgdes alérgicas cutaneas, efeitos
téxicos hepéticos, aumento do 4cido trico, alteracdes sanguineas (anemia ou redugdo do
nimero de plaquetas) e dores articulares (Mendes, 2000; Guimaraes, 2007). Dado que o
presente trabalho incide sobre a pirazinamida, os efeitos deste antituberculoso serdo
abordados, mais detalhadamente, na seccdo 1.1.2.

Como ja foi referido, um dos problemas actuais da tuberculose € a resisténcia adquirida
aos medicamentos e falha terapéutica, que conduz a tuberculose multirresistente. As
principais causas determinantes desta situacdo s@o a prescri¢ao de regimes terapéuticos
inadequados (insuficiente ou errada associacdo de antibacilares, doses e duracdo de
tratamento nao apropriados) e a fraca adesao dos doentes a terapéutica, com interrup¢ao
ou toma parcial dos esquemas prescritos (Rao et al., 2000; Starke, 1996).

Em todos os regimes medicamentosos é fundamental o rigoroso cumprimento da
prescricdo para evitar as resisténcias aos antibacilares e ndo comprometer a
possibilidade de cura. De facto, a causa mais frequente de faléncia terapéutica € a fraca

adesdo a terapéutica e os factores preditivos desta situacdo incluem, entre outros, a nao
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adesdo a tratamentos anteriores, mds condi¢cdes sdcio-econdmicas, baixo nivel
educacional, toxicodependéncia e alcoolismo (André, 2000).
Nalguns paises subdesenvolvidos é a prépria defici€éncia no fornecimento dos farmacos

que constitui uma das causas fundamentais deste problema (Antunes, 2000).

1.1.1.6. Tuberculose infantil

A tuberculose afecta todos os grupos etdrios, mas as manifestagdes mais graves sempre
se verificaram nas idades pediétricas e, sobretudo, nas criangas mais novas nas quais a
imaturidade imunoldgica se associa a completa dependéncia social, provocando uma
exposicao facil ao contdgio e muitas vezes persistente. Considera-se tuberculose infantil
a que se verifica nas idades compreendidas entre os zero e quinze anos (Carapau, 2000).
A epidemiologia da tuberculose infantil estd intimamente relacionada com a do adulto
pois a tuberculose pulmonar secundéria, que é a mais comum nos adultos, € a principal
responsavel pela transmissdo do bacilo de Koch as criancas que convivem com a fonte
de contigio, sendo esta quase sempre familiares, educadores, professores ou
profissionais de saide (Milburn et al., 2000; Morcilo, 2007; Muiioz et al., 2002; Schaaf
et al., 2002.).

Na crianga, a tuberculose € principalmente uma doenca primdria e em geral ndo
contagiosa, pois a forma cavitdria é rara neste grupo e a forma mais comum, a
mediastino-pulmonar simples, apresenta populacdes bacilares muito menores do que a
tuberculose pulmonar do adulto (Mufioz et al., 2002). As manifestacdes clinicas da
primo-infec¢do dependem de factores tais como a idade, macicez do in6culo, viruléncia
dos bacilos, grau de resisténcia dos sistemas de defesa especifica e inespecifica do
individuo. O estabelecimento do complexo primdrio pode acompanhar-se por sintomas
de anorexia, astenia, febricula ou surgir como um sindroma gripal prolongada por vezes
com tosse persistente. Se a situacdo se mantiver por muito tempo pode haver perda de
peso e sudorese nocturna. Outras vezes os sintomas sao mais exuberantes e manifestam-
se como um eritema nodoso ou uma querato-conjuntivite flictenular. A suspeicdo
clinica conduzird entdo a realizacdo da prova tuberculinica e exame radiol6gico para

confirmacao do diagndstico (Dipiro et al., 2002; Pereira et al., 2003).
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As criangas tém também um risco mais elevado do que os adultos de progredir da
infeccdo para a doenca e uma propensdo maior para desenvolver formas
extrapulmonares de tuberculose, especialmente meningite tuberculosa e a tuberculose
miliar, devido principalmente a imaturidade do sistema imunitario (Henry et al., 2000;
Hoskyns, 2003; Nobert e Chernick, 1999; Smith et al., 1997; Starke, 1996).

Como ja foi referido, a idade € um factor de extrema importancia e, dentro da populagcdo
pediatrica, o feto e o recém-nascido sdo considerados muito vulnerdveis a esta doenga.
Quando a gravida apresenta tuberculose, quer seja infec¢ao ou doenca, existe o risco de
transmissdo do bacilo ao feto ou ao recém-nascido, podendo originar a tuberculose
perinatal, na qual se incluem a congénita, a natal e a neonatal. A tuberculose congénita,
ou seja, adquirida in utero, pode ser transmitida através da via transplacentiria e
aspiracdo ou ingestdo do liquido amniético. E considerada muito rara se comparada com
a incidéncia da tuberculose nas criancas em geral. A sua gravidade € extrema devido a
disseminagdo generalizada e morte em 50% dos casos, contudo, se o tratamento for
iniciado precocemente o progndstico € bom. A crianca também pode contrair a
tuberculose no momento do parto (tuberculose natal) por aspiragdo de material
infectante a partir duma endometrite da made ou, logo depois, no periodo de recém-
nascido (tuberculose neonatal) se exposto a uma tuberculose bacilifera da mae, de outro
familiar ou de um profissional de satide (Carapau, 2000; Morcilo, 2007).

A terapéutica da tuberculose infantil pode ser dividida em profilaxia e tratamento. A
quimioprofilaxia nas criangas ja foi abordada na seccdo 1.1.1.4 e, por isso, apenas
convém reforcar que em Portugal o esquema sugerido, a semelhanga do dos adultos, nas
Recomendagdes das Secc¢des de Pneumologia e Infecciologia Pediétrica da Sociedade
Portuguesa de Pediatria, para a tuberculose infec¢do inclui a administracdo de
isoniazida, rifampicina e pirazinamida durante dois meses (Pereira et al., 2003).

Para o tratamento da tuberculose doenca nas criancas, os regimes terapéuticos e 0s
farmacos utilizados sdo, de um modo geral, os mencionados para os adultos com
excep¢ao do etambutol que devido a possibilidade de toxicidade ocular ndo deve ser
usado em criangas com idade inferior a cinco anos. Esta uniformidade é uma forma de
tentar reduzir a confus@do em torno dos regimes de tratamento e optimizar o
cumprimento das recomendacgdes. Todavia, héd diferencas importantes entre os adultos e

as criancas que podem afectar a escolha e a dose dos farmacos (DGS e OMS, 2006).
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Assim, sdo instituidos os seguintes esquemas terapéuticos no tratamento da tuberculose

doenca (Morcilo, 2007, Pereira et al, 2003):

¢ formas pulmonares - isoniazida, rifampicina e pirazinamida (2 meses) seguido

de isoniazida e rifampicina (4 meses);

e formas miliar e meningea - isoniazida, rifampicina, pirazinamida e

estreptomicina (2 meses) seguido de isoniazida e rifampicina (7 a 10 meses).

Virios ensaios clinicos tém mostrado que seis meses de terapia com isoniazida e
rifampicina, suplementados nos dois primeiros meses com pirazinamida, t€ém uma taxa
de sucesso de 100% com uma incidéncia de reacgdes adversas significativas inferior a
2% (Starke, 1996). Com base nestes estudos, foi este o esquema adoptado também pela
Academia Americana de Pediatria como a terapia padrio para a tuberculose
intratordcica nas criancas (Anon, 2003).

Quando os doentes pediatricos estdo infectados com VIH, a duragdo do tratamento da
tuberculose infec¢cao e doenga é de nove e doze meses respectivamente (Carapau, 2000,
Morcilo, 2007; Nobert e Chernick, 1999).

Os recém-nascidos, cujas maes apresentam tuberculose infeccdo ou doencga, devem ser
cuidadosamente observados para se avaliar a hipdtese de tuberculose congénita, a fim
de serem tratados precocemente com esquema de tratamento antibacilar idéntico ao de
uma crianca mais velha com tuberculose miliar, ou seja, dois meses com isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e estreptomicina seguidos de sete a dez meses com isoniazida
e rifampicina. Se for excluida a doenga ou infec¢io, o recém-nascido deve, apesar de
tudo, iniciar quimioprofilaxia com isoniazida (5-10mg/kg/dia) e, aos trés meses, apds
repeticdo dos exames médicos, para a medicacdo e € vacinado com BCG se os testes
efectuados forem negativos. No caso de apresentar tuberculose infeccdo procede-se ao
tratamento com isoniazida e rifampicina (6 meses) e se for tuberculose doenca serd
tratado com isoniazida, rifampicina e pirazinamida (2 meses) seguido de isoniazida e
rifampicina (7 meses). Convém salientar que a gravida pode ser tratada com os
antibacilares dos esquemas terapéuticos recomendados, nas doses habituais, pois nao ha
nenhuma prova segura de que sejam teratogénicos. O tnico antituberculoso de primeira
linha contraindicado na gravidez € a estreptomicina devido a ototoxicidade fetal. Quanto
aos de segunda linha devem ser evitados devido aos numerosos efeitos secundérios que

apresentam (American Academy of Pediatrics Committee on Infectious Diseases, 2003;
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Curtis et al., 1984; Joint Tuberculosis Committee of the British Thoracic Society, 1998;
Marques e Martins, 1992; Starke, 1997).

1.1.1.7. Estratégias de combate a tuberculose

A Organizacdo Mundial de Sadde declarou a tuberculose uma emergéncia global, em
1993, ao reconhecer a sua importincia crescente como um problema de satide publica.
Para o controlo efectivo desta doenca foi entdo introduzida uma estratégia global
designada DOTS constituida por cinco componentes fundamentais (DGS e OMS,

2006):

1. Compromisso politico sustentado de forma a aumentar os recursos humanos e
financeiros e fazer do controlo da tuberculose uma prioridade do sistema de

saude com cobertura nacional.

2. Acesso a microscopia de qualidade assegurada para detec¢do de casos entre os
individuos que se apresentam, ou que sdo encontrados em rastreio, com sintomas
de tuberculose (principalmente, tosse prolongada). E necessario dedicar especial
atencdo a deteccdo de casos entre individuos VIH-positivos, pessoas internadas
em instituicdes e outros grupos de alto risco, como os contactos domésticos dos

casos infecciosos.

3. Quimioterapia padronizada de curta duragdo para todos os casos, administrada
em condicdes de gestdo adequadas, incluindo toma observada directamente.
Condicdes adequadas para a gestdo dos casos implicam servigos de tratamento

tecnicamente s6lidos e com suporte social.

4. Fornecimento ininterrupto de farmacos de qualidade garantida com sistemas

de aquisi¢do e distribuicao fidveis.

5. Sistema de registo e andlise de dados, permitindo avaliar os resultados do
tratamento em todos os doentes assim como o desempenho do programa. Esta é
a base para sistematicamente se monitorizar 0 programa € corrigir problemas

identificados.
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Outras medidas importantes e essenciais para suportar e fortalecer a implementagdo da
estratégia DOTS incluem informagdo, educacdo, comunicacdo e mobilizacdo social,
envolvendo profissionais de saide do sector privado, voluntarios, andlise econdmica e
planeamento financeiro e pesquisa operacional (DGS e OMS, 2006).

O controlo efectivo da tuberculose requer uma politica bem definida, apoiada por uma

(@'N

estratégia bem elaborada e suportada por uma organizacdo adequada, o que

[

conseguido através da implementacdo de Programas Nacionais de Combate
Tuberculose. Um programa nacional de tuberculose efectivo deve ter elevada taxa de
cura, baixo nivel de resisténcia adquirida aos farmacos e, por fim, elevada taxa de
detec¢ao de casos. Para tal devem ser tomadas medidas fundamentais que incluem a
vacinagdo da populacdo infantil, quimioprofilaxia, diagndsticos microbioldgicos
rapidos, tratamento com esquemas terapéuticos curtos padronizados, sistemas gratuitos
de dispensa de antituberculosos, supervisdo terapéutica com implementacdo da toma
observada directamente ao maior nimero de doentes pelo menos na fase inicial,
sistemas de verificacdo e registo da evolugcdo da doenca, controlo dos casos em que ha
abandono ou ndo adesdo a terapéutica, vigilancia dos conviventes e rastreios periddicos
nos grupos epidemioldgicos de elevado risco e programas de vigilancia epidemioldgica
das tuberculoses multirresistentes sempre que se verificar uma taxa de insucesso
terapéutico superior a 5% (Pina, 2000b).

Tal como no resto do mundo, também em Portugal, a tuberculose continua a ser um
importante problema de saide publica. De facto, podem ser apontadas as razdes de
natureza sécio-econdmica, aliadas a insuficiente aplicacdo de medidas de prevencdo,
diagnéstico, tratamento, controlo e avaliacdo de resultados obtidos no combate a
doenca, como as principais responsdveis pela situa¢do. Por outro lado, também
contribuiram para o agravamento do problema da tuberculose, e passaram a ser motivo
de preocupagdo, o aumento dos doentes toxicodependentes e com SIDA associado a
uma emergéncia de estirpes resistentes aos antibacilares e a afluéncia de imigrantes
oriundos de paises onde a tuberculose é altamente prevalente. Em 1994, Portugal
adoptou a estratégia DOTS da OMS e surgiu entdo o Programa Nacional de Luta Contra
a Tuberculose. Este € um programa integrado, com aplicac@o a toda a populacdo da drea
nacional, permanente e gratuito, devendo adaptar-se as necessidades expressas da
populacdo, estar integrado na estrutura sanitdria da colectividade e considerar todos os
doentes com os mesmos direitos e regalias, garantindo idéntico acesso a prestacdo de

z

cuidados de saide. A tuberculose ¢ uma doenca de declaragdo obrigatéria e o seu
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tratamento € totalmente gratuito e assegurado pelos servigos de satde. Como tal, a
dispensa de antituberculosos aos doentes € efectuado a nivel das unidades de satde,
nomeadamente centros de saide com a valéncia de pneumologia, centros de diagndstico

pneumoldgico e hospitais (Avila, 2000; DGS, 1995).

1.1.2. Pirazinamida

1.1.2.1. Caracteristicas particulares

Em 1952, os laboratérios de investigacdo da companhia farmacéutica Lederle
descobriram a pirazinamida com base na actividade da nicotinamida sobre
micobactérias, em modelos animais, observada por Chorine, em 1945 (Chorine, 1945).
A sintese de andlogos estruturais da nicotinamida conduziu a pirazinamida que é um
medicamento com caracteristicas peculiares, pois € altamente esterilizante in vivo mas
tem fraca actividade in vitro contra bacilos da tuberculose em multiplicacdo,
apresentando uma concentragao inibitéria minima (CIM) elevada (50 a 100ug/ml a pH
de 5,5 a 6,0), e é completamente inactivo em condicdes de cultura normais proximas de
pH neutro, o qual é frequentemente usado em todos os testes celulares de CIM. Foi
gragas a sua experimentacdo directa em ratos, sem previamente realizar os testes para
determinagdo das CIM, que a pirazinamida foi identificada como um agente activo in
vivo, pois se os testes de CIM tivessem sido efectuados antes da experimentagdo animal,
como € usual, este medicamento teria sido logo rejeitado uma vez que ndo apresenta
actividade in vitro (Zhang, 2005).

A pirazinamida € um pré-fairmaco, eficaz contra o Mycobacterium tuberculosis, que
necessita de ser convertido em &4cido pirazindico que € a sua forma activa. Actua em
meios com pH é&cido (5,5 a 6,0) e, por isso, € o farmaco mais eficiente na populacio
bacilar B, a qual apresenta uma menor carga bacilar (10° a 10* bacilos) multiplicando-se
lentamente a nivel intracelular (macréfagos), onde estd submetida a ac¢ao de lisossomas
em meio dcido (André, 2000; Silva e Ainsa, 2007). Também se verifica que a
pirazinamida € mais activa em culturas celulares antigas do que em novas e demonstra
actividade superior em condi¢des de baixo oxigénio ou anaerdbicas. Ao contrdrio da

maior parte dos medicamentos antituberculosos, que sdo activos apenas sobre os bacilos
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em multiplicacdo e ndo sdo eficazes na eliminagdo dos persistentes, a pirazinamida
actua de modo oposto e € mais eficaz sobre bacilos antigos e ndo replicantes. De facto, a
pirazinamida demonstra particular eficicia nas populacdes de bacilos com actividade
metabdlica baixa que residem num ambiente com pH &4cido, apresentando actividade
bacteriostdtica sobre bacilos em multiplicacdo activa e propriedades bactericidas em
pequenos numeros de bacilos em pH édcido que nao estdo em fase de replicacdo (Zhang,
2005).

Sao estas as propriedades da pirazinamida responsdveis pela sua elevada actividade
esterilizante in vivo, capacidade para encurtar o tempo da terapéutica para seis meses €
reduzir o risco de recidivas e que fazem com que seja considerada um medicamento nao
convencional e paradoxal de extrema importancia no tratamento da tuberculose. Como

tal, estd incluida na terapéutica de primeira linha da tuberculose.

1.1.2.2. Indicagdes terapéuticas, posologia e administracao

A pirazinamida € um medicamento antituberculoso de primeira linha indicado para a
profilaxia e no tratamento da tuberculose, sempre em associacdo com outros
medicamentos antituberculosos. Consta em todos os regimes terapéuticos de seis meses
actualmente recomendados pela OMS (DGS e OMS, 2006).

E administrada por via oral, numa tdnica toma, nas doses de 20 a 30mg/kg/dia ndo
ultrapassando a dose total de 2g/dia. Em vez de administracdes didrias podem também
ser usados, numa fase posterior de tratamento, regimes terapéuticos com doses de 40 a
60mg/kg e 30 a 40mg/kg administradas duas a trés vezes por semana, respectivamente
(DGS e OMS, 2006; Irex Sanofi-Synthelabo, 1997).

As doses referidas para pediatria variam conforme os autores. As recomendadas pela
Sociedade Portuguesa de Pediatria sdo de 15 a 30mg/kg/dia ndo excedendo a dose didria
de 1,5g (Pereira et al., 2003) e as referidas nas Linhas Orientadoras para Tratamento da
Tuberculose da OMS sdo iguais para adultos e criangas, ou seja, 25mg/kg/dia ou
35mg/kg e 50mg/kg, trés e duas vezes por semana, respectivamente (DGS e OMS,
2006). No Reino Unido sdo habitualmente usadas doses pedidtricas de 35mg/kg/dia, ou
nos regimes intermitentes, S0mg/kg e 75mg/kg administradas trés e duas vezes por

semana, respectivamente (BNFC, 2005). A Academia Americana de Pediatria
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recomenda doses didrias de 20 a 40mg/kg e 50mg/kg quando € utilizado o regime de
administracdo de duas vezes por semana, nunca excedendo 2g por toma (American
Society Health-System Pharmacists, 2006). Outras referéncias indicam que nao deve ser
ultrapassada a dose de 3g por cada toma (Irex Sanofi-Synthelabo, 1997; Sweetman,
2007).

Os regimes terapéuticos nos quais a pirazinamida estd incluida tém habitualmente a
duracdo de seis meses sendo este medicamento apenas administrado durante os dois
primeiros meses pois, devido a sua notdvel actividade esterilizante conjugada com a
rifampicina, € responsavel por grande eliminacdo dos bacilos persistentes da

tuberculose, durante a fase inicial da terapéutica (Zhang e Mitchison, 2003).

1.1.2.3. Farmacocinética

Ap6s administragdo oral, a pirazinamida € bem absorvida pelo tracto gastrointestinal e
atinge, em duas horas, o pico de concentracdo plasmdtica com concentragdes séricas
méximas de 20 a 60pug/ml (André, 2000). Ao contrdrio da pirazinamida, alguns estudos
demonstraram que o dcido pirazindico, quando usado directamente para o tratamento da
tuberculose, ndo apresentava actividade contra o Mycobacterium tuberculosis em ratos,
o que se deve presumivelmente a fraca absorcdo através do tracto gastrointestinal ou a
sua significativa ligacdo as proteinas plasmaticas (Zhang e Mitchison, 2003; Zhang et
al., 1999).

Relativamente a distribuicdo, a pirazinamida difunde-se rapidamente por todos os
tecidos e fluidos corporais incluindo o figado, os pulmdes e o liquido cefalorraquidiano.
O facto de atravessar a barreira hematoencefalica, atingindo concentragdes no liquido
cefalorraquidiano semelhantes as do plasma, torna-a particularmente ttil no tratamento
da meningite tuberculosa. A sua ligacdo as proteinas plasmaticas é controversa, sendo
referida por alguns autores como forte (50%) (André, 2000), apresentando outros o
valor de, aproximadamente, 17% com concentragcdes séricas de 20pg/ml (American
Society Health-System Pharmacists, 2006). O resumo das caracteristicas do
medicamento (RCM) da unica especialidade farmacéutica no mercado nacional
(Pramide®) refere que esta ligacdo € praticamente nula. O tempo de semi-vida

plasmaitica é de cerca de dez horas. E metabolizada, principalmente a nivel hepético, em
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acido pirazindico e este € hidroxilado em 4cido 5-hidroxipirazindico que € o produto de
excre¢do maioritario. Em 24 horas, aproximadamente 70% da dose oral de pirazinamida
sofre eliminac@o renal, maioritariamente por filtracdo glomerular. Cerca de 4-14% ¢
excretada na sua forma inalterada e o restante sob a forma de metabolitos (American
Society Health-System Pharmacists, 2006; André, 2000). Na tabela 1.3 estdo resumidos

alguns parametros farmacocinéticos da pirazinamida.

Tabela 1.3. Alguns pardmetros farmacocinéticos da pirazinamida

Parametros Valores
Biodisponibilidade % 90 [c]
e 1-2 [e]
Tempo para concentragdo sérica maxima (h)
2[a,d]
) ) 30-50 (ap6s toma de 20-25mg/kg) [a, c]
Concentragdo sérica mixima )
33 (ap6s toma de 1,5¢g) [d]
(ug/ml)
20-60 [b]
66 (ap6s toma de 3g) [f]
50 [b, e]
PN . .. 17 [a]
Ligacgdo as proteinas plasmdticas %
10 [c]
aproximadamente 0 [d]
4-10 [e]
. 9-10 [a, f]
Tempo de semi-vida
9-26 [c]
(h)
9 [d]
9-11 [b]
Volume de distribuicéo (1/kg) 0,9 [c]
AUC% 4-14 [e]

Referéncias bibliograficas: [a] American Society Health-System Pharmacists, 2006;
[b] André 2000; [c] Cunha, 2006; [d] Irex Sanofi-Synthelabo, 1997; [e] Jack, 1992;
[f] Silva e Ainsa, 2007
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1.1.2.4. Mecanismo de ac¢ao

Dos antituberculosos de primeira linha, o mecanismo de ac¢do da pirazinamida € o
menos conhecido. Por este motivo tem sido alvo de estudos recentes nos quais Zhang et
al. (2003) se basearam para propor o modelo de mecanismo de accdo da pirazinamida
que € descrito a seguir.

A pirazinamida é um pré-farmaco que requer conversdo para a sua forma activa, acido
pirazindico, pela enzima pirazinamidase/nicotinamidase codificada pelo gene pncA do
Mycobacterium tuberculosis. Assim, a pirazinamida entra no Mycobacterium
tuberculosis por difusdo passiva e possivelmente por transporte activo, sendo depois
convertida em dcido pirazindico por aquela enzima. O 4cido pirazindico € inicialmente
formado no ambiente citoplasmatico neutro sob a forma de um anido desprovido de
actividade. E entdo excretado por difusdo passiva e por uma deficiente bomba de efluxo.
Se o meio extracelular é 4cido, uma parte é convertida em acido pirazindico protonado e
reabsorvido pelo bacilo. O pH &cido facilita a formagao de dcido pirazindico protonado,
sem carga eléctrica, que passa pela membrana facilmente. Dado que o influxo do 4cido
pirazindico € aparentemente mais forte do que o efluxo, verifica-se a sua acumulagdo
dentro da célula uma vez que a bomba de efluxo € ineficiente. Esta situacdo provoca
danos celulares, pois o 4cido pirazindico protonado fornece protdes para o interior da
célula, o que pode causar acidificacdo do citoplasma resultando na inibi¢cao de enzimas
vitais. Simultaneamente, o &4cido pirazindico protonado pode reduzir a energia da
membrana, através da diminuicdo da forca proténica, afectando a funcdo de transporte
da membrana. Assim, o alvo da pirazinamida é a membrana celular, interferindo com a
sua energia potencial e fungdes (figura 1.1). Ainda permanece por estudar a
possibilidade do 4cido pirazindico, como andlogo do 4cido nicotinico, actuar sobre um
alvo celular especifico, o qual seria a molécula do dinucle6tido adenina nicotinamida
(NAD), incorporando-se nesta e afectando a respectiva funcdo NAD (Zhang e

Mitchison, 2003; Zhang et al., 2003).
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Figura 1.1. Mecanismo de ac¢do da pirazinamida (PZA)
Acido pirazinéico (POA); Acido pirazinéico protonado (HPOA); Dinucleétido adenina
nicotinamida (NAD); Enzima nicotinamidase/pirazinamidase (PZase); (retirada de

Zhang e Mitchison, 2003)

Este mecanismo permite explicar vérias propriedades invulgares da pirazinamida. A
actividade preferencial da pirazinamida contra bacilos em fase de ndo replicacdo estd
relacionada com o seu baixo potencial de membrana aliado a um deficiente mecanismo
de efluxo do 4cido pirazindico e a fraca capacidade de manter a energia da membrana.
Isto proporciona um ponto fraco para o ataque do 4cido pirazindico, a pH dcido, com o
decréscimo do potencial de membrana para niveis ainda mais baixos, pois os acidos
fracos sdo transportadores de protdes que podem originar a interrup¢do do potencial
energético da membrana e inibir a funcdo de transporte de vdrios nutrientes através da
mesma. O facto da pirazinamida ser mais activa contra bacilos antigos do que novos € a
razdo pela qual este medicamento permite diminuir o tempo da terapéutica, pois elimina
bacilos ndo replicantes semi-adormecidos em ambiente dcido que s@o os que apresentam

um metabolismo menos activo e menores reservas energéticas (Zhang et al. 2002;

2003).
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A discrepancia entre a actividade da pirazinamida in vivo e in vitro reflecte as possiveis
diferencas entre as condicdes nestes dois meios que influenciam a actividade do
medicamento. Uma das diferencas é o pH acido que estd presente in vivo no local das
lesdes devido a producdo de acido lactico pelas células inflamatoérias. Assim, viu-se que
o pH 4cido aumenta a actividade da pirazinamida visto que favorece a acumulagdo
intracelular do 4cido pirazindico. Em contraste, a pH neutro ou alcalino o &cido
pirazindico € encontrado fora das células do Mycobacterium tuberculosis. (Somoskovi
et al., 2004; Zhang et al., 1999). No entanto, a CIM da pirazinamida € de 50 a 100ug/ml
a pH écido (5,5 - 6,0), a qual € bastante mais elevada do que a concentracdo eficaz da
pirazinamida no plasma, 30 a 60pg/ml (Somoskovi et al., 2004).

Aparentemente, o pH 4cido ndo explica por si sé esta discrepancia. Varios factores
como o tamanho do inéculo (o seu aumento provoca a elevacdo do pH do meio), idade
das culturas e inibidores do efluxo do acido pirazindico podem também influenciar a
actividade da pirazinamida. Um outro factor estudado foi a presenca de ferro, uma vez
que sua concentracao nas lesdes pode estar aumentada durante a inflamacgao. Verificou-
se que o ferro aumenta a actividade da pirazinamida e do 4cido pirazindico in vitro, mas
sd0 necessdrios mais estudos pois ndo hd ainda informacgdo disponivel sobre as
concentracdes de ferro nas lesdes tuberculosas (Somoskovi et al., 2004). Para explicar a
diferente actividade da pirazinamida in vivo e in vitro estudou-se também a diferenca no
nivel de oxigénio presente nestas duas condi¢des. Nas lesdes granulomatosas in vivo, os
bacilos da tuberculose residem num ambiente de baixo oxigénio contrariamente ao que
sucede nas culturas celulares. Quando o Mycobacterium tuberculosis, que € um bacilo
aerébio obrigatorio, estd sujeito a um ambiente anaerébio, produz pouca energia devido
a inactividade da cadeia transportadora de electrdoes. Esta reducdo energética pode
incrementar a susceptibilidade do bacilo a pirazinamida visto interromper o estado de
energia ja baixo da célula sob condi¢des de pouco oxigénio. Para além do pH 4cido e do
ferro, que aumentam a actividade da pirazinamida, também as condicdes de hipoxia ou
anaerdbicas constituem uma das explicagdes para a sua elevada actividade esterilizante
contra os bacilos da tuberculose in vivo em lesdes granulomatosas com baixo oxigénio
(Wade e Zhang, 2004).

Relativamente a actividade sobre bacilos intracelulares em macréfagos, a pirazinamida
demonstra actividade, mas o mesmo n@o acontece com o acido pirazindico pois nao
consegue penetrar nos macrofagos para alcangar os bacilos intracelulares, talvez por se

encontrar ionizado a pH neutro (Zhang e Mitchison, 2003).
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Como ja foi referido, a pirazinamida € apenas administrada durante os dois primeiros
meses de tratamento. E neste periodo que actua como medicamento esterilizante,
possivelmente porque a inflamacdo que provoca o ambiente dcido nas lesdes diminui
passado aquele periodo (Zhang e Mitchison, 2003).

Se a pirazinamida for utilizada em monoterapia desenvolvem-se, rapidamente,
mecanismos de resisténcia ao farmaco, em bacilos inicialmente susceptiveis. Quando a
pirazinamida é combinada com outros medicamentos antituberculosos a emergéncia de
resisténcias pode ser prevenida. O mecanismo principal de resisténcia a pirazinamida no
Mycobacterium tuberculosis é a mutagdo no gene pncA que conduz a perda da
actividade da pirazinamidase. N@o se conhecem resisténcias cruzadas entre a
pirazinamida e os outros farmacos antibacilares (American Society Health-System
Pharmacists, 2006; André, 2000; Zhang, 2005).

O Mycobacterium tuberculosis possui determinadas caracteristicas que o tornam
susceptivel a pirazinamida, enquanto outras bactérias, incluindo micobactérias sao
naturalmente resistentes. A sua susceptibilidade a pirazinamida deve-se em parte a um
deficiente mecanismo de efluxo do 4cido pirazindico que permite a acumulacio elevada
deste 4cido dentro do bacilo, a pH acido. Outro dos motivos € a fraca capacidade do
Mycobacterium tuberculosis em manter o seu estado de energia. Em comparagdo com
outras bactérias, como o Mycobacterium smegmatis € a Escherichia coli, também ¢&
mais susceptivel a outros dcidos fracos para além do 4cido pirazindico, o que parece
estar relacionado com a sua deficiente capacidade em manter o potencial de membrana
e o gradiente de pH, presumivelmente causado pelo seu lento metabolismo (Zhang,

2005).

1.1.2.5. Reacg¢des adversas e precaugoes

A pirazinamida € geralmente um farmaco bem tolerado. No entanto, apresenta
toxicidade hepdtica em doses elevadas, fendmeno raro com as doses actualmente
recomendadas. Na fase inicial do tratamento pode surgir elevac¢do transitéria das
transaminases, em aproximadamente 10% dos doentes (Schaberg, 1995).
Ocasionalmente pode também ocorrer hepatite. Estes factos levam a que seja necessério

monitorizar a fung@o hepdtica, evitando o seu uso em doentes com esta fungdo alterada.
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Outra das reacgdes consiste na hiperuricémia resultante da inibicdo da excrec¢do de
uratos por este firmaco (Abramowicz, 1995). Esta € uma situacdo frequente e
geralmente assintomatica nao necessitando de tratamento. A gota com expressao clinica
¢ raramente observada e em situagdes graves pode obrigar a suspensdo do tratamento
com pirazinamida (American Society Health-System Pharmacists, 2006; Silva e Ainsa,
2007). Podem surgir ainda mialgias e artralgia moderada. E muito raro observar-se
exantema maculo-papular, fotossensibilidade cutanea, intolerancia gastrointestinal,
disuria, mal estar e febre. Reac¢des de hipersensibilidade incluindo urticaria e prurido
também foram reportadas (André, 2000; Mendes, 2000).

Sd@o necessdrias precaucdes aquando da prescricdo deste medicamento a doentes com
insuficiéncia renal, doenca hepdtica ou antecedentes de gota. Nos diabéticos a glicémia

deve ser cuidadosamente monitorizada por haver dificuldade no seu controlo (Mendes,

2000).

1.2. Necessidade de medicamentos para pediatria

1.2.1. Populacdo pedidtrica: doentes com necessidades especificas

As criancas ndo sdo uma miniatura dos adultos. A populacdo pedidtrica apresenta
diferengas fisiologicas e psicoldgicas relativamente aos adultos e caracteriza-se por
rapido crescimento, desenvolvimento e grande variabilidade na maturagcdo dos diversos
sistemas de 6rgdos, ao longo da idade. Para além disso, existem patologias especificas
da pediatria ou que raramente aparecem nos adultos, as quais demonstram as diferencas
existentes entre adultos e criancas e realcam as dificuldades da terapéutica
medicamentosa pedidtrica, sendo imprescindivel o trabalho de cooperagcdo entre
profissionais para melhorar as necessidades farmacoldgicas da pediatria (Timmins e
Barr, 1999).

A populacdo pedidtrica constitui uma populacdo heterogénea em constante evolucdo e,
como tal, é geralmente dividida em quatro subpopulacdes consoante a idade (tabela
1.4). A nivel internacional existe um consenso relativamente aos grupos etarios a serem

considerados, os quais sao definidos na norma orientadora CPMP/ICH/2711/99 — Note
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for Guidance on Clinical Investigation of Medicinal Products in the Paediatric
Population (EMEA, 2000). Na presente dissertacdo o termo crianca refere-se a
populacdo pediatrica em geral enquanto os termos recém-nascido, lactente e adolescente

referem-se aos periodos de idade indicados na tabela 1.4.

Tabela 1.4. Classificagao da populacdo pediatrica por idades (adaptada de EMEA, 2000)

Sub-populacgodes pediatricas Idade

Recém-nascidos pré-termo nascidos com idade gestacional < 37 semanas
Recém-nascidos de termo 0-27 dias

Lactentes e bebés 28 dias - 23 meses

Criancas 2 - 11 anos

Adolescentes 12 - 16 a 18 anos (consoante a regiao)

Sob a perspectiva da farmacoterapia, o processo de desenvolvimento e crescimento nas
criancas representa uma condicdo instivel e dindmica. A imaturidade do doente
pedidtrico e o continuo estado de desenvolvimento do corpo e das funcdes dos 6rgaos
influenciam a biodisponibilidade e os efeitos dos medicamentos. Devido a imaturidade
e alteragdes nos processos que controlam a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo dos medicamentos existem diferencas na farmacocinética e farmacodinamica,
nao s6 entre adultos e criangas como também entre as vérias subpopulacdes pedidtricas
(Ebert, 2003).

A seguranca e eficdcia da terap€utica medicamentosa pedidtrica requer o conhecimento
da enorme variabilidade e constantes alteracdes de resposta farmacocinética e
farmacodindmica aos medicamentos que ocorrem desde o nascimento até a idade adulta
e, por isso, as posologias ndo podem ser calculadas apenas por uma simples propor¢ao
de pesos ou de superficies corporais em relacdo as doses dos adultos (Nogueira, 1995;
Conroy, 2003b). De facto, os vdrios 6rgdos, sistemas € enzimas corporais que estao
expostos as substincias activas e excipientes desenvolvem-se gradualmente mas a

diferentes velocidades e, deste modo, as doses variam com a idade, sendo necessario
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efectuar alteracdes ao longo do tempo baseadas na maturacdo dos doentes (EMEA,
2006a,b).

As formulacdes farmacéuticas diferem muitas vezes em termos de eficicia e seguranca
entre adultos e criancas. E crucial entender as modificacdes na farmacocinética e
farmacodinamica dos medicamentos relacionadas com a idade, maturacao de 6rgdos e
estddio da doencga, que sdo relevantes na eficécia, toxicidade, grau de susceptibilidade a
efeitos adversos, interaccao de farmacos e impacto das doencas em termos qualitativos e
quantitativos para se poder optimizar a farmacoterapia nas diferentes fases de
crescimento dos doentes pedidtricos (Ebert, 2003; Ludwig, 2003).

Alguns exemplos de alteracdes dos pardmetros farmacocinéticos influenciados por
factores relacionados com a idade sao (Conroy, 2003b; EMEA, 2006b; Leca et al.,
2006; Nogueira, 1995; Reed, 1996; Sagraves, 2002; Villalobos et al., 1998):

® absor¢do oral alterada nos recém-nascidos e lactentes, relacionada com o pH
gdstrico (s6 atinge valores idénticos aos do adulto aos dois anos de idade), tempo
de esvaziamento géstrico retardado, peristaltismo reduzido, secre¢do biliar

reduzida e colonizagdo progressiva e varidvel pela microflora intestinal;

® absor¢do percutinea aumentada nas criancas, devido a maior drea de superficie

em rela¢do ao peso corporal e maior hidratagdo cutanea;

® absorcdo intramuscular errdtica nos recém-nascidos e lactentes, pois a massa
muscular € menor e o fluxo sanguineo nos tecidos musculares €é reduzido e

variavel;

e distribuicdo dos medicamentos varidvel, devido a reduzida capacidade e
afinidade de ligacdo as proteinas plasmaticas (baixa concentra¢io plasmatica de
albumina até aos 10-12 meses de idade) e a alteracdes no volume de fluido
extracelular (no recém-nascido constitui 40% da dgua total corporal e diminui
para 20% aos 12 meses de idade); a medida que a percentagem de dgua corporal
total vai diminuindo a gordura corporal aumenta, influenciando a distribui¢do de

medicamentos lipofilicos e hidrossoluveis;

® metabolismo dos fiarmacos diferente, provocado por uma menor taxa de
metabolizacdo hepatica e pela maturagdo dos sistemas enzimdticos a diversas

velocidades;
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e excrecao renal menor nas criangas, uma vez que a taxa de filtracdo glomerular
e a secrecdo tubular activa estdo reduzidas e, consequentemente, a clearance
renal dos farmacos encontra-se prolongada, sendo necessarios maiores intervalos

de tempo de administracao.

Dado que a populacdo pedidtrica abrange diversas faixas etdrias de doentes, cujas
necessidades terapéuticas diferem ao longo da idade, a pratica pedidtrica requer uma
variedade de formas farmacéuticas com dosagens e concentragdes que sejam aceitaveis
em diferentes idades e permitam administracdes simples, precisas e seguras das doses

(EMEA, 2006b; Nunn e Williams, 2005).

1.2.2. Situagdo actual do mercado de medicamentos de uso pediatrico

Apesar de se verificar que, todos os anos, novos medicamentos sdo comercializados, a
maioria deles nio tem indicacdo para a populacio pedidtrica (Nahata, 1999c).

Nos Estados Unidos da América (EUA), quase 80% dos medicamentos comercializados
para adultos ndo foram testados para uso em doentes pedidtricos (Nahata, 1999a;
Osuntokum, 2006). Segundo a Food and Drug Administration (FDA), apenas 20 a 30%
dos farmacos aprovados por este organismo tém indicacdo para uso pedidtrico
(Meadows, 2003). Mais acentuada € esta situacdo quando se tratam de subpopulacdes
pedidtricas, como € o caso dos recém-nascidos, em que se estima que apenas cinco dos
oitenta farmacos mais frequentemente administrados nestes doentes possuem aprovagao
para esta faixa etaria (Nahata, 1999c).

Na Uniao Europeia a situagcao € semelhante. A questdo dos medicamentos para pediatria
constitui um problema crucial de saide publica que afecta 75 milhdes de criancas
europeias. Na Europa, 20% da populagdo estd abaixo dos 15 anos de idade e quase 16%
das prescri¢des sdo para criangas (Bouayad, 2003). No entanto, estima-se que 50% dos
medicamentos prescritos para o tratamento de criangas nunca foram especificamente
testados na populagcdo pedidtrica. Como resultado, as criancas estdo a ser expostas ao

risco de receberem doses subterapéuticas ou toxicas (CE, 2006; Herman, 2003).
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Este problema da falta de medicamentos para pediatria ndo € recente visto que, j4 em
1968, Shirkey se referiu aos doentes pedidtricos como 6rfaos terapéuticos (Kearns,
1996; Tan et al., 2003). Os doentes pedidtricos t€m os mesmos direitos que os adultos a
terapias com estudos de investigacio bem delineados pois os medicamentos para uso
pediatrico devem incluir informag¢do suficiente para estabelecer a eficicia e seguranga.
As catastrofes farmacoldgicas que envolveram criangas, de que sd@o exemplo vdrios
casos de morte devido a um elixir de sulfanilamida e os casos de focomélia associados a
talidomida, foram as causas principais para que se implementassem medidas
regulamentares para assegurar a eficicia e seguranca dos medicamentos (O’Brien et al.,
1998). Ironicamente, é precisamente nas criangas que continuam a ser administrados
farmacos sem informagdes apropriadas acerca da utilizacdo em pediatria, pois sdo
escassos os estudos de desenvolvimento de farmacos conduzidos em criancas (Roberts e
Maldonado, 1996).

A falta de investigacdo nos diferentes grupos da populagdo pedidtrica deve-se a
combinacdo de factores econémicos e a dificuldade em conduzir ensaios clinicos em
criancas (Nunn, 2003a). Uma das causas principais para a industria farmacéutica ndo ter
desenvolvido, ao longo destes anos, medicamentos adequados ao tratamento pedidtrico
estd relacionada com os elevados custos no desenvolvimento de formulacdes pedidtricas
sem a garantia de lucros, pois o mercado pedidtrico é reduzido para a maioria dos
medicamentos (Conroy, 2003a, Glass e Haywood, 2006; Nahata, 1999a). Para além
destas, outras justificagdes sdo apontadas tais como a complexidade dos aspectos éticos
relacionados com a investigacdo em criangas, a dificuldade em obter um ndmero
suficiente de doentes para participar nos ensaios, o longo tempo que o estudo pediatrico
pode demorar prolongando o processo de aprovacdo de um novo medicamento, as
politicas de investimento e a falta de estimulos e de pressdo dos 6rgdos oficiais de
controlo de medicamentos sobre a industria farmacé€utica para a realizacdo de estudos
clinicos em pediatria (Carvalho et al., 2003). Estes também sao alguns dos argumentos,
referidos pela industria farmacéutica, para a descontinuacdo de formulagdes pedidtricas

comercializadas (Nunn, 2003b).
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Dada a situacdo actual de falta de medicamentos para criancas € essencial a colaboracao
entre pediatras, farmacéuticos, indudstria farmacéutica, universidades e autoridades
reguladoras para o seu desenvolvimento e avaliagdo, com a finalidade de garantir a
qualidade, seguranca e eficdcia da terapéutica medicamentosa em pediatra (Carvalho et

al., 2003; Nahata, 1999a; 2000).

1.2.3. Utilizacdo de medicamentos ndo apropriados para pediatria

Quando se fala em medicamentos ndo apropriados para pediatria abrangem-se diversas
situagdes como os medicamentos ndo aprovados para uso pedidtrico ou mesmo nao
detentores de autorizagdo de introdu¢do no mercado (AIM), medicamentos sem
apresentacOes em formas farmacéuticas ou dosagens adequadas para administracdo em
criancas e medicamentos em utilizacdo ‘“off-label”. Estes ultimos referem-se a
medicamentos prescritos de forma diferente da indicada no RCM, quer seja em relagcao
a indicacdo terapéutica, faixa etdria, dose, frequéncia ou a via de administracdo
(Carvalho et al., 2003; Conroy et al., 2000; Timmins e Barr, 1999). Virios estudos
referem a alta prevaléncia de prescricoes de medicamentos ndo apropriados para
criangas confirmando o uso de medicamentos ndo aprovados nem cientificamente
avaliados e de formas de apresentacdo nao adequadas nestes doentes. Estudos realizados
pela European Network for Drug Investigation in Children indicam que dois ter¢os dos
doentes pedidtricos admitidos em hospitais recebem pelo menos um medicamento nao
aprovado ou “off-label” durante a sua estadia no hospital (Bonati et al., 2006), estando
também referido que € mais comum a prescri¢cdo destes ultimos (Turner et al., 1998).
Cerca de 90% dos bebés nos cuidados intensivos neonatais, 70% das criangas em
cuidados intensivos pedidtricos e 67% das criancas nos hospitais europeus recebem pelo
menos um medicamento nao aprovado ou “off-label” (Conroy, 2003a). Uma vez que
estes medicamentos ndo possuem AIM ou ndo foram submetidos ao rigoroso processo
de AIM nas situacdes em que sdo utilizados, a sua eficicia, seguranca e qualidade nao
estdo asseguradas. Esta situacdo ndo reflecte prescricdo inadequada mas demonstra a
falta de medicamentos apropriados e devidamente aprovados para as criancas. (Conroy,

2003a).
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Assim sendo, os médicos pediatras e farmacéuticos sdo confrontados frequentemente
com o dilema de tratar criancas com medicamentos nao apropriados para estes doentes,
baseados em dados extrapolados dos adultos e com informagao insuficiente que permita
uma indica¢do com seguranca (Osuntokum, 2006). De facto, a utilizacdo da maioria dos
medicamentos em criangas ndo € baseada em resultados de farmacodindmica ou
farmacocinética nos diferentes grupos etdrios mas no julgamento responsdvel dos
profissionais. Isto ndo quer dizer que a sua utilizacdo esteja isenta de riscos (Duarte,
2007).

Contudo, pelo facto dos medicamentos ndo estarem aprovados em pediatria, 0 acesso a
melhor terapia medicamentosa ndo pode ser negado aos doentes, dado que existe o
dever ético de providenciar a terapia mais apropriada disponivel e seria negligéncia nao
o fazer (Timmins e Barr, 1999). A falta de aprovacdo para pediatria ndo significa
necessariamente que os medicamentos sejam ineficazes, inseguros ou contra indicados
nas criangas (Nahata, 1999c). Muitos destes medicamentos s3o prescritos
justificadamente para uso em doentes pedidtricos podendo ter muitas vezes como
fundamento a medicina baseada na evidéncia (Barroso, 1998).

Como se pode constatar, o uso de medicamentos nao apropriados para o tratamento de
criangas estd muito generalizado e esta situagdo parece ter conduzido a um aumento de
reaccOes adversas e erros de medicagao (Ceci et al., 2002; Turner et al., 1999).

Devido a falta de estudos especificamente desenhados para investigar os aspectos
farmacoldgicos e toxicoldgicos na populacio pedidtrica, as informagdes acerca de doses
e potencial toxicidade sdo escassas. Fazem-se extrapolacdes de doses e modificagcdes de
formulacdes para adultos, ignorando-se por vezes as diferencas entre criangas e adultos
e submetendo-as aos riscos de eficicia nao comprovada e de reaccdes adversas nao
avaliadas. Esta situacdo aponta para a necessidade de estimular a realiza¢do de estudos
de medicamentos para uso pedidtrico (Carvalho et al., 2003).

Devem ser desenvolvidas formulacdes pedidtricas com formas de dosagem que
permitam a administragdo de doses precisas, seguras e eficazes, aumentem a adesdo a
terapéutica, reduzam o risco de erros de medicacdo, contenham excipientes seguros e
sejam adaptadas as necessidades de doentes pedidtricos de vdrias idades (EMEA,
2006Db).

A administracdo de medicamentos eficazes e seguros em criangas ainda é dificil de
alcancar. A medida que mais ensaios vdo sendo feitos para avaliar esta drea pedidtrica,

melhores resultados clinicos vao sendo conseguidos com menor risco de erro (McRorie,
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1996). Deste modo € importante que os medicamentos usados no tratamento de criancas
sejam submetidos aos processos de autorizacdo de introdu¢do no mercado de modo a

assegurar a sua qualidade, seguranca e eficdcia (Turner et al., 1998).

1.2.4. Iniciativas regulamentares

Nizo é ético negar as criancas acesso apropriado a novas terapéuticas existentes. E da
responsabilidade combinada da comunidade pediétrica, inddstria farmacéutica e
agéncias regulamentares conduzir os estudos necessdrios para assegurar terapéuticas
seguras e eficazes nas criancas (Spielberg, 1996).

A populacdo pediatrica tem sido descriminada ao longo dos anos no que concerne a
realizacdo de ensaios clinicos para aprovacdo de medicamentos. Como consequéncia
generalizou-se a utilizacdo de medicamentos ndo aprovados e “off-label” em todas as
subpopulacdes pedidtricas. E necessdria regulamentacio para que a inddstria
farmacéutica proceda a estudos em pediatria e procure aprovacio para novos
medicamentos em doentes pedidtricos.

Para reverter a situagdo tém sido tomadas vdrias iniciativas a nivel internacional, quer
nos Estados Unidos da América através da FDA quer na Europa através da Agéncia

Europeia do Medicamento (EMEA), cujos objectivos principais sdo (Rosa et al., 2006):
¢ estimular o desenvolvimento de medicamentos para pediatria;
e aumentar a disponibilidade de formulag¢des apropriadas para pediatria;
¢ aumentar a quantidade de medicamentos adequadamente testados em doentes
pedidtricos;

¢ melhorar a informacdo disponivel para os produtos ndo autorizados em

pediatria.

A nivel europeu foram elaborados varios documentos (directivas comunitarias,
regulamentos, normas) para dar um contributo importante no desenvolvimento de

medicamentos seguros, eficazes e adequadamente formulados para pediatria (tabela 1.5)
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Tabela 1.5. Alguns documentos oficiais europeus importantes para o desenvolvimento

de medicamentos pediatricos (adaptada de Rosa et al., 2006; Duarte, 2007)

Regulamento (CE) n° 141/2000 relativo a medicamentos orfios (CE, 2000) Janeiro 2000

Note for Guidance on the Clinical Investigation of the Medicinal Products in Julho 2000
the Paediatric Population (EMEA, 2000)

Better Medicines for Children — proposed regulatory actions in paediatric Fevereiro

medicinal products (CE, 2002) 2002

Guideline on Conduct of Pharmacovigilance for Medicines used by Paediatric Junho 2006

Population (EMEA, 2006c)

Reflection Paper: Formulations of Choice for the Paediatric Population (EMEA, | Julho 2006
2006b)

Regulamento do Parlamento Europeu e do Conselho relativo a medicamentos Dezembro

para uso pediatrico (CE, 2006) 2006

Também nos EUA foi implementada legislacdo e criados regulamentos, que conjugaram
medidas de incentivo e obrigagdes, para fomentar a realizacdo de ensaios clinicos em
criangas. Tiveram como resultado o aumento do nimero de ensaios clinicos pediatricos

e, consequentemente, dos medicamentos com indica¢do em pediatria (tabela 1.6).

Tabela 1.6. Algumas medidas regulamentares dos EUA importantes para o

desenvolvimento de medicamentos pedidtricos (adaptada de Rosa et al., 2006; Duarte,

2007).
Paediatric Exclusivity Provision (FDMA, 1997) Novembro 1997
FDA Paediatric Rule (DHHS, 1998) Abril 1999

Best Pharmaceuticals for Children Act (BPCA, 2002) | Janeiro 2002

Food and Drug Administration Modernization Act Janeiro 2003
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Alguns dos incentivos que tornam mais atractivo o desenvolvimento de medicamentos
para pediatria pela industria farmacéutica sdao, por exemplo, o prolongamento da
exclusividade de patente e isencdo de taxas nos processos de submissao de
medicamento para aprovagdo (Timmins e Barr, 1999; Herman, 2003).

Apesar das medidas legislativas e regulamentares implementadas, o problema da falta

de medicamentos pediatricos continua a ser ainda uma realidade actual.

1.2.5. Formulacdes extemporaneas pedidtricas

Apo6s um longo periodo, durante o qual o interesse pelos medicamentos manipulados foi
decrescendo de uma forma acentuada, devido principalmente a industrializacdo com a
massificacdo do fabrico, tem-se assistido nos tultimos anos a um retrocesso desta
situacdo ja que, em indmeros casos, constituem alternativas terap€uticas vantajosas em
relacdo aos medicamentos preparados em grande escala a nivel industrial, continuando a
ocupar um lugar préprio na terapéutica moderna (FGP, 2005).

De um modo geral, as especialidades farmacéuticas comercializadas sdo inadequadas
para os doentes pedidtricos, tanto no que se refere a forma farmac€utica como a
dosagem. Devido a situagdo actual do mercado, em que a grande maioria dos farmacos
foram aprovados para adultos e ndo tém indicacdo para pediatria, ndo se encontram
disponiveis formulagdes adequadas para administragcao a criangas (Chan, 2001).
Considerando a dimensdo dos cuidados de saude pediétricos, na generalidade de todos
os cuidados de saude, nao parece realistico esperar que os problemas de formulagdo
pediatrica venham todos a ser resolvidos a nivel industrial, apesar das medidas
regulamentares que ja foram tomadas.

Deste modo, devido a escassez de medicamentos adequados para criangas, os problemas
relacionados com a terapéutica farmacoldgica dos doentes pedidtricos continuam a ser
uma realidade constante da actividade farmacéutica.

Na pratica didria, nomeadamente a nivel de servigos farmacéuticos hospitalares, sdo
adoptadas vdrias solu¢des para garantir as terapéuticas farmacoldgicas dos doentes
pediatricos. Faz-se a importagdo directa de medicamentos ndo comercializados

nacionalmente pois constata-se que, para cerca de 75% das cédpsulas e liquidos
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extemporaneos dispensados, existe um medicamento adequado e licenciado noutro pais
europeu, América do Norte ou Australia (Conroy, 2003a; Timmins e Barr, 1999).

A manipulagdo galénica (ou a preparacdo de manipulados) € outra das solugdes a que se
recorre frequentemente visto que a preparacdo de formulacdes extempordneas ¢é
geralmente a alternativa que melhor se adapta a determinadas situacdes. Convém ndo
esquecer que as preparagdes extemporaneas sO devem ser usadas se ndo existirem
alternativas e, dado que muitas estdo disponiveis como medicamentos licenciados para
pediatria noutros paises, considera-se que o risco de importar e usar estes medicamentos
€ menor do que o associado a utilizagdo de manipulados (Nunn, 2003b). Por vezes
também se opta por administrar medicamentos por vias de administragdo diferentes das
indicadas nos respectivos RCM, tais como solugdes injectdveis administradas por via
oral e medicamentos orais e injectaveis administrados por via rectal (Glass e Haywood,
2006; Nahata et al., 2003).

Assim, muitos dos medicamentos para adultos sdo usados na populacio pedidtrica, pois
os profissionais de saude t€m que recorrer, com frequéncia, a preparacdo e
administracdo de formulagdes extemporaneas através da manipulacio de especialidades
farmaceéuticas aprovadas para adultos (EMEA, 2006b). Esta pratica corrente, designada
descondicionamento de especialidades farmacéuticas, é considerada como utiliza¢do de
medicamentos ndo aprovados porque quando uma especialidade farmacéutica ¢é
manipulada para produzir uma formulacdo diferente, o produto resultante € uma
formulagdo ndo aprovada (Nunn, 2003b). O descondicionamento de especialidades
farmacéuticas, com a finalidade de as incorporar em medicamentos manipulados, € um
acto de excepgdo, s6 podendo ser realizado se ndo existirem no mercado especialidades
farmacé€uticas com igual dosagem ou forma farmacéutica pretendida e apenas em
determinados casos, 0s quais abrangem entre outros os medicamentos manipulados
preparados com vista a adequacdo de uma dose destinada a uso pedidtrico (Decreto-Lei
95/2004).

E de salientar que este processo de manipulacio pode introduzir uma possibilidade
adicional para erros de medicacdo e, como tal, as formulacdes extemporaneas estao
associadas a um risco significativo (American Academy of Pediatrics, 2001; Nunn,
2003a). A manipulacdo de medicamentos de adultos para uso pedidtrico deve ser o
altimo recurso, sendo simultaneamente reconhecida, em muitos casos, como uma

operacao necessaria e inevitavel (EMEA, 2006b).
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A maioria dos medicamentos orais licenciados apresenta-se sob a forma de
comprimidos ou cdpsulas com doses fixas destinadas a adultos ou entdo como liquidos
com concentracdo inadequada para medir doses pedidtricas. No entanto, grande parte
das criangas, principalmente com idade inferior a seis anos, ndo consegue engolir
comprimidos ou cdpsulas e a persisténcia pode conduzir a riscos de inalacdo. Para além
disto, as doses pedidtricas necessitam de ser modificadas ao longo da idade, o que torna
inapropriadas as formas farmacéuticas sélidas de dosagem tunica (Brion et al., 2003,
Conroy, 2003a; Nunn, 2003a,b). Como exemplo de alguns medicamentos que ndo estao
comercializados em formas farmacéuticas liquidas orais e que sdo usados em pediatria
podem ser referidos, entre outros, o captopril, o enalapril, o dcido ursodesoxicélico, a
pirazinamida e o omeprazol. (Nahata, 1999a,b,c; 2000).

Em relagdo aos medicamentos para administracdo intravenosa a situacdo € a mesma,
pois, como ndo estdo aprovados para uso pedidtrico, ndo apresentam concentragcoes
baixas apropriadas para a medicao correcta e precisa de pequenas doses. Podem ocorrer
erros quando se medem pequenas doses de farmacos muito concentrados, provocando
intoxicagdes no caso de medicamentos potentes como a digoxina e a morfina (Nahata et
al., 2003).

Por conseguinte, as necessidades terapéuticas da populacdo pedidtrica sdo bastante
diversas e, para permitir a administracio de medicamentos a estes doentes, 0s
farmacéuticos t€ém que preparar formulagdes extemporaneas (Glass e Haywood, 2006;

Nahata et al., 2003) tais como:
® solucdes e suspensdes orais liquidas;
¢ papéis medicamentosos ou capsulas pequenas;
¢ modificacdo de concentragdes de farmacos injectaveis.

As suspensdes ou solucdes orais sdo usadas preferencialmente dado que apresentam as
vantagens de facilidade de preparacdo, administracdo e versatilidade na obtencdo de
doses multiplas, possibilitando adaptacdes posoldgicas a partir da mesma férmula.
Porém, estas formas galénicas exigem estudos prévios, por vezes complexos, de
seleccdo dos excipientes e, sobretudo, de estabilidade (Barroso, 1998).

Quanto a preparacdao de papéis medicamentosos e cdpsulas, visto que € um processo
moroso, pouco versatil (muitas dosagens podem ser necessdrias para satisfazer as

necessidades de vdrias criancas de diferentes idades) e pouco rigoroso, apenas se realiza
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quando ndo existem estudos de estabilidade dos fairmacos em suspensdo ou solucdo
liquida. Geralmente, os pds farmacéuticos fraccionados em papéis medicamentosos ou
capsulas apresentam uma maior estabilidade do que os liquidos orais (Brion et al., 2003;
Glass e Haywood, 2006; Nunn, 2003a,b).

Na modificacdo de concentracdes de medicamentos injectdveis destinados a adultos é
necessario conhecer a estabilidade e a esterilidade da formulagdo modificada, pois estas
diluicdes implicam também concentracdes mais baixas de agentes estabilizantes,
antioxidantes e conservantes (Nahata, 1999a; 2000).

As preparacdes extemporaneas também podem ser feitas directamente a partir das
substancias quimicas em vez de manipular especialidades farmacéuticas (Brion et al.,
2003; Nunn, 2003b).

Um estudo realizado para reunir informacdo sobre as preparacdes extemporaneas de
liquidos orais, cédpsulas, pds e frac¢des de comprimidos, em farmécia hospitalar na
Europa, refere que os métodos de preparacdo extemporanea variam nos diferentes paises
europeus, havendo pouca harmonizacdo de formulacdes e informagdes sobre a
estabilidade dos produtos. No Reino Unido, Noruega e Suécia tendem-se a preparar
liquidos orais, na Franca e Espanha preparam-se capsulas e na Finlandia e Italia fazem
p6s medicamentosos. Assim, o mesmo medicamento pode ser manipulado sob
diferentes formas farmacéuticas e com diversas concentragdes (Brion et al., 2003). Em
Portugal, num estudo realizado em seis hospitais da regiao de Lisboa, constatou-se que
sdo preparadas formulacdes extemporaneas sob a forma de papéis medicamentosos e
liquidos orais, sendo os primeiros predominantes. Verificou-se, também, que as
preparacdes foram efectuadas por trituracdo de comprimidos e abertura de cdpsulas de
especialidades farmacéuticas ou recorrendo a matéria prima. Além disso, encontraram-
se diferencas nos métodos de preparacdo, entre os varios hospitais, para as mesmas
formulagdes extemporaneas (Almeida et al., 2007).

A necessidade de formulacdes extemporaneas ird continuar enquanto os medicamentos
nio forem simultaneamente aprovados para adultos e doentes pedidtricos de todas as
idades. Assim, € necessdrio realizar estudos para as formulagdes pedidtricas
extemporaneas, tendo em vista a qualidade, eficicia e seguranca. Estes sdo aspectos
cruciais para a optimizacdo da terap€utica, uma vez, que, sempre que se fazem
modificagdes ou reformulacdes do produto original sdo colocadas questdes de
estabilidade (Nahata et al., 2003; Nahata e Taketomo, 2005). E importante que a

experiéncia clinica sobre formulacdes extemporaneas seja partilhada através da
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divulgacdo de resultados e que os dados de estabilidade, palatabilidade e estudos
microbioldgicos sejam incluidos em monografias de medicamentos (Nahata, 1999c).

E preciso encorajar e trabalhar com a inddstria farmacéutica para adequar os
medicamentos as necessidades e caracteristicas tUnicas da populagdo pedidtrica e,
também, assegurar que os farmacéuticos tenham informacoes suficientes para adaptar
formas de dosagem e preparar formulagdes extemporaneas de modo seguro e eficaz
(Nunn e Williams, 2005).

Como se pode constatar, as formulagdes extemporaneas continuam a ser necessarias
para os medicamentos com pouco interesse para a industria farmacéutica e, por isso, 0s
farmacéuticos sdo encorajados a prepard-las para obter diferentes concentracdes e
combinacdes, quer a partir de farmacos puros quer a partir de especialidades
farmacé€uticas existentes para adultos, desempenhando um papel dnico na sua
formulacdo e preparacdo para uso pedidtrico (Nahata, 1999a; 2000; Nahata et al., 2003).
Preparar e administrar formulagdes extemporaneas para doentes € uma experiéncia
didria e um desafio para os farmacéuticos e prestadores de cuidados de saude
pediatricos. Por estas razdes tem-se assistido a um ressurgimento de grupos

farmacéuticos que se dedicam a estudar a eficicia e estabilidade de preparacoes

extemporaneas (McRorie, 1996; Nogueira, 1995).

1.2.6. Necessidade de férmulas magistrais liquidas orais de pirazinamida

A tuberculose € uma patologia infecciosa que afecta criancas de diversas faixas etdrias.
Como tal, é preciso administrar medicamentos antituberculosos a estes doentes e, por
1Ss0, torna-se importante que existam formulas com formas farmacéuticas e dosagens
adaptadas as suas necessidades.

Como anteriormente referido, a pirazinamida é um antituberculoso de primeira linha de
extrema importancia, com indicacdo quer na profilaxia quer no tratamento da
tuberculose. A semelhanca do que se verifica com a maioria das substincias activas, a
pirazinamida apesar de ser necessdria para os doentes pedidtricos ndo se encontra
comercializada em férmula e forma adequada para criangas.

Em Portugal, as especialidades farmacéuticas actualmente disponiveis no mercado, que

contém como substincia activa a pirazinamida, sdo apenas duas: Pramide® (Winthrop
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Farmacéutica Portugal, Lda.) e Rifater® (Sanofi-Aventis - Produtos Farmacéuticos, SA)

(tabela 1.7).

Tabela 1.7. Especialidades farmacéuticas contendo pirazinamida disponiveis em

Portugal (INT, 2007)

Nome comercial | Substiancias activas | Dosagem | Forma farmacéutica
Pramide® pirazinamida 500mg capsulas
pirazinamida 300mg
Rifater® rifampicina 120mg drageias
isoniazida 50mg

Como se pode constatar ambas as especialidades sao de dificil administragdo a criancas,
pois as dosagens ndao sdo adequadas para pediatria e as formas farmacéuticas nao
permitem adaptacdes posoldgicas sem recorrer 2 manipulacdo. O Rifater® tem, além
disso, a desvantagem pedidtrica de ser uma associacdo de substincias activas com
combinacdes de doses fixas. Isto dificulta ainda mais a dosificacdo, pois as doses
preconizadas, para as varias subpopulacdes pedidtricas, de cada um dos componentes,
podem ndo estar na mesma propor¢do daquela que o Rifater® apresenta.
Adicionalmente ao problema da dosificacdo, acresce ainda o facto da maioria das
criangas nao conseguirem engolir comprimidos e capsulas.

Pelas razdes acima apontadas € clara a necessidade de se proceder a manipulagdo para
preparar formulagdes orais de pirazinamida para pediatria. Neste caso, € sempre
preferivel nao recorrer as formulagdes que se apresentam como associagdes. Assim,
para possibilitar a administracdo da pirazinamida as criancas a partir do Pramide®, as
duas solugdes mais vidveis a nivel pratico sdo a elaboracdo de papéis medicamentosos
ou a preparacdo de solugdes ou suspensdes orais liquidas, sendo esta tltima a de escolha
preferencial devido as vantagens que lhe sdo inerentes (sec¢ao 1.2.5).

A experiéncia pratica do Hospital Dona Estefania, Lisboa, revela que a pirazinamida é

prescrita aos doentes pedidtricos em internamento e em regime de ambulatério e que,
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para assegurar a sua terapéutica, os Servicos Farmacéuticos procedem a adaptacdo de

doses através da preparacdo de papéis medicamentosos (tabela 1.8).

Tabela 1.8. Quantidade de papéis medicamentosos preparados nos Servicos

Farmacéuticos do Hospital Dona Estefania

Papéis medicamentosos
Ano | Internamento | Ambulatério | Total Média mensal
2004 415 226 641 53
2005 328 382 710 59
2006 260 412 672 56

Também se verifica que sdo prescritas diversas doses de pirazinamida adaptadas a cada
crianga e, por isso, as dosagens dos papéis medicamentosos vao desde os 50mg aos

400mg (figura 1.2).
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Figura 1.2. Dosagens dos papéis medicamentosos de pirazinamida preparados no

Hospital Dona Estefania nos anos de 2004 a 2006

Esta experiéncia pratica evidencia a necessidade de se preparem férmulas liquidas orais
de pirazinamida apropriadas para uso pedidtrico que, devido a facilidade de preparacao,

administracdo e versatilidade de adaptacdo posoldgica, oferecem claras vantagens
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relativamente a preparacdo de papéis medicamentosos. E importante, contudo, assegurar
a qualidade, seguranca e eficicia das férmulas magistrais liquidas, ndo s6 através de
estudos de formulacdes adequadas e da observancia de boas praticas de fabrico na

preparacao, mas também através da realizacdo de estudos de estabilidade.

1.3. Qualidade dos medicamentos manipulados para pediatria

Com tao poucos farmacos aprovados, disponiveis em formas farmacéuticas e dosagens
apropriadas para pediatria, a preparacdo de formulagdes extemporaneas constitui uma
parte significativa do trabalho didrio do farmacéutico em hospitais pediatricos.

Garantir a adesdo a terapéutica, nos doentes pedidtricos, € um dos aspectos
fundamentais pois, de um modo geral, as criancas t€ém dificuldades em engolir
comprimidos e cdpsulas e também se recusam a tomar liquidos que tenham sabor
desagraddvel. E usual cuspirem a medicacio, fecharem os ldbios e ndo cooperarem. Por
estes motivos € muito importante dar especial atencdo as caracteristicas dos
medicamentos que facilitem a adesdo a terapéutica nestes doentes (Anon, 1997).

Na medida em que a populacdo pedidtrica possui caracteristicas particulares, a
preparacao de medicamentos manipulados para criancas constitui um desafio para o
farmacéutico e muitos sdo os factores que devem ser considerados para optimizar a sua
terapéutica farmacoldgica.

A qualidade € um requisito de extrema importancia que deve estar sempre presente
durante todo o processo de desenvolvimento, preparacdo e utilizagdo das formulagdes
extemporaneas.

A formulagdo requer a observancia de factores farmacéuticos, fisico-quimicos,
microbiol6gicos e relacionados com os proprios doentes. No desenvolvimento das

preparacdes extemporaneas pedidtricas devem ser considerados vdrios aspectos que

contribuem para a sua qualidade tais como (Anon, 1997; Nunn e Williams, 2005):

e dosagem ou concentracio do medicamento de acordo com as doses
posoldgicas prescritas, de modo a possibilitar a obten¢do de doses rigorosas e

administra¢do de volumes aceitdveis de liquidos;

¢ forma farmacéutica que seja de facil preparacdo e administragao;
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® sabor, cor, aspecto e textura agraddveis para promover a adesao a terapéutica;

e utilizacdo de excipientes que melhoram as propriedades farmacotécnicas dos
medicamentos (contudo podem provocar efeitos adversos na populacio

pediatrica mais vulneravel);

e estabilidade quimica, fisica e microbioldgica do medicamento para assegurar a

eficacia e seguranca, com atribuicao de um prazo de utilizagao;
® embalagem que preserve adequadamente o medicamento;

e dispositivos que poderdo ser necessdrios para medir e administrar as doses

correctamente;

¢ condi¢des de armazenamento que mantenham as propriedades do medicamento

durante o prazo de utilizacao estabelecido.

A dosagem ou concentracdo do medicamento deve ser cuidadosamente escolhida, pois
tem influéncia directa ndao s6 na correcta dosificagdo mas também na adesdo a
terapéutica. Verifica-se, muitas vezes, que as criancas ndo aderem aos regimes
terapéuticos com formas liquidas orais devido ao volume de medicamento que ¢é
necessario para administrar a dose desejada (Chan, 2001).

A escolha da forma farmacéutica mais apropriada deve ser feita de acordo com as
subpopulagdes pediatricas as quais se destinam os medicamentos porque estao em causa
a adesdo a terapéutica e também a seguranca. Os medicamentos liquidos sdo indicados
geralmente para as criangas mais novas, pois a dificuldade em engolir comprimidos ou
capsulas pode provocar a sua inalagdo inadvertida (Nunn e Williams, 2005). Algumas
das formas farmaceéuticas alternativas as convencionais, que também podem melhorar a
adesdo, sdo as pastilhas, chupa-chupas, pudins, rebucados, gomas e gelados (Anon,
1997) mas, que a nivel da preparagdo em servicos farmacéuticos, sao menos vidveis do
que os liquidos para administracdo oral. De facto, a facilidade de preparacdo no que
concerne a instalagdes, materiais, equipamentos e técnica € essencial para a viabilidade
da manipulacdo de medicamentos.

A palatibilidade € um factor critico na adesdo a terapéutica, particularmente em
criangas, visto a aceitacdo da medicagdo e facilidade de administragao ser afectada pelo
sabor, tornando crucial a habilidade para mascarar sabores desagradaveis com adogantes
e edulcorantes (Nunn e Williams, 2005). Os resultados dos estudos da palatibilidade

obtidos com adultos ndo podem ser extrapolados para as criangas e, por isso, €
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importante fazer a avaliagdo nestas, quando os medicamentos lhes sdo destinados. O
sabor pode ser facilmente avaliado em criangas através do uso de uma escala de
expressoes faciais (Matsui et al., 1996). A percep¢ao total do sabor deve reflectir o
gosto inicial, o gosto final e a textura da formulagao (Nahata et al., 2003).

Os excipientes possuem uma diversidade de aplicagdes que incluem o melhoramento da
aparéncia, biodisponibilidade, estabilidade e palatibilidade. Estes adjuvantes
farmacéuticos sdo geralmente considerados como inertes mas, apesar de deverem ser na
maioria dos casos farmacologicamente inactivos, podem causar efeitos adversos (tabela
1.9) e tém sido reportados numerosos problemas a eles associados (American Academy
of Pediatrics, 1997; Darbre et al., 2004; Routledge et al., 1998). Quando sdo usados em
formulacdes para pediatria, deve-se ter presente que a fisiologia das criancas difere
consideravelmente da dos adultos e que estas podem nao estar aptas a metabolizar ou
eliminar os excipientes dos medicamentos de modo igual ao dos adultos (EMEA,
2006b). A importancia em preparar formulacdes extemporaneas simples relativamente a
utilizacdo de excipientes tem a ver nao s6 com o facto de serem mais facilmente
exequiveis na pratica corrente mas, principalmente, devido a sua potencial toxicidade

em doentes pedidtricos.

Tabela 1.9. Efeitos indesejaveis provocados por excipientes em doentes pedidtricos

(adaptada de American Academy of Pediatrics, 1997)

Excipiente Utilizagao Efeito indesejavel
Alcool benzilico conservante Elevada toxicidade neonatal podendo ser fatal
Convulsoes, cefaleias e outros distirbios
Aspartame edulcorante s
neuropsiquiatricos
. Reacgdes de hipersensibilidade e reac¢des
Diversos corantes corante
cruzadas
Propilenoglicol solvente Hiperosmolaridade, convulsdes e acidose lctica
. Reaccdes de hipersensibilidade e reaccoes
Sacarina edulcorante ¢ p ¢

alérgicas cruzadas

Benzoato de sédio e

Parabenos conservante Efeito estrogénico (cancerigeno?)
Sulfitos antioxidantes Tonturas e dispneia
Cloreto de benzalcénio conservante Broncoconstricao prolongada
Lactose diluente diarreia
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Sempre que uma férmula original € alterada, a estabilidade do fiarmaco na preparagdo
reformulada tem que ser documentada, pois a escassez de dados de estabilidade limita o
uso 6ptimo destes medicamentos (Nahata et al., 2003).

Muitas vezes os farmacéuticos deparam-se com o problema de ter que manipular
medicamentos para os quais ndo existem dados de estabilidade (Glass e Haywood,
2006; Nahata, 1999a). Isto sucede também com férmulas magistrais que ja sdo usadas
ha bastantes anos e se tornaram rotineiras sem, no entanto, haver documentacio sobre a
sua estabilidade (Timmins e Barr, 1999).

Um estudo realizado em 57 hospitais dos EUA revelou que, das 288 diferentes
formulacdes extemporaneas preparadas para pediatria, 76 possuiam informacao
adequada sobre estabilidade, 109 ainda precisavam de dados adicionais e 103 ndo
apresentavam informagdes de estabilidade. As formulagdes mais comuns eram
preparadas sob a forma de liquidos para administragcdo oral (Pai e Nahata, 2001).

Nao é possivel garantir a qualidade sem realizar estudos de estabilidade porque a
deterioracao do medicamento pode comprometer a eficicia e a seguranga da terapéutica.
Assim, quando se fazem formulagdes extempordneas, e em particular as preparacoes
liquidas orais que sdo as mais vulgarmente indicadas para criangas, a estabilidade fisica,
quimica e microbiolégica tem que ser assegurada. A estabilidade quimica requer que
cada componente activo mantenha a sua integridade quimica e poténcia. A estabilidade
fisica consiste na manuten¢ao das propriedades fisicas originais o que inclui o aspecto,
palatibilidade, uniformidade, dissolu¢do e ressuspensdo. Sinais de deterioracdo fisica
incluem o aspecto enevoado, a quebra da emulsdo e a ndo ressuspensdo do sedimento
duma suspensdo. A estabilidade microbioldgica refere-se a resisténcia da formulagao
para impedir o desenvolvimento microbiano. Sinais de instabilidade microbiolégica
incluem alteragdo de cor, turvacdo e formagao de gas (Chan, 2001; Woods, acesso em
2007).

A deterioracdo do farmaco pode conduzir a doses sub-terapéuticas, produtos de
degradacao téxicos e proliferacdo de quantidades inaceitdveis de microrganismos. Esta
ultima situacdo revela-se especialmente preocupante quando os medicamentos sao
administrados a criangas cujo sistema imunitirio ainda ndo estd completamente
desenvolvido ou encontra-se comprometido (Woods, acesso em 2007).

Um outro aspecto importante da qualidade das preparagdes extemporaneas € o
estabelecimento do prazo de utilizacdo que nem sempre estd justificado por metodologia

fisica, quimica e microbioldgica (Brion et al., 2003). Para garantir que o medicamento
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mantém as caracteristicas e os padroes de qualidade pré-definidos durante um
determinado periodo de tempo devem-se ter como base os resultados dos estudos de
estabilidade (Chan, 2001; FGP, 2005).

Por conseguinte, é necessario conhecer a estabilidade quimica, fisica e microbioldgica
dos medicamentos manipulados, nomeadamente no que diz respeito a pH, temperatura
de conservacdo, concentracdo, incompatibilidades na presenca de outros componentes,
processos de degradacdo e contaminacdo por crescimento de bactérias e fungos (Anon,
1997; Salgado, et al., 2002; 2003; 2005).

Quanto a embalagem esta deve ser seleccionada de modo a facilitar o armazenamento e
administracdo, requerendo o minimo de manipulagdes e protegendo o medicamento da
degradacao, por exemplo, pelo oxigénio e humidade (Nunn e Williams, 2005).

Os dispositivos para a administracio dos medicamentos pedidtricos devem permitir
medicoes de doses precisas e administragdes simples e controladas (EMEA, 2006b).
Finalmente, as condi¢cdes de armazenamento devem ser simples e adequadas para a boa
preservacao do medicamento (Anon, 1997).

De um modo geral, uma formulacdo adequada para pediatria deve reunir as seguintes

caracteristicas (EMEA, 2006b; Nahata et al., 2003; Nunn e Williams, 2005):
¢ ser facilmente preparada pelo farmacéutico e administrada pelo enfermeiro;
® possuir concentragdo e volume apropriados para uma correcta administracao;
® ser agradavel ao paladar;
o ter dados documentados sobre a sua estabilidade;
¢ possuir uma forma de dosagem que permita multiplas doses;
e ter pouco impacto no dia-a-dia do doente pediétrico;
¢ ter o minimo de excipientes.

A qualidade também tem que ser assegurada durante a fase de preparacao das féormulas
magistrais. A manipula¢do de medicamentos nas farmacias de oficina e hospitalares tem
que obedecer a normas que garantam a qualidade dos produtos acabados (FGP, 2005).
Os farmacéuticos detém a responsabilidade da preparacdo e dispensa de medicamentos
manipulados e, como tal, devem assegurar a sua qualidade produzindo, sempre que

possivel, preparados oficinais ou magistrais fundamentados por estudos de formulacio e
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estabilidade (Conroy, 2003a) e aplicando as boas préticas a observar na preparacdo de
medicamentos manipulados em farmdcia de oficina e hospitalar (FGP, 2005; Portaria n°
594/2004).

Finalmente, para que a qualidade das formulagdes extemporaneas seja também
garantida, durante o seu armazenamento e utilizacdo, € necessdrio, para além do
estabelecimento do prazo de utilizacdo, que sejam fornecidas informacdes correctas
sobre conservagao e modo de utilizagao, aquando da dispensa do medicamento.

Convém salientar que a administracio oral de formas magistrais a criancas é geralmente
realizada com pouco conhecimento da biodisponibilidade (McRorie, 1996), pois ndo
sdo realizados estudos farmacocinéticos e farmacodinamicos. Contudo, quando se
descondicionam especialidades farmacéuticas para fazer formulacdes extemporaneas
podem ocorrer modificagdes farmacocinéticas e farmacodinamicas do farmaco original.
Apesar de se efectuarem estudos de estabilidade quimica, fisica e microbioldgica dos
medicamentos manipulados, eles ndo sdo garantia da biodiponibilidade, bioequivaléncia
e seguranca absolutas e, por isso, deve-se fazer uma monitorizacdo cuidadosa dos
doentes para se documentar a eficicia e seguranca daqueles medicamentos, aumentando
a disponibilidade de informagdes essenciais para a sua melhor utilizacio (Nahata,
1999a,c; 2000; Nahata et al., 2003).

Dado que os medicamentos manipulados continuam a ocupar um lugar importante na
terapéutica medicamentosa contemporanea e que os estudos de estabilidade ainda sdo
escassos, € importante a colaboracdo entre os investigadores e institui¢des para melhorar
a sua a qualidade, seguranca e eficdcia. Neste contexto, € relevante a colaboracdo entre
a Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa e alguns hospitais, entre os quais o
Hospital Dona Estefania, para dar resposta as necessidades de desenvolver e estudar a
estabilidade de formulacdes magistrais para uso pedidtrico de modo a assegurar a sua
qualidade.

Proporcionar as melhores formulacdes extemporaneas para as criangas € uma

preocupacio constante no trabalho didrio dos farmacéuticos.
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1.4. Objectivos da dissertacao

Face ao que foi exposto anteriormente, este projecto de investigacdo teve os seguintes

objectivos:

Dada a importancia da pirazinamida na terap€utica antituberculosa de criangas, € uma
vez que a especialidade farmacéutica disponivel - Pramide® - ndo é adequada ao uso
pedidtrico, pretendeu-se desenvolver uma formulacdo magistral liquida oral desta
substancia activa, que permitisse correcta dosagem e facilidade de administracdo em

criangas.

Pretendeu-se ainda estudar a estabilidade quimica, fisica e microbiolégica da
formulacdo, dada a importancia na qualidade, seguranca e eficdcia da sua utilizagdo para

a populagdo pediatrica a qual o medicamento se destina.

Foi atribuida particular importancia a necessidade de manter a formulagcdo tdo simples
quanto possivel de modo a evitar os problemas associados a administracdo de
excipientes que poderdo provocar efeitos adversos, principalmente os conservantes. Por
outro lado, a auséncia destes excipientes podera tornar a formulagdo particularmente
susceptivel a contaminagdo microbiana, a qual ndo deverad nunca ser origem de infec¢cdo

nosocomial. Como consequéncia, 0s aspectos microbioldgicos foram considerados de

modo a estabelecer um compromisso entre estes dois inconvenientes.

Finalmente pretendeu-se que os resultados obtidos tivessem aplicacdo pratica no
Hospital Dona Estefania, através da preparacdo, nos Servicos Farmacéuticos, da forma
magistral de pirazinamida para administracdo aos doentes pediatricos. De facto, com o
intuito de resolver um problema real da pratica didria farmacé€utica existente nos
Servicos Farmacéuticos do referido hospital, que € o volume de trabalho acrescido
decorrente da preparacdo de papéis medicamentosos deste farmaco, tentou-se dar
resposta a necessidade premente da existéncia de uma preparacdo liquida oral de
pirazinamida, a qual possibilitara realizar as adaptacdes posoldgicas pediatricas de um

modo mais facil e rdpido substituindo o processo anterior.
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CAPITULO 2

VALIDACAO DE UM METODO DE
DOSEAMENTO DA PIRAZINAMIDA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCAO
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2. Validacao de um método de doseamento da pirazinamida

por cromatografia liquida de alta resolucao

2.1.Introducao

O método escolhido para efectuar o doseamento da pirazinamida formulada em
suspensdo oral foi a cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC) com deteccao
espectrofotométrica na regido do ultravioleta e baseou-se numa técnica previamente
descrita na Farmacopeia Brasileira 4* ed (2002), a qual foi adaptada e validada.

A validacdo do procedimento analitico teve como objectivo demonstrar que a técnica €
adequada para a finalidade pretendida, tendo no presente caso sido efectuada de acordo
com as recomendacgdes da norma “Note for guidance on validation of analytical
procedures: methodology” (EMEA, 1995a).

Os parametros considerados para a validacio do método foram os seguintes:
selectividade, linearidade, limites de detec¢do e quantificacdo, precisdo e exactidao.

A selectividade € a aptidao para aceder inequivocamente a substancia pretendida na
presenca de outros componentes, tais como, por exemplo, impurezas ou produtos de
degradacdo que se esperam poder estar presentes na amostra (EMEA, 1995b). A
linearidade é a capacidade do método (dentro dum determinado intervalo) para gerar
resultados experimentais que sdo proporcionais a concentracao da substancia na amostra
(EMEA, 1995b). O limite de detec¢do (LOD) € definido como a quantidade minima de
substancia numa amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada
como um valor exacto, e o limite de quantificagdo (LOQ) é a quantidade minima de
substancia numa amostra que pode ser determinada quantitativamente com precisao e
exactiddio (EMEA, 1995b). A precisdo de um procedimento analitico expressa a
proximidade entre vdrias séries de determinagdes obtidas por multiplas amostragens da
mesma amostra homogénea nas condi¢des definidas e usualmente é referida como a
variancia, o desvio padrdo ou o coeficiente de variagdo de uma série de medicoes
experimentais (EMEA, 1995b). A exactiddo de um procedimento analitico traduz a
concordancia dos valores experimentais com o valor que é aceite como um valor
verdadeiro convencionado ou o valor de referéncia aceite (Pombeiro, 1983). Assim, a

precisao pode definir-se como uma medida do grau de reprodutibilidade do método, ou
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seja, da concordancia entre os vérios valores experimentais obtidos independentemente
da proximidade do valor verdadeiro, enquanto que a exactidio é uma medida de
proximidade do resultado experimental médio do verdadeiro valor, sendo por esta razao

um indicador da correccao do resultado (Fonseca, 2004).

2.2.Materiais e Métodos

2.2.1. Materiais

2.2.1.1. Pirazinamida

A pirazinamida foi fornecida pela Sigma-Aldrich Quimica SA (Portugal) com a
referéncia do produto 82612 e lote 52404160.

De acordo com a Farmacopeia Portuguesa (FP 8, 2005), a pirazinamida contém, no
minimo, 99,0% e, no maximo, o equivalente a 100,5% de pirazina-2-carboxamida,
calculado em relac@o a substancia seca. Apresenta-se sob a forma de um pé cristalino
branco, ligeiramente soldvel na 4gua, pouco solidvel no dlcool e no cloreto de metileno e
muito pouco solivel no éter. A estrutura molecular da pirazinamida esta representada na

figura 2.1.

Figura 2.1. Estrutura molecular da pirazinamida
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2.2.1.2. Acido pirazinéico

O 4cido pirazindico foi fornecido pela Sigma-Aldrich Quimica SA (Portugal) com a
referéncia do produto P56100 e lote 02512CA124.

O 4cido pirazindico, cuja estrutura molecular se apresenta na figura 2.2, é considerado
uma impureza da pirazinamida (FP 8, 2005) e um produto de degradacdo desta
substancia (Farmacopeia Brasileira, 2002). Trata-se do acido pirazino-2-carboxilico e
apresenta-se sob a forma de pé branco de cristais aciculares ligeiramente soldvel em

4gua e praticamente insoliivel no éter, cloroférmio e benzeno (The Merck Index, 2001).

Figura 2.2. Estrutura molecular do 4cido pirazindico

2.2.1.3. Excipientes

Como excipiente Unico foi utilizado o xarope comum fornecido por José M. Vaz
Pereira, SA (Portugal) com a referéncia do produto 1002790600 e lote 44547.

O xarope comum 65% (m/m) € constituido por dgua e sacarose nas quantidades de,
respectivamente, 35g e 65g para preparar 100g do mesmo. Apresenta-se como uma
solucdo limpida, viscosa, incolor ou amarela palida, com cheiro caracteristico e sabor
muito doce, pH 5,0 a 7,0 e cujas especificacdes estdo de acordo com a FP IV (1946).

Foi generosamente oferecido pelo Hospital Dona Estefania.
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2.2.1.4. Reagentes

Foram usados acetonitrilo para HPLC (ref. A/0626/17; lote 0614398; Lab-Scan,
Analytical Sciences, Irlanda), fosfato de potdssio monobdésico para andlise (ref. 1.04873;
lote A262673105; Merck, Alemanha), hidréxido de sddio para andlise (ref. 215-185-5;
lote 210405; EKA Chemicals, Suécia) e 4cido orto-fosférico 85% para andlise (ref.
131.032.1211; lote 22706 XAS; Panreac Quimica SA, Espanha).

2.2.2. Preparacao das solucoes

2.2.2.1. Preparacdo de amostras para avaliacio da selectividade do método

A avaliacdo da selectividade do método para o doseamento da pirazinamida realizou-se
através da andlise cromatogréfica do placebo (xarope comum), da solu¢do padrdo de
pirazinamida e de 4cido pirazindico.

A amostra de placebo foi preparada diluindo 0,1ml de xarope comum em 100ml de dgua
desionionizada. Para preparar as amostras de pirazinamida e 4cido pirazindico pesaram-
se rigorosamente cerca de 50mg de pirazinamida e 25mg de 4cido pirazindico e cada
uma destas substancias foi dissolvida separadamente em 50ml de dgua desionizada. Das
solucdes anteriores retirou-se uma aliquota de 1ml para um baldo volumétrico e perfez-

se 0 volume de 20ml com o mesmo solvente.

2.2.2.2. Preparagao das solucdes padrao para avaliacdo da linearidade do

método

Pesaram-se com rigor cerca de 50mg de pirazinamida e 25mg de acido pirazindico e
cada uma destas substiancias foi dissolvida separadamente em 50ml de d4gua
desionizada. Destas solucdes retiraram-se 12,5ml para um baldo volumétrico,
completando-se com o solvente anterior o volume de 50ml (SM1). A solucdo SMI1 de
pirazinamida e 4cido pirazindico com concentracdes de, respectivamente, 250ugml’ e

125ugml™ foi utilizada posteriormente para preparar as solucdes padrio para avaliacdo
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da linearidade do método descritas na tabela 2.1. Todas as dilui¢des foram efectuadas

com agua desionizada.

Tabela 2.1. Preparacao das solu¢des padrio para avaliagdo da linearidade do método

T ( Concentraciio | Concentracio
Solugoes lil:::;:t‘:a(:e Aliquota de Agua g.b.p. o (; acido
padrao ceparadas | SM1 (mD (ml) plrazmal_rluda pirazinéico
prep (ngml™) (ngml™)
P50% 3 2 20 25,00 12,50
P75% 3 3 20 37,50 18,75
P100% 3 4 20 50,00 25,00
P125% 3 5 20 62,50 31,25
P150% 3 6 20 75,00 37,50

2.2.2.3. Preparacdo de amostras para avaliacdo da precisdo e exactidao do

método

Para avaliar a precisdao e exactidio do método prepararam-se solugdes placebo de
xarope comum que foram sobrecarregadas com pirazinamida e 4cido pirazindico de
modo a obter trés niveis de concentracdo (50%, 100% e 150% da concentracdo
escolhida) para o doseamento das substincias referidas. A preparacdo da solugdo
placebo encontra-se descrita em 2.2.2.1.

Para preparar os trés niveis de concentracdo mencionados pesaram-se, com rigor, cerca
de 200mg de pirazinamida e 100mg de é4cido pirazindico e cada uma destas substancias
foi dissolvida separadamente em 20ml de dgua desionizada. Destas solug¢des retiraram-
se 10ml que se juntaram num baldo volumétrico completando-se com o solvente
anterior o volume de 100ml (SM2). A partir da solu¢do SM2 de pirazinamida e acido
pirazinéico com concentra¢des de 1mgml™ e 0,5mgml’, respectivamente, preparam-se
as solugdes amostra para avaliacdo da precisdo e exactidao do método que se encontram

na tabela 2.2. Todas as diluicdes foram efectuadas com dgua desionizada.
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Tabela 2.2. Preparacdo das solu¢des amostra de placebo com sobrecarga de

pirazinamida e 4cido pirazindico

Ntmero de Volume Aliquota Agua Concentraciio Concentracao
Solugdes amostras de deSM2 | @-bp. | .. . acido
amostra reparadas placebo (ml) plrazmal_rlnda pirazinéico
prep (ml) (ml) (ugml™) (pgml'l)
P50% 3 0,1 2,5 100 25,00 12,50
P100% 6 0,1 5,0 100 50,00 25,00
P150% 3 0,1 7,5 100 75,00 37,50

2.2.3. Método

Como referido em 2.1, a metodologia adoptada para o doseamento da pirazinamida foi
HPLC com deteccao espectrofotométrica na regiao do ultravioleta. Para tal, usou-se um
cromatégrafo composto por uma bomba IsoChrom LC (Spectra-Physics, EUA), um
injector manual, um detector ultravioleta Spectra 100 (Spectra-Physics, EUA) e um
integrador HP 3395 (Hewlett-Packard, EUA). Este cromatégrafo foi provido de uma
coluna Lichrocart 125x4mm Lichrospher 100 RP-8, com Sum de tamanho de particula
(ref. 1508220001; lote OB526782; Merck, Alemanha). A andlise foi efectuada a
temperatura ambiente. A fase modvel constituida por uma mistura de tampao fosfato e
acetonitrilo (1000:10) com pH de 5,60 (744 pH Meter Metrohm Ion Analysis; Metrohm,
Suica), ajustado com solu¢do de hidroxido de sodio 0,2M e éacido orto-fosférico
(diluicao de 5/100 v/v), foi aplicada com um caudal de 1,5m1min'1, tendo sido
previamente desgaseificada. O tampao fosfato usado na fase moével foi preparado
dissolvendo 680,5mg de fosfato de potdssio monobdsico em 1000ml de dgua
desionizada e adicionando Iml de hidréxido de sédio 0,2M, tendo sido posteriormente
filtrado através de filtro de poro 0,22um (ref. EO2WP04700; lote 77427; MSI,
Westboro, MA, EUA). O volume injectado das amostras foi de 10ul e a deteccao
efectuou-se a um comprimento de onda de 270nm. Cada amostra foi quantificada em

triplicado (trés injecgdes).
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2.2.4. Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente usando uma analise de varidncia

(ANOVA) de regressao.

2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Selectividade

Para efectuar o estudo da selectividade do método analitico foi pesquisada a
interferéncia entre o veiculo das formulacdes (xarope comum), a pirazinamida e o dcido
pirazinéico. Como critérios de aceitacdo foram estabelecidos a ndo existéncia de
interferéncia cromatografica entre a pirazinamida e o dcido pirazindico bem como entre
estas substancias e o veiculo das formulagdes.

Na amostra de xarope comum ndo se detectaram picos de absor¢ao pelo que se pode
concluir que ndo ha interferéncia deste na quantificacdo da pirazinamida e do acido
pirazindico. Verificou-se também que ndo ha interferéncia entre a pirazinamida e o
acido pirazindico, pois os tempos de retencdo destas substancias sdo diferentes e os
picos correspondentes estdo completamente resolvidos (Figura 2.3). Os tempos de
retencdo para a pirazinamida e para o acido pirazindico foram de 4,0min e 1,2min,
respectivamente. Estes resultados demonstraram que o método € selectivo para a
pirazinamida e para o dcido pirazindico visto ndo se ter observado a existéncia de picos

interferentes nos perfis cromatogréficos destas substancias.
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Figura 2.3. Cromatograma do 4cido pirazindico (1) e da pirazinamida (2)

2.3.2. Linearidade

Tendo em vista o estudo da linearidade do método para a pirazinamida e para o acido
pirazindico, construiu-se uma curva de calibracdo para cada uma das substancias acima
mencionadas (figuras 2.4 e 2.5), usando as solu¢des padrdo referidas na tabela 2.1. Cada
uma destas curvas resultou da preparacao independente de trés curvas de calibrac@o. Os
dados obtidos para as cinco concentragdes das solugdes padrdao de pirazinamida e de
acido pirazindico encontram-se, respectivamente, resumidos nas tabelas 2.3 e 2.4 e os

parametros de linearidade avaliados estdo representados na tabela 2.5.
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Figura 2.4. Curva de calibragdo da pirazinamida
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Figura 2.5. Curva de calibrac@o do dcido pirazindico

Formulacdo em Pediatria: preparacéo e avaliagdo de uma forma magistral liquida oral de pirazinamida

77



Dissertagdo de Mestrado em Farmécia Hospitalar

Tabela 2.3. Dados obtidos com as solucdes padrao de pirazinamida

5 Nimero | Concentracdo Aregs de Concentragao Clomesili g . Erro
Solug?es de tedrica picos calculada Calc}l l?lda Desv~10 9 relativo
PO | amostras | (ugmi?y | (a3 o media | padrdo | (%) | g,
inj.) (ngml™)
4,30x10° 25,38

P50% 3 25,00 4,31x10° 25,42 25,36 0,07 |0,28| 143
4,28x10° 25,28
6,46x10° 37,65

P75% 3 37,50 6,36x10° 37,05 37,42 032 |087| -0,22
6,45x10° 37,55
8,48x10° 49,08

P100% 3 50,00 8,55x10° 49,50 49,43 032 |0,65| -1,14
8,59x10° 49,71
11,28x10° 64,97

P125% 3 62,50 10,52x10° 60,64 62,46 2,24 |3,59| -0,06
10,72x10° 61,78
13,21x10° 75,91

P150% 3 75,00 12,98x10° 74,59 75,34 0,68 |[090| 045
13,12x10° 75,50

Tabela 2.4. Dados obtidos com as solucdes padrao de dcido pirazindico
5 Nidmero | Concentracdo Are?as te Concentragcao Clomesiigi . Erro
Solugf)es de teGrica p1cos calculada CaICPl?‘da Desv~10 Cv relativo
padrio Amostras (ngml™) (m‘éQiaS» (ngml™) medli padrdo | (%) (%)
inj.) (ugml™)
1,38x10° 11,86

P50% 3 12,50 1,50x10° 12,65 12,70 0,87 |685| 1,60
1,63x10° 13,59
2,25x10° 17,73

P75% 3 18,75 2,36x10° 18,46 18,64 1,00 [536| -0,61
2,54x10° 19,71
3,08x10° 23,32

P100% 3 25,00 3,30x10° 24,85 24,62 1,21 | 489 | -1,52
3,43x10° 25,69
4,40x10° 32,29

P125% 3 31,25 4,17x10° 30,73 31,55 0,78 |2,48 | 0,96
4,31x10° 31,64
5,10x10° 36,99

P150% 3 37,50 5,19x10° 37,59 37,49 046 | 1,23 | -0,02
5,23x10° 37,90
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Tabela 2.5. Parametros de linearidade da pirazinamida e do 4cido pirazindico

Coeficiente de Intervalo
Cu.rvas (~le Ordeflada na Declive determinacio p
calibracao origem R’ (ugml™)
pirazinamida -1,72x10° 1,76x10° 0,9972 25,00-75,00
 dcido -3,78x10° 1,48x10° 0,9924 12,50-37,50
p1raz1n01co

Como critérios de aceitacdo considerou-se que os coeficientes de determinacdo das
curvas de calibracdo deverdo ser superiores a 0,99. O coeficiente de variagdo da média
dos trés pontos de cada concentracdo considerada nas curvas de calibragdo ndo devera
ser superior a 5% (Chan, 1999). O erro observado para cada concentracao ndo devera
ser superior a 2% (Toscano, 2004).

O coeficiente de variagdo correspondente as médias das quantificacdes de cada solugio,
para cada concentracdo da curva de calibragdo da pirazinamida, foi inferior a 1% para
todos os valores excepto um (3,59%). Para o 4cido pirazindico este parametro variou
entre 1,23% e 6,85%. Como estimativa da variabilidade na preparacdo das curvas de
calibrag¢do, determinou-se também o coeficiente de variacao dos declives das trés curvas
preparadas independentemente para cada substincia, tendo-se obtido os valores de
2,59% e 3,46% para a pirazinamida e para o dcido pirazindico, respectivamente.

Os coeficientes de determinacdo das curvas de calibragdo obtidas para ambas as
substancias foram superiores a 0,99. O erro maximo observado foi de 1,43% para a
pirazinamida e 1,60% para o dcido pirazindico.

Através da andlise dos dados (andlise de residuos e ANOVA de regressao) verifica-se
que, nos intervalos de concentracio estudados, existe uma relagdo linear entre as areas
dos picos cromatograficos e as concentracdes da pirazinamida, ou seja, o método ¢é
linear entre as concentracdes de 25,00 a 75,00pgml’. Quanto ao 4cido pirazinéico
considerou-se também que existe uma linearidade entre as dreas dos picos
cromatogrificos e as suas concentragdes pois obteve-se um bom coeficiente de
determinacdo no intervalo de 12,50 a 37,50pugml™, embora os coeficientes de varia¢io
determinados para as duas concentracdes mais baixas tivessem excedido ligeiramente o

valor estipulado.
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2.3.3. Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os limites de deteccdo (LOD) e os limites de quantificagdo (LOQ) foram determinados
pelos parametros da curva de calibracdo, constituida por quinze pontos experimentais
em que cada um é a média de trés observacdes, e obtida por regressao linear simples
para a pirazinamida e dcido pirazindico. Para tal, usaram-se as equagdes seguintes
(equacdo 2.1 e 2.2) em que s € o desvio padrio da resposta (drea dos picos) e b

corresponde ao declive da curva de calibragao (EMEA, 1995a).
LOD=3,3xs)/b  Equagdo 2.1.
LOQ=(10xs)/b Equagdo 2.2.

E de referir que os valores calculados sdo considerados apenas uma estimativa baseada
no pressuposto de que a sensibilidade e a variabilidade se mantém constantes. Para a
pirazinamida os valores obtidos de LOD e LOQ foram, respectivamente, 2,57 gml'1 e
7,79ugml™, enquanto que para o 4cido pirazindico foram de 2,12ugml™ e 6,42ugml™.
Estes resultados sugerem que o método é adequado para as substancias referidas dentro

dos intervalos de concentracdo estudados.

2.3.4. Precisao

A precisdo do método foi determinada usando a solucdo padrdao P100% da curva de
calibragcdo que corresponde, no caso da pirazinamida, a concentracdo da quantidade
tedrica desta que se espera obter. Relativamente ao &4cido pirazindico também se
procedeu do mesmo modo mas, neste caso, a solu¢do padrao P100% ndo se refere a
concentracdo de trabalho visto tratar-se duma impureza ou produto de degradagdo que
poderd ou nio estar presente na formulacdo de pirazinamida. Usando os seis replicados
de placebo sobrecarregados com as substancias em estudo, de acordo com o descrito em
2.2.2.3, calcularam-se os coeficientes de variacdo. Na tabela 2.6 apresentam-se os

resultados obtidos para a pirazinamida e para o dcido pirazindico.
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Tabela 2.6. Precisdo do método para a pirazinamida e para o 4cido pirazindico

Pirazinamida Acido pirazinéico

Concentra(;ﬁg tedrica 50,00 25.00

(ngml™)
Replicados P100% Concentt'szz;lr(l)l _(l);)servada Concentt'szz;lr(l)l _(l);)servada

1 48,86 26,69

2 49,06 26,96

3 48,78 26,78

4 48,80 26,82

5 48,97 26,92

6 49,12 27,08

CV(%) 0,29 0,52

Como critério de aceitacdo estabeleceu-se que os valores dos coeficientes de variagao
nio devem exceder os 5% de acordo com metodologia proposta na literatura cientifica,
especificamente para a avaliacdo da estabilidade de formas magistrais utilizando HPLC
(Chan, 1999; Toscano, 2004).

Os valores calculados de coeficiente de variacdo para a pirazinamida e dcido pirazindico
foram 0,29% e 0,52%, respectivamente. Constatou-se assim que o método analitico
apresenta precisdo adequada para as substancias referidas, pois os valores estdo dentro

dos critérios estabelecidos.

2.3.5. Exactidao

A exactidao do método foi determinada para a pirazinamida e dcido pirazindico usando
trés replicados de placebo sobrecarregado com as substancias referidas de modo a obter
trés niveis de concentracdo do intervalo de calibracdo considerado, ou seja, 50%, 100%

e 150%. Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas 2.7 € 2.8.
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Tabela 2.7. Exactiddao do método para a pirazinamida

Amostras Replicados C,or.lcentra(;ﬁ_(; Concentracao B Erro relativo

tedrica (ugml™) observada (ugml™) (%)
1 24,90

P50% 2 25,00 24,67 -0,88
3 24,77
1 48,86

P100% 2 50,00 49,06 -2,20
3 48,78
1 71,73

P150% 2 75,00 72,49 -3,87
3 72,06

Tabela 2.8. Exactidao do método para o 4cido pirazindico

Amostras Replicados C,()r.lcentra(;ﬁ_(; Concentracao B Erro relativo

tedrica (ugml™) observada (ugml™) (%)
1 14,77

P50% 2 12,50 14,85 18,05
3 14,65
1 26,69

P100% 2 25,00 26,82 7,06
3 26,78
1 38,57

P150% 2 37,50 39,14 3,78
3 39,04

Como critério de aceitacdo considerou-se que o erro relativo da média das
concentracdes observadas nao deve ser superior a 5%, em relacdo ao valor tedrico da
concentracao preparada (Toscano, 2004).

Para a pirazinamida e para o dcido pirazindico o erro méaximo observado foi,

respectivamente, de -3,87% e 18,05%.
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Pelos resultados obtidos pode constatar-se que este método analitico tem exactidao
adequada no que se refere a pirazinamida. No entanto, para o dcido pirazindico observa-
se que o erro relativo aumenta a medida que as concentracdes diminuem, verificando-se
que, para as concentracdes correspondentes as amostras P50% e P100%, os valores nao
se encontram dentro do critério de aceitacdo. Este facto poderd estar provavelmente
associado a erros de integracdo em solucdes de muito baixas concentragdes,

comprometendo a validacdo do método relativamente ao 4cido pirazindico.

2.4. Conclusoes

Concluiu-se que o método analitico de cromatografia liquida de alta resolucdo com
deteccdo espectrofotométrica na regido do ultravioleta apresenta selectividade,
linearidade, limites de detecc¢do e de quantificagao, precisdo e exactiddo adequados para
a quantificacio da pirazinamida, sendo por isso considerado um método utilizdvel para
o seu doseamento em solucdo aquosa. Quanto ao acido pirazindico, o método também
demonstrou ser adequado para o seu doseamento em relagdo a todos os pardmetros
analisados com excep¢cao da exactiddao. Contudo, uma vez que esta substancia é
considerada uma impureza ou produto de degradacdo da pirazinamida, caso se encontre
presente na formulacdo em estudo dentro do intervalo de concentracdes validado,
podera nao ser quantificada com muito rigor mas serd convenientemente detectada.

Através deste método analitico foram também quantificadas amostras reais de
suspensdo oral liquida de pirazinamida, constatando-se, deste modo, a sua
aplicabilidade no estudo de estabilidade quimica da pirazinamida em suspensdo liquida

para administragao oral, tal como esta descrito no Capitulo 4.
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CAPITULO 3

FORMULACAO DE PREPARACOES
MAGISTRAIS LIQUIDAS ORAIS DE
PIRAZINAMIDA
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3. Formulacio de preparacoes magistrais liquidas orais de

pirazinamida

3.1. Introducao

O mercado de especialidades farmacéuticas € escasso em medicamentos disponiveis em
formas farmacéuticas e dosagens apropriadas para pediatria, pelo que se torna frequente
a preparacdo de férmulas extemporaneas sob a forma de solucdes ou suspensdes
liquidas orais que permitam e facilitem a administragdo das terap€uticas instituidas.

A pirazinamida € exemplo de um medicamento usado em pediatria que apenas existe
comercializado, no mercado nacional, em cdpsulas de 500mg, evidenciando a
necessidade de se prepararem e estudarem formulas liquidas orais para uso pedidtrico.
Este facto motivou a formulagdao de uma suspensao oral de pirazinamida.

A obtencao de uma férmula farmacéutica que satisfaca as necessidades da terapéutica e
seja adequada para a populacao pedidtrica pode revestir-se de diversas dificuldades, pois
deve ser feita uma escolha criteriosa dos componentes tendo em atencdo diversos
factores relacionados com a estabilidade quimica, fisica e microbiolégica e também com
a adesdo a terapéutica.

As suspensdes sdao definidas como sistemas heterogéneos em que a fase externa é
liquida ou semi-sdlida e a fase dispersa € constituida por particulas sélidas insoliveis no
meio utilizado e cuja sua dimensdo pode variar desde cerca de O,lum até algumas
centenas de micra (Nash, 1996; Prista et al., 2003).

Uma suspensdo representa um sistema termodinamicamente instidvel em que as
particulas dispersas, devido a sua grande superficie e energia livre, tendem a agrupar-se
por forma a que seja reduzida a drea inicial e, consequentemente, o seu nivel energético.
Isto quer dizer que numa suspensdo liquida ha tendéncia para as particulas sélidas se
unirem, floculando ou originando agregados mais firmes que sedimentam e podem nao
ser susceptiveis de ressuspensdo causando o fendmeno de “caking”. Assim, do ponto de

vista da estabilidade fisica, aquando da formula¢do das suspensoes, devem ser estudadas
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a velocidade e modo de sedimentacio e a redispersibilidade. E importante obter
suspensdes que ndo depositem rapidamente e sejam facilmente reconstituidas por
agitacdo, apresentando um aspecto homogéneo em que nao se observe a presenca de
quaisquer aglomerados de particulas o que permitird entdo uma correcta administragao
das doses pretendidas (Prista et al., 2003).

Para preparar as suspensdes, o sOlido a suspender, com a tenuidade pretendida, é
disperso no seio da fase externa quando as substincias sdo susceptiveis de se
dispersarem por mistura directa com os liquidos que constituem a fase dispersante do
sistema. Por vezes € necessdrio recorrer a adjuvantes como os molhantes e agentes
suspensores. Outros adjuvantes s@o os agentes floculantes que podem ser utilizados para
controlar a velocidade de sedimentag@o, sem que o material agregado se torne compacto
ou pastoso, fazendo com que as suspensdes farmacéuticas nio déem origem a
aglomerados irredispersiveis e floculem lentamente de modo a que tenham boa
apresentacdo, sejam facilmente ressupensas por agitacdo permitindo a uniformidade de
doses (floculacdo controlada). A velocidade de sedimentacdo também pode ser
controlada recorrendo a reducdo do tamanho das particulas até a tenuidade pretendida,
eventualmente ao uso de agentes suspensores € ao aumento da viscosidade da fase
dispersante (Charro et al., 1997; Nash, 1996; Prista et al., 2003).

Os agentes conservantes dotados de propriedades bactericidas e fungicidas sao exemplo
de outros componentes que podem ser necessarios incluir na formulacao das suspensodes
para evitar a invasdo e o desenvolvimento microbiano; no entanto, estdo descritas varias
reaccOoes adversas, em criancas, decorrentes do seu uso (American Academy of
Pediatrics Committee on Drugs, 1997).

O sabor é um factor importante a considerar na preparacao de formulacdes liquidas
orais para criangas porque influencia a adesdo a terapéutica. Deve-se procurar corrigir o
sabor desagraddvel que eventualmente o firmaco possa ter, incluindo substancias
edulcorantes, mas convém nao esquecer que estes aditivos podem afectar a estabilidade
da formulacdo e o seu pH e também ser origem de ocorréncia de reac¢des adversas em
criancas (Chan, 2001; Sagraves, 2002). Os xaropes sdo algumas vezes utilizados, pois
associam ao seu poder corrector do aroma e do gosto certa facilidade de impedirem a

floculacdo visto que aumentam a viscosidade da fase dispersante (Prista et al., 2003).
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Do que acima foi dito depreende-se que muitas vezes pode ser necessdrio incluir nas
formulagdes, para além da substincia activa e do veiculo, outros componentes
essenciais para obter uma suspensdo com estabilidade apropriada, ndo permitindo
manter a simplicidade da formulacdo que seria mais adequada para a populagdo
pedidtrica e de maior facilidade de preparacdo. No entanto, tem que ser estabelecido um
compromisso entre as diversas caracteristicas consideradas importantes para a

viabilidade do uso das formulag¢des extemporaneas em pediatria.

3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Materiais

3.2.1.1. Substancia activa

Como substancia activa foi usada a pirazinamida proveniente da substancia quimica
pura, conforme descrito no ponto 2.2.1.1 e de cédpsulas da especialidade farmacéutica
Pramide® 500mg (ref. 9618801; lote 21848 e 21851; Irex, Sanofi-Synthelabo -
Produtos Farmacéuticos SA, Portugal), as quais foram descondicionadas ao abrigo do n°
3 do artigo 4° do Decreto-Lei 95/2004 de 22 de Abril. O conteido das cdpsulas
apresenta-se sob a forma de um pé branco constituido por 500mg de pirazinamida e
pelos excipientes estearato de magnésio e talco (Irex Sanofi-Synthelabo, 1997). As

capsulas de Pramide® foram graciosamente oferecidas pelo Hospital Dona Estefania

3.2.1.2. Excipientes

Os excipientes utilizados foram o xarope comum conforme descri¢cao no ponto 2.2.1.3 e
a 4dgua bidestilada estéril (ref. 2651693, lote U0862; Labesfal, Laboratérios Almiro SA,

Portugal), oferecidos generosamente pelo Hospital Dona Estefania.
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3.2.2. Métodos

3.2.2.1. Preparacgao das suspensodes de pirazinamida

Desenvolveram-se suspensdes de pirazinamida, com concentracio de 50mgml’ e
volume de 50ml, que diferiram entre si tanto no veiculo (dgua bidestilada ou xarope
comum) como nha proveniéncia da substincia activa (matéria prima de pirazinamida ou

conteddo das cdpsulas Pramide®) (tabela 3.1).

Tabela 3.1. Formulacdes de suspensdes liquidas orais de pirazinamida

~ O £ Quantidade de , Quantidade | Concentraciao
Suspensoes da .. . Veiculos , .
e pirazinamida de veiculo pretendida
MPXC | matéria prima 2,5¢ xarope 50ml
comum
MPA matéria prima 2.5¢ agua 50ml
estéril 4
50mgml
CXC capsulas 5 cépsulas xarope 50ml
comum
) . dgua
CA capsulas 5 cépsulas estéril 50ml

As suspensdes MPXC e MPA foram preparadas por dispersao da substancia activa pura
no respectivo veiculo. Para tal, pesaram-se rigorosamente cerca de 2,5g de pirazinamida
e colocaram-se num almofariz. Com o auxilio de uma proveta mediram-se 50ml de
veiculo, adicionando-se parte deste volume ao pd e, apds obtencdo de uma mistura
homogénea, juntou-se o restante veiculo.

As suspensdes CXC e CA foram preparadas por dispersdo do conteido das capsulas de
Pramide® 500mg no respectivo veiculo. Abriram-se 5 cdpsulas de pirazinamida cujo
contetido foi colocado num almofariz, sendo o restante modo de preparacdo igual ao
descrito para as suspensdoes MPXC e MPA.

As suspensodes foram acondicionadas em frasco de vidro ambar com capacidade de
60ml e, apds o enchimento, foram agitadas manualmente até apresentarem um aspecto

homogéneo (figura 3.1).
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Figura 3.1. Aspecto final das suspensoes orais liquidas de pirazinamida

3.2.2.2. Doseamento da pirazinamida nas suspensoes

As suspensdes de pirazinamida preparadas t8m uma concentracdo teérica de 50mgml™ e
para efectuar o seu doseamento recorreu-se a0 método de HPLC descrito e validado no

Capitulo 2.

3.2.2.3. Volume de sedimentagdo de pirazinamida

Foi efectuado um estudo de avaliagdo da velocidade de sedimentagdo das suspensdes
desenvolvidas, o qual consistiu em introduzir 50ml de cada uma das suspensdes em
provetas de 50ml e deixa-las depositar até que a altura do sedimento se mantivesse
estavel. Ao longo do tempo de sedimentagdo foram medidas as alturas do sedimento
(Hs) e da fase liquida (Hl) e determinou-se, para cada uma das formulacdes, a relacao
Hs/HI que € indicativa do volume de sedimentacdo (Charro et al., 1997; Prista et al.,
2003). As determinacdes foram realizadas durante 15 minutos em intervalos de 15

segundos até aos 3 minutos e aos 5,5, 6,5, 10 e 15min.
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3.2.2.4. Analise granulométrica

Com o intuito de conhecer o grau de tenuidade dos pds a dispersar, o qual tem
influéncia na velocidade de sedimentagdo, realizou-se a determinag¢do do tamanho de
particulas dos p6s utilizados.

A distribuicdo de tamanhos foi determinada por andlise de amostras de pd através do
sistema de andlise de particulas Aerosizer, modelo LD (TSI Inc., EUA). Este sistema
mede a velocidade de particulas aceleradas por um jacto de ar e calcula o didmetro
aerodinamico a partir da densidade. O limite minimo de deteccdo ¢ de O,1um. Sdo
consideradas as distribuicdes em que o sistema conta mais do que 25.000 particulas. Os
valores mais comuns variam, contudo, entre 200.000 e 1.000.000 de particulas.

No presente trabalho, o procedimento adoptado foi o descrito por Rodrigues (2006).

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Suspensdes de pirazinamida

O desenvolvimento de um medicamento manipulado geralmente comeca com o desenho
de formulagdes potencialmente efectivas, tendo como base a bibliografia e a experiéncia
cientifica. Nahata et al. (1995) desenvolveram duas suspensdes orais de pirazinamida,
ambas com concentracdo de 100mgml’, feitas a partir de comprimidos de 500mg de
pirazinamida (Lederle Laboratories, Pearl River, NY) e diferindo unicamente no veiculo
pois numa delas apenas se usou 0 xarope comum € na outra preparou-se uma mistura de
1:1 de xarope comum e solu¢do de metilcelulose a 1%. Allen e Erickson (1998) também
estudaram duas suspensdes orais de pirazinamida com concentracio de 100mgml”
preparadas a partir de comprimidos de 500mg (Lederle Laboratories, Pearl River, NY)
em que uma teve como veiculo uma mistura de Ora-Sweet® ou Ora-Sweet SF® e Ora-
Plus® (Paddock Laboratories, Minneapolis) e na outra usou-se xarope de cereja (cherry

syrup USP) diluido com xarope comum na propor¢ao de 1:4.
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Embora muito diferentes das condi¢des utilizadas neste trabalho ha ainda a referir os
estudos de Seifart et al. (1991) que determinaram a estabilidade da suspensdo de
pirazinamida num veiculo constituido por goma adraganta e dgua cloroformada.

No presente trabalho, as formulagdes testadas tiveram como referéncia as anteriormente
descritas e, uma vez que o alvo € a populacao pedidtrica, foi dada particular importancia
a determinadas caracteristicas fundamentais para a sua utilizacdo na pratica clinica tais
como a simplicidade da formulagdo, a facilidade de preparagdo e de administragdo, a
concentracdo e volume apropriados, o sabor agraddvel e a estabilidade fisica, quimica
(Capitulo 4) e microbiolégica (Capitulo 5).

A escolha da forma farmacéutica de suspensao oral teve como fundamento a facilidade
de administragdo em pediatria.

As formulagdes experimentadas diferiram na origem da substancia activa e nos veiculos
utilizados (seccdo 3.2.1) mas todas se apresentam sob a forma farmacéutica de
suspensoes liquidas orais com a concentracdo de 50mgm1'1. Esta concentragdo foi
considerada apropriada para a correcta e facil medicdo das doses pedidtricas e
administracdo de volumes aceitdveis. A sua escolha baseou-se na posologia da
pirazinamida para pediatria que € de 15 a 35mg/kg/dia (BNFC, 2005; Pereira et al.,
2003) e na experiéncia pratica de preparacdo de papéis medicamentosos, no Hospital
Dona Estefania, que abrangem doses de 50 a 400mg (sec¢do 1.2.6).

Relativamente a pirazinamida, testaram-se formulagdes preparadas directamente com a
matéria-prima desta substincia activa e outras a partir de cdpsulas da especialidade
farmacéutica. Esta escolha teve como fundamento a possibilidade de poderem existir
duas alternativas para a preparacdao da formulacdo extemporinea de pirazinamida. Se
por um lado € facil e acessivel a aquisi¢ao e utilizagdo de cdpsulas Pramide® 500mg,
por outro lado existe o inconveniente dos estudos de estabilidade apenas serem vélidos
para esta especialidade farmacéutica, a qual de momento € tinica no mercado portugués,
o que implicaria a inviabilidade da preparacdo magistral, no caso do laboratério
fabricante descontinuar a comercializacdo do produto e outra especialidade
farmac€utica de pirazinamida passar a ser comercializada. Contrariamente, a
formulagdo preparada a partir da matéria prima nao apresenta estes inconvenientes dos
estudos de estabilidade efectuados poderem deixar de ser vélidos e constitui assim uma
alternativa.

No que se refere a escolha dos veiculos, optou-se por tentar manter a formula simples

sem, no entanto, descuidar a qualidade tecnoldgica das suspensdes. Assim, foram
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testadas suspensdes tendo umas como veiculo a 4gua e outras o xarope comum. A dgua
revelou-se um veiculo ndo apropriado, como serd descrito mais adiante, mas o xarope
comum demonstrou ser adequado. De facto, para além do xarope comum estao descritos
na bibliografia outros veiculos como, por exemplo, a suspensido de metilcelulose a 1%,
a solucdo de hidroxipropilmetilcelulose a 1%, a suspensdo de carboximetilcelulose
sodica a 1,5% (Nahata et al., 2003) e o veiculo para a preparacdo de suspensdes orais
isento de agucar (FGP, 2005). No entanto, apesar de serem bons agentes suspensores
apresentam algumas desvantagens tais como a dificuldade de preparacao das suspensoes
de metilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose, o pH elevado e a inclusdo de dlcool na
suspensdo de carboximetilcelulose e a mistura complexa de varios componentes entre 0s
quais agentes conservantes do veiculo para a preparacdo de suspensdes orais isentas de
acucar. A utilizacdo do xarope comum neste caso oferece mais vantagens sobre os
veiculos anteriores, pois para além de ser um bom agente suspensor devido a sua
viscosidade também tem propriedades edulcorantes e capacidade de autoconservagao.
As caracteristicas aqui discutidas sao aquelas que foram consideradas importantes para
a exequibilidade das suspensdes liquidas orais de pirazinamida, em servicos
farmacéuticos hospitalares ou em farmdcia de oficina, e para a sua utilizacdo efectiva
em doentes pedidtricos.

Deste modo, as preparagdes formuladas apresentam-se em forma farmacéutica adequada
para facilitar as administracdes e possibilitar a versatilidade nas adaptagdes posoldgicas
dos doentes. Todas as suspensdes possuem férmulas simples, pois este parametro foi
privilegiado ndo s6 pela sua maior facilidade de preparacdo, necessitando apenas de
material basico de laboratério e procedimentos simples e rapidos, mas principalmente
devido a possibilidade de ocorréncia de problemas associados a administracdo de
excipientes que poderdo provocar efeitos adversos em populagdes mais susceptiveis,
como os doentes pedidtricos (American Academy of Pediatrics Committee on Drugs,
1997).

Relativamente a caracterizagdo do aspecto fisico das suspensdes, verifica-se que as
formulacdes em que o veiculo seleccionado foi a dgua estéril (MPA e CA) apresentam-
se como suspensdes de coloracdo branca, sem cheiro caracteristico, com aspecto
homogéneo apds agitacdo mas formando rapidamente um sedimento que é facilmente
redispersivel. As féormulas em que se utilizou o xarope comum como veiculo (MPXC e
CXC) apresentam-se como suspensdes de cor branca, cheiro caracteristico e sabor doce,

de aspecto homogéneo apds agitacdo, mantendo-se sem formagdo de sedimento durante
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um periodo de tempo suficiente para permitir a dosificacio do medicamento. Quando o
sedimento se forma € facilmente redispersivel por agitacdo.

Comparando agora as formulacdes relativamente ao veiculo, € facil constatar, pela
descricdo do aspecto fisico das suspensdes, que a utilizacdo do xarope comum confere
significativas vantagens a suspensdo, nomeadamente a nivel do sabor, pois tem poder
edulcorante que se traduz numa melhor palatabilidade e, consequentemente, numa
maior adesdo a terapéutica. A nivel da estabilidade fisica confere viscosidade adequada
a fase externa, permitindo controlar a velocidade de sedimentagdo (sec¢do 3.3.3) que se
reflecte na uniformidade de teor da medicdo das doses desejadas. No entanto, a
utilizacdo do xarope comum pode significar, apesar da sua hipertonicidade, uma maior
susceptibilidade de contaminacdo microbiana conduzindo ao wuso de agentes
conservantes, como tem sido descrito por diversos autores (Salgado et al., 2005), o que
nao € aconselhdvel para pediatria (American Academy of Pediatrics Committee on
Drugs, 1997).

Apesar de muitas vezes ser imprescindivel o uso de adjuvantes, nas suspensdes MPXC
e CXC a férmula foi mantida o mais simples possivel, pois a fase dispersa é facilmente
molhdvel, ndo apresentando excessiva tendéncia para a sedimentacdo, e a fase
dispersante tem uma certa viscosidade e poder edulcorante. Por este facto, obtiveram-se
suspensdes com boas caracteristicas sem necessidade de recorrer ao uso de agentes

molhantes, suspensores, floculantes, edulcorantes e conservantes.

3.3.2. Teor de pirazinamida nas suspensoes

Os valores do doseamento da pirazinamida apenas foram obtidos para as suspensdes
preparadas com xarope comum (suspensdes MPXC e CXC) pois, como se pode
constatar na sec¢do 3.3.3, devido a elevada velocidade de sedimentagdo das suspensdes
preparadas com dgua ndo se conseguiram recolher amostras homogéneas para dosear a
pirazinamida nas suspensoes MPA e CA.

Os resultados expressos na tabela 3.2 sdo consequéncia do estudo da uniformidade de

conteddo das suspensdes que se encontra descrito na sec¢ao 4.2.2.4.
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Tabela 3.2. Dados do doseamento da pirazinamida nas suspensdes MPXC e CXC

, Concentracao | Média da concentracao .
Suspensdes Numero de teorica calculada Desvlo Cv
amostras 1 1 padrao (%)
(mgml™) (mgml™)
MPXC 10 50 52,11 0,46 0,88
CXC 10 50 50,54 1,13 2,23

Pela andlise dos resultados pode-se verificar que a concentracdo média das suspensoes
preparadas com a substancia activa pura € ligeiramente superior a concentragao das
suspensdes em que se usaram as capsulas, mas ambas encontram-se dentro dos limites
estabelecidos para as formulacdes extemporaneas, ou seja, ndo contém menos de 90%
nem mais de 110% da quantidade de substancia activa teoricamente calculada por
unidade de volume (USP 29, 2006). Os resultados também evidenciam pouca
variabilidade nas concentragdes das suspensdes, 0 que constitui um dos aspectos

importantes para se conseguir administrar doses fidveis.

3.3.3. Sedimentacgdo das suspensoes

Na preparacdo de suspensdes hd que ter em consideragdo determinados factores que
influenciam a dosificagdo aquando da administracdo do medicamento. A sedimentacdo
da suspensdo é um dos factores mais importantes pois o sedimento deve ser facilmente
redispersivel por agitacdo e, por outro lado, a sua formacao nao deve ser rapida, ou seja,
apds agitacdo as particulas devem manter-se em suspensao homogénea durante um
periodo de tempo considerado razodvel para se administrarem doses correctas.

Os resultados da velocidade de sedimentacdo obtidos com as suspensdes preparadas
unicamente com pirazinamida em xarope comum (suspensdao MPXC) e em dgua estéril
(suspensao MPA) encontram-se na figura 3.2 e na tabela 3.3 e os seus correspondentes
aspectos fisicos, imediatamente apds agitacao (tempo O min) e ao final de 15 minutos

em repouso, estio ilustrados na figura 3.3.
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Figura 3.2. Sedimentac¢do das suspensdes MPXC (a) e MPA(#)

tempo (min)

Tabela 3.3. Relagdo Hs/HI das suspensdes MPXC e MPA no inicio e final do ensaio

Hs/HI
Suspensoes
0 min 15 min
MPXC 1 1
MPA 1 0,29

Formulacdo em Pediatria: preparacéo e avaliagdo de uma forma magistral liquida oral de pirazinamida

97



Dissertagdo de Mestrado em Farmécia Hospitalar

MPA MPXC MPA MPXC
Tempo 0 min Tempo 15 min

Figura 3.3. Aspecto das suspensdes MPXC e MPA aos tempos 0 min e 15 min

Como se pode verificar pela observacdo das figuras 3.2 e 3.3, ambas as suspensodes
apresentam um aspecto homogéneo apds a agitacdo o qual apenas se mantém inalterado
na suspensdo MPXC durante todo o tempo do ensaio da avaliacdo da velocidade de
sedimentacdo. Na suspensdo MPA visualiza-se, logo aos 15 segundos, a formagdo de
sedimento que vai depositando gradualmente até estabilizar a partir dos 6,5 minutos.

Os resultados da velocidade de sedimentagdo, obtidos com as suspensdes preparadas a
partir de cdpsulas de pirazinamida em xarope comum (suspensio CXC) e em dgua
estéril (suspensdao CA), encontram-se na figura 3.4 e na tabela 3.4. Os correspondentes
aspectos fisicos, imediatamente apds agitacao (tempo O min) e ao final de 15 minutos

em repouso, estio ilustrados na figura 3.5.
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Figura 3.4. Sedimentacdo das suspensdes CXC (a)e CA (¢)

Tabela 3.4. Relacdo Hs/HI das suspensdes CXC e CA no inicio e final do ensaio

Hs/HI
Suspensoes
0 min 15 min
CXC 1 1
CPA 1 0,14
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CA CXC CA CXC
Tempo 0 min Tempo 15 min

Figura 3.5. Aspecto das suspensdes CXC e CA aos tempos 0 min e 15 min

As figuras 3.4 e 3.5 demonstram que, tal como sucedeu com as suspensdes preparadas
unicamente com substincia activa, também nas suspensdes em que se utilizaram as
cdpsulas de pirazinamida o aspecto homogéneo apds a agitacdo sé permaneceu
inalterado naquelas cujo veiculo é o xarope comum. A deposicio do sedimento na
suspensdo CA foi bastante acentuada aos 30 segundos, mantendo-se entdo a altura do
sedimento praticamente sem alteracdes até ao final do ensaio.

Para melhor se poder comparar as caracteristicas da sedimentacdo das suspensdes
formuladas realizou-se a determinacdo do tamanho das particulas do p6 de pirazinamida
(figura 3.6) e do p6 contido nas cdpsulas de pirazinamida (figura 3.7) cujo resumo dos

valores obtidos estd patente na tabela 3.5.
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Figura 3.7. Distribui¢ao granulométrica do p6 contido nas cdpsulas de pirazinamida
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Tabela 3.5. Tamanho das particulas e densidade do p6 de pirazinamida proveniente da

matéria prima e das cdpsulas

Tamanho
— . médio + D 5o D g D s Densidade
Pirazinamida . ~ 3
desvio padrao (um) (um) (um) (gem™)
(um)
matéria prima 4,58 + 2,40 5,38 13,30 15,66 1,3
capsulas 3,86 + 2,19 3,52 12,41 15,91 1,3

Como se pode constatar o tamanho médio das particulas da substincia activa pura é
ligeiramente maior do que o do conteido das cdpsulas. Por outro lado, a distribui¢do
granulométrica revela-se bimodal para a substancia activa pura enquanto que para as
capsulas € unimodal.

Devido a ac¢do da forca de gravidade exercida sobre as particulas estas tendem a
depositar mas, quanto menor for o seu tamanho e a densidade e mais viscosa se
apresentar a fase dispersante, mais lenta serd a deposi¢c@o. O processo de sedimentagcao

pode ser estudado através da lei de Stokes (equagdo 3.1),

V= 2 p=pg Equagio 3.1
o

onde v é a velocidade de sedimentagdo, r o raio da particula, p; e p, a densidade da
particula e do meio, respectivamente, g a constante de gravidade e 77 a viscosidade do
meio. Segundo esta lei, a taxa de sedimentacdo aproxima-se do zero a medida que a
diferenca entre a densidade das particulas sélidas e do liquido dispersante tende a
anular-se, que as particulas suspensas diminuem de tamanho e que a viscosidade da fase
liquida aumenta (Allen, 2001; Charro et al., 1997; Prista et al., 2003).

Comparando a velocidade de sedimentacdo das duas suspensdes cuja fase externa € a
dgua verifica-se que a suspensdo CA evidencia logo uma formag¢do mais rdpida e
compactada do sedimento (Hs/HI=0,14), e que o volume deste praticamente ndo varia
até ao final do ensaio. Na suspensaio MPA o sedimento vai-se formando
progressivamente e tornando-se mais compacto até atingir o valor de volume de

sedimentacdo de 0,29. Atendendo unicamente ao tamanho das particulas, poder-se-ia
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pensar que a suspensdao CA apresentaria uma deposicao mais lenta do que a MPA visto
ter um tamanho médio de particula inferior. Contudo, isto ndo se verifica. Os resultados
do tamanho de particula sdo apenas indicativos, pois a presenga de lubrificante
(estearato de magnésio) e deslizante (talco) pode justificar a diferenca de velocidade de
sedimentacdo tal como se observa nas figuras 3.2 e 3.4. A existéncia de uma
distribuicao unimodal de tamanho de particulas verificada nas cdpsulas quer dizer que
as particulas estdo mais soltas devido a presenca dos excipientes referidos, enquanto que
na pirazinamida pura verifica-se uma distribuicdo bimodal indicativa de uma possivel
formacdo de agregados os quais poder-se-do dispersar na presenca de &dgua, ndo
sedimentando tdo rapidamente. De facto, na preparacdo de cdpsulas, a mistura do p6
deve apresentar escoamento livre para fluir uniformemente e permitir o correcto
enchimento das mesmas. Para isso, sao habitualmente usados lubrificantes como o
estearato de magnésio (Ansel et al., 1999; Prista et al, 2003). As propriedades
hidrofébicas tanto do estearato de magnésio como do talco podem contribuir para um
aumento da hidrofobicidade do conteido das cédpsulas, ou seja, o estabelecimento de
ligacdes hidrofébicas entre a pirazinamida, o talco e o estearato de magnésio podem
tornar as particulas mais hidrofébicas fazendo com que haja uma mais rdpida
sedimentacdo.

Nas suspensdes em que foi usado o xarope comum como fase dispersante, a velocidade
de sedimentagdo é mais lenta ndo se observando deposicao de sedimento durante todo o
tempo do ensaio. Isto pode ser explicado pela semelhanca de densidades da fase
dispersa e da fase continua, ou seja, o xarope comum possui uma densidade de 1,32
gcm'3 e tanto o pd da substancia activa como o conteido das cdpsulas apresentam uma
densidade de 1,3 gem™. Segundo a lei de Stokes, quando a diferenca entre a densidade
das particulas sélidas e do liquido dispersante tende a anular-se, a velocidade de
sedimentacdo diminui. A viscosidade elevada do xarope comum (190 cP,) € outro dos
factores que impede a deposicao rapida das particulas dispersas, o que também estd de
acordo com a lei de Stokes. Assim nao ha diferengas na velocidade de sedimentacao
entre as suspensdoes MPXC e CXC que se mantiveram homogéneas durante um tempo

considerado razodvel para a correcta medicao de doses.

Formulacdo em Pediatria: preparacéo e avaliagdo de uma forma magistral liquida oral de pirazinamida 103



Dissertagdo de Mestrado em Farmécia Hospitalar

3.4. Conclusoes

Face aos resultados obtidos com as suspensdes preparadas com &dgua, tanto para a
substancia activa pura (suspensdo MPA) como para as cdpsulas de pirazinamida
(suspensdao CA), apesar de possuirem algumas das caracteristicas consideradas
importantes para a sua utilizacdo prética, conclui-se que a rapida sedimentacdo, para
além de dificultar o seu doseamento, compromete a correcta administragdo das doses,
pois as particulas ndo se encontram homogeneamente dispersas no veiculo por um
periodo de tempo satisfatério. Considerou-se, entdo, que as formulagdes referidas nao
tém viabilidade e por isso ndo foram submetidas a estudo posteriores.

Quanto as suspensdes em xarope comum preparadas com substincia activa pura
(suspensdao MPXC) e com as cdpsulas de pirazinamida (suspensdo CXC), constituem
uma formulacdo simples, de concentracdo adequada para pediatria, com boa
uniformidade de contetddo, sabor agradavel, facilidade de redispersao e velocidade de
sedimentagdo satisfatéria. Estes sdo requisitos preliminares que permitem a sua possivel
preparacdao para utilizagdo terapéutica, o que sé se poderd concretizar apds o0
conhecimento da sua estabilidade fisica, quimica e microbiolégica.

As suspensdes MPXC e CXC foram as seleccionadas para se prosseguirem com 0s

estudos de avaliagdo da estabilidade fisica, quimica e microbioldgica.
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CAPITULO 4

ESTUDO DE ESTABILIDADE FiSICO-
QUIMICA DAS SUSPENSOES LIQUIDAS
ORAIS DE PIRAZINAMIDA
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4. Estudo de estabilidade fisico-quimica das suspensoes

liquidas orais de pirazinamida

4.1. Introducao

A estabilidade de uma preparacdo extemporanea ¢ definida como a capacidade para
manter, dentro de limites especificos, e durante o periodo de armazenamento e
utiliza¢do, as mesmas propriedades e caracteristicas que apresenta na altura em que é
preparada. Existem cinco tipos gerais de estabilidade definidos: quimica em que cada
substancia activa deve reter a sua integridade quimica e concentragdo considerada
dentro dos limites especificados; fisica em que as propriedades fisicas iniciais, incluindo
a aparéncia, palatibilidade, uniformidade, dissolucdao e redispersibilidade devem ser
mantidas; microbioldgica em que a esterilidade ou a resisténcia ao crescimento
microbiano devem estar de acordo com os requerimentos especificados; terapéutica em
que o efeito terapéutico se mantém inalterado; toxicolégica em que ndo ocorre aumento
significativo na toxicidade (Allen, 1995; Farinha et al., 2001; USP 29, 2006).

A estabilidade de um medicamento € afectada por varios factores que incluem o pH, a
temperatura, o solvente, a luz, o ar, a humidade, o tamanho das particulas, o material de
acondicionamento primadrio, etc. (Allen, 1995). Assim, quando se desenvolvem novas
formulacdes, € crucial fazer estudos de estabilidade que vao permitir saber como varia a
sua qualidade ao longo do tempo, sob a influéncia de factores ambientais tais como a
temperatura, humidade e luz. Estes estudos devem incluir a avaliagdo dos atributos da
substancia activa ou do produto final, que sdo susceptiveis de se alterarem durante o
armazenamento e que possam influenciar a seguranga e eficacia dos medicamemtos e,
portanto, devem abranger propriedades fisicas, quimicas e microbiolégicas (EMEA,
2003).

Nas formulacdes farmacéuticas, a instabilidade por vezes pode ser detectada por uma
modificac@o no aspecto fisico, cor, odor, paladar ou textura da formulag¢do ou, entao por
alteracdoes quimicas que sdo apenas detectadas através de métodos analiticos (Allen,

1995). O objectivo dos estudos de estabilidade €, deste modo, estabelecer um prazo de
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utilizacdo e recomendar as condi¢des de armazenamento que serdo aplicdveis a futuras
preparacdoes das formulacdes estudadas, quando produzidas, acondicionadas e
armazenadas sob as mesmas condi¢des (EMEA, 2003).

De acordo com os resultados obtidos no Capitulo 3, concluiu-se que apenas as
suspensoes MPXC (constituida por substincia activa de pirazinamida em xarope
comum) e CXC (constituida pelo p6 de cépsulas Pramide® em xarope comum) reuniam
as condicOes preliminares para a sua possivel viabilidade de utilizacdo terapéutica.
Assim, no presente trabalho, € avaliada a estabilidades fisica e quimica, durante dois
meses, das suspensdes MPXC e CXC seleccionadas, pois a teraputica com a

pirazinamida tem geralmente a duracdo daquele periodo de tempo.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Materiais

4.2.1.1. Pirazinamida

Como substancia activa foi utilizada a pirazinamida, conforme descrito em 2.2.1.1, e o

conteddo das cédpsulas da especialidade farmacéutica Pramide®, descrito em 3.2.1.1.

4.2.1.2. Xarope comum

Como excipiente das suspensdes usou-se o xarope comum (lotes 46270 e 45167) que
apresentam pH respectivamente de 5,89 e 5,97, segundo informacdo constante nos

boletins de andlise cedidos pelo fornecedor. A descricdo deste produto encontra-se em

2.2.13.
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4.2.1.3. Acido pirazinéico

O 4cido pirazindico, considerado uma impureza e produto de degradacdo da

pirazinamida, encontra-se descrito na sec¢do 2.2.1.2.

4.2.1.4. Reagentes

Os reagentes utilizados foram o acetonitrilo para HPLC, o fosfato de potéssio
monobdsico para andlise, o hidroxido de sédio para andlise e o 4cido orto-fosférico

85%, ja referidos em 2.2.1.4.

4.2.2. Métodos

4.2.2.1. Preparacdo das suspensdes de pirazinamida

Foram preparadas suspensdes de pirazinamida MPXC e CXC contendo 50mgml’ e
volume final de 50ml para o estudo da uniformidade de conteido e para serem
submetidas ao ensaio de estabilidade. Ambas sdo constituidas pelo mesmo veiculo que é
o xarope comum e diferem apenas na proveniéncia da pirazinamida. A suspensao
MPXC foi preparada directamente a partir da substancia activa e a suspensdo CXC a
partir de cdpsulas de Pramide®. Para as referidas suspensdes usou-se 0 xarope comum
de pH 5,89 e 5,97, respectivamente.

O procedimento para a preparacdo e acondicionamento das suspensdes ja foi descrito

em 3.2.2.1.

4.2.2.2. Preparacdo de amostras para o doseamento da pirazinamida e

pesquisa de 4cido pirazindico

Para determinar o teor de pirazinamida e pesquisar a presenca de 4cido pirazindico

prepararam-se dez suspensdes MPXC e dez CXC (ver 4.2.2.1). Todas as suspensdes
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foram usadas para o estudo da uniformidade de conteido e destas apenas seis
suspensoes MPXC e seis CXC foram utilizadas para a avaliacdo da estabilidade fisico-
quimica.

Apds a sua preparacao, as suspensoes foram submetidas a agitacdo durante 15 minutos,
com intensidade 7, num agitador Heidolph Promax 1020 (Heidolph, Alemanha).

Destas suspensdes foram retiradas, em triplicado, aliquotas de 100ul para baldo
volumétrico de 100ml e perfez-se o volume com 4gua desionizada, obtendo-se solucdes
com concentracdo de 50pugml™ (tabela 4.1). De seguida, as solu¢des foram filtradas
através de filtros Whatman 42 (ref. 1442150; lote F1667909; Whatman International
Ltd; Inglaterra).

Tabela 4.1. Preparacdo de amostras para doseamento da pirazinamida e pesquisa de

acido pirazindico

Aliquota | « Numero de
Niimero de | Concentragdo ge Agua | solugdes | Concentragdo
Suspensdes | suspensdes suspensoes ~ | 4:b-p. | preparadas solugdes
a1 suspensao =
preparadas (mgml™) (i) (ml) por cada (ugml™)
H suspensao
MPXC 10 50 100 100 3 50
CXC 10 50 100 100 3 50

4.2.2.3. Preparacdo de solugdes padrao de pirazinamida e 4cido pirazindico

De modo a controlar os resultados obtidos, durante o ensaio de estabilidade, com as
amostras reais das suspensdes de pirazinamida, usaram-se solucdes padrao de
pirazinamida e acido pirazindico.

Para preparar os padrdes de pirazinamida e 4cido pirazindico, pesaram-se com rigor
cerca de 50mg de pirazinamida e 25mg de 4cido pirazindico e cada uma destas
substancias foi dissolvida separadamente em 50ml de 4gua desionizada. Destas solucdes
retirou-se Iml para um baldo volumétrico, completando-se com o solvente anterior o
volume de 20ml. As solucdes obtidas tém a concentracio de S0pgml™ de pirazinamida e

25ugml™ de 4cido pirazindico.
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4.2.2.4. Uniformidade de contetudo

Para determinar o teor em substancia activa da suspensdo MPXC foram preparadas dez
suspensoes a partir das quais se fizeram as solucdes amostra (ver 4.2.2.2) para dosear a
pirazinamida em cada uma delas, utilizando a técnica de HPLC (descrita no Capitulo 2).
O teor em substancia activa, da suspensao preparada com a substancia quimica pura em
xarope comum, foi estabelecido através do cdlculo da média das concentracdes de
pirazinamida obtidas em cada uma das dez suspensdes. Utilizou-se o mesmo
procedimento, acima descrito, para avaliar a uniformidade de conteddo das suspensodes
CXC.

Como critério de aceitacdo estabeleceu-se que o teor de pirazinamida de cada
suspensdo, considerada individualmente, ndo deveria ser inferior a 90% nem superior a
110% da concentracdo tedrica pretendida (USP 29, 2006), ou seja, 50mgm1'1.
Considerou-se como sendo a concentracdo real de substincia activa, presente nas
formulacdes MPXC e CXC, a média das concentracdes das dez suspensdes respectivas.
Estabeleceu-se que a concentragdo real de pirazinamida das referidas formulagdes
deveria estar compreendida entre o intervalo de 90% e 110% da quantidade de

pirazinamida por unidade de volume teoricamente calculada (USP 29, 2006).

4.2.2.5. Protocolo de estabilidade

O protocolo de estabilidade que foi adoptado obedeceu, nos aspectos aplicdveis, a
legislacao europeia que regulamenta os estudos de estabilidade de substancias activas e
de especialidades farmacéuticas (EMEA, 2003).

Consistiu na preparacao de seis suspensdes MPXC, das quais trés foram armazenadas a
temperatura de 5+3°C (amostras A, B e C) e as restantes trés a 22+3°C (amostras D, E e
F), protegidas da luz, durante um periodo de tempo de dois meses. Colheram-se
amostras para andlise nos dias 0, 7, 15, 29, 45 e 60. O mesmo procedimento foi
efectuado para as suspensdes CXC, com excep¢ao dos tempos de amostragem que se

realizaram nos dias 0, 7, 15, 30, 45 e 63.
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Os parametros analisados para a avaliacdo, a duas temperaturas (5+3°C e 22+3°C), da
estabilidade fisico-quimica das referidas suspensdes foram o aspecto da preparacdo, o
pH, o teor em substancia activa e a pesquisa de acido pirazindico.

A estabilidade fisico-quimica foi definida como a retencao de um teor em pirazinamida
compreendido entre 90% e 110% (USP 29, 2006), sem alteracdes significativas em

qualquer outro parametro estudado.

4.2.2.5.1. Aspecto da preparacdo

Ao longo do ensaio as caracteristicas em apreciacdo, relativamente ao aspecto das
suspensoes, foram a coloracdo, a homogeneidade e a redispersibilidade apds agitacao

manual.

4.2.2.5.2. Determinacdo do pH

Os valores de pH das suspensdes foram determinados usando o aparelho medidor de pH
744 pH Meter Metrohm Ion Analysis (Metrohm, Suica), sendo as leituras efectuadas
aos cinco minutos, a temperatura ambiente. Este método analitico foi realizado de

acordo com as indicacOes descritas na determinacdo potenciométrica do pH referida no

ponto 2.2.3 da FP 8.

4.2.2.5.3. Teor em pirazinamida

Como método de doseamento da substancia activa foi adoptada a técnica de HPLC com
deteccao espectrofotométrica no UV, descrita e validada conforme consta no Capitulo 2.
De cada suspensdo de MPXC e de CXC foram colhidas aliquotas em triplicado, de

modo a preparar trés solucdes amostra correspondentes a cada uma das suspensoes.
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Estas solugdes para dosear a pirazinamida das suspensdes orais, foram preparadas tal
como estd descrito em 4.2.2.2. O volume das solu¢des amostra injectado no aparelho de
HPLC foi de 10ul, tendo-se efectuado duas injeccdes para cada amostra.

Para calcular o teor em substancia activa de cada suspensdo recorreu-se a curva de
calibracdo da pirazinamida determinada anteriormente (seccdo 2.3.2), as solucdes
padrdo de pirazinamida (sec¢do 4.2.2.3) e aos resultados da uniformidade de contetddo
(seccdo 4.3.1). Em relagdo ao tratamento dos dados, as dreas dos picos cromatograficos
foram convertidas em concentragdes e calcularam-se os seguintes parametros: média,

desvio padrao e coeficiente de variacdo.

4.2.2.5.4. Pesquisa de 4cido pirazindico

A pesquisa de dcido pirazindico foi efectuada recorrendo a técnica de HPLC que se
usou para o doseamento da pirazinamida (ver Capitulo 2).
Para pesquisar a presenca de 4cido pirazindico, e eventualmente fazer o seu

doseamento, recorre-se a curva de calibracdo do 4cido pirazindico determinada

anteriormente (seccao 2.3.2) e as solugdes padrao de dcido pirazindico (sec¢do 4.2.2.3).

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Uniformidade de contetudo

Para realizar o ensaio de uniformidade de contetido das preparacdes fez-se o
doseamento individual da substancia activa em cada uma das dez suspensdes de MPXC

e CXC. Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas 4.2 e 4.3, respectivamente.
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Tabela 4.2. Dados do ensaio de uniformidade de contetido das suspensdes MPXC

) Areas de picos Concentracao )

Suspensoes lj: nll.er(()i de (média 3 suspensoes Dejvlo cv
[ replicados) (mgml'l) L (%)
1 3 9,02x10° 52,16 0,23 0,44
2 3 9,10x10° 52,60 0,82 1,55
3 3 9,06x10° 52,39 1,03 1,96
4 3 8,88x10° 51,33 1,01 1,96
5 3 8,94x10° 51,69 1,08 2,09
6 3 9,08x10° 52,46 0,69 1,31
7 3 9,04x10° 52,28 1,31 2,50
8 3 8,96x10° 51,82 0,20 0,39
9 3 8,93x10° 51,66 0,90 1,75
10 3 9,11x10° 52,69 1,21 2,30

Teor em pirazinamida (média das 10 suspensdes) (mgml™) 52,11

Desvio padrao da média 0,46

Coeficiente variacdo da média (%) 0,88

Os resultados evidenciam que o teor individual em pirazinamida de cada suspensao,

preparada directamente a partir da substancia activa, variou entre 51,33 e 52,66mgml’,

nao tendo nenhum dos valores ultrapassado os limites dos critérios de aceitacao

estabelecidos. A média do teor em pirazinamida das dez suspensdes MPXC foi de

52,11i0,46mgml'1, atingindo valores maximos de 52,57 mgml'1 e minimos de 51,65

-1 . . . o
mgml, o que quer dizer que se encontra dentro do intervalo estabelecido como critério

de aceitacdo de 45 a 55mgml™', apresentando um baixo coeficiente de variagdo de 0,88%

(tabela 4.2).
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Tabela 4.3. Dados do ensaio de uniformidade de contetido das suspensdes CXC

) Areas de picos Concentracao )

Suspensoes lj: nl1.er(()1 de (média 3 suspensoes Dejvlo v
L replicados) (mgml'l) L (%)
1 3 8,86x10° 51,23 0,95 1,86
2 3 8,49x10° 49,12 0,74 1,51
3 3 8,82x10° 50,99 3,85 7,54
4 3 9,02x10° 52,16 2,83 5,42
5 3 8,85x10° 51,18 0,19 0,38
6 3 8,62x10° 49,88 1,52 3,05
7 3 8,56x10° 49,54 0,24 0,49
8 3 8,94x10° 51,67 2,79 5,40
9 3 8,78x10° 50,76 1,41 2,78
10 3 8,43x10° 48,82 0,71 1,46

Teor em pirazinamida (média das 10 suspensdes) (mgml’l) 50,54

Desvio padrao da média 1,13

Coeficiente variacdo da média (%) 2,23

Em relacdo as suspensdes preparadas a partir das cdpsulas pode-se verificar que a
concentracdo em pirazinamida de cada suspensdo individual variou entre 48,82 e 52,16
mgml™, cumprindo os critérios de aceitacio estabelecidos. O teor médio em
pirazinamida da formulacdo CXC, calculado através da média das concentracdes das
dez suspensoes, € de 50,54+1,13 mgml'l, atingindo valores méaximos de 51,66mgml'1 e
minimos de 49,41 mgml™, os quais se encontram dentro dos limites estabelecidos de
+10% em relagdo a concentragdo tedrica considerada. O coeficiente de variagdo da

média da concentracdo das dez suspensoes foi de 2,23% (tabela 4.3).

Comparando as duas formulacdes, verifica-se que ambas apresentam uma concentragdo
real em pirazinamida semelhante, sendo o valor ligeiramente superior na formulagio
MPXC (52,11mgml™") relativamente a formulacdo CXC (50,54mgml™). Observa-se
também que ha pouca variabilidade na concentracdo de pirazinamida entre as 10

suspensoes das formulagdes, sendo o coeficiente de variacdo superior na formulacdo
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CXC (2,23%) em relacdo a formulacio MPXC (0,88%). Os resultados evidenciam,
ainda, a existéncia de uma boa uniformidade de conteido para as formulacdes
preparadas a partir de capsulas e para aquelas em que se usou directamente a substancia
activa.

A pequena variabilidade no doseamento da substancia activa das suspensdes MPXC e
CXC significa uma boa reprodutibilidade da preparacdo, o que permite que se possam
administrar doses reprodutiveis e fidveis desde que as suspensdes sejam feitas de acordo

com a técnica de preparagdo estipulada.

4.3.2. Aspecto da preparacao

Relativamente ao aspecto, quer as suspensodes preparadas unicamente com pirazinamida
quer as preparadas com o conteido das cdpsulas de Pramide®, apresentam-se como
preparacdes de coloragdo branca, de aspecto homogéneo apds agitagdo e que se mantém
sem formacdo de sedimento durante tempo suficiente para se colherem amostras
homogéneas. Quando estas suspensdes sdo deixadas em repouso forma-se um
sedimento que € facilmente redispersivel por agitacdo manual. Estas caracteristicas
mantiveram-se constantes durante o estudo de estabilidade, as temperaturas de 5+3°C e
2243°C, isto €, o aspecto de todas as suspensdes ndo se alterou e o sedimento foi
facilmente redisperso por agitacdo manual, mantendo-se em suspensao por tempo
suficiente para garantir a uniformidade na medicdo de doses. E de referir que, entre os
tempos de amostragem, as suspensdes ficaram sempre em repouso, ou seja, num
periodo de dois meses s6 foram submetidas a agitacdo nos dias de amostragem, os quais
totalizaram seis dias. Apesar disso, nunca se notou visualmente que houvesse formacao
de aglomerados ou dificuldade acrescida em ressuspender o sedimento ao longo do
tempo, nem sequer formacdo de “caking”, o que € essencial para futuramente poderem
ser medidas doses correctas para administracdo do medicamento. Assim, constata-se
que a temperatura de armazenamento nao afecta o aspecto fisico das preparacdes
durante o tempo de estudo.

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo concordantes com os de Allen e Erickon

(1998), os quais estudaram a estabilidade da pirazinamida em forma extemporanea oral
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liquida, referindo que o aspecto visual e o odor ndao apresentaram alteracdes substanciais

durante os dois meses de ensaio as temperaturas de 4 e 25°C.

Quanto as formulacdes de pirazinamida desenvolvidas por Nahata et al. (1995), ndo é

feita qualquer referéncia relativamente a este parametro.

43.3.pH

As determinagdes dos valores de pH das suspensdes orais liquidas de pirazinamida

correspondentes a formulacio MPXC e CXC, armazenadas no frigorifico (5+3°C) e a

temperatura ambiente (22+3°C), foram efectuadas nos dias estipulados de amostragem

do ensaio de estabilidade e estio patentes nas tabelas 4.4 e 4.5.

Tabela 4.4. Variacao do valor de pH das suspensdes MPXC durante o ensaio de

estabilidade
Temperatura 513°C 22+3°C
Tsigs pH amostras Médig + cv pH amostras Médig + cv
e desvlo (%) desvlo (%)
A B C padrao D E F padrao

0 5,32 1542|552 | 542+0,10 | 1,84 | 5,46 | 5,60 | 5,30 | 5,45+0,15 | 2,75

7 5,72 | 5,81 | 5,84 | 5,79+0,06 | 1,08 | 6,05 | 5,86 | 5,78 | 5,90+0,14 | 2,35

15 5,86 | 5,87 | 5,86 | 5,86+0,01 | 0,10 | 6,04 | 5,79 | 5,77 | 5,87%0,15 | 2,56
29 6,07 | 6,10 | 6,04 | 6,0710,03 | 0,49 | 5,78 | 5,93 | 5,97 | 5,89+0,10 | 1,70
45 6,10 | 6,16 | 6,10 | 6,12+0,03 | 0,57 | 6,01 | 5,96 | 5,94 | 5,97+0,04 | 0,60
60 5,99 16,06 | 595 | 6,00+0,06 | 0,93 | 591 | 5,75 | 5,89 | 5,85%0,09 | 1,49

Através dos resultados da tabela 4.4 pode-se verificar que o pH inicial das suspensdes

MPXC abrange valores de 5,30 a 5,60, com um valor médio de 5,44 para o qual

contribui ndo sé a pirazinamida como também o pH do xarope comum que é de 5,89.

Apesar das suspensdes terem sido submetidas a temperaturas de armazenamento

diferentes, os valores de pH registados foram muito semelhantes tanto para as
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suspensoes a 5+3°C como para as suspensodes a 22+3°C. No final do ensaio obtiveram-se
valores de 6,00 e 5,85, respectivamente, para as suspensoes refrigeradas e para as que
foram armazenadas a temperatura ambiente, o que indica que o pH das suspensodes
preparadas a partir da substancia activa ndo apresenta variagdes significativas durante
dois meses e que este parametro parece ndo ser influenciado pela temperatura de

armazenamento.

Tabela 4.5. Variacao do valor de pH das suspensdes CXC durante o ensaio de

estabilidade
Temperatura 513°C 221+3°C
Tssis pH amostras Médiq + cv pH amostras Médiq + cvV
(dlies) desvlo (%) desvlo (%)
A B C padrao D E F padrao
0 6,40 | 6,43 | 6,41 | 6,4110,02 | 0,24 | 6,45 | 6,44 | 6,37 | 6,4210,04 | 0,68
7 6,61 | 6,63 | 6,57 | 6,60+0,03 | 0,46 | 6,69 | 6,67 | 6,64 | 6,6710,02 | 0,38
15 6,73 | 6,70 | 6,67 | 6,70+0,03 | 0,45 | 6,73 | 6,76 | 6,72 | 6,74£0,02 | 0,31
29 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60+0,00 | 0,00 | 6,47 | 6,61 | 6,67 | 6,58%0,10 | 1,56
45 6,65 | 6,70 | 6,60 | 6,65+0,05 | 0,75 | 6,63 | 6,66 | 6,65 | 6,65+0,02 | 0,23
60 6,64 | 6,65 | 6,65 | 6,65+0,01 | 0,09 | 6,36 | 6,61 | 6,65 | 6,54%0,16 | 2,40

O pH médio inicial das suspensdes CXC é de 6,42 contemplando valores minimo e
maximo de 6,37 e 6,45, respectivamente. Para este valor médio contribui o pH do
xarope comum que € de 5,97 e o contetido das cépsulas que, para além de pirazinamida,
também contém talco e estearato de magnésio. Através dos resultados pode-se constatar
que, independentemente das temperaturas de armazenamento, os valores de pH obtidos
para todas as suspensdes foram muito semelhantes. Ainda se verifica que, no decorrer
do ensaio, tanto a 5+3°C como a 22+3°C, o pH das suspensdes variou muito pouco,
obtendo-se valores finais de 6,65 e 6,54, respectivamente. Estes resultados indicam que
durante dois meses o pH das suspensdes preparadas com cdpsulas estd sujeito a

varia¢des minimas e nao é afectado pela temperatura.
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Comparando as suspensdes MPXC com as CXC, oberva-se que os valores de pH médio
inicial sdo diferentes, sendo de 5,44 e de 6,42, respectivamente. Esta situacdo pode ser
devida ao facto de se ter utilizado xarope comum com pH diferentes, tendo sido usado
nas suspensdes CXC o de pH superior. Também pode ser explicada, principalmente,
pela diferente composicdo das referidas suspensdes, pois na CXC, para além da
substancia activa, estdo presentes ainda os excipientes da especialidade farmacéutica.

Os resultados de pH obtidos durante dois meses, cuja variacdo foi minima, estdo de
acordo com os apresentados por outros autores que também estudaram a estabilidade de
suspensoes de pirazinamida, durante o0 mesmo tempo, os quais referem nao ter havido
alteracdes substanciais naquele pardmetro. Allen e Erickson (1998) apresentam valores
de pH iniciais de, respectivamente, 4,4-4,5 e 3,7 para as suspensdes preparadas com
Ora-Sweet® e Ora Plus® ou com Ora-Sweet SF® e Ora-Plus® e para as preparadas
com xarope de cereja, tendo sido as variagdes inferiores a 0,5 durante o tempo do
estudo. Nahata et al. (1995) referem que o pH variou de 5,80 a 5,84 nas suspensodes
feitas com xarope comum e de 4,78 a 4,83 nas suspensdes que continham metilcelulose

e xarope comum como veiculo.

4.3.4. Doseamento da pirazinamida

Os teores em pirazinamida das suspensdes MPXC e de CXC, armazenadas a ambas as
temperaturas, estdo apresentados nas tabelas 4.6, 4.7, 4.8 e 4.9. As figuras 4.1 e 4.2
representam a percentagem de recuperacdo da pirazinamida nas suspensdes durante o
estudo de estabilidade. Considerou-se o valor da média das concentracdes das 10
suspensoes, calculado no ensaio da uniformidade de contetido, como a concentragdao
real de referéncia correspondente a 100% de substancia activa para as formulagdes
MPXC e CXC. Os critérios de aceitacdo foram definidos como a retencdo de um teor

em pirazinamida superior a 90% e inferior a 110% da concentracio real de referéncia.
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Tabela 4.6. Dados obtidos com as suspensdes MPXC armazenadas a 5+3°C

Areas de ~ ~ Média da
Tempo pico Concentrelgao R.ecu.p eragao recuperagdo | Desvio | CV
(diag) | AImOStas (média 3 S(“Hslfg’fgls.?)o p“az(l%"‘)““da pirazinamida | padrdo | (%)
replicados) (%)
A 8,88x10° 50,45 96,82
0 B 8,94x10° 50,81 97,50 97,77 1,11 | 1,14
C 9,08x10° 51,58 98,99
A 8,83x10° 50,25 96,44
7 B 9,00x10° 51,25 98,35 97,17 1,03 | 1,06
C 8,85x10° 50,40 96,72
A 8,21x10° 49,77 95,52
15 B 8,25x10° 50,03 96,01 95,99 047 |049
C 8,29x10° 50,26 96,45
A 7,85x10° 49,48 94,96
29 B 8,05x10° 50,75 97,40 97,36 2,38 | 245
C 8,24x10° 51,97 99,73
A 8,15x10° 51,55 98,92
45 B 8,07x10° 51,05 97,98 97,94 1,01 | 1,03
C 7,98x10° 50,50 96,91
A 8,25x10° 51,74 99,30
60 B 8,12x10° 50,91 97,70 98,25 0,90 |092
C 8,12x10° 50,95 97,77
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Tabela 4.7. Dados obtidos com as suspensdes MPXC armazenadas a 22+3°C

Areas de ~ ~ Média da
Tempo pico Concentrelgao R.ecu.p eragao recuperagdo | Desvio | CV
(diag) | AImOStas (média 3 S(“I;Z:ils,?)o plraz(l%‘;““da pirazinamida | padrdo | (%)
replicados) (%)
D 9,02x10° 51,28 98,41
0 E 9,10x10° 51,72 99,26 98,84 043 |043
F 9,06x10° 51,51 98,85
D 9,02x10° 51,34 98,53
7 E 9,06x10° 51,55 98,93 99,14 0,74 | 0,74
F 9,15x10° 52,09 99,95
D 8,11x10° 49,20 94,41
15 E 8,46x10° 51,29 98,43 96,74 2,08 | 2,15
F 8,36x10° 50,74 97,37
D 8,01x10° 50,49 96,90
29 E 8,02x10° 50,54 96,98 97,57 1,08 | 1,11
F 8,17x10° 51,49 98,82
D 8,21x10° 51,92 99,63
45 E 8,31x10° 52,55 100,85 100,11 0,65 | 0,65
F 8,22x10° 52,03 99,86
D 8,06x10° 50,53 96,96
60 E 8,18x10° 51,30 98,45 96,93 1,54 | 1,58
F 7,93x10° 49,70 95,38
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Figura 4.1. Teor em pirazinamida das suspensdes MPXC armazenadas a 5£3°C (m) e a

2213°C (¢ ) (média * desvio padrao; n=3)

O teor em pirazinamida das suspensdes MPXC, armazenadas a ambas as temperaturas,
manteve-se relativamente constante e permaneceu dentro das especificacOes
consideradas durante todo o tempo do ensaio, pelo que a temperatura ndo parece
influenciar significativamente a concentracdo da substancia activa durante dois meses

(tabelas 4.6 € 4.7, figura 4.1).
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Tabela 4.8. Dados obtidos com as suspensdes CXC armazenadas a 5+3°C

Areas de ~ ~ Média da
Tempo pico Concentrelgao R.ecu.p eragao recuperagdo | Desvio | CV
(diag) | AImOStas (média 3 S(“Hslfg’fgls.?)o Plraz(l%a‘)““da pirazinamida | padrdo | (%)
replicados) (%)
A 9,02x10° 52,58 104,04
0 B 8,85x10° 51,57 102,05 101,83 233 {228
C 8,62x10° 50,23 99,40
A 8,91x10° 51,60 102,11
7 B 8,90x10° 51,53 101,98 101,72 0,56 | 0,55
C 8,82x10° 51,08 101,07
A 9,11x10° 52,82 104,53
15 B 8,96x10° 51,94 102,78 102,21 2,65 |259
C 8,65x10° 50,19 99,32
A 9,28x10° 52,43 103,75
30 B 9,26x10° 52,30 103,49 102,55 1,85 | 1,81
C 8,99x10° 50,74 100,41
A 9,31x10° 53,17 105,21
45 B 9,17x10° 52,40 103,69 104,00 1,00 | 1,05
C 9,12x10° 52,10 103,10
A 9,47x10° 53,26 105,40
63 B 9,44x10° 53,15 105,17 103,43 321 |3,10
C 8,96x10° 50,40 99,73
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Tabela 4.9. Dados obtidos com as suspensdes CXC armazenadas a 22+3°C

Areas de ~ ~ Média da
. Concentragdo | Recuperagao ~ .
Tempo pico ~ . . recuperagdo | Desvio | CV
. Amostras e suspensao pirazinamida | . "% . -
(dias) (média 3 il ) (%) pirazinamida | padrdo | (%)
replicados) g 7 (%)
D 8,86x10° 51,62 102,14
0 E 8,49x10° 4945 97,85 100,55 2,35 | 2,34
F 8,82x10° 51,38 101,66
D 8,93x10° 51,73 102,36
7 E 8,51x10° 49,26 97,48 98,76 3,16 | 3,20
F 8,42x10° 48,74 96,44
D 8,92x10° 51,73 102,36
15 E 8,92x10° 51,72 102,34 101,23 1,93 | 1,91
F 8,63x10° 50,03 99,01
D 9,41x10° 53,11 105,10
30 E 8,90x10° 50,23 99,40 101,22 3,36 | 3,32
F 8,87x10° 50,11 99,16
D 9,64x10° 55,10 109,02
45 E 9,11x10° 52,01 102,91 107,02 3,55 | 3,32
F 9,65x10° 55,14 109,12
D 10,08x10° 56,72 112,24
63 E 9,47x10° 53,28 105,43 105,72 6,38 | 6,04
F 8,94x10° 50,28 99,49
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Figura 4.2. Teor em pirazinamida das suspensdes CXC armazenadas a 5+3°C (m) e a

2243°C (4 ) (média * desvio padrio; n=3)

Quanto as suspensdes CXC, armazenadas a 5+3°C, o teor de pirazinamida manteve-se
relativamente constante ao longo do tempo e permaneceu sempre dentro das
especificacdes (tabela 4.8). Nas suspensdes CXC, armazenadas a 22+3°C, verificou-se
uma variabilidade maior na percentagem de recuperacdo de pirazinamida constatando-
se que nos dias de amostragem 45 e 63 os valores sdo de, respectivamente,
107,024£3,55% e 105,72+6,38%, os quais ultrapassam ligeiramente o limite superior da
especificacao definida (110%) (tabela 4.9).

Comparando as duas formulagdes verifica-se que a variabilidade dos resultados € maior
quando as suspensdes sdo mantidas a temperatura ambiente, o que pode ser o resultado
de alteracdes provocadas pela oscilacao térmica do laboratério onde foram armazenadas
a cerca de 22°C. Esta variabilidade € mais notdria nas suspensdes em que a
pirazinamida foi obtida a partir das cédpsulas, possivelmente devido a presenca dos

excipientes. Estes incluem dois sélidos insoluveis, apresentando um deles (estearato de

magnésio) algumas propriedades tensioactivas. Estas substancias podem eventualmente
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influenciar o tamanho das particulas em suspensdo ao longo do tempo, sendo esta uma
hipétese para explicar os coeficientes de variagdo mais elevados nas suspensdes CXC,
principalmente a temperatura ambiente. Isto quer dizer que nas suspensdes CXC, devido
a presencga de excipientes das cdpsulas, ao longo do tempo e promovido pelo aumento
de temperatura, poderdo ocorrer fenémenos que promovam a formacdo de particulas de
tamanhos diferentes tal que possam influenciar a determinagdo do teor em pirazinamida.
Por outras palavras, apesar do volume retirado da suspensdo para amostragem ser
sempre o mesmo, pode suceder que, por vezes, 0 mesmo volume contenha particulas
maiores € outras vezes menores, obtendo-se assim maiores € menores concentragoes de
pirazinamida, respectivamente. Esta situacdo é mais evidente porque os volumes de
amostragem sao muito pequenos (100ul) aumentando assim a variabilidade. Isto causa
problemas de uniformidade de conteido que influenciam a variabilidade dos resultados
do doseamento apos trinta dias de ensaio. No entanto, como as doses para administragao
terapéutica sdo geralmente superiores a Iml o erro de dosagem que podera ser cometido
¢ certamente muito menor.

Os resultados analiticos demonstram que o teor de pirazinamida em todas as suspensoes
nunca atingiu o valor minimo definido para a estabilidade, ou seja 90% (m/v). Por este
facto a substincia activa € quimicamente estivel em xarope comum. Constatou-se que
em nenhum dos casos ha diminuic¢ao do teor de pirazinamida ao longo do tempo.

Allen e Erickson (1998) estudaram a estabilidade fisico-quimica de formulagdes de
pirazinamida (descritas em 3.3.1) as temperaturas de 5°C e 25°C e, relativamente ao teor
em pirazinamida, estabeleceram como critério de aceitacdo para a estabilidade a
reten¢do de pelo menos 90% da concentracdo inicial do farmaco. Os resultados que
obtiveram para todas as suspensdes, independentemente da temperatura, revelaram
valores de retencdo do farmaco, em relacdo ao valor inicial, desde 97,3+1,3% a
101,1+1,7% durante o tempo do ensaio, concluindo que a temperatura de
armazenamento ndo influencia a estabilidade e que as formulagdes estudadas sdo
estaveis durante 60 dias. Comparando estas conclusdes com as do presente trabalho,
apesar das formulacdes serem diferentes, verifica-se que sdo concordantes pois as
suspensoes preparadas unicamente com a substancia activa e xarope comum (MPXC)
ndo apresentaram variacdes significativas de concentracdo durante dois meses, quer
armazenadas a temperatura ambiente quer no frigorifico.

Nahata et al. (1995), que também realizaram estudos de estabilidade fisico-quimica de

formulacdes de pirazinamida (descritas em 3.3.1) a 4°C e 25°C, concluiram que as
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suspensdes preparadas eram estdveis por um periodo de dois meses as referidas
temperaturas, considerando como critério de aceitacdo a retencdo de pelo menos 90% da
concentracdo inicial. As suspensdes preparadas com xarope comum acondicionadas em
frasco de vidro, a ambas as temperaturas, mantiveram a concentra¢do praticamente
constante ao longo do estudo. No entanto, observaram que para a suspensdo preparada
com xarope comum e armazenada em frasco de plastico a 4°C havia um decréscimo da
concentracdo de pirazinamida ao final de 60 dias (90,913,3% da concentragdo inicial).
Este decréscimo também foi encontrado para a suspensdo preparada com metilcelulose
e xarope comum em frascos de plastico a 25°C, cujo valor era de 92,843,1% da
concentracdo inicial ao dia 60 de amostragem. Quanto a suspensdo anterior
acondicionada em frasco de vidro a 4°C observaram que, ao fim de 45 dias, apenas
apresentava 94+5,3% da concentracdo inicial. Porém, a mesma suspensdo armazenada a
25°C revelava um aumento da concentracdo, apresentando aos 45 e 60 dias,
respectivamente, valores de 104,816,9% e 105+5,2% da concentragdo inicial. Apesar
dos resultados que obtiveram, consideraram que a pirazinamida era estivel em todas
estas formulacdes, pois ndo estabeleceram um limite superior de concentracdo do
farmaco relativamente ao valor inicial e apenas tiveram em conta a média, € ndo o
desvio padrdo, quando aceitaram que determinados valores, como por exemplo
90,9+3,3%, cumpriam o critério de aceitacdo estabelecido. Comparando os resultados
obtidos por Nahata et al. com os do presente estudo, apesar de se tratarem de
formulacdes diferentes, pode verificar-se que neste ultimo nunca foi constatado um

decréscimo acentuado da concentracio em nenhuma das suspensdes estudadas,

N

o

contrariamente ao que se observa nos resultados daqueles autores. No que respeita

(@

variabilidade no teor de pirazinamida das suspensdes CXC a temperatura ambiente
idéntica a obtida por aqueles investigadores. Verifica-se também concordancia no que

concerne a estabilidade de dois meses atribuida por Nahata et al. as suspensdes de

pirazinamida com a das suspensdes MPXC do presente trabalho.

4.3.5. Pesquisa de acido pirazindico

Ao longo do tempo em que decorreu o ensaio foi pesquisada a presenca de acido

pirazindico nas suspensdes, usando as mesmas solu¢des amostra preparadas para o
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doseamento da pirazinamida. Nas suspensdoes MPXC e CXC, armazenadas a ambas as
temperaturas em estudo, nunca foi detectada a presenca de 4cido pirazindico, o que
confirma o facto de que a substancia activa ndo sofre processos de degradacdo durante

dois meses nas condi¢des de armazenamento estudadas.

4.4. Conclusoes

As suspensdes de pirazinamida MPXC, preparadas unicamente com substancia activa e
xarope comum, protegidas da luz, apresentam um doseamento em pirazinamida com
uma boa uniformidade de teor. Quando armazenadas no frigorifico ou a temperatura
ambiente, durante dois meses, o aspecto da preparacdo mantém as suas caracteristicas, o
pH ndo apresenta alteragdes significativas, a retencdo do teor de pirazinamida estd
compreendida entre os valores estabelecidos nos critérios de aceitagdo e nao se detecta
acido pirazindico. Uma vez que o teor em substancia activa das suspensdes cumpre as
especificacdes e que ndo se verificaram alteragdes significativas em todos os outros
parametros considerados no protocolo de estabilidade, estes resultados indicam que a
formulacdo MPXC apresenta estabilidade quimica e fisica durante dois meses, quer seja
armazenada no frigorifico ou a temperatura ambiente, quando preparada, acondicionada
e armazenada segundo a técnica e as condi¢des previamente descritas.

As suspensdes de pirazinamida CXC, preparadas com substancia activa proveniente do
conteido de cdpsulas de Pramide® 500mg, protegidas da luz, apresentam um
doseamento em pirazinamida também com boa uniformidade de teor. Quando
armazenadas no frigorifico durante dois meses, as conclusdes relativamente aos
parametros analisados sdo andlogas as referidas acima para as suspensdes MPXC.
Todavia, quando as suspensdes CXC sdo armazenadas a temperatura ambiente durante
dois meses, os resultados sdo semelhantes com excepcdo da retencdo de teor de
pirazinamida, pois os valores obtidos no doseamento ndo estdo dentro das
especificacdes nos dias de amostragem 45 e 63, ultrapassando os 110% de teor de
pirazinamida. Assim, embora autores com resultados semelhantes tenham aconselhado
prazos de utilizagdo de dois meses para as suspensdes armazenadas a temperatura

ambiente e apesar de todos os outros parametros estudados no presente trabalho
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apresentarem bons resultados, por prudéncia, devido a variabilidade dos valores obtidos
no doseamento da substincia activa, que ultrapassam o limite superior da especificaciao
aos dias 45 e 63, estabelece-se uma estabilidade quimica de apenas trinta dias.

Os bons resultados do ensaio de uniformidade de teor para as suspensdes MPXC e
CXC, aliados as caracteristicas consideradas no aspecto fisico das suspensdes, sdao
fundamentais para que haja uma homogeneidade na medi¢do de doses requeridas para
administracdo das terapéuticas. A reten¢do do teor em pirazinamida dentro das
especificacdes e a auséncia de 4dcido pirazindico durante a utilizacdo do medicamento
sdo importantes para garantir a eficdcia da terapéutica e a fiabilidade relativamente a

dose de pirazinamida que € administrada.
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CAPITULO 5

ESTUDO DE ESTABILIDADE
MICROBIOLOGICA DAS SUSPENSOES
LIQUIDAS ORAIS DE PIRAZINAMIDA
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5. Estudo de estabilidade microbiolégica das suspensoes

liquidas orais de pirazinamida

5.1. Introducao

No desenvolvimento de medicamentos € necessario ter em conta ndo sO a estabilidade
fisico-quimica das preparacoes mas também a sua estabilidade microbioldgica,
conciliando a efic4cia terap€utica com a segurancga e a qualidade.

As formulacdes liquidas sdo particularmente susceptiveis a contamina¢@o microbiana e,
por este motivo, é necessdrio fazer uma avaliacdo dessa susceptibilidade de modo a
garantir a qualidade das preparacdes formuladas, pois estas nunca deverao ser origem de
infeccdes. A auséncia de conservantes pode tornar as formulagdes vulnerdveis a
contamina¢cdo microbiana devido as sucessivas aberturas dos recipientes multidose
utilizados para o acondicionamento. Dai a importancia da realizacdo de ensaios
microbiol6gicos durante a avaliacdo da estabilidade das formulagdes, através dos quais
se poderd verificar a necessidade de utilizacdo de agentes conservantes para alcangar a
seguranca microbioldgica pretendida (Salgado et al., 2003; 2005).

A manipulacdo, o acondicionamento e a conservacdo das preparacdes farmacéuticas
devem ser conduzidas de modo a assegurar, durante o prazo de utilizagdo estabelecido,
uma qualidade microbioldgica satisfatéria, a qual € avaliada através da realizagdo de
estudos de estabilidade microbioldgica aplicando metodologia descrita na FP 8.

A estabilidade microbioldgica é entendida como a capacidade que o medicamento
apresenta de manter dentro dos limites especificados a sua esterilidade ou resisténcia ao
crescimento microbiano e, quando estdo presentes agentes antimicrobianos, estes devem
reter a sua eficdcia dentro dos limites estipulados (Farinha et al. 2001; USP 29).

No presente trabalho estudou-se a eficicia antimicrobiana da pirazinamida formulada
em suspensao oral, através da avaliacdo da actividade antimicrobiana das suspensdes,
com o objectivo de conhecer a necessidade de incluir na formulagdo agentes
conservantes. Procedeu-se também ao estudo da estabilidade microbiolégica das
suspensoes orais de pirazinamida MPXC e CXC, durante o mesmo periodo de dois

meses em que foi analisada a estabilidade fisico-quimica.
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Dado que as suspensdes orais liquidas de pirazinamida irdo ser amplamente usadas em
pediatria, no Hospital Dona Estefnia, fez-se ainda um estudo da sua susceptibilidade a
contaminacdo por estirpes bacterianas hospitalares multirresistentes, isoladas no mesmo
hospital, para avaliar a capacidade destas suspensdes impedirem a sua proliferacao.
Estes estudos foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Farmicia da Universidade de Lisboa sob a responsabilidade da Dra. Alexandra Silva e

da Professora Doutora Aida Duarte.

5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Materiais

5.2.1.1. Pirazinamida

Como substancia activa foi utilizada a pirazinamida, conforme descrito em 2.2.1.1, e o
conteddo das cdpsulas da especialidade farmacéutica Pramide® 500mg, descrito em

3.2.1.1.

5.2.1.2. Xarope comum

Como excipiente das suspensdes usou-se o xarope comum conforme descrito em 2.2.1.3

eem4.2.1.2.

Como controlo no ensaio de susceptibilidade a contaminacdo por microrganismos
multirresistentes do Hospital Dona Estefania usou-se o xarope comum com conservante
fornecido por José M. Vaz Pereira, SA (Portugal) com a referéncia do produto
1002790600 e lote 0507540. Apresenta-se como um liquido transparente de sabor doce
e incolor, pH 4,5, contendo 0,2% de para-hidroxibenzoato de metilo sédico e foi

generosamente oferecido pelo Hospital Dona Estefania.
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5.2.1.3. Microrganismos

Para realizar o estudo da eficdcia da conservacdo antimicrobiana foram usadas as
seguintes estirpes de referéncia: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC
16404.

No estudo da actividade bactericida da pirazinamida, formulada em suspensdo oral,
sobre microrganismos hospitalares multirresistentes usaram-se as seguintes estirpes,
provenientes do Hospital Dona Estefania, que foram gentilmente cedidas pela Dra. Rosa
Barros: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Pseudomonas
aeruginosa resistente ao imipenem (IMP-5), Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina (VRE), Escherichia coli resistente as cefalosporinas de 3* e 4* geracdo
(CTX-M-15) e Klebsiella pneumoniae resistente ao imipenem (VIM-2). Nas estirpes de
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foram

identificados, respectivamente, os genes IMP-5, CTX-M-15 e VIM-2 que sao

responsdveis pela producdo de enzimas que inactivam os antibiéticos B-lactamicos.

5.2.1.4. Solugdes e meios de cultura

Nos ensaios microbiolégicos efectuados foram usados os seguintes meios de cultura
para permitir o crescimento, a identificacdo e quantificagdo dos varios microrganismos:
Agar Cetrimida Base (ref. 4D975; BIOKAR, Franca) que ¢ um meio selectivo para
Pseudomonas aeruginosa; Chapman Médium (ref. 454792; Oxoid, Reino Unido) é
utilizado para o crescimento de Staphylococcus aureus; Slanetz (ref. 3M283; BIOKAR,
Franca) € selectivo de Enterococcus; Tryptone Bile X-Glucuronide (ref. 6C0017; Bio-
Rad Laboratories, EUA) permite a contagem de Escherichia coli; Drigalski (ref. 4J619;
BIOKAR, Franca) usado no isolamento de enterobactérias; Sabouraud e Cloranfenicol
(ref 5J322; BIOKAR, Franga) utilizado para contagem de fungos e leveduras; Plate
Count Agar (ref. 5J431; BIOKAR, Franca) ¢ um meio para crescimento de bactérias;
MacConkey (ref. 434214; Oxoid, Reino Unido) inibe o desenvolvimento de bactérias
Gram-positivas e permite o crescimento de bactérias que degradam a lactose por

producdo de 4cido.
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Como diluente das amostras foi utilizada dgua peptonada tamponada com cloreto de
sodio de pH 7 (ref. SL702; BIOKAR, Franga) e 4gua bidestilada e esterilizada.

Para a identificacdo da Escherichia coli, no caso de haver crescimento de coldnias,
aquando da pesquisa desta bactéria no estudo de estabilidade microbiologica das
suspensoes, sdo usadas as galerias de identificacdo BD Sistemas de Identificacdo BBL
Crystal Enteric/Nonfermenter ID Kit (ref. 245000; Becton Dickinson and Company;
EUA) e as galerias de identificagio API 20 E Sistema de identificacdo das
Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram-negativos (ref. 07584 C; bioMérieux SA,

Franca).

5.2.2. Métodos

5.2.2.1. Preparacdo das suspensdes de pirazinamida

Foram preparadas suspensdes de pirazinamida MPXC e CXC com concentracdo de
50mgml™ e volume final de 50ml para efectuar o estudo da eficdcia da conservacio
antimicrobiana, para serem submetidas ao ensaio de estabilidade microbioldgica e para
testar a susceptibilidade a contaminagdo por microrganismos multirresistentes. Ambas
as suspensodes sdo constituidas pelo mesmo veiculo, que é o xarope comum, e diferem
apenas na proveniéncia da pirazinamida. A suspensdio MPXC foi preparada
directamente a partir da substancia activa e a suspensdo CXC a partir de cdpsulas de
Pramide® 500mg. O procedimento para preparacdo e acondicionamento das suspensdes

jé foi descrito em 3.2.2.1 e 4.2.2.1.

5.2.2.2. Ensaio de eficédcia da conservacdo antimicrobiana

Com o objectivo de avaliar a actividade antimicrobiana prépria das suspensoes orais de
pirazinamida, efectuou-se o ensaio de eficdcia de conservagdo antimicrobiana segundo
as indicagdes da FP 8 (5.1.3. Eficdcia de conservantes antimicrobianos). Consistiu na
contaminacdo artificial das suspensdes de pirazinamida, através da inoculacdo de certos

microrganismos € no cdalculo, a intervalos de tempo determinados, do nimero de
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microrganismos vidveis através do método de filtracio por membranas. Para tal,
prepararam-se dez suspensoes de pirazinamida CXC (ver 5.2.2.1) e cada uma delas foi
dividida em duas partes iguais, obtendo-se deste modo vinte suspensdes de
pirazinamida com volume de 25ml que foram acondicionadas em frascos de vidro
ambar. De seguida, inoculou-se cada uma das estirpes de referéncia, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans e Aspergillus niger (descritas em
5.2.1.3), em cinco suspensdes de modo a ficarem com um inéculo de cerca de 10" a 108
microrganismos por mililitro da preparacdo aquando da homogeneiza¢do. As
suspensoes assim inoculadas foram conservadas protegidas da luz e a temperatura de 20
a 25°C. A colheita de amostras para andlise foi efectuada, com técnica asséptica em
camara de fluxo de ar laminar vertical, nos seguintes intervalos de tempo: 6 e 24 horas,
7, 14 e 28 dias depois da inoculagdo. Apds agitacdo manual das suspensdes, colheram-
se amostras de 1ml de cada recipiente e diluiram-se com 50ml de 4gua bidestilada e
esterilizada directamente nos copos da rampa de filtracdo (Millipore, EUA). Filtraram-
se as solucdes utilizando membranas filtrantes de nitrato de celulose de 50mm de
diametro e 0,45um de diametro de poro (ref. 66539; Pall Life Sciences, EUA). Cada
membrana foi lavada duas a trés vezes com, pelo menos, 100ml de dgua bidestilada e
esterilizada e depois transferida para as placas de meio de cultura apropriado, as quais
se colocaram a incubar durante determinado tempo a temperatura adequada (tabela 5.1).
Fez-se entdo a determinacdo do nimero de microrganismos vidveis por mililitro de
suspensdo, para cada uma das estirpes inoculadas, aos tempos de amostragem

considerados, através da contagem das unidades formadoras de coldnias (ufc).

Tabela 5.1. Condig¢des de incubacao das membranas ap6s filtracdo das amostras para

desenvolvimento das estirpes inoculadas

Estirpes inoculadas Meios de cultura Ter.nperatuf G Tempo (~ie
incubacio incubacio
Pseudomonas Cetrimida 30a37°C 24h
aeruginosa
Staphylococcus Chapman 302 37°C 24h
aureus
20 a 25°C 48h
Candida albicans SabourauFl N a o ou
Cloranfenicol 37°C 24h
. . Sabouraud e .
o +
Aspergillus niger Cloranfenicol 20 a25°C t 5 dias
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As propriedades conservantes das suspensdes sdo consideradas adequadas quando, nas
condi¢des de ensaio e apds o tempo e temperatura prescritos, houver uma diminui¢do
significativa ou auséncia de aumento do nimero de microrganismos nas suspensoes
inoculadas. Assim, foram considerados os critérios de aceita¢do, constantes na tabela

5.2 que representam a eficicia conservante recomendada que seja atingida (FP 8).

Tabela 5.2. Critérios de avalia¢do da actividade antimicrobiana para preparagdes orais
em termos de reducao logaritmica do nimero de microrganismos vidveis relativamente

ao valor obtido no in6culo (FP 8)

Reducio logaritmica
Microrganismos
14 dias 28 dias
Bactérias 3 Sem aumento
Fungos 1 Sem aumento

5.2.2.3. Protocolo de estabilidade microbioldgica

O protocolo geral de estabilidade adoptado obedeceu, nos aspectos aplicdveis, a
legislacao europeia que regulamenta os estudos de estabilidade de substancias activas e
de especialidades farmacéuticas (EMEA, 2003).

Para o estudo de estabilidade microbioldgica das suspensdes MPXC e CXC usaram-se
as mesmas suspensdes do estudo de estabilidade fisico-quimica e os tempos de
amostragem foram iguais, ou seja, os estudos de estabilidade fisico-quimica e
microbiolégica foram efectuados simultaneamente. Para tal, prepararam-se seis
suspensoes MPXC (ver 5.2.2.1), das quais trés foram conservadas a temperatura de
5+3°C (amostras A, B e C) e as outras trés a 22+3°C (amostras D, E e F), protegidas da
luz, durante um periodo de tempo de dois meses. Colheram-se amostras para anélise aos
0, 7, 15, 29, 45 e 60 dias de ensaio. O mesmo procedimento foi efectuado para as
suspensoes CXC, com excepcao dos tempos de amostragem, que se realizaram nos dias

0,7,15,30,45e 63.
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O método usado para o estudo da estabilidade microbioldgica das referidas suspensdes,
adaptado da FP 8 (ensaio 2.6.12), foi a avaliagdo da contaminacdo microbiana em
produtos ndo estéreis (determinagdo dos germes aerdbios vidveis totais) para determinar
o numero de bactérias mesofilas, fungos e leveduras capazes de crescer em aerobiose e
fazer a pesquisa de Escherichia coli.

A colheita das amostras realizou-se ap0ds agitacao manual das suspensdes. De cada uma
delas foi colhido Iml e fez-se a sua dilui¢do, na relacdo de 1/10, em solug¢do de dgua
peptonada tamponada e homogeneizou-se, obtendo-se solucdoes SMM1. A determinagao
dos germes aerdbios vidveis totais foi realizada pelo método de contagem em placas por
sementeira em superficie. Para este efeito, retiraram-se volumes de 100ul das solucdes
SMM1, colocaram-se em placas com os meios de cultura apropriados, fez-se o seu
espalhamento a superficie e incubaram-se durante um certo tempo a temperatura
adequada (tabela 5.3). Para cada meio de cultura realizaram-se amostragens em
duplicado. Apds a incubacdo determinou-se o nimero de bactérias aerdbias vidveis a
30°C e a 37°C e o nimero de fungos e leveduras. Assim, contaram-se as ufc e calculou-
se a concentracao microbiana por mililitro de suspensao.

Para pesquisar a presenca de Escherichia coli, retiraram-se volumes de 1ml das
solucdes SMMI1 e diluiram-se em 9ml de meio liquido de enriquecimento MacConkey e
homogeneizou-se, obtendo-se solugdes SMM?2. De seguida, incubaram-se as solugdes
SMM?2 a 44°C durante 24 horas, apés o que se colheram aliquotas de 100ul para
espalhamento em placas com meio de cultura s6lido de MacConkey, as quais foram a
incubar a 44°C durante 24 a 48 horas (tabela 5.3). As amostragens também foram feitas
em duplicado. Efectuou-se a leitura dos meios pesquisando o crescimento de colénias
caracteristicas de Escherichia coli, as quais se apresentam com coloracdo vermelha de
aspecto geralmente ndo mucoso e que podem ser confirmadas por testes de
identificacdo, recorrendo as galerias de identificacdo BBL Crystal e API mencionadas
em 5.2.1.4.

As determinacdes foram realizadas em condi¢des de assépcia, em camara de fluxo de ar
laminar vertical, para evitar qualquer risco de contaminacdo acidental das amostras e
teve-se em atengdo que as precaucdes tomadas ndo afectaram os microrganismos

susceptiveis de serem determinados.

Formulacdo em Pediatria: preparacéo e avaliagdo de uma forma magistral liquida oral de pirazinamida 139



Dissertagdo de Mestrado em Farmécia Hospitalar

Tabela 5.3. Condig¢des de incubacdo das amostras para determinacdo dos germes

aerdbios viaveis e pesquisa de Escherichia coli

Determinacoes Meios de cultura Tel.nperatur ade :I‘empo (~le
incubacao incubacao
Bactérias aerdbias vidveis | p o count Agar 30 a 35°C 24 a 48h
a 30°C
Bactérias aerolalas viaveis Plate Count Agar 37°C 24 4 43h
a37°C
Fungos e leveduras SabourauFi © 20 a25°C + 5 dias
Cloranfenicol
Escherichia coli MacConkey 44°C 24 a48h

Os critérios de qualidade microbioldgica adoptados foram os estabelecidos na FP 8
(ensaio 5.1.4) para as preparacdes farmacéuticas para administracdo por via oral: na
contagem de germes aerdbios vidveis totais, o nimero de bactérias aerdbias vidveis
deve ser inferior a 10° ufc/ml; a quantificacio de fungos e leveduras deve ser menor que

10% ufc/ml e na pesquisa de Escherichia coli esta deve estar ausente.

5.2.2.4. Susceptibilidade das suspensdes de pirazinamida a contaminagao

por microrganismos multirresistentes

Este ensaio foi realizado com o objectivo de estudar o comportamento das suspensoes
orais de pirazinamida, ap6s contaminacao por estirpes bacterianas multirresistentes.

Determinou-se a actividade bactericida da pirazinamida em cinco estirpes
multirresistentes, provenientes do Hospital Dona Estefania, que se encontram descritas
em 5.2.1.3. O método utilizado foi uma adaptacdo do ensaio de eficdcia dos
conservantes antimicrobianos da FP 8. Consistiu na preparacdo de cinco suspensodes
orais de pirazinamida MPXC (conforme descricdo em 5.2.2.1) em que cada uma delas
foi contaminada com uma estirpe bacteriana cujos indculos foram de cerca de 108
ufc/ml. Como controlos usaram-se o xarope comum, utilizado como veiculo na
preparacao das suspensdes orais de pirazinamida, € 0 xarope comum com conservante,

descritos em 5.2.1.2, os quais também foram contaminados com as mesmas estirpes
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inoculadas nas suspensdes de pirazinamida. Depois de inoculados, as suspensdes e 0s
controlos foram conservados durante noventa dias a temperatura de 20 a 25°C, ao abrigo
da luz, e efectuaram-se amostragens ao longo do tempo: 0, 1, 2, 7, 14, 82 e 90 dias.

A determinagdo das estirpes nas suspensoes e nos controlos foi realizada pelo método
de filtracdo por membrana (FP 8). Apds agitacdo manual das suspensdes, colheram-se
amostras de 1ml (em duplicado) e diluiram-se em 50ml de dgua bidestilada esterilizada
directamente nos copos da rampa de filtracio (Millipore, EUA). Filtraram-se as
solucdes por membranas de nitrato de celulose de 50mm de diametro e 0,45um de
diametro de poro (ref. 66539; Pall Life Sciences, EUA). Cada membrana foi lavada com
cerca de 100ml de 4gua bidestilada esterilizada, por duas a trés vezes, e depois
transferida para as placas de meio de cultura apropriado, sendo estas incubadas de
acordo com o descrito na tabela 5.4. De seguida fez-se a contagem de ufc presentes nas
membranas e calculou-se para cada uma das suspensdes inoculadas, nos tempos de
amostragem estipulados, a concentracdo bacteriana de cada estirpe por mililitro de

suspensdo. O mesmo procedimento foi efectuado com os controlos.

Tabela 5.4. Condic¢des de incubacdo das membranas apds filtracdo das amostras para

desenvolvimento das estirpes inoculadas

Estirpes inoculadas Meios de cultura Tel.nperatuf ade T empo (~le
incubacao incubacao
Staphylococcus Chapman 30a37°C 24h
aureus
Pseudomonas Cetrimida 30 37°C 24h
aeruginosa
Enterococcus faecalis Slanetz 30a37°C 24h
Escherichia coli Tryptone Bile X- 302 37°C 24h
Glucuronide
Kiebsiella Drigalski 30 a 37°C 24h
pneumoniae

Os critérios de avaliagdo da actividade antimicrobiana da pirazinamida consistiram na
reducgdo logaritmica do nimero de ufc ao longo do tempo, de acordo com o estipulado
para as preparagdes farmacéuticas orais no ensaio 5.1.3 da FP 8 (ver 5.2.2.2 e tabela

5.2).

Formulacdo em Pediatria: preparacéo e avaliagdo de uma forma magistral liquida oral de pirazinamida 141




Dissertagdo de Mestrado em Farmécia Hospitalar

No final do ensaio efectuou-se, ainda, a determina¢do do pH das suspensdes orais de
pirazinamida inoculadas com as estirpes bacterianas multirresistentes, de modo idéntico

ao descrito em 4.2.2.5.2.

5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Eficdcia da conservacao antimicrobiana

No decurso do desenvolvimento das formulagdes orais de pirazinamida, foi considerada
a possibilidade de uma maior susceptibilidade das suspensdes a contaminagao
microbiana causada pela utilizagdo de xarope comum como veiculo da preparagcdo
(Salgado et al., 2005). Por este motivo, com o intuito de conhecer a actividade
antimicrobiana das suspensdes orais preparadas com pirazinamida e xarope comum
efectuou-se o ensaio da conservacdo antimicrobiana cujos resultados sdo apresentados
na tabela 5.5. Este ensaio permite avaliar a necessidade de adicionar agentes
conservantes, no caso em que as preparacdes farmacéuticas ndo possuam elas proprias

capacidade de evitar ou limitar a proliferagao microbiana.

Tabela 5.5. Resultados do ensaio da efic4cia da conservagao antimicrobiana realizado

com suspensdes CXC

Tempo (dias)
Estirpes Inéculo 0,25 1 7 14 28
ufc/ml

Staphylococcus aureus 1,0x10® 320 21 0 0 0

Pseudomonas aeruginosa | 4,0x10° 228 | 180 ] O 0 0

Candida albicans 2,0x107 19 0 0 0 0

Aspergillus niger 4,0x10° 104 67 17 1 0
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Pela observagdo desta tabela consatata-se que, seis horas depois da inoculagdo dos
microrganismos nas suspensoes, hd um decréscimo logaritmico do nimero de ufc/ml de
cerca de 6 e, ao fim de 24 horas, o decréscimo logaritmico € de 1 para todas as estirpes,
excepto para a Pseudomonas aeruginosa. A partir do sétimo dia, nenhuma das
suspensoes de pirazinamida inoculadas apresenta ufc, com excepg¢do para as suspensoes
com a estirpe de Aspergillus niger que atingem esta situacdo apenas no 28° dia de
amostragem.

Como se pode verificar, os resultados obtidos cumprem os critérios de aceitacdao
especificados para preparacdes orais, com uma reducdo logaritmica do ndmero de
microrganismos viaveis, relativamente ao valor obtido no indculo inicial, melhor do que
as indicadas nas especificacoes da FP 8.

Deste modo, as suspensodes orais de pirazinamida em xarope comum nao constituem um
bom meio para a proliferacdo microbiana, pois possuem boas propriedades conservantes
conferidas pela propria actividade antimicrobiana da pirazinamida associada a elevada
concentracdo de sacarose, proxima da saturacdo, que conduz a hipertonicidade do
xarope comum. Assim, verificou-se que a presenca de xarope comum como veiculo do
farmaco nao influencia negativamente a capacidade de conservacdo das suspensdes.
Estes dados sugerem que as suspensoes orais de pirazinamida dispensam a inclusdo de
agentes conservantes na sua formulagdo o que constitui uma vantagem, pois mantém a
férmula simples e evitam reac¢des adversas provocadas por conservantes em doentes
pediatricos (American Academy of Pediatrics Committee on Drugs, 1997; Soni et al.,
2001; 2002), ndo apresentando deterioracdo da preparacdo nem risco de infeccdo para o
doente.

Neste ensaio teve-se em consideracdo que as suspensdes utilizadas tém na sua
constituicdo a pirazinamida, o xarope comum e 0s excipientes talco e estearato de
magnésio, pois foram preparadas a partir das cdpsulas de Pramide® 500mg. Como estas
capsulas ndo contém conservantes na sua composi¢do, os excipientes referidos nao
influenciam as propriedades antimicrobianas das suspensdes. Como tal, os resultados
obtidos para as suspensdes CXC também sao validos para as MPXC, ou seja, a eficacia

de conservacao antimicrobiana pode ser considerada similar em ambas.
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5.3.2. Estabilidade microbiolégica

Os ensaios de estabilidade microbiolégica foram realizados para determinar a qualidade
microbiolégica das suspensdes orais de pirazinamida e estabelecer um prazo de
utilizacdo. Deste modo, permitem garantir que, nas condicdes normais de
armazenamento estudadas e usando o método descrito para a preparacdo das
suspensoes, estas mantém as suas propriedades antimicrobianas, evitando os efeitos
nocivos que poderiam resultar da contaminacao ou da proliferagdo microbiana durante o
periodo de conservacgdo e utilizag@o das referidas preparacoes.

As determinacdes dos germes aerdbios vidveis e pesquisa de Escherichia coli nas
suspensdes MPXC e CXC, armazenadas a duas temperaturas diferentes, nos dias de
amostragem determinados no protocolo de estabilidade sdo apresentadas nas tabelas 5.6,

5.7,5.8e5.09.

Tabela 5.6. Determinagdo dos germes aerdbios vidveis e pesquisa de Escherichia coli

nas suspensdes MPXC armazenadas a 5£3°C

Bactérias aerobias

Tempo viaveis totais TS G Escherichia
(dias) Amostras - - leveduras coli
30°C 37°C (ufc/ml)

(ufc/ml) (ufc/ml)

=]
]

ausente
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Como se pode observar na tabela 5.6, as suspensdes orais preparadas a partir da

N

substancia activa, conservadas a temperatura de 5%3°C, nunca apresentaram

contaminac¢do durante o decurso do ensaio.

Tabela 5.7. Determinagdo dos germes aerdbios vidveis e pesquisa de Escherichia coli

nas suspensdes MPXC armazenadas a 22+3°C

Bactérias aerobias

Tempo
(dias)

Amostras

viaveis totais

30°C
(ufc/ml)

37°C
(ufc/ml)

Fungos e
leveduras
(ufc/ml)

Escherichia
coli

0
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Em relacdo as suspensdes armazenadas a 2243°C (tabela 5.7), verifica-se que ndo houve
desenvolvimento microbiano até ao 15° dia do ensaio. Neste dia de colheita de amostras
para andlise, contabilizaram-se 250 ufc/ml de bactérias aerdbias vidveis determinadas a
temperatura de 30°C numa das suspensdes, valor este que ainda se encontra dentro dos
limites de aceitacdo estabelecidos (<10 ufc/ml). Contudo, dado que nenhuma das outras
suspensoOes apresentou crescimento bacteriano e, que no tempo de amostragem seguinte
(dia 29), a mesma suspensao ndo manteve nem aumentou este valor mas, antes pelo
contrério, ja ndo manifestou nenhum tipo de proliferacio microbiana, situacdo que se
prolongou até a conclusdo do ensaio, considerou-se que esta seria uma contaminacao

pontual e fortuita, relacionada provavelmente com a técnica ou a colheita de amostras e,
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deste modo, ndo valorizdvel na avaliacdo global da estabilidade microbiolégica das
suspensoes.

Em nenhuma das suspensdes foram detectadas coldnias caracteristicas da presenga de
Escherichia coli nem se desenvolveram fungos e leveduras.

Estes resultados evidenciam que as suspensdoes MPXC tém uma estabilidade
microbiolégica de 60 dias, independentemente das temperaturas de armazenamento
estudadas, pois ndo existem diferencas entre os resultados obtidos com as suspensodes

conservadas a 5+3°C e a 22+3°C.

Tabela 5.8. Determinagdo dos germes aerdbios vidveis e pesquisa de Escherichia coli

nas suspensdes CXC armazenadas a 5+3°C

Bactérias aerobias

viaveis totais

Tempo
(dias)

Amostras

30°C
(ufc/ml)

37°C
(ufc/ml)

Fungos e
leveduras
(ufc/ml)

Escherichia
coli
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Pela andlise da tabela 5.8 pode-se constatar que as suspensdes preparadas a partir de
capsulas, conservadas a 513°C, comecaram a apresentar algumas ufc correspondentes a
bactérias aerdbias vidveis apenas ao 15° dia. Neste dia, verificou-se esta situacdo em
duas das suspensdes mas, nos tempos de amostragem seguintes, somente a amostra A

continuou a apresentar contaminacdo embora sem aumento dos valores iniciais
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quantificados. No tultimo dia do ensaio (dia 63) ndo se observou crescimento bacteriano

em nenhuma das suspensoes, inclusivamente na amostra A.

Tabela 5.9. Determinagdo dos germes aerdbios vidveis e pesquisa de Escherichia coli

nas suspensdes CXC armazenadas a 2213°C

Bactérias aerobias

viaveis totais Fungos e

Tempo
(dias)

Amostras

30°C
(ufc/ml)

37°C
(ufc/ml)

leveduras
(ufc/ml)

Escherichia
coli
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Relativamente as suspensoes conservadas a 22+3°C (tabela 5.9), todas permaneceram
sem desenvolvimento microbiano até ao dia 30. Neste tempo de amostragem, numa das
suspensoes, contabilizaram-se 2 ufc/ml de bactérias aerdbias a 30°C, as quais nas
colheitas seguintes ja ndo apareceram, o que se deve provavelmente a capacidade
antimicrobiana das suspensdes que inibiu a sua proliferacdo. A mesma suspensdo
apresentou contaminac¢do correspondente a bactérias aerdbias vidveis determinadas a
37°C a partir do dia 45 do ensaio.

Todos os resultados que se obtiveram encontram-se dentro das especificacoes
estipuladas. A pesquisa de Escherichia coli indicou a sua auséncia em todas as

suspensoes e também ndo se observou o crescimento de fungos nem leveduras.
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Dado que o desenvolvimento microbiano €, geralmente, favorecido por temperaturas
mais elevadas seria de esperar que a contaminacdo fosse superior nas suspensdes
conservadas a 221+3°C do que nas conservadas a 513° C. Nos ensaios de estabilidade
microbioldgica das suspensdes CXC verifica-se o contrdrio, pelo que se pode pdr a
hipétese de serem contaminagdes acidentais relacionadas com a técnica ou colheita de
amostras.

Estes resultados evidenciam que as suspensdes CXC tém uma estabilidade

microbioldgica de 63 dias, quer sejam armazenadas a 5+3°C quer a 22+3°C.

De uma forma geral, ambas as suspensdes MPXC e CXC apresentam uma boa
estabilidade microbiolégica de dois meses, armazenadas a 5+3°C ou a 22+3°C. As boas
propriedades conservantes das suspensdes de pirazinamida, devido a accdo conjunta da
actividade antimicrobiana do farmaco e da concentragao hiperténica do xarope comum,
observadas no ensaio de eficdcia de conservacdo antimicrobiana, comprovaram-se no
ensaio de estabilidade microbioldgica, reforcando a dispensa de utilizagdo de agentes de
conservacao nas formulagdes. Visto ndo existirem diferencas, entre os resultados
obtidos com as suspensdes conservadas as duas temperaturas estudadas, ndo se pode
dizer que o armazenamento a temperaturas mais baixas seja mais eficaz na inibi¢do do
crescimento microbiano, isto é, a susceptibilidade das suspensdes a contaminagdo
microbiana nao foi influenciada pela temperatura, durante os 2 meses do ensaio.

Relativamente as formulacdes de pirazinamida estudadas por Nahata et al. (1995) e
Allen e Erickson (1998), que tém vindo a ser referidas nos Capitulos anteriores, ndo é
possivel comparar os resultados de estabilidade microbioldgica obtidos no presente
trabalho, pois estes autores apenas estudaram a estabilidade fisico-quimica. De facto, na
literatura, os estudos de estabilidade microbioldgica de formulagdes extemporaneas sao
escassos e, sendo este um aspecto tdo importante na seguranga dos medicamentos, os
resultados do presente trabalho constituem uma mais valia para a qualidade das

suspensoes orais de pirazinamida.
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5.3.3.  Susceptibilidade a  contaminacdo por  microrganismos

multirresistentes

As suspensdes orais de pirazinamida destinam-se a serem utilizadas por doentes
pedidtricos que poderdo estar em regime de internamento e, por isso, € importante
avaliar o comportamento destas suspensdes, para a eventualidade de haver
contaminacdo por estirpes multirresistentes provocada pela sua manipulacdo em
ambiente hospitalar. Por outro lado, ndo existindo estudos que demonstrem a actividade
antimicrobiana da pirazinamida relativamente a outras bactérias para além do
Mycobacterium tuberculosis, foi decidido verificar a ac¢do deste farmaco na presenga
de estirpes bacterianas multirresistentes.

Ap6s a inoculagdo das suspensdes de pirazinamida e dos controlos de xarope comum
sem conservante com 10® ufc/ml, verificou-se que nas determinacdes a 0 e 24 horas
obtiveram-se concentragcdes bacterianas da ordem de 10° ufc/ml. As 48 horas observou-
se uma diminui¢cdo significativa das concentra¢ds bacterianas, em relagdo ao indculo
inicial, com uma reducdo logaritmica de cerca de 6 a 7 das ufc/ml da maioria das
estirpes. O unico valor de concentragdo bacteriana que se manteve inalterado desde o
tempo 0 até as 48 horas foi observado no controlo de xarope comum contaminado com
Pseudomonas aeruginosa. A partir do 7° dia constatou-se a auséncia de contaminacao
bacteriana nas suspensdes de pirazinamida inoculadas com as estirpes de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, mas a suspensdo com Enterococcus faecalis manteve um ndmero de
3,0x10° ufc/ml desde as 48 horas até 82° dia e ndo apresentou contaminagdo ao dia 90.
No controlo de xarope comum sem conservante, apenas ao fim de 14 dias se observou
auséncia de crescimento microbiano para as cinco estirpes em estudo (tabela 5.10). Nos
controlos de xarope comum com conservante, todas as estirpes bacterianas em ensaio
tiveram o seu desenvolvimento inibido ao fim de 48 horas o que se deveu a ac¢do do

conservante (resultados ndo apresentados).
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Tabela 5.10 Actividade antibacteriana das suspensdes de pirazinamida

comparativamente com o xarope comum sem conservante (resultados expressos em

ufc/ml)
tempo (dias)
Estirpes
Inéculo 0 1 2 7 14 82 |90
Staphylococcus | 5 5 108 | 53.0x10° | 3.0x10° | 4.4x10 0 0 0 0
_cg aureus
é Pseudomonas 3 6 6
g / 2.4x10% | >3,0x10° | >3,0x10° | 4,2x10 0 0 0 0
ﬁ aeruglnosa
SO o
ax Scce()rlll.c @l 1,5x10° | 3,0x10° | >3,0x10° | 1,0x10° 0 0 0 0
g =
S Klebsiella 1 4 ¢ 108 | 53.0x10° | >3,0x10° | 3.3x10 0 0 0 0
% pneumomae
=
wnn
Enterococcus | 4 3108 | 53.0x10° | >3.0x10° | 3.0x10° | 3.0x10° | 3.0x10° | 3.0x10° | ©
faecalis
Staphylococcus | 5 5 108 | 53.0x10° | >3.0x10° | 3.0x10° | 8.6x10 0 0 0
aureus
% Pseudomonas 8 6 6 6 2
3 / 2.4x10° | >3,0x10° | >3.0x10° | >3,0x10° | 3,0x10 0 0 0
g2 aeruginosa
= 5 Y
g g| Bscherichia 1 s 108 | 53,0x10° | >3,0x10° | £3,0x10% | 3.6x10 | 0 0o |o
S ¥ coli
D S
% 3 Klebsiella
= ; 4,6x10° | >3,0x10° [ >3,0x10° | £3,0x10° | 4,7x10 0 0 0
> pneumoniae
Enterococcus 1 4 3108 | 53.0x10° | 3.0x10° | £3,0x10? | 3.2x10? 0 0 0
faecalis

Os resultados obtidos demonstram que a suspensdo de pirazinamida tem actividade
bactericida para quatro das estirpes bacterianas em ensaio, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, mas nao ¢é
igualmente eficaz contra o Enterococcus faecalis, permitindo que este continue vidvel
na suspensdao durante 82 dias. Surpreendentemente, a mesma estirpe bacteriana foi
completamente eliminada do xarope comum sem conservante ao fim de apenas sete
dias. Esta observacdo, sem duvida interessante, continua a ser objecto de investigacao
no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa.
A importancia deste microrganismo deve-se ao facto de, nos ultimos anos, ter

conduzido a altas taxas de mortalidade e morbilidade pela sua elevada prevaléncia em
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infecgdes hospitalares  (Sousa, 2005). Desenvolve facilmente resisténcia aos
antimicrobianos, nomeadamente a vancomicina, e tem capacidade de transferir os genes
responsaveis pela resisténcia a outras espécies bacterianas como o Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA), permitindo assim a seleccao de estirpes
resistentes a vancomicina com consequente colonizacdo destas bactérias (Silva et al.,
2007).

Embora o xarope comum seja uma solucdo hipertonica, estas estirpes bacterianas
multirresistentes t€ém a capacidade de sobreviver sete dias neste meio, como se verificou
no controlo de xarope comum sem conservante, enquanto que a presenca de metil-
parabeno no xarope comum causa a sua inibi¢ao ao fim de 48 horas.

Neste estudo usaram-se apenas suspensdes preparadas unicamente com a substincia
activa de pirazinamida. No entanto, os resultados deste ensaio de susceptibilidade
podem ser extrapolados para as suspensdes preparadas com as cdpsulas de Pramide®
500mg, pelas mesmas razOes apontadas anteriormente no estudo de eficicia de
conservacgao antimicrobiana (ver 5.3.1).

Relativamente as determinacdes de pH das suspensdes inoculadas com as estirpes
bacterianas multirresistentes, os resultados obtidos sdo semelhantes aos valores de pH
das suspensdes MPXC observados no ensaio de estabilidade fisico-quimica (ver 4.3.3),
pelo que a contaminac¢do das suspensdes com estes microrganismos ndo parece ter
originado formacdo de substiancias que pudessem provocar modificacdes neste
parametro. Isto significa que os valores de pH das suspensdes ndo foram afectados pela

inoculacdo das estirpes bacterianas em estudo (tabela 5.11).

Tabela 5.11. Valores de pH das suspensdes orais de pirazinamida MPXC inoculadas

com estirpes bacterianas multirresistentes ap6s o fim do ensaio

£ Estirpes inoculadas pH
£ Staphylococcus aureus 5,70
N
s
a &2 Pseudomonas aeruginosa 5,88
o A
s s o :
5 Escherichia coli 5,82
Q
72}
=
% Klebsiella pneumoniae 5,63
7

Enterococcus faecalis 5,94
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5.4. Conclusoes

Os estudos de eficicia da conservacdo antimicrobiana das suspensdes orais de
pirazinamida permitiram concluir que estas apresentam boas propriedades conservantes
devido a hipertonicidade do xarope comum e a actividade antimicrobiana da
pirazinamida, dispensando assim a inclusdo de agentes conservantes na sua formulagao.
Os ensaios de avaliacdo da estabilidade microbiolégica vieram comprovar este facto,
pois as suspensodes preparadas a partir da substancia activa de pirazinamida (MPXC) ou
a partir do contetido das cdpsulas de Pramide® 500mg (CXC) ndo sdo susceptiveis a
facil contaminacdo microbiana e demonstram ser microbiologicamente estdveis durante
cerca de dois meses. Relativamente ao armazenamento, uma vez que nao ha diferengas
nos resultados obtidos as duas temperaturas estudadas, as suspensdes podem ser
conservadas a temperatura ambiente (<25°C), protegidas da luz, sem haver
compromisso na sua estabilidade microbiolégica.

Através do ensaio de susceptibilidade a contaminacdo por microrganismos
multirresistentes concluiu-se que estas suspensdes nao constituem um bom meio para a
proliferac@o das estirpes bacterianas em causa, com excep¢do do Enterococcus faecalis.
Estes resultados sao bastante satisfatorios, pois a preparagdo e administracdo das
suspensoes serd feita em meio hospitalar onde poderdo estar sujeitas a este tipo de
contaminagoes.

Convém ainda realcar que a correcta preparacdo, conservacdo, manipulacdo e
administracdo das férmulas magistrais em meio hospitalar ndo podem ser esquecidas,
pois também sdo muito importantes para evitar contaminacdes microbianas.

De facto, a qualidade microbioldgica das formulagdes € um parametro crucial a ser
considerado pelo farmacéutico na preparacdo de medicamentos manipulados para
pediatria porque as infeccdes nosocomiais sdo causa significativa de mortalidade e
morbilidade em criancas principalmente nos recém-nascidos (Chapman e Stoll, 2002;
Hudome e Fisher, 2001; Raymond, 2000; Salgado et al., 2005).

Conclui-se, assim, que estas suspensdes orais de pirazinamida apresentam boas
propriedades de conservagdo microbioldgica, sendo deste modo adequadas para a
populacdo pedidtrica, geralmente mais vulnerdvel a infec¢des e a reaccdes adversas

provocadas por conservantes.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES GERAIS
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6. Conclusoes gerais

Devido a falta de medicamentos aprovados em pediatria ndo existem comercializadas
especialidades farmacéuticas em formas e dosagens adequadas para as necessidades das
diversas subpopulacdes pedidtricas. Deste modo, os farmacéuticos tém, frequentemente,
que recorrer a manipulacao galénica, modificando medicamentos destinados a adultos
em formulagcdes apropriadas para administracdo pedidtrica. De facto, entre outras
fungdes, incumbe a profissdao farmacéutica dispensar medicamentos a populacido,
responsabilidade que inclui, naturalmente, a sua concepcao e preparacdo. No entanto, a
manipulacdo galénica ndo estd isenta de riscos e, como tal, € necessdrio assegurar a
qualidade, seguranca e eficdcia das formulas extemporaneas, nao s6 com a aplicagdo das
boas praticas de fabrico mas também através da realizacdo de estudos de formulacdo e
estabilidade.

Visto a manipulacdo de medicamentos ser uma pratica corrente em pediatria, €
fundamental que o farmac€utico possua informacdo adequada para preparar
formulacdes extemporaneas de qualidade. Contudo, verifica-se que muitas das férmulas
pedidtricas, publicadas na literatura, sdo constituidas por misturas complexas de
excipientes, considerados inactivos em adultos mas potencialmente toxicos para os
doentes pediatricos, devido a sua imaturidade fisiolégica. Para além disso, ainda é de
salientar que muitas formulacdes publicadas carecem de dados documentados de
estabilidade, essenciais para a atribuicdo de um prazo de utilizacdo. Esta situacdo € mais
agravada no que se refere a estabilidade microbioldgica, pois a maioria dos estudos
realizados incidem principalmente sobre a instabilidade fisica e quimica. Assim, sdo
frequentemente adicionados as preparagdes agentes conservantes, por vezes causadores
de reaccdes adversas em criancas, sem conhecer a sua efectiva necessidade.
Consequentemente sdo administradas férmulas magistrais, sem conhecimento da sua
capacidade de conservagdo antimicrobiana, a criancas com o sistema imunoldgico
imaturo ou comprometido e, por isso, mais susceptiveis a infeccoes.

Considerando a necessidade de formulacdes magistrais de qualidade apropriadas para
pediatria, no presente trabalho procedeu-se a formulacdo e ao estudo da pirazinamida
sob a forma de liquido para administracdo oral pois, como foi referido anteriormente,

este farmaco apenas existe comercializado em capsulas de 500mg, em Portugal.
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Os resultados obtidos permitiram tirar conclusdes sobre as propriedades das suspensodes
formuladas bem como acerca da sua estabilidade para se poder conhecer a viabilidade
para uso terapéutico.

Tendo em consideracdo todos os resultados dos estudos de formulagdo e de estabilidade
fisica, quimica e microbioldgica, estabeleceu-se um prazo de utilizagdo e elaborou-se
uma ficha de preparagdo (Anexo) para as suspensdes de pirazinamida. Assim, as
suspensdes preparadas apenas com a substancia activa e xarope comum (MPXC) tém
um prazo de utilizacdo de dois meses, quando produzidas segundo a técnica descrita,
protegidas da luz e armazenadas no frigorifico ou a temperatura ambiente. As
suspensdes em que se utilizou o contetido das cédpsulas e o xarope comum (CXC) tém,
igualmente, um prazo de utilizacdo de dois meses, quando preparadas segundo a técnica
descrita, protegidas da luz e armazenadas no frigorifico. Se forem mantidas a
temperatura ambiente, os resultados obtidos apenas suportam um prazo de utilizacio de
um mes.

A férmula liquida oral de pirazinamida desenvolvida e estudada neste trabalho possui
caracteristicas adequadas para utilizacdo em pediatria, nomeadamente, concentragao
apropriada para as doses pedidtricas habitualmente prescritas, possibilidade de
versatilidade nas doses, facilidade de administragdo, sabor agradédvel para favorecer a
adesdo a terapéutica e simplicidade de componentes para evitar problemas de toxicidade
e reaccdes adversas em populacdes mais vulnerdveis. E facil e rdpida de preparar,
exigindo apenas material bésico de laboratdrio, sendo a redispersdao do sedimento, antes
da administracdo, obtida apenas por agitacio manual. Possui ainda uma boa estabilidade
fisica, quimica e microbioldgica.

De facto, os estudos de estabilidade fornecem informagdes relevantes acerca da
qualidade, seguranga e eficicia dos medicamentos manipulados e, deste modo, o
farmacéutico pode preparar e dispensar uma féormula magistral cuja qualidade ndo s6
estd garantida a nivel da eficicia como também cumpre os requisitos de seguranca
exigidos. Para complementar os estudos realizados no presente trabalho e aumentar as
informacdes disponiveis sobre a estabilidade e, consequentemente, a qualidade dos
medicamentos manipulados, sugere-se que futuramente também se possam realizar
estudos de estabilidade, simulando as condi¢des de utilizacdo dos medicamentos (“in
use stability tests”). Estes t€m como objectivo estabelecer um periodo de tempo durante
o qual, um produto acondicionado num recipiente multidose, pode ser usado mantendo

a sua qualidade apdés a abertura do mesmo (EMEA, 2001). Devem entdo ser
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considerados os factores influentes que decorrem do manuseamento do produto por
parte do doente, pois em terapéuticas longas as sucessivas aberturas das embalagens
podem ser causa de reducdo do prazo de utilizagdo, designadamente devido a
contaminac¢do microbioldgica.

Convém ainda referir que, apesar dos estudos de estabilidade poderem assegurar a
qualidade, a eficécia e a seguranca dos medicamentos nio sdo garantia absoluta destes
parametros e, por isso, t€ém que ser aplicadas as boas praticas de fabrico de
medicamentos e deve ser feita a monitorizagdo clinica dos doentes devido as questdes
de biodisponibilidade dos farmacos.

Conclui-se, entdo, que os medicamentos manipulados continuam a ser necessarios € a
ter um papel relevante em preencher determinadas lacunas relativas a medicamentos
para pediatria, garantindo assim que estes doentes t€m acesso a tratamentos
farmacoterapéuticos adequados.

De qualque modo, estamos ainda longe da situacdo ideal no que respeita a
disponibilidade de medicamentos para pediatria, pelo que a melhoria da terapéutica
farmacoldgica da populagao pedidtrica requer um esfor¢o conjunto de profissionais de

saude, autoridades regulamentares e industria farmacéutica.
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ANEXO

FICHA DE PREPARACAO DA SUSPENSAO
ORAL DE PIRAZINAMIDA
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Ficha de Preparacao

Suspensao oral de Pirazinamida a 5% (m/V)

Forma farmacéutica: suspensao oral

Numero do lote:

Data de preparacao:

Quantidade a preparar:

Rubrica Rubrica
Matérias- N° . . | Quantidade | Quantidade | Quantidade do do
. Origem | Farmacopeia .
primas lote para 100ml | calculada pesada operador | supervisor
e data e data
Pirazinamida 5¢g
Xarope qbp 100ml
comum
Capgulas d ¢ Pramide® . 10
pirazinamida capsulas
Preparacao

a) preparagdo a partir de pirazinamida em p6

Rubrica do operador

9. Secar o material

6. Completar o volume com veiculo

8. Lavar o material utilizado

4. Transferir a suspensdo para proveta rolhada

1. Verificar o estado de limpeza do material a utilizar
2. Pesar a pirazinamida e transferir para almofariz de porcelana

3. Adicionar um pouco de veiculo e misturar até obtengdo de
aspecto homogéneo

5. Lavar o almofariz com veiculo e juntar a proveta

7. Agitar manualmente até obtencao de aspecto homogéneo

Rubrica do supervisor

Data
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b) preparagdo a partir de capsulas de pirazinamida

Rubrica do operador

1. Verificar o estado de limpeza do material a utilizar

2. Abrir as cédpsulas e transferir o seu contetido para almofariz de
porcelana

3. Adicionar um pouco de veiculo e misturar até obtengdo de
aspecto homogéneo

4. Transferir a suspensdo para proveta rolhada

5. Lavar o almofariz com veiculo e juntar a proveta

6. Completar o volume com veiculo

7. Agitar manualmente até obtencao de aspecto homogéneo
8. Lavar o material utilizado

9. Secar o material

Embalagem

1. Embalar a suspensdo em frasco de vidro ambar, tipolIl (FP8)

Material de embalagem N° lote Origem

Capacidade do recipiente:
Operador:

Rubrica do supervisor | Data
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Rotulagem

Proceder a elaboragao do rétulo de acordo com o modelo descrito em seguida
Anexar a esta ficha de preparacdo uma cOpia, rubricada e datada, do rétulo da

embalagem dispensada

N =

Modelo de rétulo

Identificag¢do do hospital Identificacdo do doente

Servigos Farmacéuticos
Suspensao Oral de Pirazinamida a 5% (m/V)

N° de lote
Data da preparagao
Prazo de utilizagao*
Iml de suspensdo contém 50mg de pirazinamida
Contém sacarose (e os excipientes da especialidade farmacéutica, caso se aplique)

Volume total ml

Agitar bem antes de usar
Conservar no frigorifico** ou a temperatura ambiente no frasco bem fechado

(Posologia)

*2 meses
*% apenas necessdrio no caso da suspensdo ser preparada a partir da especialidade farmacéutica

Operador

Rubrica do supervisor | Data
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Verificacao
. . ~ Resultado p Ribrica do
Ensaio Especificacao nao
conforme Operador
conforme

1. Caracteristicas organolépticas

1.1. Cor
Verificar conformidade com a
especificagdo

1.2. Odor
Verificar conformidade com a
especificagdo

1.3. Aspecto
Agitar a suspensdo e verificar
conformidade com a especificacdo

2. Conformidade
definicao da

com a
monografia

Suspensdo de cor | |

branca

Suspensdo com odor | |

caracteristico

Suspensdo com
aspecto homogeneo

Texto "Preparagdes

liquidas para uso | |

“Preparacoes liquidas para uso oral” (FP8)
oral” da FP8
3. Quantidade _ ml(+5%) | | | |
Antes do enchimento verificar, em (quantidade a
proveta graduada, o volume da preparar)
preparacao
Aprovado I:I Rejeitado I:I
Supervisor /

Rubrica do supervisor

Data
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