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RESUMO

As verrugas genitais sao lesbes epiteliais induzidas pelo Papillomavirus Humano
(HPV) cujas técnicas atualmente utilizadas para seu tratamento séo dolorosas e com
recidivas que costumam acontecer em curto espaco de tempo. Uma alternativa para
o tratamento poderia ser a aplica¢do local do cidofovir. O cidofovir € um farmaco
antiviral pertencente a classe dos analogos nucleosidicos, com amplo espectro
contra DNA virus que foi autorizado em 1996 pela FDA para o tratamento de retinite
por citomegalovirus. No entanto, inUmeros estudos “off-label” relatam a eficacia
deste farmaco aplicado por via topica e intralesional para o tratamento de lesdes
causadas pelo HPV utilizando preparacdes manipuladas em farmacias hospitalares.
Tendo em vista que ndo existe padronizacdo de concentracéo de cidofovir e ou tipo
de veiculo utilizado, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacao fisico-
guimica do farmaco e, a partir de formas farmacéuticas semi-sélidas padronizadas,
realizar estudos de liberacdo e permeacao cutanea utilizando a pele de cobra da
espécie jiboia (Boa constrictor). Para a caracterizagdo fisico-quimica do insumo
farmacéutico ativo foram realizadas técnicas de ressonancia magnética nuclear,
espectroscopia de Infravermelho, microscopia eletronica de varredura, difracdo de
raios-x, andlise térmica, teor do farmaco e umidade. As formulagbes desenvolvidas
(E = emulsao, G = gel de carbopol, GP = gel carbopol com propilenoglicol 5%, GE =
gel de carbopol com etanol 5%) foram avaliadas através da determinacdo do pH,
viscosidade e espalhabilidade. Testes de centrifugacao e afericdo do tamanho de
goticulas foram também realizados para a preparagdo emulsionada. Duas técnicas
de quantificacdo do farmaco foram desenvolvidas e validadas conforme a RE
899/2003 da Anvisa, sendo uma por espectrofotometria de ultravioleta, e a outra
técnica por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Nos estudos de liberacao in vitro,
foi observado que a viscosidade foi o fator determinante na difusdo do farmaco,
sendo evidenciado um perfil de liberacdo superior para a emulsdo. Além disso,
verificou-se que todas as preparacfes seguiram o modelo cinético de Higuchi,
indicando que os sistemas séo controlados por difusdo. J& no ensaio de permeacao
cutanea in vitro, verificou-se que a quantidade de farmaco permeada foi maior
também para a emulsao, apresentando esta um perfil consoante com sua cinética de
liberacdo. Considerando as formulagbes gelificadas, foi verificado que as

concentracbes dos promotores de permeacdo avaliados, a saber, propilenoglicol e



etanol, ndo influenciaram de forma significativa a permeacéo do cidofovir através do

modelo de biomembrana empregado.

PALAVRAS CHAVES: Papiloma virus humano, condiloma, gel, creme.



ABSTRACT

Genital warts are epithelial lesions induced by Human Papillomavirus (HPV) whose
techniques currently used for treatment are painful and wich relapses that usually
happen | n a short time. An alternative for the treatment could be the local application
of cidofovir. Cidofovir is an antiviral drug that belongs to the class of nucleoside
analogues with broad spectrum against DNA virus that was authorized in 1996 by the
FDA for the treatment of cytomegalovirus retinitis. However, several studies off-label
reported the efficacy of this drug applied topically and intralesionally to treat lesions
caused by HPV using preparations manipulated in hospital pharmacies. Given that
there is no standardization and concentration of cidofovir or type of vehicle used, the
objective of this work was the physical-chemical characterization of the drug, and
from standardized semi-solid dosage forms, to realize studies of release and skin
permeation using the snake skin of the species Jiboia (Boa constrictor). For the
physico-chemical characterization of the active pharmaceutical ingredient techniques
were carried out nuclear magnetic resonance, infrared spectroscopy, scanning
electron microscopy, x-ray diffraction, thermal analysis, and moisture content of the
drug. Formulations developed (E = emulsion, G = carbopol gel, PG = propylene
glycol carbopol gel with 5% GE = carbopol gel with 5% ethanol) were evaluated
according to the pH, viscosity, spreadability, centrifugation test and the measuring
the droplet size for the emulsified preparation. Two techniques for quantification of
the drug have been developed and validated according to RE 899/2003 of ANVISA,
with an ultraviolet spectrophotometry, and another technique for high performance
liquid chromatography. In vitro release studies, it was observed that the viscosity is
the determining factor in the spread of the drug release, evidencing a higher release
profile for the emulsion formulation consisting of lower viscosity. Furthermore, it was
found that all these preparations follow the Higuchi kinetic’'s model, indicating that the
systems are controlled by diffusion. With respect to the study of skin permeation in
vitro, it was found that the amount of permeated drug was higher for the emulsion,
with a permeation profile depending on the kinetics release. Whereas the
formulations gelled, it was found that the concentration of permeation enhancers
evaluated, namely propylene glycol and ethanol did not affect significantly the
cidofovir permeation through the model of biomembrane employed.



KEYWORDS: Human papilloma virus, warts, gel, cream.
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1 INTRODUCAO

Dentre os virus causadores de doencas sexualmente transmissiveis, 0
Papillomavirus humano (HPV) se destaca devido a sua elevada taxa de incidéncia e
as consequéncias decorrentes da infeccdo. O HPV esta intimamente associado ao
desenvolvimento do cancer de colo de Gtero e ao surgimento de lesGes verrucosas
na pele como as verrugas anogenitais.

As diferentes formas de manifestacédo do HPV estao relacionadas ao tipo do
virus contraido. Existem mais de cem tipos de HPV, sendo os tipos 6 e 11
responsaveis por 90% das verrugas genitais (BELLO, ENABOR, ADEWOLE, 2011).

As verrugas genitais ou condiloma acuminado séo lesbes cutaneo-mucosas
benignas que acometem a regido anogenital (CARVALHO et al, 2010). Embora
muitas vezes assintomaticas, podem causar prurido, ardor, leucorréia e até mesmo
sangramento (CARVALHO, QUINTANA, 2008). Além dos sintomas fisicos, podem
provocar desconforto estético devido ao crescimento progressivo das lesbes
(SAMPAIO NETO, 2001).

Diversos fatores podem ser atribuidos ao aparecimento do condiloma, p. ex,
tabagismo, fatores hormonais e outras infec¢des conjuntas (SAMPAIO NETO, 2001).
O sistema imunoldgico do paciente é determinante para o desenvolvimento das
verrugas, visto que podem regredir espontaneamente em individuos saudaveis ou
persistirem e tornarem-se numerosas em pessoas imunodeprimidas, como 0s
portadores do virus HIV e aqueles sob acdo de agentes imunossupressores
(TANNUS et al, 2008).

Os tratamentos atualmente disponiveis consistem em cauterizagdes quimicas
com acido tricloroacético, podofilina, podofilotoxicina, imunoterapia com uso de
Imiquimod e inteferons, cauterizacbes a laser ou a frio ou as verrugas podem ser
removidas cirurgicamente (NADAL et al, 2004). Todavia, essas técnicas sdo muitas
vezes dolorosas e com altas taxas de recidivas.

Considerando que ndo ha um tratamento ideal, diversos estudos apontam o
cidofovir topico como uma alternativa as terapias convencionais (MUNOZ et al, 2010;
MARINO et al, 2007; GEERINCK et al, 2001; BONATTI et al, 2007; TRISTAM,
FIANDER, 2005; STRAGIER et al, 2002).
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O cidofovir € um farmaco antiviral pertencente a classe dos analogos
nucleosidicos que possui amplo espectro contra DNA virus, dentre eles os
Papilomavirus. Sua acdo se da atraves da inibicdo da sintese de DNA polimerase,
enzima essencial a replicacao viral, além de induzir a apoptose de células infectadas
pelo virus (DE CLERCQ, 2002, 2007).

As pesquisas que avaliam a resposta terapéutica do cidofovir topico tratam-se
de estudos “off-label”, pois ndo ha um medicamento destinado a uso topico a base
de cidofovir, sendo o0 mesmo incorporado em preparacdes extemporaneas (cremes,
pomadas e géis) obtidas a partir da solucdo para perfusdo Vistide® (Gilead
Sciences).

Este trabalho propde o estudo de caracterizacéo fisico-quimica e avaliacdo da
liberacdo e permeacgdo cutanea in vitro das formas farmacéuticas gel e emulsao
contendo o cidofovir. A incorporacdo do farmaco foi feita a partir do insumo
farmacéutico ativo adquirido no mercado (BoyleChem, lote BC20100625).

Esta dissertacdo esta dividida em trés capitulos.

O primeiro capitulo é constituido da revisdo de literatura, contendo
informacdes sobre o virus HPV, a pele humana, as formas farmacéuticas gel e
creme e sobre o cidofovir.

No capitulo 2 sdo apresentadas as técnicas que foram utilizadas para
identificar e caracterizar o insumo farmacéutico ativo em questdo com seus
respectivos resultados.

O terceiro capitulo é dedicado as formulacdes gelificadas e emulsionadas a
base do cidofovir e aos ensaios de liberacdo e permeacado cutanea in vitro atraves

da pele de cobra Boa constrictor.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e realizar estudos de liberagdo e permeacdo cutanea in vitro de

formas farmacéuticas gelificadas e emulsionada contendo cidofovir.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v ldentificar e caracterizar fisico-quimicamente o insumo farmacéutico ativo
cidofovir através de ensaios de teor, RMN, MEV, difragcdo de raios-x,
solubilidade, espectroscopia no infravermelho, teor de umidade e analise
térmica.

v’ Caracterizar as formulacdes através de parametros de viscosidade, reologia,
espalhabilidade, microscopia  Optica, resisténcia a centrifugacao,
determinacao de pH;

v Realizar estudo de liberacdo e permeacao cutanea in vitro utilizando a pele de

cobra Boa constrictor como modelo de biomembrana.
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3 CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

3.1 Papilomavirus humano

O Papilomavirus humano (HPV) configura uma das principais doencas
sexualmente transmissiveis (NOGUERES, 2010). Uma atencédo individualizada é
requerida a esse virus devido as implicacbes que essa infeccdo pode causar como
os condilomas anogenitais e o cancer de colo de utero.

Os condilomas anogenitais, sao lesdes verrucosas clinicamente aparentes
gue causam desconforto fisico e estético ao paciente, além de gerar estresse
psicolégico. Atualmente, os tratamentos disponiveis possuem limitacdes praticas e
ndo sdo sempre bem sucedidos. Contudo, é importante que pesquisas sejam

desenvolvidas a fim de se obter um tratamento eficaz (LACEY, 2011).

3.1.1 Estrutura viral

O HPV pertencente a familia Papillomaviridae. Trata-se de um virus
arredondado, ndo envelopado, ndo cultivavel, formado por dupla fita circular de
DNA, com aproximadamente 8.000 pares de bases (CAMARA et al., 2003). Possui
55 nm de diametro e um capsideo com arranjo icosaédrico composto por 72
capsdmeros (CASTRO et al., 2004). O virion, ou seja, a forma infectiva do virus, &
constituido pelo capsideo e pelo genoma viral.

O genoma do HPV é composto por uma pequena regido de controle (LCR),
onde se inicia a replicacdo do DNA e que regula a transcricdo e a replicacao, por
uma regido precoce (early region) com seis genes (E1, E2, E4, E5, E6 e E7)
responsaveis pela replicacao viral e pela regido tardia (late region) com os genes L1
e L2 que codificam as proteinas formadoras do capsideo (Figura 1) (STANLEY,
2010; TANCREDI, 2007). Por nao ser cultivavel, o HPV néao é classificado em
sorotipos, mas em genotipos e atualmente, mais de 130 tipos ja foram identificados

pela sequéncia de genes gue codifica proteinas do capsideo L1 (STANLEY, 2010).
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Figura 1 - Estrutura viral do HPV. Adaptado de STANLEY, 2010.

E1l

E5

Os diversos tipos do virus estdo ainda associados as suas diferentes
manifestagbes na pele e mucosas e podem ser divididos em baixo e alto-risco
oncogénico. Os virus de baixo-risco 1, 2, 3, 4, 10 causam verrugas comuns,
plantares e vulgares na pele e os tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 56, 66, 68
relacionam-se as lesdes benignas na regido anogenital, sendo os tipos 6 e 11 os
principais causadores dos condilomas acuminados. Os tipos de alto-risco 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 58 associam-se as lesdes malignas da mucosa anogenital,
sendo os tipos 16 e 18 responsaveis por aproximadamente 90% dos casos de
cancer cervical (CAMARA, 2003; GUPTA, 2010; STANLEY, 2008). Pesquisa
realizada por Baldez da Silva et al. (2009), a partir de amostras de esfregacos de
colo uterino revela que em Recife, Pernambuco, ha prevaléncia do tipo 16 e em
segundo lugar o tipo 31, sendo a incidéncia dos tipos 33 e 18 similares, divergindo
do que acontece em diferentes regides do Brasil, onde o tipo 18 é o segundo mais

prevalente.
3.1.2 Dados epidemiolégicos
O HPV é um virus DNA com elevada taxa de ocorréncia em ambos 0s sexos,

sendo mais comum em individuos jovens e sexualmente ativos, com pico de

incidéncia entre 16 a 20 anos de idade segundo a Organizacdo Mundial de Saude
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(ELEUTERIO, 2009; OMS, 2011). Devido a alta prevaléncia do HPV, acredita-se que
75 a 80% da populacao foi, esta ou sera infectada pelo virus em algum momento da
sua vida e que 50 a 80% das mulheres sexualmente ativas serdo infectadas por um
ou mais tipos de HPV (BRASIL, 2011a; ELEUTERIO, 2009). No Brasil, segundo
dados do Ministério da Saude, aproximadamente 25% das mulheres estdo
infectadas pelo virus e o pais é um dos lideres mundiais em incidéncia do HPV
(BRASIL, 2011a).

3.1.3 Transmissao

A principal via de transmissdo do HPV é através do contato sexual e a
infeccdo pelo virus é considerada uma das doencas sexualmente transmissiveis
mais comuns no mundo (BRASIL, 2011a). No entanto, ha outras formas de
transmissdo, como a auto-inoculacdo a partir de lesbes na pele ou mucosas e a
infeccdo materno-fetal durante a gestacdo, embora menos freqiente, ou ainda no
momento do parto. (NICOLAU, 2002; XAVIER et al., 2007).

3.1.4 Ciclo viral

O virus HPV tem tropismo pelo tecido epitelial e mucosas. O ciclo viral &
dependente da diferenciacao celular na epiderme (SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005).
Apés infeccdo, os virus atingem as células basais da epiderme em pequena
guantidade e replicam o DNA viral ampliando para 50 a 100 o numero de cOpias por
célula. Devido a diferenciacdo celular, quando os queratinOcitos migram para
camadas mais superficiais, ocorre uma maior expressdo genética, principalmente
dos genes E6 e E7. A replicacdo do DNA viral leva a um aumento do nimero de
copias virais para aproximadamente 1000 unidades por célula. A expressdo dos
genes L1 e L2 promovem a formacao do capsideo, formando novas particulas virais
na forma infecciosa. Esse ciclo dura em torno de duas a trés semanas, tempo
necessario para a migracdo e diferenciagdo dos queratindcitos na epiderme
(STANLEY, 2008; 2010).
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3.1.5 Manifestag@es do virus

A infeccdo genital do HPV pode ser latente, subclinica e clinica. A forma
latente € diagnosticada apenas através de métodos de biologia molecular. Na forma
subclinica, ndo ha sintomas clinicos aparentes, mas pequenas alteracfes que
podem ser detectadas por técnicas diagndsticas como colposcopia, colpocitologia,
peniscopia e/ou bidpsia; por fim, na forma clinica, as quais se inserem 0s
condilomas, ocorrem lesbes visiveis ao exame clinico sendo facilmente
diagnosticadas (ANTUNES et al., 2004; XAVIER et al., 2007).

A maioria das infec¢des por HPV sdo assintomaticas e aproximadamente 1%
resultam em lesbBes clinicamente aparentes, sendo a maior parte benigna e
relacionada aos HPV subtipos 6 e 11 causadores dos condilomas acuminados.
Esses, por sua vez, podem ainda ter carater transitério e regredirem
espontaneamente (NICOLAU, 2002). Todavia, em pacientes portadores do virus
HIV, devido a imunodepressao, as manifestacbes anogenitais induzidas pelo HPV
costumam ser mais agressivas e com maior numero de recidivas (PINCINATO et al.,
2009).

3.1.5.1 Cancer de colo de utero

Como dito anteriormente, o virus HPV esta intimamente relacionado ao
cancer de colo de utero, o quinto tipo mais comum em mulheres no mundo e o
segundo no Brasil, atrds apenas do cancer de mama (GUPTA, 2010; BRASIL,
2012). Para 2012, o Ministério da Saude estima que ocorrerdo 17.540 novos casos
de céancer cervical com cerca de 17 casos para cada 100.000 mulheres. No
Nordeste, esse tipo de cancer € o0 segundo mais frequente (18/100.000),
desconsiderando os tumores de pele ndo melanomas (BRASIL, 2011b). Em Recife,
a taxa de mortalidade por esse tipo de cancer foi de 6,55 Obitos por 100.000
mulheres em 2005, indice superior ao de paises como Estados Unidos, Canada e
Japao (THULER, 2008). Além do cancer cervical, outros estdo associados ao HPV,
como os de vagina e anus. Estima-se que 50% dos céanceres de vulva, vagina e
pénis; 85% dos canceres anal, 20% dos canceres de orofaringe e 10% dos canceres
de laringe e es6fago sdo atribuidos ao HPV (TROTTIER & FRANCO, 2006).
Considerando as lesGes condilomatosas, essas sdo causadas pelos tipos de virus
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HPV de “baixo-risco”, i.e., onde ndo ha predisposicdo a formacdo de células

cancerigenas.

3.1.5.2 Condilomas

Condilomas acuminados ou verrugas genitais sao lesdes epiteliais causadas
pelo HPV, popularmente conhecidas como “cristas de galo”, “cavalo de crista” e
“figueira” (ISOLAN et al., 2004). O termo “condiloma” provém do grego e significa
“tumor redondo”, enquanto “acuminado” é originado do latim, acuminare, que
significa “tornar pontudo” (PASSOS et al.,, 2002). S&o lesdes granulares e
verrucosas, geralmente mdltiplas, da cor da pele, avermelhadas ou
hiperpigmentadas, que podem se aderir formando tumores vegetantes. As verrugas
maiores tem aspecto de “couve-flor” enquanto as menores tem forma de placa,
papulas ou sao filiformes (Figura 2) (ROSENBLATT et al., 2004; NADAL et al.,

2008).

Figura 2 - Lesdes clinicas condilomatosas vulvar, perineal, perianal (A) e peniana (B)
provocadas pelo HPV. Extraidos de LACEY, 2011 (A) e TEJERA-VAQUERIZO, 2008 (B).

Segundo Nadal et al. (2008), microscopicamente os condilomas tem bordas
definidas formadas por epitélio pluriestratificado, acantotico, com alongamento de
cones epiteliais. As células possuem citoplasma volumoso e claro com nucleos
irregulares.

O condiloma acuminado acomete a epiderme da regido anogenital,

predominando nas mulheres na &rea vulvar, entretanto verrugas e papilomas podem
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surgir na pele das demais areas do corpo e mucosas oral e gastrointestinal (XAVIER
et al, 2007).

Estima-se que no mundo cerca de 1% das pessoas sdo acometidas a cada
ano por essas lesdes e que surgirdo cerca de 30 milhdes de novos casos por ano de
lesdes vulvares por HPV (FRIDMAN & PESSIM, 2009; LACEY, GARNETT, 2011).

3.1.6 Prevencéao

Medidas de prevencao sao essenciais para reducao da infecgéao pelo HPV. O
uso de preservativo diminui a possibilidade de transmissdo do virus através do
contato sexual. A vacina quadrivalente, Gardasil® (Merck), contra os sorotipos 6, 11,
16 e 18 de HPV, foi licenciada pela FDA em 2006 e em 2009 foi autorizada a
utilizacéio da vacina bivalente, Cervarix® (Glaxo Smith Kline), profilatica contra o HPV
16 e 18. A vacinacado é indicada para populagdo feminina entre os 09 e 26 anos
dividida em trés doses. O periodo de protecao imunoldgico € desconhecido, estudos
indicam uma protecdo por cinco anos, especulando-se ainda através de modelos
estatisticos um periodo de pelo menos 20 anos para imunizacdo com a vacina
bivalente (BELLO; ENABOR; ADEWOLE, 2011; DERCHAN & SARIAN, 2007;
MADDEN et al, 2011).

Embora ja autorizado no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria,
0 acesso a imunizacao é limitado, principalmente devido ao elevado custo. Segundo
Simdes (2010), h& ainda necessidade de cautela quanto a utilizacdo da vacina, pois
nao se dispdem de informag¢des como duracao do efeito, mecanismo de protecao e
efeitos a longo prazo que justifiguem um programa de vacinacdo do HPV como
medida de saude publica. Vale salientar que recentemente o Ministério da Saude
posicionou-se contra a introducao da vacinagéo contra o HPV no Programa Nacional
de Imunizagcao (BRASIL, 2011a).

3.1.7 Tratamento

O HPV nédo é sensivel aos antivirais disponiveis. Portanto, 0 manejo dos
condilomas acuminados costuma ser feito com cauterizacbes quimicas, como
podofilina ou acido tricloroacético, entre outros. Nos casos de insucesso terapéutico

ou na dependéncia da localizacdo, as lesdes condilomatosas podem ser removidas
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cirurgicamente, eletrocauterizadas a frio ou por laser (FRACARO et al., 2003;
PHELPS & ALEXANDER, 1995). No entanto, essas técnicas podem ser dolorosas e
as recidivas costumam acontecer em curto espaco de tempo. Diante disso, uma

alternativa para o tratamento seria a utilizacéo topica do cidofovir.

3.2 Apele

A pele humana é um 6rgéo de revestimento representando a interface entre o
organismo e o meio externo. Trata-se do um dos mais extensos 6rgaos do corpo
atingindo 16% do peso corporal (BOROJEVIC & SERRICELA,1999; LIRA, 2007).

Desempenha funcbes diversas no organismo, estando relacionadas a
protecdo contra radiacao ultravioleta, agressbées mecanicas, quimicas e térmicas e
invasdo microbiana. Além disso, a pele, devido a relativa impermeabilidade, impede
a desidratacdo em excesso, garante a homeostasia corporal, atua na secrecao de
substancias enddégenas e na percepcao sensorial do meio ambiente, por possuir
diversos receptores para pressdo, tato, dor e temperatura (BOROJEVIC &
SERRICELLA, 1999; DAL'BELO, 2008).

A pele é composta por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme ou tecido
subcutaneo (Figura 3):

Figura 3 - Representagéo da estrutura da pele (disponivel em:

http://www.afh.bio.br/sentidos/sentidos10.asp - acessado em 20/01/2012)
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A epiderme é a camada mais superficial da pele com espessura que varia
entre 0,6 mm (face) e 1,3 mm (palmas), constituida de tecido epitelial de
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revestimento pavimentoso queratinizado (TOSATO, 2010; ROCHA, 2009). A
epiderme é subdivida em duas camadas: o estrato corneo e a epiderme viavel
(Figura 4). O estrato corneo € a principal barreira a passagem substancias através
da pele e a perda de agua. Sua estrutura assemelha-se a uma “parede de tijolos”,
onde as células de queratina (cornedcitos), que representam cerca de 80% do
volume da camada cérnea, estdo imersas em uma matriz lipidica disposta em
bicamadas e composta principalmente por ceramidas, colesterol e acidos graxos
(SILVA, 2008; STORPIRTIS et al, 2009).

A epiderme viavel é formada por células em constante atividade proliferativa,
divida em camadas ou estratos: camada lacida, camada granulosa, camada
espinhosa e camada basal ou germinativa (Figura 4). Em movimento ascendente de
diferenciacdo da camada basal, as células metabolicamente ativas se alteram, de
forma ordenada, originando os cornedcitos que se dispéem no estrato cérneo
(STORPIRTIS et al, 2009). O tempo de renovacdo epidérmica, desde a divisdo
celular na camada basal até a passagem dos cornedcitos pelo estrato cérneo pode
ser estimado em 59 a 75 dias (HARRIS, 2009). Na epiderme encontram-se ainda os
melandcitos, as células de Langerhans (defesa imunoldgica) e as células de Merckel
(com terminacdes nervosas e sensoriais) (LIRA, 2007).

Figura 4 - Representacéo da epiderme. Adaptado de Tosato, 2010
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A derme apresenta-se como uma camada de sustentacéo, localizada entre a
epiderme e hipoderme, com espessura variavel entre 2 e 4 mm. E constituida de
tecido conjuntivo, constituindo uma densa malha de fibras de colageno e elastina,
produzidas pelos fibroblastos. Na derme estdo inseridos 0s anexos cutaneos, 0s

capilares sanguineos, os vasos linfaticos, os nervos e terminacdes nervosas, além
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de estruturas derivadas da epiderme, os apéndices cutadneos, como os foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (BOROJEVIC & SERRICELA,1999;
SILVA, 2008).

A derme esta subdividida em duas camadas: a derme papilar, mais superficial
e em contato com a epiderme, que confere maior resisténcia a pele além de fornecer
nutriente a epiderme por difusdo, e a derme reticular, que confere elasticidade e
resisténcia a compressédo (ROCHA, 2009).

A camada mais profunda da pele € a hipoderme ou tecido subcutaneo,
formada por tecido conjuntivo frouxo e pelo tecido adiposo, que quando
desenvolvido forma o paniculo adiposo, responsavel pela modelagem corporal. Além
disso, o tecido adiposo confere ainda isolamento térmico e protecdo mecanica
(LIRA, 2007; TOSATO, 2010).

3.2.1 Penetragdo cutanea de farmacos

3.2.1.1 Vias de penetracdo de farmacos

Os farmacos alcangcam a epiderme viavel, por um processo de difusdo
passiva, através de duas vias: a via transepidérmica ou a via transapéndices. A via
transepidérmica constitui a principal via de permeacdo. Os apéndices cutaneos
ocupam uma pequena area de aproximadamente 0,1% da superficie da pele, nédo
contribuindo significativamente para a permeacdo. Na via transepidérmica, dois
caminhos podem ser percorridos: a via intercelular, onde o farmaco difunde-se ao
redor dos corndcitos e a via transcelular, quando a difusdo ocorre através dos
cornédcitos (Figura 5) (MAIA CAMPOS, MERCURIO, 2009; ZAMPIERI, 2009).
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos mecanismos de permeacao pelo estrato cérneo.
Extraida de AULTON, 2005
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Embora a via intercelular seja preconizada como a principal rota de
permeacdo, o grau de lipofilicidade e o tamanho das particulas sédo caracteristicas
preponderantes na escolha da via a ser seguida. Moléculas polares (hidrofilicas)
tendem a percorrer a via transcelular, devido a natureza aquosa dos componentes
celulares, enquanto o transporte de moléculas pequenas e ndo carregadas se faz
predominantemente pela via intercelular (LIRA, 2007; MAIA CAMPOS, MERCURIO
2009).

A passagem do farmaco através do estrato corneo pode ser explicada por
meio de trés etapas: 1) o farmaco € liberado da formulacdo para a superficie do
estrato corneo, 2) O farmaco penetra o estrato cérneo, controlado pelo coeficiente
de particdo, e 3) Ocorre a difusdo do farmaco através do estrato cérneo,
considerada a etapa de maior importancia nos estudos de permeacdo cutanea.
Dessa forma, a velocidade de permeacdo do farmaco é dependente da sua

concentracéo e solubilidade na formulagdo, da sua particdo nos veiculos utilizados,
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e dos coeficientes de particdo, de difusdo através da camada cornea e demais
camadas da pele e da presenca de promotores de permeacdo ma formulacéo
(STORPIRTIS et al, 2009).

3.2.1.2 Promotores de permeacéo cutanea

A velocidade de permeacdo dos farmacos pode ser aumentada através do
uso de promotores fisicos ou quimicos de permeacdo. Os promotores fisicos
favorecem a penetracdo de compostos no estrato cérneo por alterar
temporariamente e reversivelmente essa barreira (LIRA et al., 2004). Podem ser
citadas como técnicas fisicas a iontoforese, a sonoforese, a eletropermeabilidade e a
magnetizacdo (CHORILLI et al., 2007).

Os promotores de permeacdo quimicos sdo a alternativa mais
frequentemente utilizada em formulagbes semi-sdlidas e transdérmicas. S&o
compostos desprovidos de acao farmacologica, que quando incorporados em uma
formulacdo podem permear ou interagir com 0s componentes do estrato corneo,
reduzindo a resisténcia da pele a difusdo do farmaco e incrementando a atividade
termodindmica do mesmo (MARTINS, VEIGA, 2002; STORPIRTIS et al, 2009).
Possuem ainda capacidade de hidratacdo cutanea, de alteragcdo da composicao,
propriedades fisico-quimicas e disposicao lipidica e protéica do estrato corneo,
diminuindo de modo reversivel, a sua funcéo barreira e/ou aumentando o coeficiente
de particdo do farmaco favorecendo sua difusdo através da pele (SILVA et al.,
2010).

Segundo Aulton (2005), as caracteristicas de um promotor de permeacao
ideal s&o:

Ser farmacologicamente inerte, como citado anteriormente;
Ser de baixa toxicicidade, ndo provocar irritacdes nem alergias;

Possuir acao imediata, com efeito adequado e previsivel,

D N N NN

Ao ser removido da pele, essa recuperar imediata e totalmente sua

capacidade de barreira;

v' Nao causar perda de eletrdlitos, fluidos corporais e materiais
endogenos;

v' Favorecer a solubilidade dos farmacos;

v' Ser compativel com os farmacos e adjuvantes;
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v' Possuir boa espalhabilidade e sensagcédo sobre a pele, além de, se

possivel, ser inodoro, insipido, incolor e de custo reduzido.

Os promotores quimicos mais utilizados sdo: dimetilsulféxido (DMSO),
propilenoglicol, azona, uréia, pirrolidonas, etanol, acido oléico e agentes tensoativos.

O propilenoglicol € um liquido incolor, inodoro e miscivel em agua, alcoois,
ésteres e cetona. A sua acdo promotora deve-se a capacidade de solvatar a a-
queratina presente no estrato corneo e a sua tendéncia em competir ou ocupar
locais na proteina onde existem pontes de hidrogénio, o que pode resultar em
reducdo da afinidade ou ligacdo do farmaco com o tecido, assim, favorecendo a
penetracdo cutanea. Além disso, pode potencializar a acdo de outros compostos
promotores, como o acido oléico (BABY, 2007).

O etanol é um alcool comumente empregado como promotor em produtos
transdérmicos e permeia rapidamente a pele humana com fluxo de cerca de
1mg/cm?/h. Utilizado como solvente, aumenta a solubilidade do farmaco no veiculo,
além de promover a permeacdo por extrair lipidios do estrato corneo (CHORILLI,
2007; MARTINS, VEIGA, 2002).

3.2.1.3 Estudos de permeacédo cutanea

A passagem de substancias através da pele ocorre por difusdo passiva. De
acordo com as leis de Fick, quando uma quantidade de massa € distribuida por uma
determinada area (gradiente de concentracédo, Vc), um fluxo (J) é estabelecido,

havendo entres eles uma relacdo de proporcionalidade chamada de coeficiente de
difuséo, D, conforme equacéo 1 (NETZ & ORTEGA, 2002):

J= —-D.Vc (Equacao 1)

Considerando um sistema bicompartimental, onde existe uma membrana
semi-permeavel, como o estrato cérneo, separando dois meios (doador e receptor) e
mantendo-se as condi¢Bes sink, a quantidade acumulada de farmaco (m) que
atravessa a membrana, por unidade de area (cm?) e em funcdo do tempo (t) até

atingir o equilibrio pode ser expressa pela equacéo 2 (AULTON, 2005; SATO, 2007):
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dm DxCo*K -
] = T, (Equacéo 2)

Onde:

dm é a derivada da massa;

dt € a derivada do tempo;

C, €é a constante de concentracdo do farmaco na solucéo doadora;

K é o coeficiente de particdo do soluto entre a membrana e o veiculo e;

h é a espessura da membrana.

Através de um grafico Am versus At é possivel verificar o tempo (lag time, L)
necessario para que o sistema alcance o equilibrio (steady state). O lag time é
obtido através da extensdo da porcao linear (quando o fluxo é constante) até o

intercepto com o eixo das abscissas (Figura 6).

Figura 6 - Gréfico da quantidade de massa difundida através de uma membrana versus
tempo. (Extraido de Alton, 2005)
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3.2.1.3.1 Métodos in vitro de avaliacdo da permeacao cutanea

Durante o desenvolvimento farmacotécnico de formas farmacéuticas, o uso
de técnicas in vitro de liberacdo tem sido de grande importancia, pois possibilita a
escolha entre diferentes formulagdes ou a sua otimizagao (PRACA, 2010).

Nos estudos in vitro, as células de difusdo tipo Franz (Figura 7) séao

comumente empregadas para a avaliacdo da liberagdo do farmaco do veiculo
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estimando a quantidade do mesmo que é absorvida pela pele. Esses dispositivos
sdo constituidos por dois compartimentos, um doador e outro receptor, separados
por uma membrana sintética ou natural. O compartimento receptor € pre-enchido
com uma solugdo que favorece as condi¢gbes sink, isto €, uma condicdo de nédo
saturacdo do sistema dinamico (SILVA et al., 2010), possibilitando um fluxo continuo

do farmaco.

Figura 7 - Representacéo esquematica da célula de difuséo de Franz. Adaptado de SILVA,
2008)
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Nos estudos in vitro, a velocidade de liberacdo do farmaco da forma
farmacéutica é avaliada utilizando membranas sintéticas. Essas membranas
possuem estruturas simples e séo isentas de interferentes presentes na pele
humana. Assim, a liberacdo do farmaco ir4 depender da atividade termodinamica e
da sua solubilidade no veiculo. Além disso, essas membranas séo facilmente
adquiridas, menos onerosas e podem ser utilizadas nos estudos de delineamento de
formulacbes dermatolégicas, prevendo o0 comportamento do farmaco nas
membranas biologicas. As membranas mais utilizadas sdo as de acetato de
celulose, nitrato de celulose, nylon e polidimetilsioloxane (CARVALHO, 2007,
SANTIS, 2008).

O comportamento biofarmacotécnico de uma formulacdo, se tratando de
penetracdo e/ou permeacdo cutanea € observado através do uso de membranas
naturais (pele humana ou natural). Podem ser utilizados como modelo natural as

pele de rato, cobaio, camundongo com e sem pélo, macaco rhesus, porco, cobra,
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entre outros, sendo a pele da orelha de porco a de maior similaridade com a pele
humana (SANTIS, 2008).

A utilizacdo de muda de pele de cobra (Figura 8) vem ganhando espaco como
alternativa a pele humana nos estudos de penetracdo cutanea. A muda de pele de
cobra é constituida apenas de estrato cérneo, com caracteristicas préximas ao
estrato corneo humano (Tabela 1). A taxa de evaporagdo de agua também é outro
fator que se assemelha a pele humana, porém a permeabilidade a agua da pele de
cobra é dependente das condicbes de habitat de acordo com a variabilidade da

espécie (NUNES, 2005).

Tabela 1 - Semelhanga entre o estrato cérneo humano e a pele de cobra (Fonte: BABY, 2008).

Estrato corneo
Caracteristicas Humano Muda de pele de cobra
Espessura do tecido 13-15pum 10 - 20 um
Estrutura protéica Queratinado tipoae 3 Queratinado tipoa e
Constituicao lipidica* 2-6,5% ~6,0%

*colesterol, &c. graxos livres, glicoceramidas, fosfolipidios, entre outros.

A facilidade de aquisi¢ao, as menores variagoes interindividuais e a obtencao
de resultados favoraveis sdo vantagens da aplicabilidade dessas membranas.

A pele humana ainda € considerada o melhor modelo. Contudo, a dificuldade
de obtencdo e armazenamento da pele, além da necessidade de submissdo do
experimento a um Comité de Etica em Pesquisa tem limitado a aplicabilidade desse
tipo de membrana. (PRACA, 2010).
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Figura 8 — Fotografia da muda da pele de cobra Boa constrictor (arquivo pessoal).

Nunes et al., (2005) avaliaram a permeabilidade da indometacina através da
pele de cobra Boa constrictor obtendo boa reprodutibilidade dos resultados,
sugerindo, portanto, que esse tipo de biomembrana pode ser aplicado como modelo
de estrato corneo para avaliagdo in vitro de permeacao de farmacos.

3.3 Formas farmacéuticas topicas: gel e emulséo

Duas classes de formas farmacéuticas sdo administradas na pele: as formas
farmacéuticas topicas, que tem acdo local para o tratamento de doencas
dermatolodgicas ou alivio dos sintomas a essas associadas e sem intengéo de efeitos
sisttmicos e o0s produtos transdérmicos, que possuem acao sistémica, sendo o
farmaco absorvido através da pele e distribuido na circulacéo sistémica através da
corrente sanguinea (SHAH, UEDA, 2006).

As formulacbes tépicas semi-soOlidas, como pomadas, pastas e cremes,
consistem em um farmaco incorporado a bases de carater hidrofilico ou hidrofébico
(ANSEL et al., 2009). O veiculo tem um importante papel na liberacéo do farmaco da
formulacé@o e ndo ha veiculo compativel com todos os insumos farmacéuticos ativos
ou para todas as indicacdes terapéuticas (AULTON, 2005; ANSEL et al., 2009).

O veiculo ideal para administracdo tépica deve possuir, além das
caracteristicas de biocompatibilidade e estabilidade quimica, fisica e microbiolégica,
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a capacidade de liberar facilmente o farmaco para o estrato cérneo. Seu efeito sobre
a disponibilidade de farmacos é provavelmente muito maior no farmaco a ser
aplicado sobre a pele do que em qualquer outra via de administracdo (BRONAUGH,
MAIABACH, 2001).

Os veiculos mais frequentemente utilizados nas preparacdes de uso
dermatolégico sdo solugbes, géis, pomadas, pastas e emulsdes. Durante o
desenvolvimento farmacotécnico de formulacdes topicas € imprescindivel considerar
que a liberacdo do farmaco do veiculo e a pele consiste em um equilibrio dinamico,
onde os constituintes da formulacdo interagem entre si e irdo interagir com a pele
uma vez que o produto for aplicado (BRONAUGH, MAIABACH, 2001). Dessa forma,
as possiveis interacdes entre farmaco, veiculo e pele séo:

v Veiculo — Pele

v Veiculo — Farmaco
v' Farmaco — Pele
v

Veiculo — Farmaco — Pele

Além disso, caracteristicas fisico-quimicas, como teor de ativo, pH,
microscopia e reologia, para preparacdes semi-solidas, devem ser avaliadas, assim
como a velocidade de liberacdo do farmaco a partir do veiculo e a penetracdo do
mesmo na pele, pois esses sdo importantes parametros para que se possa prover o
controle de qualidade das formulacdes sob aspecto biofarmacotécnico (SANTIS,
2008).

3.3.1 Géis

Os géis sdo sistemas semi-solidos onde particulas inorganicas ou moléculas
organicas (polimeros) estdo dispersas em um liquido mantendo uma rede
entrelacada que confere rigidez a estrutura (ANSEL et al., 2009; AULTON, 2005).

Os géis podem ser hidrofébicos (oleogéis) ou hidrofilicos (hidrogéis). Os
oleogéis sdo geralmente constituidos de parafina liquida com polietileno ou 6leos
gordurosos com silica coloidal ou sabdes de aluminio ou zinco (GENNARO, 2004).
Os géis hidrofilicos tém sido muito usados em produtos cosméticos e como base
dermatoldgica, pois apresentam facil espalhamento, ndo sdo gordurosos e podem

veicular principios ativos hidrossolveis e lipossomas (CORREA et al., 2005).
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Os tipos de polimeros comumente empregados podem ser divididos em
naturais, como as gomas adragante, carragenina, pectina, agar e acido alginico;
semi-sintéticos, como metilcelulose, hidroxietilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose e
carboximetilcelulose e os polimeros sintéticos, como o alcool vinilico, povidona ou
polivinilpirrolidona e o carbdmero, principal agente gelificante usado em
medicamentos e cosméticos. (AULTON, 2005; GENNARO, 2004; VILLANOVA,
2010).

Segundo CORREA et al. (2005), as caracteristicas do polimero determina a
natureza do gel em nao-idnico e anibnico. Os géis ndo-ibnicos sao estaveis em
ampla faixa de pH, podendo ser incorporadas substancias de carater acida. Os géis
de natureza aniénica sdo pH dependentes, isto €, estaveis em pH neutro ou proximo
a neutralidade. O tipo de polimero também pode influenciar o comportamento
reolégico do gel, e, portanto pode interferir na estabilidade fisica da preparagéo e no
seu comportamento sobre a pele (liberagcéo do ativo e formacéo de filme na pele).

3.3.2 Emulsbes

Emulsao é um sistema onde pelo menos um liquido esta disperso em outro no
qual é imiscivel originando goticulas que variam entre 0,1 e 1,0 um. As emulsdes
sdo termodinamicamente instaveis decorrentes do excesso de energia livre
associado as superficies das goticulas. A adicdo de agentes emulsionantes garante
ao sistema um minino de estabilidade diminuindo o trabalho necesséario para
emulsificacdo (GENNARO, 2004; PRISTA et al., 2007).

As emulsbes podem ser 6leo em agua (O/A) ou agua em o6leo (A/O)
dependendo do emulsificante utilizado e das quantidades relativas das fases
liguidas. Quando se pretende retardar a liberagdo de um composto ativo pode-se
fazer uso de emulsdes multiplas A/O/A ou O/A/O (GENNARO, 2004). De acordo com
a viscosidade, as emulsbes podem ser liquidas ou semi-solidas. Essas sé&o
administradas por via oral, topica ou parenteral, no entanto, as semi-solidas séo
sempre topicas (ANSEL et al., 2009).
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3.4 Cidofovir

3.4.1 Aspectos Gerais

O cidofovir ((S)-1-(3-hidroxi-2-fosfonilmetoxipropil)citosina) (HPMPC) é um
farmaco pertencente a classe analogos nucleosidicos, sendo um analogo da
desoxicitidina monofosfato (Figura 9).

Os anélogos nucleosidicos sdo analogos de nucleotideo em que um
grupamento fosfonado € ligado, através de uma ligacdo éter, a uma purina ou
pirimidina através de uma cadeia alifatica (DE JESUS, 2007). Dentre o0s
nucleosideos fosfonados que possuem atividades antivirais, estdo o cidofovir, o
adefovir e o tenofovir (DE CLERCQ, 2003).

O cidofovir possui um amplo espectro antiviral, agindo contra diferentes
patdgenos dentre eles o citomegalovirus, papillomavirus humano, herpes simplex
virus, varicella-zooster virus, Epstein-barr virus, human herpes virus 6, 7, 8,
poxvirus, poliomavirus e adenovirus (BONATTI et al., 2007).

Tem peso molecular 279,19 g mol* e férmula molecular CgH14N3OgP.
Apresenta-se como um poé cristalino branco e funde-se a temperatura de 260°C
(ZABAWSKI, 2000; THE INDEX MERCK, 2001).

Figura 9 - Estrutura quimica do cidofovir
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A utilizacdo clinica do cidofovir foi autorizada em 1996 pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de retinite por citomegalovirus em pacientes
portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida e esta disponivel na forma de
solucéo para perfusdo Vistide® (Gilead Sciences International) (DE CLERCQ, 2002,
2007).

3.4.2 Farmacodinamica

Seu mecanismo de acdo se da através do metabolito ativo (difosfato de
cidofovir) que age por inibicdo competitiva pelo substrato da enzima DNA polimerase
que o virus utiliza para se replicar. Ao contrario do aciclovir e ganciclovir, o cidofovir
nao precisa passar pela etapa inicial de fosforilacdo para ser ativada, reacdo essa
catalisada pela enzima timidina cinase codificada pelo virus (CUNDY et al., 1997).
No mais, como um mecanismo adicional ou alternativo, esse farmaco pode ainda
inibir a proliferacdo de células infectadas pelo HPV induzindo a apoptose e sua acao
prolongada deve-se ao longo tempo de meia-vida de seus metabdlitos ativos
favorecendo uma melhor adaptacdo posoldgica através de doses menos frequentes
(DE CLERCQ, 2003).

3.4.3 Farmacocinética

A absorcdo do cidofovir é lenta e ocorre por endocitose de fase fluida
(ALDERN et al.,, 2003). Apés administracdo oral (V.O), subcutanea (S.C) e
intravenosa (1.V) do cidofovir, foi verificada uma biodisponibilidade menor que 5,3%
para V.O comparada com a .V na concentracdo de 10mg/kg, sendo considerada
muito baixa em virtude da pouca permeabilidade do grupo fosfonato na mucosa
intestinal. A administragdo S.C apresentou uma biodisponibilidade de 98,5% quando
comparada com a via 1.V, sendo a dosagem maxima tolerada de 3mg/kg. Maiores
concentracfes provocam dor local e fibrose transitoria (WACHSMAN et al., 1996).

Estudo realizado por Herra & Barquero (2001) demonstrou que a
administracdo de uma dose Unica de cidofovir (3-5 mg/kg I.V.) leva ao pico de
concentracfes plasmaticas de 7,3-11,5 mg / L e que 80% do farmaco € excretado
inalterado na urina dentro de 24 horas, com uma vida média de 2,4 a 3,2 horas. No

entanto, o difosfato de cidofovir é eliminado mais lentamente e tem uma meia-vida
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intracelular de 24 a 65 horas, permitindo que o medicamento seja administrado a

cada duas semanas.

3.4.4 Efeitos adversos

O efeito adverso mais pronunciado provocado pelo cidofovir foi a
nefrotoxicidade (relatado também por Jacobsen & Sifontis (2010), em 25,6% dos
pacientes submetidos a transplante de células-tronco), fortemente relacionado a sua
acdo sistémica, sendo observado em apenas um Uunico caso relacionado as
aplicacfes intralesionais e topicas (JACOBSEN & SIFONTIS, 2010; MATTELLLI,
2001; WACHSMAN et al., 1996; ZABAWSKI, 2000). Nessas, por sua vez, podem
ocorrer eventuais vermelhiddo, ardor e dor local que geralmente desaparecem
durante o periodo de descanso inserido nos ciclos de tratamento topico (DE
CLERCQ, 2003). Entretanto essa toxicidade pode ser amenizada com a
concomitante administracdo de probenecida, um conhecido bloqueador da secrecéo
tubular de moléculas de farmacos acidos (CUNDY et al., 1999).

Diante dos efeitos adversos sistémicos, deve-se ter cautela em relagdo a sua
administracdo endovenosa, visto que a nefrotoxicidade cumulativa ocasionada pelo
farmaco é dose-limitante (JACOBSEN & SIFONTIS, 2010). Outro evento adverso
relatado foi o desenvolvimento de displasia durante tratamento de papilomatose
respiratoria recorrente (RRP). No entanto, ndo foi comprovado o potencial
carcinogénico do farmaco, visto que o indice de desenvolvimento de degeneracdes
malignas espontaneas encontrou-se entre 2-3% (BROEKEMA & DIKKERS, 2008).

Mesmo diante dos relatos relacionados a nefrotoxicidade provocada pelo uso
do cidofovir, em estudo publicado por Brardi et al., (2009) avaliando a utilizacdo do
mesmo por via intravenosa em criancas e adolescentes portadoras de adenovirus,
foi demonstrado ser o cidofovir um farmaco seguro e bem tolerado, visto que dos
vinte e trés pacientes participantes deste estudo, apenas dois apresentaram
nefrotoxicidade cumulativa e nenhum necessitou de terapia renal substituida.

Estudo pré-clinico realizado por Duan e colaboradores (2002) demonstrou
que a aplicacdo topica de solucdo do cidofovir 1% inibiu ou preveniu o
desenvolvimento de papilomas, quando aplicado em coelhos inoculados com
papilloma virus. Ja& de acordo com Cundy et al., (1997), a adicdo de 10% de

propilenoglicol ao gel de hidroxietilcelulose contendo 1% do ativo facilitou a
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permeacédo do cidofovir na pele de coelhos, sendo uma importante informacéo para
o desenvolvimento e padronizagéo de formulag&o para uso topico.

Em relacéo aos efeitos colaterais, a Agéncia Europeia de Medicamentos nao
recomenda a utilizacdo em mulheres gravidas, pela evidéncia de efeitos

embriotdéxicos em estudos realizados em coelhos e ratos (EMEA, 2011).

3.4.5 Avaliacao clinica

Diversos estudos clinicos foram publicados relatando a eficacia do cidofovir
frente a diversas infeccOes virais. Capaccio et al., (2009) avaliaram a utilizac&o
intralesional do cidofovir 0,5% apds excisdo cirdrgica de lesbes papilomatosas
nasais recorrentes em paciente HIV+ e Hepatitis C virus+ verificando que ndo houve
recidivas apos 30 meses do ultimo tratamento. Stragier et al., (2002) relataram
qguatro casos de pacientes submetidos a terapia com cidofovir (creme a 1% ou
injecdo intralesional de 2,5 mg/mL) para o tratamento de lesdes induzidas por HPV,
resultando na regressao ou desaparecimento das lesbes em trés casos. Bjorandi et
al., (2002), utilizaram o cidofovir na forma de infusdo em uma paciente submetida a
transplante renal, imunodeprimida com infeccdo por polyomavirus (BKvirus), nas
concentracbes de 0,25 mg/kg e 0,45 mg/kg em solucdo salina e diminuicdo da
imunossupressado, sendo verificado que apdés quatro meses de tratamento houve
auséncia do virus no sangue e queda na carga viral encontrada na urina. Em adicéo
as infecgbes virais, foi relatada ainda, a eficacia do cidofovir no tratamento de
Molluscum contagiosum em criancas HIV+ apds a administracéo topica do cidofovir
3%. Apo6s dois meses de tratamento estas lesfes estavam curadas e nao
apresentaram recidivas apos 18 e 21 meses do término do tratamento (TORO et al.,
2000) .

A eficécia clinica da aplicacéo topica do cidofovir em pacientes portadores de
HPV por ser constatada em trabalhos citados na Tabela 2. No Brasil, ndo existe
referéncia sobre sua utilizacdo topica. No entanto, ressalta-se que Pontes et al.,
(2009), realizaram estudo mediante a inje¢édo local do cidofovir (intralesional apés
remogcdo das lesdes) no tratamento de papilomatose laringea recorrente em

criangas.
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Tabela 2 - Estudos clinicos utilizando cidofovir tépico para o tratamento de pacientes

portadores do HPV

(continua)
AUTORES FORMA RESULTADOS/
ANO ESTUDO REALIZADO FARMACEUTICA/ EFEITOS REINCIDENCIA/
LOCAL POSOLOGIA ADVERSOS OBSERVACOES
Mufioz, R.M. | Estudo de caso: | Gel 1% Dor durante | Reducdo das lesBes
et.al, 2010/ | Tratamento de lesGes por | Realizados 24 ciclos | 0  primeiro | iniciais para 3,3% na
Espanha (11) papilomavirus em | de duas semanas | ciclo. mao esquerda e 1,5% na
paciente cada , com aplicagédo mao direita ao final dos
imunodeprimida. nos 5 primeiros dias e ciclos.
descanso nos 9 dias
subseqientes.
Marifio, Estudo de caso: | Pomada 3% (Base | Irritagdo (0] tratamento foi
A.Troncoso. et | Tratamento de lesBGes | Beeler) local e | suspenso devido aos
al., 2007/ | verrucosas nos pés por | Aplicacdo  durantes | ulceracdes. EA.
Espanha (12) HPV em mulher | dez semanas, sendo Uso de acido salicilico
transplantada. 2x a0 dia em pode ter contribuido.
aplicacdes alternadas
com vaselina
salicilada.
Capaccio, P. | Estudo de caso: | Injecdo local 0,5% N&o Nao houve recidivas até
et al., 2009/ Tratamento de | Realizada a aplicagédo | observados 30 meses apos o Ultimo
Italia (13) papilomatose escamosa | com anestesia, apos tratamento.
nasal em paciente HIV | exciséo da leséo.
positivo
Tristam, A. et | Estudo clinico 12 | Pomada 1% Ulceragbes Total de 4 mulheres

2005/
Inglaterra (16)

al.,

Stragier, 1. et
al., 2002/
Bélgica (17)

mulheres com Neoplasia

intraepitelial anogenital.

Lesdes de pele por HPV

Caso - Condiloma
perivulvar e perianal.
Creme 1% 1 vez ao
dia por 3 semanas e

descanso de 10 dias.

sem efeitos
visiveis nas
proximidade
s da leséao.

N&o citado

apresentaram completa
regressdo, 5 resposta
parcial, 2 sem resposta e
1 mulher apresentou
uma evolugdo do caso.

Ap6s reincidéncia, outro
ciclo foi feito e né&o
apresentou recidivas

apos 25 meses.
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Tabela 2 - Estudos clinicos utilizando cidofovir tépico para o tratamento de pacientes

portadores do HPV

(concluséo)

AUTORES FOR{\/IA EFEITOS RESULT,?\DOS/
ANO ESTUDO REALIZADO FARMACEUTICA/ REINCIDENCIA/
LOCAL POSOLOGIA ADVERSOS OBSERVACOES
Geerinck, K et | Estudo de caso: | Creme 1% (base | N&o citado Houve recorréncia apés
al., 2001/ | Tratamento de dermatite | Beeler) 2 meses, sendo
Bélgica (14) pustular contagiosa na | Utilizacdo uma vez ao realizado um novo

mao esquerda de | dia por 5 dias tratamento de dois ciclos
paciente consecutivos e cinco de 9 dias.
imunocomprometido. dias de descanso ( 5 Apé6s 1 ano, ndo houve
ciclos). recorréncia.
Bonatti, H. et | Tratamento de | Caso 1-condiloma | N&o citado Caso 1-Recorréncia
al, 2007/ | papilomavirus associado | anal-Injecao ap6és 1 ano, sendo
Austria e | a lesdes de pele em | intralesional e tratado com remocé&o
Bélgica.(15) pacientes transplantados. | manutencdo com gel cirdrgica e imiquimod.

durante 3 meses.

Caso 2-Condiloma
uretral- Injecdo
intralesional (4
aplicacdes ) e

imunossupresdo com
rapamicyna.

Caso 3-Condiloma
vaginal, vulvar e anal-
Injecdo intralesional
(4 aplicagbes ) e
imunossupresdo com
rapamicina.
Caso4 - Verrugas
vulgares nas maos,
pés e nariz - Pomada

e injecéo local.

Caso 2- ApOs 24 meses
ndo houve recorréncia.

Caso 3- Apés 4 meses
houve recorréncia
apresentando PAP V.
Usou novamente a
aplicacdo e apos 6
meses mudanca no
padrao de PAP IV para

PAP II.

Caso 4- Reducdo de
verrugas com a
modificagéo do
imunossupressor.

Uma caracteristica comum aos estudos topicos e trabalhos relatados é a

utilizacdo do cidofovir incorporado a preparacdes extemporaneas, manipuladas na

farmacotécnica hospitalar, sem registro de padroniza¢do e ensaios de controle de

qualidade.
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O desenvolvimento de uma formulacdo topica de cidofovir pode melhorar a
eficacia do tratamento, desde que se promova a passagem do farmaco através do
estrato corneo da pele lesionada e que 0 mesmo permaneca retido na camada basal
da epiderme, local de tropismo do HPV. Além disso, a estabilidade, seguranca e
eficacia do produto sdo parametros imprescindiveis para se obter um medicamento

gue responda ao tratamento dos condilomas.
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Resumo: O cidofovir (CDV) € um farmaco antiviral pertencente a classe dos
analogos nucleosidicos com amplo espectro DNA-virus. Tendo em vista o
desenvolvimento de preparagbes tdpicas a base do CDV para o tratamento de
lesbes condilomatosas provocadas pelo papilomavirus humano (HPV), faz-se
necessario 0 conhecimento de suas caracteristicas térmicas e fisico-quimicas.
Foram realizados ensaios de teste de teor, fusao, infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de *H e '°C, difracdo de raios-x, microscopia eletrénica de
varredura, caracterizacdo térmica, teor de umidade e estudo de solubilidade. Diante
dos resultados obtidos, o lote de CDV, teve sua identidade caracterizada por
Infravermelho e RMN *H e *C, apresentou teor de 102,13% e faixa de fusdo entre
265 ° e 266 °C. Nas técnicas como DRX e MEV foi verificado o comportamento
cristalino e a através da avaliagdo da umidade por andlise térmica e titulometria por
Karl Fischer, foi constatada uma elevada higroscopicidade. A solubilidade aquosa do
farmaco é pH-dependente e foi avaliada considerando o pH fisioldgico e a faixa de
pH (6,0 - 8,0) no qual o farmaco exprime os multiplos sitios de protonacéo e torna-se
mais solluvel. Dessa forma, a caracterizacdo foi importante para obtencdo de
informacgOes Uteis sobre as caracteristicas fisico-quimicas do CDV, visto que

algumas especificagcbes nado descritas em literaturas oficiais foram definidas,
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possibilitando entdo, uma padronizagcdo do IFA e a avaliacdo da qualidade do
farmaco a ser utilizada no desenvolvimento de preparagdes de uso topico.

4.1 Introducéo

O cidofovir — CDV - ((S)-1-(3-hidroxi-2-fosfonilmetoxipropil)-citosina) (Figura 1)
é um farmaco analogo nucleosideo, com peso molecular de 279,19 g mol™ e férmula
molecular CgH14N3OgP. E um po cristalino branco, com elevada solubilidade aquosa
em pH 6,0 a 8,0 e coeficiente de particdo (log P) igual a 3,3 (GILEAD SCIENCES,
2000; THE INDEX MERCK, 2001).

Apresenta amplo espectro de acdo contra herpesvirus, adenovirus,
polyomavirus, poxvirus e papilomavirus humano. Em 1996, a Food and Drug
Administration (FDA) autorizou o uso do CDV para o tratamento de retinite por
citomegalovirus em pacientes portadores de HIV, entretanto, também vem sendo
utilizado extra-oficialmente (“off-label”) no tratamento de infeccbes contra os DNA
virus, incluindo herpes e papilomavirus humano (DE CLERCQ, 2007, ANDREI &
SNOECK, 2010).

Figura 1 - Estrutura quimica do Cidofovir
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O Vistide®, da empresa Gilead Sciences, € o medicamento de referéncia no
mercado, na forma farmacéutica solucdo aquosa hipertonica para uso como infusao
intravenosa nha concentragcdo de 7,5 mg/mL, sendo a via de administracao
intravenosa, a Unica utilizada atualmente.

Levando-se em consideragao a necessidade de padronizagéo dos IFAs para
o desenvolvimento de uma forma farmacéutica segura e eficaz, a proposta deste

estudo de caracterizacao fisico quimica torna-se bastante relevante. Principalmente,
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por ndo haver descricbes do CDV nos compéndios oficiais como a Farmacopéia
Brasileira, Americana, Mexicana e ainda, auséncia de referéncias em bancos de
dados cientificos relacionados as suas caracteristicas, excetuando-se o Index Merck
(2001) que dispbe de algumas informacdes. Diante disto, o objetivo deste trabalho &
reunir técnicas que possibilitem o fornecimento de informagBes a respeito das
caracteristicas fisico-quimicas e térmicas do farmaco como parte do estudo de pré-
formulacdo de preparacfes de uso topico para o tratamento de verrugas genitais

causadas pelo HPV.

4.2 Materiais e métodos

Insumo farmacéutico ativo (IFA) Cidofovir adquirido da Boyle Chem Co,. Ltd.,
lote: BC20100625 (100,08%). Todos os solventes e reagentes utilizados nos ensaios
foram de grau analitico e as vidrarias previamente calibradas, sendo os testes

abaixo descritos, realizados em trés réplicas.

4.2.1 Teste de Teor por Cromatografia Liquida de Al  ta Eficiéncia com deteccao
de Ultravioleta (CLAE-UV) e validacao

Para avaliagdo do teor, diluicdbes a partir de uma solugcdo mae em meio
aquoso 100 pg/mL foram analisadas utilizando uma curva de calibragdo com
concentracfes que variaram 0,1 a 5 pg/mL.

As analises foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu com controlador
SCL-10, auto Injetor SIL-10AD, bomba LC-10AD, UV-VIS Detector SPD-10AV e
forno - CTO-10, com fase mdével composta por tampéao fosfato de sédio monobasico
3,5mM com fosfato de tetrabutilaménio 1,5 mM/acetonitrila (97:3 v/v), pH 6,0;
isocratico, bombeada sob fluxo de 1,0 mL/min, com coluna Phenomenex Luna 5 um
C18, 100 A, 250 x 4,6 mm, volume de injecdo de 20 pL e deteccao por ultravioleta
em comprimento de 274 nm, com tempo de andlise de 25 minutos. Este método foi
adaptado de SANTOYO, 2002. A metodologia foi validada segundo RE n°899/03 da
ANVISA (BRASIL, 2003), onde a linearidade do método foi verificada no intervalo de
concentracbes de 0,1; 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 yg/mL, sendo a concentragéo de 1,0 yg/mL
equivalente a 100% de concentragéo teorica.
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4.2.2 Faixa de Fusao

A faixa de fuséo foi observado em equipamento Fusidmetro 430 D segundo o
meétodo geral da F. BRAS 1V (1988) e através de Andlise Térmica Diferencial (DTA).

4.2.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada em
Espectrofotdmetro de Infravermelho com Transformada de Fourier da marca Bruker,
modelo IFS66 utilizando pastilha de KBr e o espectro tracado na faixa de 4500 cm™
a 400 cm™ (LIMA LEITE, 2007).

4.2.4 Ressonancia Magnética Nuclear

As ressonancias magnéticas nucleares proténicas (RMNH, 399.74 MHz) e de
carbono 13 (RMN'3C, 100.51 MHz) foram realizadas em Espectrémetro Varian®,
modelo Unity plus-400 MHz, as amostras foram dissolvidas com Agua deuterada
(D20) (LIMA LEITE, 2007).

4.2.5 Perfil difratométrico

Os difratogramas de raios X foram obtidos através do equipamento
difratdbmetro Siemens, modelo D5000 operando com corrente de 40 mA, sob tensao
de 40 kV, com intervalo de andlise entre 5°a 50° ( 26), com 0,05 por passo e um

tempo de 5 segundos por passo (CARINI, 2009).

4.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura

Para avaliacdo dos cristais, as amostras foram inicialmente recobertas com
ouro (25 nm) durante 2,5 minutos em Metalizador Quick Coater, modelo SC701,
Sanyu Electron. Em seguida as fotomicrografias foram obtidas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) através de microscopio Shimadzu SS-550, operado
com voltagem 15 KV, distancia de trabalho (WD) de 16 mm e magnificancia de 60,
120 e 200 vezes (USP, 2007).
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4.2.7 Caracterizacao térmica

A caracterizacdo térmica do cidofovir foi realizada através das andlises de
termogravimétrica (TG) e analise térmica diferencial (DTA).

As andlises de TG e DTA foram realizadas por meio de termobalanca
Shimadzu TGA Q60 utilizando cerca de 2mg, acondicionados em cadinho de platina
fechado, numa atmosfera com fluxo de nitrogénio a 50 mL/min. A faixa de
temperatura foi de 30 a 600 °C com razdo de aquecimento de 10°C/min. Antes dos
ensaios, o equipamento foi calibrado empregando-se amostras de aluminio e zinco
(AULTON, 2005).

4.2.8 Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado através de Titulometria por Karl Fischer,
seguindo método da F. BRAS IV (1988), por Termogravimetria (TG/DTG) e também

atraves de balanca Mettler Toledo HB 43 com aquecimento por halogéneo.

4.2.9 Estudo de Solubilidade

Para o estudo de solubilidade, um excesso do CDV foi adicionado em 10 mL
de agua purificada pH 7,4. As amostras de farmaco foram previamente submetidas a
banho de ultrassom por 5 minutos e mantidas sob agitacdo magnética vigorosa a
37°C (% 1°C) durante 16 horas. Em seguida, uma aliquota de 1,00 mL foi retirada do
sobrenadante, diluida (1:1000) com &gua purificada e filtrada (0,45 pm). O

doseamento foi realizado por metodologia de CLAE-UV a 274 nm.

4.3 Resultados

4.3.1 Teste de Teor por Cromatografia Liquida de Al  ta Eficiéncia com deteccao
de Ultravioleta (CLAE —UV) e validagao

O lote do IFA CDV avaliado frente ao padrdo cidofovir Sigma-Aldrich
apresentou teor de 102,13% (£ 2,32%) doseado por CLAE-UV. O CDV apresentou
pico de absor¢cdo maxima a 274 nm, conforme também verificado por Santoyo, 2002
(Figura 2).
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mv Figura 2- Cromatograma representativo do Cidofovir
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Os resultados dos parametros de validacdo que foram avaliados seguem
abaixo:

Linearidade

Os valores obtidos para avaliacdo da linearidade do método (Tabela 1) foram
tratados estatisticamente pelo método dos minimos quadrados, obtendo-se a
equacdo da retay = 1,1118 (£ 0,0019)x — 0,0987(x 0,0033) (Figura 3). A andlise de
regressao linear demonstrou um coeficiente de correlacédo de 0,9988, apresentando
um valor muito préximo da unidade e dentro do critério minimo aceitavel descrito na
legislacdo vigente (r = 0,99), demonstrando que ha correlacdo linear entre a
guantidade tedrica do farmaco presente na amostra (variavel independente) (x) e a

determinada experimentalmente (variavel dependente) (y).

Sendo o F calculado (4,36 x 10™°) menor do que F tabelado (3,88), considera-
se que nao ha diferencas estatisticamente significativas, no nivel de 95% de

confianga, entre as 3 curvas de calibracéo (Tabela 2).
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Tabela 1 — Resultados da Linearidade — 3 curvas auténticas.

Concentracdo Concentracéo pratica de Cidofovir Média das curvas Ccv
tedrica de (ugm/L) (%)
Cidofovir Curva 1 Curva 2 Curva 3

0.1 0,1195 0,1204 0,1155 0,1185 2,16
0.5 0,4575 0,4528 0,4569 0,4558 1,67
1 0,9877 0,9906 0,9761 0,9848 4,53
25 2,4916 2,5107 2,5692 2,5205 0,15
5 5,5454 5,5264 5,5415 5,5441 0,07

Tabela 2 — Resultados da Andlise de Variancia para Linearidade.

Fonte da SQ gl MQ F valor-P F critico
variagao
Entre grupos 0,000431 2 0,000215 4,36E-05 0,999956 3,88529
Dentro dos
grupos 59,28065 12 4,940054
Total 59,28108 14

Figura 3 — Curva da Regresséao Linear obtida da média de trés curvas de calibracdo auténticas.
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Robustez

Os resultados da analise da robustez do método verificada em relacdo a
temperatura e fluxo, utilizados nas condigbes cromatogréficas estdo apresentados

na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados do teste de robustez para os parametros avaliados: temperatura e fluxo.

Concentracéo (ug/mL) Média C.V. (%)
Parametros Al A2 A3
Temperatura (40C) 1,002 1,000 1,002 1,001 0,091
Temperatura (39C) 1,002 0,998 0,997 0,999 0,266
Fluxo 0,9 mL /min 1,003 1,004 1,002 1,002 0,266
Fluxo 1 mL/ min 1,004 1,005 1,004 1,004 0,049

Os resultados obtidos para verificacdo do parametro robustez foram tratados
estaticamente pelo método t de Student para avaliar se havia diferenca entre os
valores médios obtidos. Conforme Tabela 4, o valor de t calculado apresentou-se
inferior ao t critico, demonstrando que ndo ha diferenca estatisticamente significativa
entre os resultados analiticos verificados nos parametros temperatura e fluxo, com

95% de confianga, indicando, portanto, que o método é robusto.

Tabela 4 — Teste t de Student — Robustez

T calculado T critico
Temperatura 1,50 2,13
Fluxo 1,63 2,13

Precisdo — Repetitividade

Foram preparadas amostras em sextuplicatas, equivalente a 1,0 pg/mL de
Cidofovir (100% da concentracado tedrica). A verificacdo da repetitividade do método
foi realizada pelo calculo do coeficiente de variacdo (CV) e os resultados obtidos

estdo agrupados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados obtidos no teste de repetitividade
Concentracdo 1,0 pg/mL de Cidofovir Média CV (%)
Al A2 A3 A4 A5 A6
1,08 1,00 1,07 1,10 1,11 1,06 1,05 4,13
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Preciséo Intermediaria

Foi realizada em diferentes dias, com dois analistas, através da analise das
amostras em triplicata equivalentes a 1,0 pg/mL de Cidofovir (100% da concentracéo

tedrica), estando os resultados agrupados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados da precisao intermediaria em dias diferentes com dois analistas.

Concentracao Média CV (%)
Al A2 A3
Dia 1/Analista 1 1,08 1,07 1,07 1,07 0,86
Dia 1/Analista 2 1,04 1,06 1,03 1,04 1,73
Dia 2/ Analista 1 0,97 1,04 0,99 1,00 3,79
Dia 2/Analista 2 1,06 1,07 1,06 1,06 0,26

Para verificagdo estatistica dos resultados obtidos aplicou-se o teste

comparativo de ANOVA nas analises entre dias e analistas, conforme Tabela 7.

Tabela 7 — Resultado da Andlise de variancia para Precisdo intermediaria

Fonte da SQ gl MQ F valor-P F critico
variagao
Entre grupos 0,00135 2 0,000675 0,535242 0,603066  4,25649
Dentro dos
grupos 0,01135 9 0,001261
Total 0,0127 11

O meétodo apresentou-se preciso nos dois niveis analisados. Na repetitividade
(Tabela 5), as seis amostras auténticas com concentracdo de 100%, apresentaram
coeficiente de variacdo (CV) inferior a 5% para o farmaco em estudo, atendendo ao
exigido pela RE 899/2003, que descreve este como valor mdximo de variacao
permitido. Para a precisao intermediaria, testada entre dias e analistas diferentes,
nao foram evidenciadas diferencas estatisticamente significativas entre analistas e
dias, empregando-se Analise de variancia visto que o F calculado foi inferior ao F

critico, com 95% de confianca (Tabela 7).

Exatidao

Para avaliar a exatiddo do método, amostras em triplicata nas concentracdes

equivalentes a 50, 100 e 150% da concentracdo tedrica analisada do farmaco, foram
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testadas, as quais corresponderam a concentracdo minima, média e maxima,
respectivamente. Os resultados da exatiddo foram expressos como percentual de
recuperacao e nas trés concentracdes analisadas apresentaram-se proximo a 100%,

conforme Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados da exatidao

Determinacdes 1 % 2 % 3 %
0,5 pg/mL 0.49 97.54 0.49 97.40 0.49 97.41
1,0 pg/mL 1.05 104.96 1.05 105.17 1.05 105.34
1,5 pg/mL 1.58 105.17 1.57 104.42 1.58 105.13
Especificidade

Amostras de placebo foram analisadas em triplicata para verificacdo da
especificidade/seletividade do método analitico. O método proposto demonstrou ser
seletivo e especifico o que pbde ser confirmado pela auséncia de picos das

amostras placebos no tempo de retencéo do CDV.

Assim diante dos resultados, o meétodo foi validado e apresentou-se

especifico, linear, robusto preciso e exato em acordo com a RE 899/03 da ANVISA.

4.3.2 Faixa de fusao

A faixa de fusdo observada encontra-se entre 265°e 266°C e este resultado
também foi confirmado através de DTA verificando-se valores de T gnset de 262,15°C,
T endserde 277, 95°C e T pico €M 266, 58°C. Esse resultado esta de acordo com valor
encontrado por Belletti e cols (2011) com T pico de 269,8 °C, € T gnset de 264,4 °C.

4.3.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

O espectro de infravermelho do CDV (Figura 4) mostra uma banda de forte
intensidade em 1693 cm™, caracteristica da carbonila C=0, uma banda de absorcéo
de média intensidade em 3496 cm*correspondente a deformagcéo axial da ligacdo N-
H e uma banda de média intensidade correspondente a ligacdo C-H do ciclo
heteroaromatico em 3080 cm™ ambas presentes no anel citosina da molécula. As

bandas observadas no intervalo de 2917 e 2850 cm™ correspondem aos grupos
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metilenos presentes na molécula do IFA. Foi possivel observar na regido entre 1143
e 1081 cm™, bandas de média intensidade correspondentes ao éter alifatico como
também na regido de 929 cm-1 a banda que corresponde a ligacdo P-OH,
identificando o IFA CDV. Esse espectro apresenta-se de acordo com o observado
por Sovico e cols, 20009.

Figura 4 - Infravermelho do cidofovir.
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4.3.4 Ressonancia magnética nuclear

A partir da anélise do espectro de RMN de *H foram observados dupletos em
7,9 e 6,1 ppm correspondentes aos protons do anel heterociclico do farmaco. Os
duplo-dupletos observado nos deslocamentos 4,1 e 3,9 ppm séo atribuidos aos
prétons do grupamento CH, - OH que esta ligado ao carbono quiral, justificando
assim a duplicacdo do sinal. No deslocamento quimico em 3,8 ppm foi verificado o
multipleto correspondente ao proton do carbono quiral e no deslocamento 3,77 ppm
€ possivel ser visualizado o multipleto correspondente aos prétons do grupamento
CH, — P. Foram verificados duplo-dupletos em 3,60 e 3,67 ppm pertencentes aos
protons do grupamento CH, — N, o qual também esta ligado ao carbono quiral. No
entanto, ndo foi possivel observar os sinais correspondentes aos prétons labeis
(ligados a atomos eletronegativos, isto €, nitrogénio e oxigénio) devido a utilizacéao
de D,O como solvente. O espectro de RMN de '3C apresentou os deslocamentos

dos carbonos do anel hetrociclico em 159.85, 150.70, 149.54 e 94.24 ppm e a
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presenca dos sinais dos carbonos alifaticos em 79.4, 66.2, 60.18 e 50.22 ppm.
Dessa forma, a estrutura do IFA foi caracterizada através dos espectros de RMN

corroborando com o resultado da espectroscopia da regido de infravermelho.

4.3.5 Perfil difratométrico

A difracdo de raios X consiste numa das principais técnicas para
caracterizacdo de materiais cristalinos, como é o caso do CDV (FLORENCE &
ATTWOOD, 2003). O difratograma de raios X (Figura 5) mostra a presenca de
inmeros picos indicando que o lote apresenta estrutura essencialmente cristalina,
com picos maiores e bem definidos em torno de 11,65 18,51 26,64° e 29,75°

graus (208) e sem grandes mudancas na linha de base.

Figura 5 - Difratograma do Cidofovir.
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4.3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura

A Figura 6 mostra as imagens obtidas através de microscopia eletrdnica de
varredura, sendo observado aspecto de aglomerados de particulas irregulares e com
tamanhos diferenciados no lote analisado. Também pbde ser verificado o
comportamento cristalino, corroborando com o resultado do difratograma

apresentado na técnica de difracéo de raios X.
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Figura 6 - Morfologia dos Cristais de CDV nas magnificancias: 60x, 120x e 200x, respectivamente.
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4.3.7 Caracterizacdo térmica

Ao analisar a curva termogravimétrica (TG/DTG) (Figura 7) foram observados
inicialmente dois eventos que podem ser atribuidos a perda de agua do farmaco. O
primeiro evento observado nas temperaturas Tonpset 93,09°C € Tengset 108,73°C mostra
uma perda de massa de 6,82% indicando perda de agua de adsorcédo. Esse valor é
similar ao obtido ap6s ensaio de perda de umidade através balanca de aquecimento
por halogéneo cujo valor obtido foi 5,97%. No segundo evento observado nas Tonset
129,8°C e Tengset 144,6°C houve perda de massa equivalente a 5,17%, sugerindo

perda de agua de hidratacao.

Figura 7 - Curva termogravimétrica (TG/DTG) do Cidofovir.
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Vale ressaltar que a soma desses valores resulta em 11,99%, valor proximo
ao obtido na determinacdo do teor de umidade por titulometria por Karl Fischer,
12,08%. Segundo Oliveira (2011), essas técnicas sédo correlacionaveis, ndo sendo
evidenciadas diferencas significativas entre os resultados de cada uma delas. Nas
curvas de DTA foram observados cinco eventos endotérmicos, enumerados na
Figura 8. Os eventos 1 e 2 ocorridos até 170°C séo referentes a perda de agua do
insumo como verificado nas curvas TG. Os eventos 3 a 5 sdo eventos subsequente
de fusdo, onde o0 4° evento é 0 mais pronunciado, com pico em 266,58°C e entalpia
de 242,66J/g, estando o resultado em acordo com o ponto de fusdo obtido através
método do capilar descrito na F. BRAS |V, 1988.

O evento 3 ocorrido na faixas de temperatura Tonset 219,71°C € Tengset
231,11°C e o0 evento 5 na temperatura Tonset 257,53°C € Tendset 276,95°C,
respectivamente, sugerem a presenca de solvatos, diferindo-se da faixa de fusao
principal (pico 4) conforme Figura 8. Também se observa, baseado na Figura 7
(evento 3 e 4) e Figura 8 (3, 4 e 5), que a faixa de fusédo coincide com a etapa de
decomposicdo e, portanto, Sd0 eventos concomitantes, como anteriormente
observado por SHULGA & DUNN (2004) na analise da decomposi¢do térmica do

acido 2-hidroxibenzoico e do éster 2-carboxifenil.

Figura 8 - Curva DTA do Cidofovir.
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4.3.8 Teor de umidade

O teor de umidade por Karl Fischer, com ja foi discutido no item anterior de
Caracterizacao térmica, foi de 12,08%, sendo considerado elevado, tornando o IFA,
portanto, mais suscetivel a reacdes de hidrdlise, dai a necessidade do mesmo ser

armazenado em local protegido da umidade.

4.3.9 Estudo de Solubilidade

O CDV avaliado apresentou solubilidade aquosa em pH 7,4 a temperatura de
37T (x1) no valor de 12,5 mg/mL (x 2,34). A solubi lidade do CDV é dependente do
pH do meio de dissolucdo. Segundo Aspe e colaboradores (1995), esse IFA
apresenta maior solubilidade em pH 7,0 quando comparada a uma solugdo aquosa
com pH 4,5. Esse fendmeno é devido a presenca dos multiplos sitios de protonacéo
na molécula e pelo IFA apresentar-se como uma mistura de espécies mono e
dianidnicas em pH 7,0 e em pH acido, o CDV apresenta carater zwiteridnico.

A escolha da avaliacao da solubilidade neste valor de pH considerou também
o pH fisiolégico, visto que durante o desenvolvimento de formulagbes topicas a

cedéncia do farmaco devera ser realizada.

4.4 Conclusao

Diante dos resultados expostos, foi possivel identificar e caracterizar o lote do
CDV avaliado através de técnicas de Infravermelho, RMN *H e **C.

Além disso, os ensaios de caracterizacdo térmica, difracdo de raios-x,
microscopia eletronica de varredura, teor de umidade e solubilidade possibilitaram o
conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e avaliagdo da
qualidade do insumo.

Assim, como se trata de um farmaco do qual ndo se disp6e de especificagbes
descritas nos compéndios oficiais, esse estudo tornou-se necessario para a
obtencdo das informacfGes importantes a serem consideradas nos estudos
posteriores de pré-formulacdo de preparacdes topicas, a serem utilizadas no

tratamento de lesGes condilomatosas por HPV.
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CAPITULO 1l

5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ESTUDOS DE LIBERA CAO /
PERMEAGCAO CUTANEA IN VITRO DE PREPARACOES TOPICAS DE
CIDOFOVIR
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Damasceno de Souza ', Gustavo Augusto Pereira dos Santos !, André Luis
Menezes Carvalho ?, Leila Bastos Leal * e Davi Pereira de Santana *

1 — Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, Nucleo de desenvolvimento
Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC). Av. Prof. Arthur de Sa, s/n, Cidade
Universitaria, Recife — PE, Brasil.

2 — Universidade Federal do Piaui, Departamento de Bioquimica e Fisiologia,

Campus Ministro Petronio Portela, Ininga, Teresina — PI, Brasil.

Resumo : O cidofovir € um farmaco antiviral que vem sendo utilizado no tratamento
de verrugas anogenitais em substituicdo a terapia usual. Todavia, ndo existe uma
padronizacdo das formas farmacéuticas semi-solidas utilizadas, nas quais o farmaco
é incorporado a partir da solucéo para perfusdo Vistide®. O objetivo deste trabalho é
avaliar formas gelificadas e emulsionada contendo o insumo farmacéutico ativo
cidofovir quanto as caracteristicas fisico-quimicas e ensaios de liberacdo e
permeacdo cutanea in vitro através da pele de cobra Boa constrictor. Esse estudo
faz parte da etapa inicial do desenvolvimento de uma formulacdo topica segura e
eficaz para o tratamento dos condilomas acuminados. Os resultados obtidos
mostram que nao houve diferencgas estatisticamente significativas entre a quantidade
de farmaco liberada entre os géis e a emulsdo. Também foi possivel verificar que os
promotores de permeacdo ndo atuaram de forma expressiva na permeacao do

farmaco através da muda de pele de cobra da espécie Boa constrictor.

5.1 Introducéo

O Papilomavirus humano (HPV) configura uma das principais doencas
sexualmente transmissiveis (NOGUERES, 2010). Devido a sua alta prevaléncia,
acredita-se que 75 a 80% da populacdo foi, estd ou serd infectada pelo virus em

algum momento da sua vida (ELEUTERIO, 2009). No Brasil, segundo dados do
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Ministério da Saude, aproximadamente 25% das mulheres estdo infectadas pelo
virus e o pais € um dos lideres mundiais em incidéncia do HPV (BRASIL, 2011).

O HPV esta associado ao desenvolvimento do cancer de colo de utero e as
verrugas genitais. As verrugas genitais, também conhecidas por condiloma
acuminado, séo lesGes escamosas benignas que acometem a regido anogenital,
podendo causar prurido, queimacao, dor vulvovaginal, leucorréia, sangramento e até
obstrucéo da uretra, vagina e anus, além do desconforto estético gerado (NAZZAL et
al, 2008; ANIC, GIULIANO, 2011; GUNTER, 2003). Essas lesdes, dependendo do
estado imunoldgico do individuo, podem regredir de forma espontanea, ou tornarem-
se mais numerosas em pessoas imunodeprimidas, como ocorre com portadores do
virus HIV ou usuarios de agentes imunosupressores (SAMPAIO NETO, 2001;
TANNUS et al, 2008).

Atualmente, ndo se dispde de um tratamento definido para essas lesdes,
sendo importante, o desenvolvimento de pesquisas a fim de se obter uma terapia
eficaz. Nesse sentido, estudos como os realizados por MUNOZ et al, 2010; MARINO
et al, 2007; GEERINCK et al, 2001; BONATTI et al, 2007; TRISTAM, FIANDER,
2005; STRAGIER et al, 2002 tem apontado o cidofovir administrado por via topica
como uma alternativa frente aos tratamentos causticos e dolorosos atualmente
disponiveis e que nao atuam diretamente no virus (CARVALHO, QUINTANA, 2008).

O cidofovir € um farmaco antiviral pertencente a classe dos analogos
nucleosidicos com amplo espectro contra DNA virus, dentre eles os Papilomavirus.
Possui peso molecular de 279,19 g mol™ e férmula molecular CgH14N3O6P. E um p6
cristalino branco, com elevada solubilidade aquosa em pH 6,0 a 8,0 e coeficiente de
particdo (log P) igual a 3,3 (GILEAD SCIENCES, 2000; THE INDEX MERCK, 2001).

Sua acao se da através da inibicdo da sintese de DNA polimerase, enzima
essencial a replicacdo viral, além de induzir a apoptose de células infectadas pelo
HPV (DE CLERCQ, 2002, 2007).

Uma caracteristica inerente a utilizacao topica do cidofovir, € a incorporagao
do farmaco em preparacdes extemporaneas, a partir da especialidade farmacéutica
Vistide®, ndo havendo ainda uma formulacdo padrdo e nem estudos que avaliem a
qualidade do produto final. A avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e dos
perfis de liberacdo e permeacéo in vitro é imprescindivel para o conhecimento do
comportamento dessas preparacdes utilizadas nos estudos de casos descritos,

representa a proposta deste trabalho.
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O perfil de liberacdo do farmaco foi definido empregando células de difusédo
tipo Franz com membranas artificiais e para a avaliacdo da permeacéo cutanea in
vitro, optou-se pelo emprego da muda de pele de cobra da espécie Boa constrictor.

A utilizacdo de pele de cobra como modelo de biomembrana, apresenta
vantagens por possuir similaridade ao estrato corneo humano, sendo util quanto ao
fornecimento de dados reprodutiveis (NUNES et al, 2005). Avaliar inicialmente a
passagem do cidofovir através do estrato cérneo é de fundamental importancia, visto
gue essa camada constitui a principal barreira a difusdo de substancias na pele e
por se tratar de um farmaco de elevada hidrofilia, fato que confere uma maior
resisténcia a passagem pelo estrato corneo (MARTINS, VEIGA, 2002; SILVA, 2010).

Diante disso, o0 objetivo deste trabalho foi estudar diferentes formas
farmacéuticas convencionais, como gel e emulsao, contendo o insumo farmacéutico

ativo.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Obtencdes das preparacoes gelificadas e emuls  ionada do cidofovir e

avaliacé@o das caracteristicas fisico-quimicas

Com base nos estudos realizados por Zamacona, et al (2005), Stragier, et al
(2002) e Mufoz, et al (2010) foram preparados trés diferentes géis e uma emulsao
conforme descrito na Tabela 1. Os géis foram preparados por dispersdo do polimero
em agua purificada por meio de agitador mecéanico Fisaton 713 D com velocidade de
rotagdo inicial 550 rpm e final 1200 rpm durante 20 minutos, obtendo-se a
caracteristica gelificada apds correcao do pH. A emulsao foi preparada pela técnica
de inversdo de fases, onde a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa, ambas
com temperatura de 75 °C e a agitacdo mantida constante no agitador mecéanico
citado com velocidade de 500 rpm até temperatura de 25 °C. Apds o preparo, as

formulag@es foram acondicionadas em embalagens plasticas.
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Tabela 1 - Composicao e percentuais das formulacdes gelificadas e emulsionada

Composicao Fornecedor Formulagdo Formulagéo Formulagdo Formulagéo
G) (GP) (GE) (E)
Cidofovir BoyleChem 1% 1% 1% 1%
Carbopol 940 Deg 1,2% 1,2% 1,2% -
Cera Polawax Galena - - - 14%
_Oleato _de Henrifarma - - - 3%
isodecila
Propilenoglicol Henrifarma - 5% - 5%
Trietanolamina Codossal gs gs gs gs
Etanol Vetec - - 5% -
Edta Henrifarma 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
BHT Henrifarma - - - 0,03%
Metilparabeno Henrifarma 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
I?ropilparabeno Deg 0,05% 0,05% 0,05% 0,05%
Agua zg;f'cada . 200g 200g 200g 200g

G: CDV 1% gel carbopol, GP: CDV 1% gel carbopol com propilenoglicol, GE: CDV 1% gel carbopol com etanol,
E: CDV 1% emulséo.

5.2.1.1 Caracteristicas organolépticas

ApoOs 24 horas da preparacao, as formulacdes foram avaliadas visualmente
guanto aos parametros de aspecto, cor e homogeneidade. Para a emulsdo tambéem
foi observado se houve indicios de instabilidades como presenca de sedimentacgéo,
coalescéncia e separacao de fases (MORAIS, 2006).

5.2.1.2 Teste de resisténcia a centrifugacao

O ensaio de resisténcia a centrifugacdo é uma técnica bastante difundida que
possibilita informacdes rapidas sobre a estabilidade de emulsdes (MORAIS, 2006). A
centrifugacdo simula um aumento na forca de gravidade, aumentando a
movimentacdo das goticulas e antecipando possiveis instabilidades como
precipitacédo, separacao de fases, formacgéo de sedimento ou coalescéncia (BRASIL,
2008).

Neste teste uma amostra de 5 g da emulsédo foi centrifugada a 3000 rpm
durante 30 minutos em centrifuga Centribio 80-2B, sendo em seguida foi verificada a

ocorréncia ou ndo de separacédo de fases (BRASIL, 2004).

5.2.1.3 Analise do tamanho das goticulas da emulséao

A medicao do tamanho de goticula foi realizada através do método proposto
por Coelho (2005). Inicialmente, a amostra foi diluida em solucéo

propilenoglicol/agua 1:1, na proporcao de uma parte de amostra para vinte partes de
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solucdo, sendo em seguida a lamina preparada e observada em microscépio éptico
Bioval com objetivas de 10, 40 ou 100 x de magnitude e uma ocular de 10
aumentos, onde foi feita a afericdo do diametro de 100 goticulas com régua em

escala micrométrica acoplada a ocular.

5.2.1.4 Determinacgéo do pH

O pH das formulacdes foi verificado utilizando um pHmetro digital modelo
Hanna pH 21, previamente calibrado com solu¢des tampéo fosfato pH 4,0 e 7,0 a

uma temperatura de 25 °C.

5.2.1.5 Ensaios de reologia e viscosidade

As propriedades reoldgicas e a viscosidade das formulagdes foram avaliadas
com auxilio de viscosimetro rotacional da marca Rheology International.

Procederam-se as analises utilizando 100 gramas das amostras e spindle
ASTM 7. As medidas foram avaliadas a velocidades de rotacdo progressivamente
mais altas (10 —100 rpm com variagdo em intervalo de 1 minuto de 10 em 10 rpm)
para obter-se a curva ascendente, e o procedimento foi repetido no sentido inverso
com velocidades progressivamente mais baixas (100 —10 rpm) para obter-se a curva
descendente. A viscosidade aparente de cada formulacdo foi verificada com
velocidade de rotacdo do spindle a 50 rpm.

Os graficos obtidos relacionam valores de velocidade de cisalhamento (1/s),
no eixo das abscissas, com os valores de tensdo de cisalhamento (N/m?) e

viscosidade (Pa.s), no eixo das ordenadas.

5.2.1.6 Determinagéo da espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada por método adaptado de
Borghetti e Knost (2006). Em uma placa de vidro disposta sobre papel milimetrado,
aplicou-se 0,5 g da amostra de cada preparacdo e sobre a amostra foi colocada uma
placa de vidro de peso conhecido. Apés um minuto de espalhamento, o diametro foi
aferido em posicdes opostas e calculado o diametro médio. Subsequentemente, o

mesmo procedimento foi repetido até um total de 5 placas. Os resultados foram
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expressos em espalhabilidade da amostra em funcdo do peso aplicado, de acordo
com a equacgéo 1:

Ei= d? x- (1)

Onde, Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?);

d = didmetro médio (mm).

5.2.2 Estudo de liberacdo e permeacdo in vitro em modelo de biomembrana

alternativo

A avaliacdo da quantidade do cidofovir liberada e permeada da forma
farmacéutica foi realizada utilizando seis células de difusdo de Franz conectadas a
um banho termostatizado a 37T £ 0,5 dispostas indi vidualmente em placa agitadora
magnética. Uma aliquota de 500 mg de cada formulagdo foi aplicada ao
compartimento doador (com &rea difusional de 1,15 cm?) separado através de uma
membrana do compartimento receptor (com volume de + 6 mL) que foi pré-enchido
com tampao fosfato pH 7,4.

No estudo de liberagéao foi utilizada uma membrana artificial de acetato de
celulose (0,45 um) e para avaliacdo da permeacao foi empregada pele de cobra Boa
constrictor como modelo de biomembrana alternativo de estrato cérneo. A pele foi
doada pelo Laboratorio de animais peconhentos e toxinas (LAPTX) do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da UFPE. Previamente a realizacdo do estudo, as membranas
foram hidratadas em tampao fosfato pH 7,4 por um periodo de 12 horas, conforme
Brito (2009).

Durante o estudo o sistema foi mantido sob agitacdo constante. Em intervalos
de tempo pré-estabelecidos, foram coletados volumes de 3 mL (estudo de liberagéo)
e 2 mL (ensaios de permeacéao), da solucdo receptora, sendo imediatamente reposto
0 meio receptor com tampao fosfato pH 7,4 para manutencdo da condigao sink.
ApoOs cada coleta, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria no
ultravioleta para a avaliacao da liberacdo e para o estudo de permeacéo através de
CLAE - UV. As metodologias foram validadas conforme RE n. 899/03 — ANVISA.
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5.2.2.1 Quantificacdo do cidofovir proveniente do ensaio de liberagéao

Inicialmente, foi realizada uma varredura em espectrofotbmetro Shimadzu
UVmini-1240 nos comprimentos de onde de 200 — 400nm para determinagdo do
maior comprimento de onda absorvido pelo farmaco, cujo valor obtido foi 274nm. O
mesmo valor obtido por Santoyo, 2002, através de analises do farmaco por CLAE —
uVv.

Para quantificacdo do cidofovir, uma curva de calibragdo no intervalo de
concentracdes de 5 — 40 pug/mL foi preparada a partir de uma solucdo mae em meio
aquoso 100 ug/mL.

A metodologia foi validada segundo RE n° 899/03 da ANVISA (BRASIL,
2003), onde a linearidade do método foi verificada nas concentragbes de 0,5; 10; 15;
20; 25; 30 e 40 ug/mL, sendo a concentracdo de 20 pg/mL equivalente a 100% de

concentracao teorica.

5.2.2.2 Condi¢cdes cromatogréficas para quantificacdo do cidofovir em

amostras oriundas do ensaio de permeacao cutanea

As analises foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu com controlador
SCL-10, auto Injetor SIL-10AD, bomba LC-10AD, UV-VIS Detector SPD-10AV e
forno - CTO-10, com fase mdével composta por tampéao fosfato de sédio monobasico
3,5 mM com fosfato de tetrabutilaménio 1,5 mM/acetonitrila (97:3 v/v), pH 6,0;
isocratico, bombeada sob fluxo de 1,0 mL/min, com coluna Phenomenex Luna 5 um
C18, 100 A, 250 x 4,6 mm, volume de injecdo de 20 pL e deteccao por ultravioleta
em comprimento de 274 nm, com tempo de andlise de 25 minutos. Este método foi
adaptado de SANTOYO, 2002. A metodologia foi validada segundo RE n°899/03 da
ANVISA (BRASIL, 2003).

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas

5.3.1.1 Caracteristicas organolépticas
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Os ensaios de caracterizagdo de formulac¢des foram iniciados 24 horas apos o
preparo. Esse intervalo € admitido como tempo necessario para as preparacdes
alcancarem o0 equilibrio e testes imediatos poderiam fornecer resultados
equivocados e indicios de instabilidade (MORAIS, 2006).

Decorrido esse periodo e apds andlise visual, as preparacdes gelificadas
apresentaram-se homogéneas e translicidas e inodoras. A emulsdo apresentou
consisténcia cremosa, coloracdo branca e brilhosa e odor caracteristico da cera

auto-emulsionante utilizada.

5.3.1.2 Resisténcia da emulséo a centrifugacao

ApoOs a centrifugacdo nao foi visualizada a separacédo de fases e a emulséo
manteve seu aspecto inalterado, ou seja, a velocidade de centrifugacdo nao

provocou alteragcdes no sistema.

5.3.1.3 Analise do tamanho das goticulas da emulséao

A observacdo microscépica das goticulas € uma técnica vantajosa para se
obter informagbes sobre a uniformidade da fase interna da emulsdo (COELHO,
2005). A Figura 1 mostra a dispersdo das goticulas na fase continua. O tamanho
médio das goticulas foi 0,56 pm (+0,21), sendo mais frequente o valor de 0,5 um. E
importante verificar que a emulsdo possui goticulas de tamanhos e formas
uniformes, conferindo estabilidade ao sistema. E interessante que o tamanho das
goticulas seja avaliado em funcdo do tempo, pois um aumento progressivo do

tamanho pode acarretar em perda da estabilidade (AULTON, 2005).

Figura 1 — Microfotografia da emuls&o
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5.3.1.4 Determinacgéo do pH

Segunda Silva (2008), o pH ideal de uma formulacdo é padronizado de
acordo com o pH de estabilidade dos componentes ativos utilizados e o de
tolerancia da pele. Durante a preparacdo dos géis, por meio de reacdo de
neutralizagdo, o valor de pH foi ajustado para uma faixa proxima a neutralidade,
obtendo-se os valores de 6,24, 6,15 e 6,24 para as preparacdes G, GP e GE,
respectivamente. O pH obtido para a emulsdo foi 6,7. Esses valores foram
determinados a fim de se estabelecer um pH compativel com as caracteristicas do
farmaco, das formulagées e do local de aplicacao.

O cidofovir possui alta solubilidade aquosa na faixa de pH 6,0 a 8 (GILEAD
SCIENCES, 2000). Este valor de pH confere estabilidade as preparacdes, emulsdes
formadas com ceras auto-emulsionantes nao-idnicas, como o Polawax, possuem
estabilidade em ampla faixa de pH (3 a 12) (MENDONCA et al, 2009, CORREA et al.,
2005) e os géis anionicos formados por carbdmeros, devem apresentar pH neutro ou
proximo a neutralidade (CORREA et al, 2005). Além disso, esse valor de pH é
compativel com o pH da pele que varia entre 4 a 6, sendo o pH da regido anogenital
entre os valores de 5 a 5,5 (GUPTE, PATIL, PAWASKAR, 2009).

5.3.1.5 Ensaios de reologia, viscosidade e espalhabilidade

Em relacdo as propriedades reologicas, as formulacbes G, GP e GE
apresentaram comportamento nao-Newtoniano do tipo pseudoplastico, explicado
pelo decréscimo da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, fato que
pode ser visto através dos gréficos da viscosidade que mostra uma relagdo néo-
linear entre a viscosidade relativa e taxa de cisalhamento (Figuras 2, 3, 4 e 5)
(AULTON, 2005).

O comportamento pseudoplastico, apresentado nas formulacdes, €
apropriado para produtos de aplicacéo topica onde, apos cisalhamento, a resisténcia
inicial para o gel fluir diminui, refletindo na facilidade de aplicacdo (MORAIS et al.,
2005). Tal comportamento é frequente em formulacées que contém gomas naturais
ou sintéticas e polimeros (FERRARI et al., 2008).

A formulacdo E apresentou comportamento pseudoplastico, com area de
histerese, conferindo-lhe caracteristicas tixotropicas (Figura 5) (FERRARI et al.,

2008). A tixotropia € uma variavel da viscosidade dependente do tempo. Este
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parametro fornece informacdes da capacidade e do tempo necesséario para o
produto retornar a sua estrutura apos a retirada da tensdo (LEONARDI et al., 2009).

Esta caracteristica é desejavel, pois os produtos tixotropicos tornam-se mais
fluidos, facilitando a espalhabilidade e recuperam a viscosidade original ou parcial,
com o término da tensdo, evitando assim que o produto escorra sobre a pele
(CORREA et al., 2005). O fendmeno de tixotropia da emulsdo deve-se
provavelmente ao aumento mobilidade cinética das goticulas apds agitacao
mecanica, fato que propicia a diminuicdo da viscosidade e apds o encerramento da
agitacdo, as goticulas tendem retornar a condicdo inicial sob influéncia do
movimento browniano (AULTON, 2005).

As Figuras 2, 3, 4 e 5 mostram o comportamento reolégico das preparacdes
G, GP, GE e E, respectivamente.

Figura 2 - Reogramas da Formulacédo G
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Figura 3 - Reogramas da formulacao GP
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Figura 4 - Reogramas da formulacdo GE
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Figura 5 - Reogramas da formulacdo E
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Os dados da viscosidade aparente das preparacfes presentes na Tabela 2
mostram que a emulsao apresenta menor viscosidade e consequentemente espalha
um pouco mais em relacdo aos géis, todavia, os valores de espalhabilidade entre as
formulacbes sdo bastante semelhantes ndo havendo diferencas estatisticamente
significativas entre os valores da espalhabilidade das formulac¢des (p<0,05) (Figura
6). A espalhabilidade de uma formulacdo semi-sélida € um importante parametro das
formas farmacéuticas destinadas a administragédo topica, pois esta relacionada com

a aplicacao dessas preparacoes no local de acdo (BORGHETTI, KNOST 2006).
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Tabela 2 — Viscosidade aparente das preparacdes (n = 3)
Preparacdes G GP GE E

Média dos
valores de
Viscosidade 24,74 +£0,13 18,12 + 0,06 24,83 +£0,30 11,13 +0,19
aparente
(Pa.s) (+ DP)

Figura 6 — Grafico das espalhabilidades das preparacfes
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5.3.2 Validacdo de método analitico para quantifica ¢do do cidofovir nas

cinéticas de liberagdo in vitro

ApoOs varredura espectrofotométrica da solucéo de cidofovir, 0 comprimento
de onda de melhor absorcéo para o farmaco foi 274 nm, estando em acordo com o
apresentado por Santoyo e colaboradores, 2002.

N&o foram observados sinais indicativos de interferentes durante o ensaio
com tampao fosfato pH 7,4 e com as formulacdes desprovidas do farmaco
demonstrado ser o método desenvolvido especifico para determinacdo do cidofovir.
No entanto, é importante salientar que, conservantes como metilparabeno sao

absorvidos em comprimento de onda muito proximo ao do cidofovir (269 nm), por
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ISso para evitar resultados errbneos, todas as formulagbes avaliadas estavam
isentas de conservantes e antioxidantes, conforme sugerido por Sato et al (2007).

A linearidade nas concentracdes (5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 pg/mL) foi
estabelecida através da avaliacdo dos dados das curvas utilizando o método dos
minimos quadrados. A equacdo da reta é y = 0,0283x + 0,0013 e o coeficiente de
correlacdo r? = 0,999. Ap6s andlise estatistica por ANOVA ndo foi observada a falta
de ajuste, isso mostra que o método € capaz de fornecer resultados proporcionais as
concentracOes avaliadas (BEDOR et al, 2008).

Os limites de detecc¢éo e quantificagao calculados foram 0,754 pg/mL e 1,143
pHg/mL, respectivamente. O limite de deteccdo indica a menor quantidade da
substancia que pode ser detectada em uma amostra, enquanto, o limite de
quantificacdo fornece a menor quantidade da substancia que pode ser quantificada
com precisao e exatidao (RE 899/2003 - ANVISA).

Para avaliar a precisdo do método, o ensaio de repetitividade a partir de seis
réplicas da concentracdo teste resultou em uma concentragdo meédia de 20,07
ng/mL. Os dados da repetitividade e da precisdo intermediaria podem ser
visualizados na Tabela 3. Apds tratamento estatico por ANOVA foi constatado que
nao houve diferenga significativa (p<0,05) entre os resultados obtidos em dias
diferentes e por analistas diferentes, pois o valor de F calculado foi menor que o F

tabelado.

Tabela 3 - Repetitividade e Precisao intermediaria entre analistas e dias diferentes

Repetibilidad Concentracao CV (%)
epetibilidade 21,42 pg/mL + 0,027 0,13
Precisé@o Dia 1 Dia 2
intermediaria Concentracéo CV% Concentracéo CV%
Analista 1 21,42 pg/mL 20,50 pg/mL
+0,014 0,06 +0,014 0,06
Analista 2 21,21 pg/mL 21,24 pyg/mL
0,014 0,06 0,018 0,08

O método também foi considerado exato, pois os resultados encontrados
apresentaram concordancia com os resultados da analise de trés concentracdes

(baixa, média e alta) da solucéo de cidofovir.
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Tabela 4 — Resultados da exatidao

Concentracdo Dados estatisticos
Teodrica Experimental Média DP CV% %
10 10,02 9,96 10,05 10,05 0,045 0,45 100,2
20 20,05 20,09 20,05 20,05 0,023 0,11 100,3
30 30,02 30,02 30,02 30,02 0,064 0,21 100

A robustez de um método esta relacionada a sua capacidade em resistir a
pequenas modificacdes dos parametros analiticos (RE 899/2003 ANVISA). Ao variar
condicdes analiticas como temperatura (20 e 25°C) e pH (6,5 e 7,4) da solucdo de
concentracéao teste, foi verificado que os dados obtidos sdo semelhantes, indicando
qgque o método € robusto. A analise dos resultados foi verificada através de teste
ANOVA, onde o F calculado (0,473) apresentou menor valor que o F tabelado (4,06)

no intervalo de confianga de 95%.

5.3.3 Estudos de liberagdo e permeagéo in vitro

Através da observacéo do perfil de liberacdo do cidofovir in vitro (Figura 7), é
possivel verificar que a difusdo do farmaco a partir da emulséo, linha azul no grafico,
foi maior em relagéo as formulagdes gelificadas. Esse resultado pode ser atribuido a
viscosidade das preparacbes. De acordo com Davis e Khanderia (1972 apud
SANTIS, 2008), a atividade termodinamica e a viscosidade tém efeito determinante
sobre a liberacdo do farmaco. E regra geral que o aumento da viscosidade do
veiculo causa a formacdo de uma estrutura mais rigida e, portanto a taxa de
liberacdo da droga encontra-se diminuida (WANG et al, 2001). Dessa forma, por
apresentar uma viscosidade inferior as preparacdes gelificadas (Tabela 2), a
formulacdo emulsionada libera mais rapidamente e proporciona um maior

particionamento do farmaco contido no veiculo em direcdo & membrana.
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Figura 7 — Perfil de liberacéo in vitro das formulacfes estudadas (n = 4)
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Considerando as formulacdes gelificadas, os valores de viscosidade de cada
preparacao (Tabela 2) estdo diretamente relacionados com seus respectivos perfis
de liberacdo in vitro (Figura 7). A Figura 7 mostra ainda que esses perfis de
liberacdo ndo apresentaram diferencas significativas no intervalo de confianca de
95% ap0s tratamento estatistico por ANOVA.

Através da aplicagdo do método de regressao linear dos minimos quadrados
nos dados experimentais obtidos da liberacao in vitro do cidofovir, foi verificado que
o modelo de Higuchi demonstrou ser o mais adequado para todas as formulacdes
avaliadas (Higuchi, 1962). Esse resultado pode ser observado através dos valores
dos coeficientes de correlagdo presentes na Tabela 5. Portanto, tais perfis de
liberacdo do cidofovir apresentaram modelo cinético de pseudoprimeira ordem,
indicando que o sistema é controlado por difusédo. (Higuchi, 1962).

Conforme Higuchi (1961 apud DASH, MURTHY, CHOWDHURY, 2010), a

quantidade liberada é dada pela equacdo Q =Am Vt, onde Q é a
quantidade de farmaco liberada no tempo t por unidade de area A, C é a
concentracgéo inicial do farmaco, Cs é a solubilidade do farmaco no veiculo e D é o
coeficiente de difusdo do farmaco no veiculo. Comparando a equacdo acima com o

grafico na Figura 7, observa-se que a quantidade liberada € proporcional a raiz
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quadrada do tempo e que o coeficiente de proporcionalidade é dado por

A\/D(2C — Cs)C. Dessa forma, quanto maior o coeficiente de difusdo, maior sera a

guantidade de farmaco liberada.

Tabela 5 — Coeficientes de correlacdo das formulacdes estudadas nas cinéticas de liberacéo

Coeficiente de

Formulacdes ~
& correlacao (r %)

G 0,9889 + 0,0063
GP 0,9946 + 0,0044
GE 0,9906 + 0,0036

E 0,9907 + 0,0089

Para os estudos de avaliacdo da permeacao do farmaco in vitro, foi escolhida
como biomembrana, a pele da regido dorsal de cobra Boa constrictor. A muda de
pele de cobra é constituida de estrato corneo puro desprovido de epiderme viavel e
possui similaridades quanto a composicdo lipidica e a permeabilidade aquosa do
estrato corneo humano (NUNES, 2005; PRACA, 2010). Desse modo, optou-se por
esse modelo para avaliar a permeacéo do cidofovir contido nas formulagdes, visto
que o estrato corneo constitui a principal barreira de passagem de substancias
atraves da pele (SILVA, 2008).

De acordo com o gréfico de permeacéo do cidofovir através da pele de cobra
Boa constrictor (Figura 8), observa-se que a emulsdo, apresentou um maior perfil de
permeacéo, corroborando com os resultados verificados nos estudos de liberacéo in

vitro.



98

Figura 8 — Perfil de permeacéo cutanea in vitro através de biomembrana (n = 3)
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Além da interferéncia da viscosidade no veiculo, conforme discutido
anteriormente e partindo-se do principio de que a pele de cobra é uma biomembrana
com caracteristica lipofilica (ITOH et al, 1990), pode-se prever que 0s tensoativos
contidos na emulsdo atuem diretamente na promoc¢éao da permeacéo do farmaco.

Segundo Nokhodchi (2003), os tensoativos nao-ibnicos, como 0s presentes
na cera autoemulsionante Polawax®, possuem dois mecanismos facilitadores da
permeacdo. Inicialmente, penetram na regido intercelular do estrato cérneo,
aumentando a fluidez, a solubilidade e a extracdo dos componentes lipidicos. O
outro mecanismo esté relacionado a penetracdo do tensoativo na matriz intercelular
gue ao ligar-se aos filamentos de queratina promovem a ruptura dos cornedcitos.

O cidofovir € um farmaco com caracteristica hidrofilica e tratando-se de uma
emulsdo Oleo em agua, estaria solubilizado na fase externa da emulsdo. Diante
disso, ndo ha particionamento do farmaco da fase interna, fato que retardaria a
difusdo, como observado por Gomes, Nunan e Ferreira (2004) no estudo da
influéncia do tipo de formulacdo na liberagéo tépica da paromomicina.

Em relacédo as formulacdes gelificadas, pode-se observar que os promotores

de permeacdo propilenoglicol e etanol, nas concentracbes utilizadas, nao
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influenciaram de forma significativa a permeacdo do cidofovir (p<0,05). Esses
promotores, comumente utilizados em formulagcbes de uso tépico, atuam como co-
solventes do farmaco no veiculo, melhoram a hidratacdo cutanea, além de serem
capazes de extrair lipidios do estrato corneo favorecendo a penetracdo do farmaco
(TOMMER, NEUBERT, 2006; CARPENTIERI-RODRIGUES, ZANLUCHI, GRABORI,
2007). No entanto, o efeito desses também depende da concentracdo utilizada na
preparacdo (WILLIAMS, BARRY, 2004; TOMMER, NEUBERT, 2006).

Diez-Sales e colaboradores (2005) avaliaram a influéncia do propilenoglicol,
nas concentracoes de 0 a 70% p/p, na penetracdo do aciclovir na pele humana a
partir de sistemas solventes e do gel de carbopol. Nesse estudo observou-se que a
maior taxa de permeacédo do aciclovir foi obtida com 70% de propilenoglicol para o
sistema solvente e 50% para o gel. Diante disso e dos resultados obtidos na
permeacao in vitro do cidofovir a partir das preparacdes gelificadas, consideramos
importante que novos estudos sejam realizados com o intuito de avaliar a influéncia

desses promotores em maiores concentra(;ﬁes.

5.4Conclusdo

As preparacdes farmacéuticas utilizadas nesse estudo sao formas
farmacéuticas convencionais comumente utilizadas nos estudos descritos na
literatura para tratamento de verrugas genitais. Diante dos resultados obtidos pode-
se concluir que as preparacdes gelificadas e emulsionadas avaliadas apresentaram
valores de pH compativeis com o farmaco, forma farmacéutica e com o pH da regido
genital. Além disso, o comportamento reoldgico foi condizente com o esperado para
os veiculos semi-sélidos. A emulsdo apresentou-se resistente ao ensaio de
centrifugacéo e com goticulas de tamanho e formas uniformes.

Nos estudos de liberacéo in vitro utilizando membrana sintética, observou-se
gue a viscosidade foi fator determinante para a difusdo do cidofovir. Quanto menor a
viscosidade da preparacdao maior foi a quantidade de farmaco liberado, conforme
verificado para a formulacdo emulsionada.

No que diz respeito ao modelo matematico da cinética de liberagdo, o que
melhor se ajustou a todas as formulag¢des, emulsionada e gelificadas, foi o modelo

de pseudoprimeira ordem indicando que os sistemas séo controlados por difusao.
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Em relacdo ao estudo de permeacao in vitro do cidofovir através da pele de
cobra Boa constrictor, a emulsdo apresentou um perfil de permeacédo superior as
demais formulacdes, demonstrando consoancia com o estudo de liberacdo. Todavia,
para as preparacoes gelificadas, a concentracdo dos promotores de permeacdo nao
influenciou significativamente a permeacdo do farmaco, sugerindo a realizacdo de

novos estudos contendo esses promotores em maiores concentracoes.
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6 CONCLUSOES

v Através do emprego de técnicas analiticas no estudo de caracterizacao fisico-
quimica do cidofovir foi possivel identificar do insumo farmacéutico ativo e definir
especificacdes que ndo se encontram descritas em compéndios oficiais. Além disso,
os resultados obtidos fornecem dados importantes a ser considerados no
desenvolvimento e controle de qualidade de formas farmacéuticas a base do

farmaco.

4 As preparacdes gelificadas e emulsionadas contendo o cidofovir avaliadas
apresentaram caracteristicas como pH e viscosidade compativeis com farmaco,
veiculo e local de administracdo pretendido. Além disso, a emulsdo mostrou-se
resistente ao teste de centrifugacdo e com goticulas de tamanho e formas

uniformes.

4 Nos estudos de liberacéo in vitro, foi observado que a viscosidade € o fator
determinante na difusdo do farmaco, sendo evidenciado um perfil de liberacao
superior para a emulsdo consistindo na formulacdo de menor viscosidade. Além
disso, verificou-se que todas as preparacdes seguiram o0 modelo cinético

pseudoprimeira ordem, indicando que os sistemas sao controlados por difuséo.

v Com relacdo ao estudo de permeacdo cutanea in vitro, verificou-se que a
quantidade de farmaco permeada foi maior para a emulsdo apresentando um perfil
de permeacdo consoante com a cinética de liberacdo. Considerando as formulacdes
gelificadas, foi verificado que as concentragcdes dos promotores de permeacéo
avaliados, propilenoglicol e etanol, ndo influenciaram de forma significativa a

permeacédo do cidofovir através do modelo de biomembrana empregado.
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Resumo
As verrugas genitais sdo lesdes epiteliais induzidas pelo Papillomavirus Humano

(HPV). As técnicas atualmente utilizadas para tratamento dessas lesfes sao
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dolorosas e as recidivas costumam acontecer em curto espaco de tempo. Uma
alternativa para o tratamento seria a utilizacdo tépica do cidofovir. O cidofovir € um
farmaco antiviral autorizado pela FDA para o tratamento de retinite por
citomegalovirus. No entanto, diversos estudos tem demonstrado a eficacia desse
farmaco no tratamento de papillomavirus humano (HPV), herpes simplex virus,
varicella-zooster virus, Epstein-barr virus, human herpes virus-6, -7, -8, poxvirus,
poliomavirus e adenovirus. Com relacdo a infeccbes causadas pelo HPV, sao
relatadas na literatura respostas terapéuticas mediante o uso intralesional e topico
do cidofovir, através do uso de formulacdes extemporaneas. Considerando que,
atualmente, os tratamentos de lesbes provocadas pelo HPV sdo causticos,
dolorosos e com curto intervalo de reincidéncias, a utilizacdo tépica do cidofovir
poderia ser uma alternativa clinica aos tratamentos convencionais, minimizando
efeitos colaterais locais e evitando a ocorréncia de efeitos adversos sistémicos. Para
tanto, ha necessidade da padronizacdo de uma formulagéo tépica, através de estudo
de pré-formulacéo, observando sua estabilidade e seguranca, além da realizacdo de
outros estudos clinicos para confirmacdo do seu efeito no tratamento das lesdes
associadas ao HPV.

Palavras-chave: cidofovir, Papillomavirus humano, antiviral, terapia topica.

Introducao

Condilomas acuminados ou verrugas genitais, popularmente conhecidas
como cristas de galo, sdo lesbGes epiteliais causadas pelo papilomavirus humano
(HPV). Estima-se que no mundo cerca de 1% ou mais pessoas sdo acometidas a
cada ano por essas lesbes e que surgirdo cerca de 30 milhdes de novos casos por

ano de lesbes vulvares por HPV sendo a maioria delas condilomas (Lacey &
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Garnett, 2011; Fridman & Pessim, 2009). No Brasil, segundo dados do Ministério da
Saude, aproximadamente 25% das mulheres estdo infectadas pelo virus HPV
(Brasil, 2010). Nos Estados Unidos, o HPV anogenital acomete cerca de 15% dos
individuos ou aproximadamente 24 milhdes de pessoas (Gunter, 2003).

A maioria das infec¢bes por HPV sdo assintomaticas, e aproximadamente 1%
resultam em lesdes clinicamente aparentes, a maior parte benigna e relacionada aos
HPV subtipos 6 e 11 nos quais se inserem os condilomas acuminados. Esses, por
sua vez, podem ainda ter carater transitorio e regredirem espontaneamente (Nicolau,
2002). No entanto, em pacientes portadores do virus HIV, devido a imunodepressao,
as manifestacdes anogenitais induzidas pelo HPV costumam ser mais agressivas e
com maior numero de recidivas (Pincinato et al., 2009).

O Papillomavirus humano nao é sensivel aos antivirais disponiveis. Portanto,
0o manejo dos condilomas acuminados costuma ser feito com cauterizacdes
guimicas, como podofilina ou &acido tricloroacético, entre outros. Nos casos de
insucesso terapéutico ou na dependéncia da localizagéo, as lesdes condilomatosas
podem ser removidas cirurgicamente, eletrocauterizadas a frio ou por laser (Phelps
& Alexander, 1995. Fracaro et al., 2003). No entanto, essas técnicas podem ser
dolorosas e as recidivas costumam acontecer em curto espaco de tempo. Diante
disso, uma alternativa para o tratamento seria a utiliza¢do tépica do cidofovir.

O cidofovir ((S)-1-(3-hidroxi-2-fosfonilmetoxipropil)citosina) (HPMPC) é um
farmaco pertencente a classe analogos nucleosidicos, sendo uma analogo da
desoxicitidina monofosfato, tem peso molecular 279,19 g/mol e formula molecular
CgH14N306P. Apresenta-se como um poé cristalino branco e funde-se a temperatura
de 260°C (Zabawski, 2000; The Index Merck, 2001).

Figura 1
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Esse farmaco possui um amplo espectro antiviral, agindo contra diferentes
patdogenos dentre eles o citomegalovirus, papillomavirus humano, herpes simplex
virus, varicella-zooster virus, Epstein-barr virus, human herpes virus-6, -7, -8,
poxvirus, poliomavirus e adenovirus (Bonatti et al., 2007).

A utilizacéo clinica do cidofovir foi autorizada em 1996 pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de retinite por citomegalovirus em pacientes
portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida e esta disponivel na forma de
solucéo para perfusao Vistide® (Gilead Sciences International).

Seu mecanismo de acdo se da através do metabolito ativo (difosfato de
cidofovir) que age por inibicdo competitiva pelo substrato da enzima DNA polimerase
que o virus utiliza para se replicar. Ao contrario do aciclovir e ganciclovir, o cidofovir
nao precisa passar pela etapa inicial de fosforilacdo para ser ativada, reacdo essa
catalisada pela enzima timidina cinase codificada pelo virus (Cundy et al., 1997). De
acordo com Toro et al. (2000), o cidofovir também pode ser incorporado a porcao
terminal da cadeia de DNA viral do citomegalovirus. No mais, como um mecanismo
adicional ou alternativo, esse farmaco pode ainda inibir a proliferacdo de células
infectadas pelo HPV induzindo a apoptose e sua agao prolongada deve-se ao longo
tempo de meia-vida de seus metabdlitos ativos favorecendo uma melhor adaptagcéo
posoldgica através de doses menos frequentes (De Clercq, 2003).

Apés administragdo oral (V.0), subcutanea (S.C) e intravenosa (l.V) do
cidofovir, foi verificado uma biodisponibilidade menor que 5,3% para V.O comparada
com a I.V na concentracdo de 10mg/kg, sendo considerada muito baixa em virtude
da pouca permeabilidade do grupo fosfonato na mucosa intestinal. A administracéo

S.C apresentou uma biodisponibilidade de 98,5% quando comparada com a via .V,
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sendo a dosagem maxima tolerada de 3mg/kg. Maiores concentracdes provocam
dor local e fibrose transitoria (Wachsman et al., 1996).

O efeito adverso mais pronunciado provocado pelo cidofovir foi a
nefrotoxicidade (relatado também por Jacobsen & Sifontis (2010), em 25,6% dos
pacientes submetidos a transplante de células-tronco), fortemente relacionado a sua
acao sistémica, sendo observado em apenas um Unico caso relacionado as
aplicacoes intralesionais e topicas (Wachsman et al., 1996; Jacobsen & Sifontis,
2010; Zabawski, 2000; Mattelli, 2001). Nessas, por sua vez, podem ocorrer
eventuais vermelhiddo, ardor e dor local que geralmente desaparecem durante o
periodo de descanso inserido nos ciclos de tratamento tépico (De Clercq, 2003).
Diante dos efeitos adversos sistémicos, deve-se ter cautela em relacdo a sua
administracdo endovenosa, visto que a nefrotoxicidade cumulativa ocasionada pelo
farmaco € dose-limitante (Jacobsen & Sifontis, 2010). Outro evento adverso relatado
foi o desenvolvimento de displasia durante tratamento de papilomatose respiratéria
recorrente (RRP). No entanto, ndo foi comprovado o potencial carcinogénico do
farmaco, visto que o indice de desenvolvimento de degeneracdes malignas
espontaneas encontrou-se entre 2 -3% (Broekema & Dikkers, 2008). Mesmo diante
dos relatos relacionados a nefrotoxicidade provocada pelo uso do cidofovir, em
estudo publicado por Brardi et al. (2009) avaliando a utilizacdo do mesmo por via
intravenosa em criancas e adolescentes portadoras de adenovirus, foi demonstrado
ser o cidofovir um farmaco seguro e bem tolerado, visto que dos vinte e trés
pacientes participantes deste estudo, apenas dois apresentaram nefrotoxicidade
cumulativa e nenhum necessitou de terapia renal substituida.

Estudos pré-clinicos relatados na literatura demonstraram que a aplicacao

topica de solucdo do cidofovir 1% inibiu ou preveniu o desenvolvimento de
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papilomas, quando aplicado em coelhos inoculados com papilloma virus (Duan et
al., 2000). Ja de acordo com Cundy et al. (1997), a adicdo de 10% de propilenoglicol
ao gel de hidroxietilcelulose contendo 1% do ativo facilitou a permeacéo do cidofovir
na pele de coelhos, sendo uma importante informacéo quando do desenvolvimento e
padronizacao de formulacéo para uso topico.

Em relacdo aos efeitos colaterais, estudos realizados em coelhos e ratos
evidenciam efeitos embriotoxicos, recomendando a Agéncia Européia de
Medicamentos (EMEA) a nao utilizacdo em mulheres gravidas.

Diversos estudos clinicos foram publicados relatando a eficacia do cidofovir
frente a diversas infeccbes virais. Capaccio et al. (2009) avaliaram a utilizacédo
intralesional do cidofovir 0,5% apds excisdo cirdrgica de lesbes papilomatosas
nasais recorrentes em paciente HIV+ e Hepatitis C virus+ verificando que ndo houve
recidivas apos 30 meses do ultimo tratamento. Stragier et al. (2002) relataram quatro
casos de pacientes submetidos a terapia com cidofovir (creme a 1% ou injecao
intralesional de 2,5mg/mL) para o tratamento de lesdes induzidas por HPV,
resultando na regressao ou desaparecimento das lesbes em trés casos. Bjorandi at
al. (2002), utilizaram o cidofovir em uma paciente submetida a transplante renal,
imunodeprimida com infeccdo por polyomavirus (BKvirus) na forma de infusédo, nas
concentracbes de 0,25mg/kg e 0,45mg/kg em solugdo salina e diminuicdo da
imunossupressao, sendo verificado que apdés quatro meses de tratamento houve
auséncia do virus no sangue e queda na carga viral encontrada na urina. Em adicéo
as infecgbes virais, foi relatada ainda, a eficacia do cidofovir no tratamento de
Molluscum contagiosum em criancas HIV+ apds a administracéo topica do cidofovir

3%. Apés dois meses de tratamento estas lesdes estavam curadas e nao
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apresentaram recidivas apos 18 e 21 meses do término do tratamento (Toro et al,
2000) .

Dentre o amplo espectro antiviral do cidofovir, € importante salientar sua acao
contra o virus do papiloma humano. O HPV €& um virus pertencente a familia
Papovaviridae. Possui de 55nm de diametro, sem envelope, com 72 capsémeros,
em um capsideo com arranjo icosaédrico (Castro et al.,, 2004). Diversos tipos do
virus ja foram identificados e estdo associados as suas diferentes manifestacdes nas
membranas das mucosas e na pele. Segundo Camara et al. (2003), os tipos 1, 2, 3,
4, 10 estédo associados a lesdes benignas na pele. Os tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53,
56, 66, 68 relacionam-se as lesGes benignas nas mucosas anogenitais e 0s tipos 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 58 associam-se as lesbes malignas da mucosa
anogenital. O alvo da infeccdo pelo HPV sédo as células mais profundas do tecido
epitelial, alcancadas através de microlaceracdes ou fissuras epiteliais. As proteinas
do capsidio viral interagem com as proteinas da superficie celular favorecendo a
penetracdo do virus que perde seu capsidio e expde seu DNA ao nucleo da célula
hospedeira (Camara et al., 2003; Tancredi, 2007). Seu periodo de incubacgéo é de
duas a oito semanas influenciado pelo estado imunolégico do individuo (Castro et
al., 2004).

Estudos realizados em diferentes paises evidenciaram a eficacia clinica da
aplicacédo topica do cidofovir em pacientes portadores de HPV (Tabela 1). No Brasil,
nao existe referéncia sobre sua utilizacdo topica. No entanto, ressalta-se que Pontes
et al. (2009), realizaram estudo clinico mediante a injecdo local do cidofovir
(intralesional ap6s remoc¢do das lesdes) no tratamento de papilomatose laringea
recorrente em criancgas.

Tabela 1
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Concluséo

Diante do exposto, pode-se constatar que a utilizacdo tépica do cidofovir é
uma alternativa eficaz no tratamento de diversas infeccdes virais e particularmente,
no tratamento de lesbes associadas ao papillomavirus humano, como papilomas,
verrugas vulgares, plantares e em particular condilomas acuminados.

Ao mesmo tempo, é necessario atencdo ao fato de que todas as formulacéo
topicas (géis, cremes, pomadas) utilizadas nos estudos clinicos encontrados na
literatura, foram preparadas a partir da forma farmacéutica injetavel (Vistide®), como
manipulacbes extemporaneas. Assim, € necessaria a realizacdo de um estudo de
pré-formulacao, buscando viabilizar o desenvolvimento de uma preparacao segura e
eficaz do cidofovir, para entdo confirmar os seus efeitos clinicos, correlacionando-os
a estudos de liberacdo in vitro e ex vivoem células de Franz, avaliacdo de
irritabilidade dérmica e avaliacdo de caracteristicas da formulacdo como: reologia,
espalhabilidade, pH e estabilidade.

Outro ponto a ser levado em consideracao trata-se da sua utilizacdo apenas
quando outros recursos terapéuticos j4 tenham sido empregados sem obtencéo de
sucesso, observando-se que, ap6s o tratamento com o cidofovir, além da alta taxa
de cura, regressdes parciais ou totais também foram relatadas. No mais, é
importante a constatagdo de que a aplicagdo topica desse farmaco nédo provoca

efeitos colaterais sistémicos.
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Cidofovir: potent antiviral for the topical treatme nt of lesions associated
with Human Papillomavirus?

Abstract

Genital warts are epithelial lesions induced by Human Papillomavirus (HPV). The
techniques currently used to treat these lesions are painful and recurrences usually
happen within a short time. An alternative would be to treat the topical use of
cidofovir. Cidofovir is an antiviral drug approved by FDA for the treatment of
cytomegalovirus retinitis. However, several studies have demonstrated the efficacy of
this drug in the treatment of human papillomavirus (HPV), herpes simplex virus,
varicella-zooster virus, Epstein-Barr virus, human herpes virus-6, -7, -8, poxvirus, and
polyoma and adenovirus. With respect to infections caused by HPV, are reported in
the literature therapeutic responses through the use of topical and intralesional
cidofovir, through the use of extemporaneous formulations. Whereas currently the
treatment of lesions caused by HPV are caustic, tender and with a short interval of
recidivism, the use of topical cidofovir could be clinical alternative to conventional
treatments, minimizing local side effects and avoiding the occurrence of adverse
systemic effects. For both, there is need for standardization of a topical formulation,
through study of pre-formulation, noting its stability and security, besides conducting
other trials to confirm its effect in the treatment of HPV-associated lesions.

Keywords: cidofovir, Human Papillomavirus, antiviral, topical therapy.
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Figura 1- Estrutura quimica do cidofovir
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Tabela 1: Estudos clinicos utilizando cidofovir topico para tratamento de pacientes portadores de

HPV.

ESTUDO REALIZADO EFEITOS RESULTADOS/
AUTORES FORMA FARMACEUTICA/ ADVERSOS REINCIDENCIA/
ANO POSOLOGIA (EA) OBSERVACOES
LOCAL
Mufioz, R.M. | Estudo de caso: Gel 1%. Realizados 24 ciclos Dor durante o Reducéo das lesdes
et al, 2010/ Tratamento de lesfes de duas semanas cada, com primeiro ciclo. iniciais para 3,3% na mao
Espanha por papiloma virus em aplicacdo nos 5 primeiros dias e esquerda e 1,5% na méo
paciente descanso nos 9 dias direita apos o final dos
imunodeprimida. subsequentes. ciclos.
Marifio, A.T. | Estudo de caso: Pomada 3% (Base Beeler) Irritacdo local e | O tratamento foi
et al, 2007/ Tratamento de lesGes Aplicacédo durante dez ulceracdes. suspenso devido aos EA.
Espanha verrucosas nos pés por semanas, sendo 2 vezes ao Uso de acido salicilico
HPV em mulher dia, em aplicacdes alternadas pode ter contribuido para
transplantada. com vaselina salicilada. estes EA relatados.
Snoeck, R. et | Estudo clinico fase II, Gell1%. Aplicacdo em 19 Dor, prurido e Resposta completa em
al, 2001/ duplo-cego, controle pacientes durante 5 dias, 1 vez | rash local em 47% dos pacientes que
Bélgica com placebo. ao dia, seguida de observacéo ambos os utilizaram o cidofovir
Tratamento de infecgBes | por 1 semana em um total de 6 | grupos comparado com nenhuma
genitais por HPV ciclos. (cidofovir e resposta para o grupo
Total 30 pacientes: 19 placebo). placebo.
administraram o cidofovir contra
11 que administraram o
placebo.
Van Estudo clinico Gel 2%. Aplicacao 3 vezes por Eroséo vaginal | Constatacdo que 60,8%
Pachterbeke, | randomizado, duplo- semana e conizacao apés a e queimacao dos cones retirados
C.etal, cego. sexta semana. vulvo-vaginal. estavam livres das
2009/ Tratamento de lesbes.
Bélgica neoplasias intraepitelial
cervical (CIN2+) em 48
mulheres.
Koonsaeng, Estudo de caso: Pomada 1% (Base Beeler). Dor local e Cura total das lesdes
S. etal, Tratamento de neoplasia | Aplicacé@o 1 vez ao dia, durante | ulceracdes. apos 5 meses de
2001/ intraepitelial vulvar. 5 dias, com 5 dias de descanso aplicacdes intermitente
Tailandia, durante 5 meses. sem recidivas até 36
EUA, Bélgica meses apos o tratamento.
Geerinck, K Estudo de caso: Creme 1% (base Beeler). N&o citado Houve recorréncia apés 2
et al, 2001/ Tratamento de dermatite | Utilizacdo uma vez ao dia por 5 meses, sendo realizado
Bélgica pustular contagiosa na dias consecutivos e cinco dias um novo tratamento de
mao esquerda de de descanso (5 ciclos). dois ciclos de 9 dias.
paciente Apés 1 ano, ndo houve
imunocomprometido. recorréncia.
Coremans, Estudo comparativo: Creme 1% (base Beeler). Dor local e O uso do cidofovir
G. et al, Tratamento de Aplicacéo durante 5 dias por 5 ulceracdes. ocasionou regressao
2003/ condiloma acuminado horas com intervalo de 1 parcial ou total em 92%
Bélgica onde 27 pacientes semana. Durante 18 semanas dos pacientes. A taxa de

receberam o cidofovir e
20 tratados com
remocgao por
coagulacgéao.

ou até regressao visual das
lesdes.

recorréncia foi de 3,7%
para o cidofovir contra
55% para os tratados com
coagulacéo.
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Bonatti, H. et | Tratamento de Caso 1-condiloma anal-Injecdo | N&o citado Caso 1-Recorréncia apos
al, 2007/ papilomavirus associado | intralesional e manutencdo com 1 ano, sendo tratado com
Austria e a lesBes de pele em gel durante 3 meses. remocao cirdrgica e
Bélgica pacientes imiquimod.
transplantados. Caso 2-Condiloma uretral- Caso 2- ApGs 24 meses
Injecdo intralesional (4 nao houve recorréncia.
aplicac6es) e imunossupresao
com rapamicina.
Caso 3- ApOs 4 meses
Caso 3-Condiloma vaginal, houve recorréncia
vulvar e anal- Injecéo apresentando
intralesional (4 aplicacdes) e Papanicolaou positivo
imunossupresdo com (PAP) IV. Nova aplicacéo
rapamicina. e apis 6 meses ocorreu
mudanca no padréo de
PAP IV para PAP II.
Caso 4-Verrugas vulgares nas Caso 4- Reducao de
maos, pés e nariz- Pomada e verrugas com a
injecéo local. modificacao do
imunossupressor.
Tristam, A. et | Estudo clinico em um Pomada 1% Ulceracdes Total de 4 mulheres
al, 2005/ total de 12 mulheres sem efeitos apresentaram completa
Inglaterra com Neoplasia visiveis nas regressdo, 5 resposta
intraepitelial anogenital. proximidades parcial, 2 sem resposta e
da leséo. 1 mulher apresentou uma
evolucéo do caso.
Matteelli, A. Estudo piloto, Creme 1%. Eroséo da Reduc¢éo em mais de
et al, 2001/ randomizado, controlado mucosa 50% na area das
Italia com placebo. Aplicacdo uma vez ao dia por 5 verrugas em 58% dos

Tratamento de verrugas
anogenitais em
pacientes HIV+.

dias durante 2 semanas.

pacientes.
Nao houve resposta para
uso do placebo.




