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RESUMO

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento tecnoldgico de um novo medicamento a base de
B-lapachona vetorizada com a HPBCD para o tratamento de terapia antineopldsica. Por se tratar
de um principio ativo com limita¢des fisico-quimicas (baixa solubilidade em dgua e estabilidade),
foi necessdrio o emprego de tecnologias farmacéuticas, como a formacdo de complexos de
inclusdo com ciclodextrinas (B-CD, HPBCD e MPBCD). Primeiramente, foi realizada a
caracterizacdo fisico-quimica da B-lapachona e dos complexos de inclusdo formados com o
emprego de diferentes ferramentas analiticas, como, andlise térmica, infravermelho, difracdo de
raios X, MEV e ensaio de dissolucdo. Os resultados obtidos da B-lapachona comprovou as suas
caracteristicas cristalinas, elevado grau de pureza e baixa solubilidade em &4gua. J4 com o
complexo de inclusdo, pode-se observar que o melhor complexo foi o da B-lapachona:HPBCD,
obtido por spray-dried, que apresentou maior eficiéncia de dissolu¢do. Apds esta etapa, foi
realizado o estudo de compatibilidade farmaco-excipiente, com o emprego da termogravimetria e
andlise térmica diferencial, com a finalidade de compreender possiveis interagdes no estado
solido. Neste estudo, pode-se observar que nao houve nenhuma incompatibilidade com os
excipientes da formulacdo (celulose, lactose, estearato de magnésio e diéxido de silicio). Além
disso, foi comprovado que a formagao do complexo de inclusdo com a HPBCD, obtido por spray-
dried, garante uma maior estabilidade térmica a B-lapachona. O desenvolvimento tecnoldgico da
forma farmacéutica cdpsula, contendo a B-lapachona complexada com a HPBCD, foi realizado
através de uma planificacdo qualitativa de diluentes, utilizando os adjuvantes farmacéuticos
(celulose, lactose, estearato de magnésio e didxido de silicio). O teste de dissolugdao foi
desenvolvido com a aplicagio do planejamento fatorial 2’ para a selecdo dos melhores
parametros, que foram: matéria-prima, complexo de inclusdo; meio, HCI; rotacdo, 75 rpm. O
doseamento das cdpsulas foi realizado por uma metodologia validada por Presmich (2010). Por
meio do teste de dissolucdo, foi determinado o teor da B-lapachona dissolvida, que alcangou mais
de 80% em menos de 15 min. Dessa forma, esta dissertacdo apresenta uma nova alternativa para
o tratamento de cincer de prostata, especialmente para os pacientes onde as terapias tradicionais

ndo demonstraram resultados satisfatorios.

Palavras-chaves: capsula, -lapachona, HPBCD, terapia antineopldsica



ABSTRACT

This paper presents the technological development of a new drug based on B-lapachone vectored
for the treatment of anticancer therapies. Because of its low solubility in water, it is required the
use of pharmaceutical technologies that favor its solubility, such as the formation of inclusion
complex with cyclodextrins (3-CD, HPBCD e MBCD). First, we performed the physicochemical
characterization of B-lapachone and the inclusion complex through the use of several analytical
tools, such as thermal analysis, infrared, X-ray diffraction, SEM and dissolution test. The results
of B-lapachone proved its crystalline characteristics, high purity and low solubility in water. In
the results of the inclusion complex could be observed that the best complex was B-lapachone:
HPBCD, obtained by spray-dried, which showed the highest dissolution efficiency. After this
step, we carried out a drug-excipient compatibility study, with the use of thermogravimetric and
differential thermal analysis, in order to understand the possible interactions in solid state. In this
study, it could be observed that there was no incompatibility with the formulation excipients
(cellulose, lactose, magnesium stearate and silicon dioxide). Furthermore, it was confirmed that
the formation of an inclusion complex with HPBCD obtained by spray-dried, guarantees a better
thermal stability to B-lapachone. The technological development of the capsule dosage form,
containing B-lapachone vectored with hydroxypropyl-B-cyclodextrin, was carried out through a
qualitative planning of diluents, by using pharmaceutical adjuvants (cellulose, lactose,
magnesium stearate and silicon dioxide). The dissolution test was developed with the
implementation of the 2° factorial design to select the best parameters, which were: raw
materials, inclusion complex; medium, HCI; rotation, 75 rpm. The capsules assay was conducted
by a method validated by Presmich (2010). By means of the dissolution test it was determined the
dissolved content of B-lapachone, which reached 80% in less than 15 min. Thus, this dissertation
presents a new alternative for the treatment of prostate cancer, especially in those patients who

traditional therapies do not show satisfactory results.

Keywords: capsule, B-lapachone, HPBCD, antineoplastic therapy
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1. INTRODUCAO

Conhecido ha muitos séculos, o cancer foi amplamente considerado como uma doenga
dos paises desenvolvidos e com grandes recursos financeiros, pois com o aumento da
expectativa de vida, ha uma maior incidéncia de cancer. H4 aproximadamente quatro décadas,
a situacdo vem mudando, e a maior parte do Oonus global do cancer pode ser observada em
paises em desenvolvimento, principalmente aqueles com poucos e médios recursos (INCA,
2012).

Assim, nas ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensao maior, convertendo-se em
um evidente problema de satide publica mundial. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17
milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O
maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixa e média rendas (INCA, 2012).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 sdo vélidas também para o ano de 2013 e
apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos
de pele ndo melanoma, refor¢cando a magnitude do problema do cancer no pais. Sem os casos
de cancer de pele ndo melanoma, estima-se um total de 385 mil casos novos. Os tipos mais
incidentes serdo os canceres de pele ndo melanoma, préstata, pulmao, célon, reto e estbmago
para o sexo masculino; e os cinceres de pele nao melanoma, mama, colo do utero, clon, reto
e glandula tireoide para o sexo feminino (INCA, 2012).

Diante desse cenario, fica clara a necessidade de continuidade em investimentos no
desenvolvimento de agdes abrangentes para o controle do cancer, nos diferentes niveis de
atuacdo, como: na promo¢do da sadde, na detec¢do precoce, na assisténcia aos pacientes, na
vigilancia, na formacdo de recursos humanos, na comunicacdo e mobilizacdo social, na
pesquisa e na gestdo do Sistema Unico de Sadde (SUS).

Nesse contexto, pesquisas estdo sendo desenvolvidas no sentido de estabelecer
mecanismos de incentivo ao desenvolvimento de fitofdrmacos para combate ao cancer com
vistas ao fortalecimento da indudstria farmacéutica nacional. Novas drogas provenientes de
extratos vegetais estdo sendo isoladas e descobertas a cada dia e, muitas vezes, servem de
modelos para alteracdes moleculares que resultam em compostos mais eficazes (FAVARO et
al.,, 1990). Alguns compostos com estruturas quimicas ja elucidadas podem ser testados
quanto a utilizagdo em novos tratamentos, revelando-se agentes com eficicia terapéutica
comprovada.

A B-lapachona, conhecida quimicamente como 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-

b] pirano-5,6-diano, € uma ortonaftoquina com significado potencial terap€utico de ocorréncia
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natural, isolada do ipé€ roxo, ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellanedae Lor), da familia
Bignoneaceae (DO CAMPO et al., 1977).

Nos ultimos anos, a B-lapachona vem sendo exaustivamente estudada devido ao seu
excelente potencial antineopldsico. Diversos estudos realizados in vitro comprovam a sua
atividade antitumoral, principalmente para as linhagens de cancer refratarias aos tratamentos
convencionais, como o cancer de prdostata, mama, ovério, leucemias, melanoma, pancreas e
cOlon por um mecanismo diferente dos apresentados por antineopldsicos utilizados nos
esquemas terapéuticos atuais (OUGH et al., 2005; BENTLE et al., 2006; PINK, et al., 2000;
BEY et al.,, 2007). Devido a sua Otima atividade anticancerigena, este fitofarmaco foi
submetido a estudo clinico fase II para o tratamento de cancer pancredtico, em solucio
intravenosa, com resultados bastante promissores (BENTLE et al., 2006).

Apesar de todas as comprovacdes de seu excelente potencial terapéutico, a [-
lapachona apresenta propriedades fisico-quimicas que limita a sua biodisponibilidade e
eficicia terapéutica. Sua deficiente solubilidade em fluidos aquosos dificulta a sua
incorporagdo em formas farmacéuticas orais (ALVES et al., 2008). Dessa forma, foi obtido o
complexo de inclusdo, por atomizacdo, com a B-lapachona e hidroxipropil-f-ciclodextrina
(HPBCD) na intencdo de alcancar um incremento na solubilizagdo deste farmaco
(PRESMICH, 2009).

O desenvolvimento farmacotécnico da cdpsula de B-lapachona vetorizada com a
HPBCD visou agregar novas alternativas terapéuticas para o tratamento de pacientes com
cancer de préstata, agindo por um mecanismo diferente dos apresentados por drogas
antineoplésicas utilizadas nos esquemas terapéuticos atuais (OUGH et al., 2005; BENTLE et
al., 2006). Durante o estudo de pré-formulacdo, foram realizadas as caracterizagdes fisico-
quimicas da B-lapachona e do complexo de inclusdo, além do estudo de compatibilidade do
complexo de inclusdo com os adjuvantes farmacéuticos (celulose microcristalina, lactose
monohidratada, estearato de magnésio e didxido de silicio coloidal) buscando-se uma forma
farmacéutica estdvel e de qualidade. Apds a obtengdo da forma farmacéutica, foi
desenvolvido um teste de dissolugdo para a selecao dos melhores parametros, com a aplicacdo

do planejamento fatorial 2°.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma cdpsula de administracdo oral a base de B-lapachona complexada

com ciclodextrina, destinada ao tratamento de cancer de prostata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar o estudo de caracterizagdo fisico-quimica da B-lapachona e do complexo de
inclusdo  (B-lapachona:HPBCD), utilizados como matéria-prima para o
desenvolvimento da forma farmacéutica sélida (cépsula);

Realizar estudo de compatibilidade farmaco-excipiente, para selecionar os melhores
adjuvantes farmacéuticos da formulacao e evidenciar possiveis incompatibilidades;
Realizar o desenvolvimento tecnoldgico para obten¢do de capsulas de B-lapachona
vetorizada com HPBCD, a partir de uma planificacio qualitativa de diluentes,
utilizando diversos adjuvantes farmacéuticos;

Desenvolver um método de dissolugdo, através da andlise da solubilidade

do fiarmaco em diferentes meios, com aplicacdo da técnica de planejamento fatorial 2°.
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RESUMO

O importante papel dos produtos naturais como fonte alternativa de recursos terapéuticos €
reconhecido desde os tempos remotos. Apesar do grande progresso cientifico e tecnoldgico no
desenvolvimento de novos farmacos, os compostos ativos derivados de produtos naturais
ainda t€ém uma enorme contribui¢do para a descoberta de novos principios ativos. A [-
lapachona, produto natural extraido da Tabebuia avellanedae Lor, conhecida como ipé-roxo,
tem inspirado uma série de trabalhos cientificos motivados por suas vdrias atividades
farmacoldgicas comprovadas, tais como: antibacteriana, antifiingica, antitripanossOmica,
antivial, antiinflamatdria e anticancerigena. Este ativo pode ser obtido por uma semi-sintese
de um precursor natural, o lapachol, que encontra-se em maior quantidade nos extratos do ipé-
roxo. Apesar do seu elevado potencial terapéutico a [B-lapachona nunca chegou a ser
comercializado devido a dificuldade de obtencdo de uma forma farmacéutica estavel, pois o
farmaco € praticamente insoldvel em &4gua, inviabilizando sua biodisponibilidade, fato que
tem gerado inimeras pesquisas na tentativa de criar microambientes que favorecam sua
solubilizacdo. Esta revisdo visa fornecer subsidios cientificos sobre a importancia clinica da
B-lapachona, a partir de uma abordagem das quimicas de obtencao, atividades farmacoldgicas

e toxicoldgicas.

Palavras-chave: [-lapachona, fitofirmaco, quimica de obtenc¢do, propriedades

farmacoldgicas e toxicoldgicas.
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1 INTRODUCAO

Ao longo de milhares de ano, a humanidade utilizava as plantas medicinais com
finalidade terapéutica. O conhecimento etnofarmacolégico acumulado ao longo da nossa
evolucdo e os avancos cientificos envolvendo os estudos farmacolégicos culminaram com o
desenvolvimento de fairmacos de grande importincia na terapéutica atual, como, a atropina,
acido salicilico, cafeina, pilocarpina, taxol, digoxina, morfina, vincristina, vimblastina
(ALVES et al., 2001).

A utilizacdo das plantas medicinais no Brasil foi influenciada por diversas culturas,
entre elas as indigenas, africana e principalmente a européia. A influéncia européia teve inicio
em 1579, com a vinda dos primeiros padres da Companhia de Jesus (MARTINS et al., 2000).

Segundo a ANVISA, os fitoterdpicos sao medicamentos obtidos empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constincia de sua
qualidade. Sua eficicia e seguranca sdo validados através de levantamentos
etnofarmacolégicos de utilizagdo, documentacdes tecnocientificas em publicacdes ou ensaios
clinicos fase III. Ja os fitofarmacos sdo substancias isoladas a partir da matéria-prima vegetal
e utilizadas como ativo em medicamentos com propriedades paliativas, curativas ou para fins
de diagnoéstico (BRASIL, 2004).

A etapa inicial da elaboracdo de um fitofdrmaco ocorre com a sele¢do da planta. A
selecao pode ser feita com auxilio da pesquisa na literatura cientifica, da etnobotanica, da
etnofarmacologia, da toxicologia observada, além de estudos farmacolégicos prévios. O passo
seguinte diz respeito a coleta, identificacdo botanica e preparo de material, bem como
estabilizacdo e extracdo dos constituintes das plantas. A partir dos extratos, empregando-se
métodos cromatograficos, alteracdo de pH, controle de temperatura, filtracdo tangencial,
podem ser obtidos compostos isolados. Nessa fase, sdo realizados testes de atividade
bioldgica e de toxicidade, e ainda a caracterizagdo fisico-quimica dos compostos ativos
isolados. A identificacio da estrutura do composto permitird, dessa forma, estudos
subsequentes da sintese total ou parcial do constituinte ativo, preparacdo de derivados ou
andlogos quimicos, modulacdo da atividade bioldgica e definicio da relacdo estrutura-
atividade. A producdo em escala industrial da matéria-prima ativa, o desenvolvimento
tecnoldgico industrial e os testes clinicos completam o ciclo de desenvolvimento dos
fitofarmacos (RATES et al., 2001).

Nesse contexto, inimeros trabalhos vém sendo realizados com a B-lapachona, produto

extraido da Tabebuia avellanedae Lor, arvore tropical conhecida como ipé roxo ou pau d’arco
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roxo, da familia Bignoniaceae, de ocorréncia muito comum nas florestas tropicais do Brasil.
Esta naftoquinona é uma substancia natural que pode ser facilmente obtida por uma semi-
sintese a partir do lapachol (LIMA et al., 1962).

A PB-lapachona é uma substincia muito importante do ponto de vista da pesquisa
cientifica e possui inimeros efeitos farmacoldgicos comprovados na literatura, sendo bastante
conhecidas suas atividades antibacteriana (PEREIRA et al., 2006), antifungica (MEDEIROS
et al., 2009), antitripanossdémica (MENNA-BARRETO et al., 2005), antiviral (FAVARO et
al.,, 1990), antiinflamatéria (DONG-OH et al., 2007) e particularmente a anticancerigena
(DONG-OH et al., 2010), seu principal alvo terapéutico. Devido a comprovacio de seu
excelente potencial terapéutico, foi realizado o estudo clinico fase II para o tratamento de
cancer pancredtico, com o aparecimento de resultados promissores (BENTLE et al., 2006).

Apesar dos indmeros trabalhos que comprovam o potencial terap€utico deste
fitofarmaco, este ativo nunca chegou a ser comercializado devido a dificuldade de obtencdo
de uma forma farmacéutica estdvel. Um dos grandes problemas observados € a sua baixa
solubilidade em 4dgua. (ALVES et al., 2004)

A solubilidade de um farmaco é um dos fatores determinantes para a sua
biodisponibilidade quando administrados por via oral. Existem diversas formas de aumentar a
solubilidade de um farmaco. Dentre elas pode-se citar: modificagdes quimicas, complexacao,
aumento da drea superficial de dissolugdo e dispersoes solidas (LEUNER et al., 2000).

Dentre os métodos de incremento da solubilidade da B-lapachona, temos na literatura o
desenvolvimento de dispersdes solidas com PVP-K 30 e PEG 4000 e a complexacdo com
ciclodextrinas que apresentam resultados promissores quando comparados ao farmaco isolado
(PRESMICH, 2009).

Este trabalho visa fornecer subsidios para a compreensdao dos pesquisadores que
buscam o entendimento sobre a importancia clinica da B-lapachona, a partir de uma
abordagem complexa dos métodos de obtencdo, atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas, a

luz das referéncias tedricas disponiveis na literatura.

2 QUIMICA DE OBTENCAO

Indmeros métodos tém sido utilizados para a descoberta de novas drogas, incluindo o
isolamento de produtos naturais, semi-sintese, sintese quimica e modelagem molecular
(LOMBARDINO et al., 2004). Apesar do recente interesse em modelagem molecular e outras
técnicas de sintese quimica pelas industrias farmacéuticas, a busca por produtos naturais

continua a ser uma importante fonte de novos farmacos. Aproximadamente um quarto dos
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novos medicamentos produzidos no mundo sdo originados de produtos naturais ou derivados
semi-sintéticos (BALUNAS et al., 2005).

A B-lapachona, conhecida quimicamente por (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-
b]pirano-5,6-diona) é uma substancia simples do grupo das naftoquinonas, com peso
molecular de 242,3 e estruturalmente estidvel em pH variando de 3 a 9. As naftoquinonas sdao
compostos organicos que possuem como principal caracteristica a presenca de dois grupos
carbonilicos que formam um sistema conjugado com pelo menos duas liga¢des duplas C-C.
Apresentam geralmente estrutura cristalina de cor amarela e vermelha, sendo amplamente
distribuidas na natureza (SIMOES et al., 2003).

Com base na sua estrutura molecular, a f-lapachona € uma naftoquinona, pois possui
em sua estrutura um sistema aromatico, anel naftalénico, que sustenta o anel quinonoidico. As
quinonas se subdividem ainda, de acordo com tal sistema aromético, em benzoquinonas — anel
benzénico e antraquinonas - anel antracénico linear ou angular. Dependendo das disposicdes
relativas das carbonilas, com o mesmo tipo de anel, as naftoquinonas apresentam isomeria.
Dessa forma, a B-lapachona é enquandrada como naftoquinona do tipo 1,2 ou orto, pois seu
duplo grupamento carbonila sdo adjacentes. As naftoquinonas podem ainda ser 1,4 ou para-
quinononas, quando as carbonilas t€m entre si dois carbonos, é o caso da a-lapachona (Figura

1) (SILVA et al., 2003).

Figura 1- Anéis quinonoidicos.
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A sintese de derivados quinonoidicos vem sendo descrita em varios livros publicados,
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em indmeras e excelentes revisdes, estando assim bem documentada sua evolucdo ao longo
do tempo (SILVA et al., 2003). Porém a semi-sintese da B-lapachona sé foi descrita pela
primeira vez na comunidade cientifica em 1968 por D’ALBUQUERQUE, sendo

posteriormente alvo de diversas publicagdes cientificas com a sintese nao s6 da B-lapachona,
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como também de andlogos estruturais, visando incremento de atividade bioldgica e reducdo
da toxicidade.

Em 1998 foi aprovado e divulgado o processo de semi-sintese da B-lapachona descrito
detalhadamente por Boothman e colaboradores. Tal processo é descrito como uma
metodologia mais simples para a sintese da -lapachona (SILVA et al., 2003).

A sintese deste firmaco ocorre basicamente, em decorréncia de uma reacdo de
desidrogenacdo do lapachol, composto extraido do ipé€ roxo, sendo, portanto, uma semi-
sintese ja que o precursor sintético € um produto natural. Tal procedimento € vantajoso visto
que a concentracdo do lapachol no tronco do ipé€ roxo é cerca de 70 vezes maior que a da -
lapachona, sendo ainda mais facilmente extraido, j4 que sua maior concentracdo encontra-se
na parte externa do troco da drvore, enquanto que a [B-lapachona encontra-se em maior
concentracdo no cerne do tronco, sendo necessario a morte da drvore para extragdo de
quantidades maiores desse metabdlito (OLIVEIRA et al., 1990).

Detalhadamente, o que ocorre na sintese da B-lapachona, segundo a metodologia
descrita como reprodu¢do do que ocorre no metabolismo do ipé roxo, considerada
metodologia mais favordvel, € a ciclizacdo do anel adjacente ao naftaleno na estrutura do

lapachol ap6s adig@o de 4cido sulfurico, conforme a figura 2 (SILVA et al., 2006).

Figura 2- Reacdo de ciclizac¢do do lapachol em B-lapachona.
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Tal reacdo ndo produz unicamente a [-lapachona, sendo o rendimento de
aproximadamente 80% e o principal contaminante o seu isdmero estrutural a o-lapachona
(SCHAFFNER-SABBA et al., 1984; DI CHENA et al., 2001).

Métodos de purificagdo e caracterizacdo foram desenvolvidos por ALVES e

colaboradores em 2008, para purificagdo da B-lapachona através de sucessivas solubilizac¢des
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etandlicas sob aquecimento da matéria prima contaminada com posterior recristalizacdo. Em
seguida, as substincias podem ser isoladas por cromatografia em coluna e caracterizadas.

Em 1977 foi descrito um método alternativo para obtencao da B-lapachona por reacao
fotoquimica especifica. Por esse mecanismo de reacdo inicialmente a para-naftoquinona de
partida € submetida a uma irradiacdo, sob alta pressdo, de uma lampada de mercurio por 20-
25h para adicionar a cadeia lateral, e posteriormente € submetida a acidificacdo do meio para
ciclizagdo do anel, sofrendo posteriores arranjos estruturais para obtencdo da B-lapachona

(Figura 3) MARUYAMA et al., 1977).
Figura 3- Rota sintética alternativa para f-lapachona.
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Por fim, como citado anteriormente, a B-lapachona pode ainda ser extraida do cerne do
ip€ roxo por método semelhante a extracdo do lapachol, ou ainda uma metodologia mais
eficaz com maior rendimento que é a extragdo por CO, supercritico (VIANA et al., 2003).
Outras espécies do mesmo género Tabebuia também possuem em seu tronco, casca e raizes a

B-lapachona, porém em menores concentragdes (SILVA et al., 2003).

3 PRINCIPAIS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DA B-LAPACHONA

Um levantamento realizado na literatura mostrou que a -lapachona apresenta um rol,
relativamente amplo, de atividades farmacolégicas, com destaque nas seguintes:
antibacteriana (PEREIRA et al., 2006), antifingica (MEDEIROS et al.,, 2009),
antitripanossdmica (FERREIRA et al., 2008), antiviral (FAVARO et al., 1990), anti-
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inflamatéria (DONG-OH et al., 2007), antiespasmolitica (CAVALCANTE et al., 2008) e
anticancerigena (DONG-OH et al., 2010), seu principal alvo terapéutico.

3.1 Atividade antimicrobiana

A B-lapachona possui atividade antimicrobiana mais eficiente do que o lapachol,
demonstrando uma maior atividade fungicida e fungistatica contra Candida albicans, C.
tropicalis, T. glabrata, Trichophyton mentagrophytes do que o lapachol. Outros autores
encontraram B-lapachona inativa contra cepas de Cryptococcus (GUIRAUD et al., 1994).

ANTUNES (2006) testou frente a bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus),
bactérias gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e fungos
leveduriformes (Candida albicans), a atividade antimicrobiana e a concentragdo inibitdria
minima (CIM) de B-lapachona. Os resultados demonstraram que a [-lapachona nao
apresentou atividade antimicrobiana para as cepas testadas.

Estes resultados diferem dos obtidos por PEREIRA (2006), que testou a atividade
antibacteriana da B-lapachona contra cepas de S. aureus, S. epidermidis e S. haemolyticus
resistente a meticilina, sendo os dois dltimos heteroresistentes a vancomicina. A [-lapachona
apresentou atividade bacteriostitica (CIM 8 pg/mL), mas ndo foi observada atividade
bactericida. Embora tenha sido observado efeito toxico em células eucaridticas, o composto
demonstrou ser atéxico quando aplicada como preparacdes topicas em coelhos sauddveis.

MEDEIROS (2009) demonstrou a potente atividade antifiingica da B-lapachona e
aplicacdo na criptococose disseminada. As concentracdes minimas inibitéria e fungicida
foram de 4 mg/L e 64 pg/mL, respectivamente.

SILVA (2009) determinou as atividades in vitro antimicobacteriana da B-lapachona
isoladamente e em combinacdo com a isoniazida contra Mycobacterium fortuitum e
Mycobacterium smegmatis, através do método da curva Time-Kill. A redugdo de 2 log
UFC/mL na cultura do M. smegmatis foi observado 72 h apés a adi¢@o de B-lapachona na sua
concentracdo inibitéria minima. Para M. fortuitum, uma reducdo de 1,55 log;o UFC/mL
ocorreu em 24 h. Ambos 0s micro-organismos foram resistentes a isoniazida. Em conjunto,

estes dois farmacos tiveram um efeito bactericida em 96 h.

3.2 Atividade antiparasitaria
O efeito da P-lapachona e seus derivados sobre o T. cruzi foi investigado por
FERREIRA (2008) no Brasil e na Argentina. Em seus estudos foi observado que a adi¢do da

solucdo B-lap nas formas epimastigotas e tripomastigotas do parasita induzia a liberacdo do
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radical superéxido e H,O,. A andlise ultraestrutural das formas amastigotas e tripomastigotas
apresentou uma alteracdo na cromatina com presenca de manchas, alteracdes da membrana
nuclear e citoplasmatica, e inchago mitocondrial, inibindo a proliferacdo das formas do T.
cruzi.

Corréa e colaboradores (2009) avaliaram a acdo da B-lap sobre a Giardia lamblia, que
€ um protozodrio que parasita o intestino delgado dos vertebrados, causando infeccdes
intestinais e diarréias, que infectam milhdes de pessoas em todo o mundo. Os estudos
comprovaram que a B-lapachona induziu a morte celular em Giardia lamblia, apresentando

caracteristica celular de apoptose e morte autofagica.

3.3 Atividade espasmolitica

CAVALCANTE (2008) comprovou que a [-lapachona apresenta atividade
espasmolitica ndo seletiva em {ileo de cobaia. O composto inibiu as contragdes fisicas
induzidas tanto por carbacol quanto por histamina. Também relaxou o ileo pré-contraido com
KCl, carbacol ou histamina de maneira dependente de concentracdo. Este efeito
provavelmente ocorreu devido 2 inibicdo do influxo de Ca’* através dos canais de Ca®*

dependentes de voltagem tipo L.

3.4 Atividade antiviral
Interagindo com grupos tiol (-SH) de algumas proteinas enzimaticas, a [B-lapachona
inibiu in vitro a atividade da transcriptase reversa de alguns tipos de virus, como o virus
mieloblastico de avicola e o virus de leucemia de Rauscher (SCHUERCH et al., 1978).
Posteriormente, estes resultados foram comprovados in vivo por SHAEFFNER (1984),
ao inibir a replicacdo de RNA de alguns retrovirus (sarcoma-virus de Rous, virus Fried e virus

da leucemia de Rauscher) aumentando o tempo de sobrevida de animais infectados.

3.5 Atividade anti-inflamatéria

LEE (2005) investigou os possiveis mecanismos pelos quais a B-lapachona exerce a
sua acdo antiproliferariva em culturas de células de carcinoma de prostata humana. Nesta
pesquisa, observou-se que a -lap diminuia a sintese dos RNAm de ciclooxigenase (COX-2) e
a expressdo de proteinas sem alteracdes significativas nos niveis de COX-1, que foi
correlacionado com uma diminuicdo da prostaglandina PGE2 sintetase. Estes resultados nos
fornece informacdes sobre o possivel mecanismo de ag¢do da atividade anti-inflamatdria deste

farmaco.
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Segundo DONG-OH (2007), a B-lapachona € um agente que pode inibir o 6xido
nitrico (NO) e NO sintetase induzivel (iNOS) em macréfagos alveolares. Neste estudo, foi
investigado o mecanismo molecular deste fairmaco sobre os lipopolissacarideo (LPS), em
respostas inflamatdrias. O tratamento com [B-lap. inibiu significamente a liberacdo de NO e
PGE2 em LPS, estimulando a microglia BV2. A inibi¢do da iNOS e COX-2 também foi
observada, sugerindo o bloqueio a niveis de transcricdo. Dessa forma, este farmaco atenua a
expressdao de RNAm e proteinas de citocinas pro-inflamatorias, tais como a interleucina IL-6
e fator de necrose tumoral (TNF-a), de forma dose-dependente. Observou-se também a
supressdo da atividade do NF-kB, bloqueando a degradagdo do 1kB-a. Assim, os resultados
mostram que este farmaco pode ser util como um potente agente anti-inflamatério para
atenuar doencas inflamatorias.

Ja em 2008, BYEON demonstrou a atividade etnofarmacoldgica da Tabebuia
avellanedae sob vérias condi¢des inflamatério in vivo e in vitro. Para isso, foram empregados
modelos de edema de orelha estimulados pelo dcido araquiddnico, um ativador de COX-II
que catalisa a producao de PGE2, e 6leo de créton, um ativador de produgao dos leucotrienos
e lipoxigenase (LT) B4. O extrato aquoso de Tabebuia avellanedae diminuiu
significativamente a producdo de PGE?2 e 6xido nitrico, e bloquearam a expressao do RNAm
de suas enzimas. Considerando o fato de que a PB-lapachona é um importante componente
desta espécie de planta, foi possivel justificar que o bloqueio da sintese do RNAm da COX-2

e a reducao dos niveis de PGE2 foi mediada por este ativo.

3.6 Atividade Antineoplasica

O mecanismo de acdo da B-lapachona como agente antineopldsico ainda ndo estd
totalmente elucidado, embora vérias pesquisas tenham sido realizadas neste sentido. Devido
aos indmeros trabalhos publicados sobre as propriedades antineopldsicas desta naftoquinona,
atualmente investigacdes vem sendo realizados para o tratamento de tipos especificos de
cancer, como os de mama, pulmao, célon, prostata, e atualmente estd em ensaios clinicos de
fase Il para o tratamento de cancer de pancreas. Estudos comprovam que € particularmente
promissor o sinergismo de B-lapachona com taxol e com genisteina em vdarias linhagens de
células tumorais implantadas em camundongos. A topoisomerase I (Topo I) foi o primeiro
alvo bioquimico da B-lapachona a ser relatado. Este farmaco age sobre essa enzima de
maneira distinta de outros inibidores conhecidos, como a camptotecina. Hd também relatos
que esta naftoquinona inibe a atividade enzimatica, induzindo a religacdo e dissociagdo do

DNA na presenca de ATP (PINTO et al., 2009).
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A utilizagdo de quimioterapia combinada de drogas com diferentes mecanismos de
acdo € bastante freqiiente, j4 que diminui as chances de as células cancerosas desenvolverem
resisténcia e atinge as células em diferentes estdgios do ciclo celular. CHIANG (1999)
observou que a combinacdo de -lapachona e taxol proporcionou uma redug¢io em culturas de
células com carcinoma. Essa interacdo induzia a morte de células cancerosas cultivadas de
ovdrio, mama, préstata, melanoma, pulmio, c6lon e pancreas. O sinergismo entre estes
farmacos apresentou potente atividade antitumoral contra tumores de prdstata em
camundongos. Neste estudo foi comprovado que a B-lap provoca atrasos no ciclo celular na
fase G1 tardia e fase S, j4 o taxol provoca em G2/M. Células tratadas com ambos os fairmacos
teve o ciclo celular adiado em vérios pontos, antes de cometer a apoptose.

Como os inibidores do Topo I sdo conhecidos por causarem reagdes apoptdticas,
PLANCHON (1995) investigou a possibilidade de a B-lapachona mediar a apoptose em
linhagens de células humanas de leucemia pré-mielocitica (HL-60), em células de cancer de
prostata e de cancer de mama. Os resultados apontam para uma inibi¢dao devido ao bloqueio
do ciclo celular em GO/G1 e indugdo de apoptose independente da resposta da p-53, exceto
para as c€lulas de cancer mamadrio, que nas concentracdes utilizadas ndo resultou em apoptose
detectavel.

KRISNAN (2000), em suas pesquisas, sugeriu que a -lapachona age como inibidoras
das topoisomerases I e II. A incubacdo direta desta substdncia com a topoisomerase I, antes da
adicio de DNA como substrato, aumenta drasticamente o efeito inibitério, sugerindo a
interacdo direta da B-lapachona com a topoisomerase I. Também foi verificada que esta acdo
depende da presenca de NQO1-redutase. Este modo de acdo difere em relacdo ao de outras
substancias inibidoras das topoisomerases, como, por exemplo, a camptotecina e o topotecan.

HYUN JOO WOO (2006) estudou os efeitos da B-lapachona sobre o crescimento
células hepdticas cancerigenas (HepG2). Os resultados mostraram que a -lapachona inibia a
viabilidade de HepG2 pela inducdo de apoptose, evidenciada pela formacdo de corpos
apoptéticos e fragmentacdo do DNA. A apoptose induzida foi associado com uma ativacdo
proteolitica da caspase-3 e -9 e degradagdo da proteina polimerase poli (ADP-ribose). No
entanto, o tratamento com este farmaco ndo afetou a inibicdo da familia de proteinas de
apoptose e o sistema Fas/FasL. Assim, os pesquisadores sugeram que a f-lapachona pode ser
um potencial agente quimiopreventivo de cancer de figado.

DONG-OH (2010) sugeriu que a [-lapachona inibia o crescimento de células
tumorais. Neste estudo, constatou-se que a B-LAP induziu diretamente a citotoxicidade em

c€lulas de leucemia humana, através da ativacdo de caspase-3 e posterior clivagem da
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polimerase ADP-ribose. A inducdo da morte celular observada foi associada com a
diminuicdo da atividade da telomerase, que foi atribuida a regulacio da transcriptase reversa
da telomerase. Neste estudo, foi concluido que a B-lap. possui um efeito citotéxico direto na

diminuicao da atividade da telomerase em células neopldsicas.

4 TOXICIDADE

HIGA (2007) afirmou em suas pesquias que a B-lapachona causa embriotoxicadade
em ratas com efeitos abortivos e quando associada ao carcindégeno metilcolantreno, aumenta o
indice de tumores em ratas, comportando-se como potente promotor oncogénico, com alta
toxicidade hepdtica e renal.

ALMEIDA (2008) avaliou a toxicologia da B-lapachona em ratos Wistar, observando
0s seguintes parametros: teratologia, histologia, hematologia e bioquimica do soro. Os dados
demonstraram a acao teratogé€nica nas doses utilizadas, bem como alteragdes hematoldgicas
em leucdécitos e mondcitos. Os dados bioquimicos demonstraram um aumento da A-glutamil-
transferase, fosfatase alcalina e nos niveis de glutamato-piruvato transaminase. O estudo
histolégico revelou alteragdes significativas no baco, no entanto, o figado e o rim nao
apresentaram alteragdes significativas.

MEDEIROS (2009) avaliou a citotoxicidade da B-lapachona em camundongos Suigos
imunossuprimidos. Os dados mostraram que a dose de 10 mg/Kg ndo produziu alteracdes
téxicas nos tecidos dos camundongos imunossuprimidos apds uma semana de exposi¢ao
cronica, observadas por exame histolégico do figado e dos rins. Nenhuma alteracdo
significante no comportamento foi observada durante esse experimento, respaldando que a [3-

lapachona poderia ser usada nesta concentragao.

5 CONCLUSAO

A B-lapachona, apesar de ainda ndo ser um farmaco, ¢ uma substidncia muito
importante do ponto de vista da pesquisa cientifica. Suas atividades farmacoldgicas contra o
Tripanossoma cruzi, e suas acOes anti-inflamatdrias, antivirais, antibacterianas e
antineopldsicas a distingue de outras naftoquinonas. Devido a sua citotoxicidade, a [-
lapachona ndo pode ser utilizada no tratamento da Doenca de Chagas, mas sua estrutura tem
servido de inspiracdo para os quimicos medicinais, no desenvolvimento de substancias mais
seletivas contra o 7. cruzi. No entanto, esta citoxicidade é importante para o controle da

proliferacao de diversos tipos de células cancerosas. A B-lapachona € eficaz, in vitro, contra

linhagens de células humanas malignas de pulmdo, mama, colo-retal, prostata, melanoma e
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leucemia, e seu uso combinado com outros farmacos, que atuam por diferentes mecanismos
de acdo, pode ser uma boa alternativa para a quimioterapia e potencializacdo de radioterapia
contra o cancer.

Avancgos tecnolégicos vém sendo realizados para veiculagao da B-lapachona de forma
eficaz e segura, conforme descrito por ALVES 2002; ALVES 2004 e PRESMICH 2009. Com
isso, pode-se inferir que num futuro préoximo a B-lapachona esteja no mercado farmacéutico

devido seu diverso potencial terapéutico.
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RESUMO

A B-lapachona € uma substancia com importancia relevante do ponto de vista cientifico, tendo
em vista os inimeros estudos farmacolégicos relatados na literatura, que comprovam suas
atividades antibacteriana, antifingica, antitripanossdmica, antiviral, anti-inflamatéria e
antineoplésica. Devido a sua potente atividade anticancerigena, este firmaco encontra-se,
atualmente, em estudo clinico de fase II para o tratamento de cancer pancreético. O objetivo
deste estudo foi determinar as propriedades fisico-quimicas deste ativo com o emprego de
diversas ferramentas analiticas, como, difracdo de Raios X, infravermelho, andlises térmicas,
microscopia eletronica de varredura e ensaio de dissolucdo. Os resultados obtidos na difragdo
de raios X revelaram o padrdo policristalino do farmaco; o infravermelho identificou os
principais grupos funcionais da B-lapachona; os dados das andlises térmicas apresentaram
caracteristicas de um produto cristalino e de alta pureza; a eletromicrografia demonstrou sua
forma cristalina, como cristais acidulares bem definidos de tamanho regular, corroborando
com os dados do difratograma. No estudo de dissolu¢cdo comprovamos que a [-lapachona é
praticamente insolivel em dgua, sendo necessdrio o desenvolvimento de estratégias
tecnoldgicas destinadas a melhorar a sua solubilidade em meio aquoso. Dessa forma, a
determinacgdo das principais caracteristicas fisico-quimicas da -lapachona serd extremamente
util na identificacdo de problemas que possam vir a surgir durante a formulacio e auxiliard no
desenvolvimento de formas farmacéuticas mais eficazes e com qualidade.

Palavras-chave: B-lapachona, caracterizacdo fisico-quimica e antineopldsico
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INTRODUCAO

Antes do desenvolvimento de uma forma farmacéutica é essencial que certas
propriedades fisicas e quimicas fundamentais do farmaco sejam elucidadas, pois estas
informacdes sdo de extrema importancia para o delineamento racional das etapas envolvidas
no desenvolvimento de uma formulacido. Assim, os conhecimentos prévios das caracteristicas
fisico-quimicas do principio ativo sdo determinantes para garantir a qualidade de uma
formulacao farmacéutica (AULTON, 2005).

A caracterizagao fisico-quimica de um farmaco tem duas finalidades: a identificagdo e
a avaliacdo da pureza do material a ser analisado. Estas informag¢des quando ndo presentes em
compéndios oficiais, permitem criar a sua carta de identidade, possibilitando sua padronizagdo
e avaliacdo de sua pureza, essenciais para o desenvolvimento de estudos de pré-formulagao.
Diversas ferramentas analiticas sdo utilizadas para caracterizar um farmaco, entre as quais,
podemos citar difracdo de raios X, técnica espectroscOpica vibracional no infravermelho,
andlises térmicas - calorimetria exploratéria diferencial (DSC), andlise térmica diferencial
(DTA), termogravimetria (TG), microscopia eletronica de varredura, avaliacdo do perfil de
dissolucdo, dentre outras.

A B-lapachona, conhecida quimicamente como 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-
b] pirano-5,6-diano (Figura 1), € uma ortonaftoquina com significado potencial terapéutico de
ocorréncia natural, isolada do ip€ roxo, ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellanedae Lor), da

familia Bignoneaceae (DO CAMPO et al., 1977).

Figura 1- Estrutura quimica da B-lapachona.
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Nos dltimos anos, a B-lapachona vém sendo exaustivamente estudada devido ao seu
excelente potencial terapéutico frente a algumas doencas. Inimeros estudos publicados na
literatura comprovam as suas atividades antibacteriana (PEREIRA et al., 2006), antifiingica

(MEDEIROS et al., 2010), antitripanossomica (FERREIRA et al., 2008) antiviral (FAVARO
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et al., 1990), anti-inflamatéria (MOON et al., 2007), e particularmente a anticancerigena
(OUGH et al., 2005), seu principal alvo terapéutico. Com relacdo a esta dltima agdo, a [3-
lapachona exibe in vitro variados tipos de atividades contra diferentes linhagens de células,
principalmente células malignas humanas dos canceres de melanoma, leucemias, pancreas,
pulmdo, mama e préstata (OUGH et al., 2005; BENTLE et al., 2006; PINK et al., 2000; BEY
et al., 2007).

Devido a sua importancia farmacolédgica e presencga de estudos clinicos de fase II para
o tratamento do cancer no pancreas, ¢ de extrema relevancia o conhecimento de suas
caracteristicas fisico-quimicas, visto que, este aspecto estd intimamente relacionado a
possibilidade de veiculacio da B-lapachona em uma forma farmacéutica com eficicia
terapéutica (OUGH et al., 2005). Essa caracteriza¢do ¢ ainda mais importante quando se leva
em consideracdo a sua solubilidade aquosa, que se apresenta como um fator determinante, ja
que segundo o sistema de classificagdo biofarmacé€utica, a B-lapachona € classificada como
classe II (baixa solubilidade e alta permeabilidade). Dessa forma, apresenta-se como um
farmaco fracamente soldvel em 4gua e fluidos aquosos, levando a uma absor¢do limitada
devido a baixa velocidade de dissolu¢ao (CUNHA-FILHO et al., 2007).

Diante disso, baseando-se no contexto apresentado e na auséncia da monografia da f3-
lapachona em compéndios oficiais, este estudo pretende caracterizar a B-lapachona, quanto a

avaliacdo das propriedades fisico-quimica.

MATERIAIS E METODOS

A B-lapachona matéria-prima, lote 103, foi semi-sintetizada e doada pelo

Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.
Difracao de raios X

O difratograma foi obtido no difratobmetro SIEMENS® (X-Ray Diffractometer, D-5000),
equipado com anodo de cobre. A amostra foi analisada no intervalo de angulo 26 de 5-50°.
Infravermelho por Transformada de Fourrier (IV-TF)

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho médio foi obtido utilizando o
equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectincia total atenuada
(ATR) com cristal de selénio. A andlise foi realizada com 16 varreduras e resolugdo de 4 cm’
na regido compreendida entre 4000 a 650 cm™.

Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A curva de DSC da B-lapachona foi obtida em Calorimetro de Varredura Shimadzu®

DSC-60 interligado ao software Shimadzu® TA-60WS (Kyoto, Japao) com atmosfera de
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nitrogénio de 50 mL.min" e razdo de aquecimento de 10°C.min"", numa faixa de temperatura
de 25 a 350°C. A amostra foi colocada em cadinho de aluminio hermeticamente fechado com
massa de 2 mg + 0.2. Utilizou-se Indio (99.98%, mp 156.65°C, Aldrich®, Milwaukee, USA)
para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia. Para determinar a pureza da f-
lapachona foram realizadas trés andlises utilizando as mesmas condi¢cdes acima, na faixa de
25 a 180°C e razdo de aquecimento de 2°C.min™".

Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas TG, DTG e DTA da B-lapachona foram obtidas mediante a termobalanca
modelo DTG-60H Shimadzu®, na faixa de temperatura entre 30 e 600°C, sob atmosfera
dindmica de N, a um fluxo de 50 mL.min’l, numa razao de aquecimento de 10°C.min'1,
utilizando cadinho de platina e massa da amostra de 5 mg + 0.2.

O estudo cinético ndo-isotérmico da decomposi¢ado térmica da B-lapachona foi realizado
sob as mesmas condicdes apresentadas anteriormente, mas em diferentes razdes de
aquecimento (P) 2.5°C, 5.0°C, 7.5°C e 10.0°C. A selecao do modelo cinético para o cdlculo da
energia de ativacdo (Ea), constante de velocidade (k) e ordem da reacdo, foi realizado por
simulacao computacional utilizando o método de OZAWA do TA-60H.

A termobalanca foi previamente calibrada com uma amostra de oxalato de célcio
monohidratado (Merck®) com pureza de 99.999%.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A amostra de B-lapachona foi montada em stub, fixada em fita dupla face de carbono e
metalizada com ouro por 5 min (Metalizador Desk II/Denton Vacuum®). A morfologia da
amostra foi verificada em Microscépio Eletronico de Varredura Jeol® 5600 LV, onde foi
obtida a eletromicrografia em uma camara com tensdo de excitacdo de 10KV com fatores de
aumento de 20x.

Ensaio de Dissolucao

A cinética de liberacao da B-lapachona foi avaliada pelo perfil de dissolugdo in vitro,
realizado segundo as especificagdes do Food and Drug Administration (FDA, 1997) para
farmacos pouco soltdveis em dgua, de acordo com o método preconizado pela Farmacopéia
Americana. Tal estudo foi realizado em dissolutor Varian® VK 7010 (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2010).

O ensaio foi realizado a 37 + 0.5°C, utilizando 900 mL da 4gua purificada como meio
de dissolucdo com aparato 2 (pa) e velocidade de rotacdo de 75 rpm. Além deste, foi realizado
outro ensaio nas mesmas condi¢des com acréscimo de 1 % de lauril sulfato de sédio (LSS) ao

meio de dissolucao.
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Com a finalidade de manter as condi¢des sink, foram usadas amostras de 25 mg de [3-
lapachona. Em intervalos de tempo predefinidos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 e 120 min as
amostras foram coletas, filtradas em membranas de 0.45 pm e posteriormente diluidas para
quantificacdo de B-lapachona dissolvida por espectrofotometria no UV a 256 nm utilizando
metodologia validada (Espectrometro Varian®, Unity plus-300MHz) (PRESMICH, 2009). Os
ensaios foram efetuados em quadruplicata, com reposicado do meio. Os perfis de dissolugcdo

foram avaliados e comparados em relacdo a percentagem de farmaco dissolvido em 60, 90 e

120 min (Qs0min, Q9omin € Q120min)-

RESULTADO E DISCUSSAO
Difraciao de Raios X

O perfil difratografico da B-lapachona apresenta uma série de picos de difracdo
intensos e bem definidos, revelando o tipico padrdo de um produto policristalino com pico
principal de 9,5° (20) e picos secundérios em 12.95, 16.30, 19.03, 26.40 e 34.98° (20) (Figura
2).

Figura 2- Difracdo de raio-X da B-lapachona.
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Levando-se em consideracdo o estado cristalino desse farmaco, pode-se determinar
que esta caracteristica influencie diretamente o seu perfil de dissolucdo e, consequentemente,
a sua biodisponibilidade. Isso porque o seu arranjo cristalino diminui a superficie de contato

do farmaco, o que poderé vir a reduzir a sua solubilidade (BRANDADO et al., 2008).
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Infravermelho por Transformada de Fourrier (IV-TF)

A espectroscopia de infravermelho constitui hoje uma das principais ferramentas
analiticas para identificacdo e elucidacdo estruturais de substancias organicas. Na drea
farmaceéutica, suas principais aplicagdes encontram-se no controle de qualidade de matérias
primas e excipientes, caracterizacdo de farmacos, identificacio de polimorfismos, entre
outras. Além disso, constitui uma técnica valiosa para a identificacdo de grupos funcionais das
estruturas analisadas (BURNS et al., 2001).

O espectro de absor¢do da B-lapachona na regiao do infravermelho médio (FTIR-
MID), representado na figura 3, foi registrado no intervalo de 4000 a 450 cm®. A presenca
das bandas de absor¢cdo de média intensidade em 2978 e 2934 sdo caracteristicas das
deformacdes axiais assimétricas e simétricas, respectivamente, da ligacdo C(sp3)-H da metila.
A regido entre 2000 e 1800 cm™ correspondem as bandas fracas de combinacdo e de
harmonicas, caracteristicas das estruturas aromdticas. As bandas em 1589 e 1566 cm™
correspondem as vibragdes C=C do anel aromatico. A presenca da banda de forte intensidade
na regido de 1694 cm™ refere-se 2 vibracdo do estiramento da carbonila. J4 a ligagdo C-O-C
apresenta bandas de deformagao axial assimétrica e simétrica, respectivamente, nas regioes de
1115 e 1092 cm™. Os dados espectrais observados no espectro FTIR-MID sdo concordantes

com os descritos na literatura (ALVES et al., 2008).

Figura 3- Espectrograma da B-lapachona no FTIR-MID.
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Além de ser considerada uma identificagcdo importante na caracterizagdo de ativos e
excipientes, estd técnica é vastamente utilizada na verificacdo da formagao de complexos de

inclusao utilizando ciclodextrinas com farmacos hidrofébicos (LYRA et al., 2010).
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Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A curva DSC da B-lapachona isolada apresentou caracteristicas tipicas de um produto
anidro no estado cristalino com alto grau de pureza. Observa-se um pico endotérmico
caracteristico do processo de fusdo do farmaco, numa faixa de 154,0 a 156,0 °C, com

temperatura end set de 156,46°C e elevada energia envolvida no processo (AH = 91,01 J/g)

(Figura 4).

Figura 4- DSC da B-lapachona na razio de aquecimento de 10°C.min"".
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Ao analisar a curva de DSC, observa-se que ha dois processos endotérmicos,
posteriores a fusdo, correspondente a degradacdo do farmaco. Esse fendmeno foi confirmado
a partir da curva termogravimétrica, onde foi detectada uma perda de massa de 64,9 %.

Um outra aplicabilidade do DSC € a determinacao da pureza. Esta técnica vem sendo
bastante utilizada para materiais farmacéuticos e apresenta como vantagens, rapidez, exatidao,
precisao e facilidade de execugdo, sem a necessidade de utilizar padrdes certificados
(STORPIRTIS et al, 2009).

A avaliacdo da pureza de um farmaco vem sendo bastante empregada através da
aplicacdo da equacdo de Van’t Hoff, na qual € possivel determinar a fracdo molar de
impurezas contidas no material. A determinagdo da pureza por DSC pode ser explicada pela
teoria da ndo linearidade, ou seja, a drea onde normalmente € iniciado o evento decorrente da

fusdo das impurezas, justificando o processo ndo linear (RODRIGUES et al., 2005).

A figura 5 apresenta a curva DSC, em que se determina a porcentagem de pureza da [3-
lapachona, numa razdo de aquecimento de 2,0 °C.min’'. Baseando-se nesta curva, pode-se

inferir que a faixa de fusdo da B-lapachona tem inicio em 156,07 °C, com consumo de energia
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de 121,91 J/g. A pureza deste fairmaco foi calculada através da equacdo de Van’t Hoff do
evento de fusdo, realizada em triplicata. O lote sintetizado pelo Departamento de Antibidticos

da UFPE apresentou elevada pureza, estimada em torno de 99,85% =+ 0,05%.

Figura 5- Curva DSC da f-lapachona obtida a 2 °C.min" e sob atmosfera de N, (50ml.min™).
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A determinacdo da pureza da B-lapachona representa grande importancia do
ponto de vista toxicoldgico, pois as impurezas provenientes da sua sintese ndo sdo

investigadas quanto a sua toxicidade.

Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial

O farmaco B-lapachona foi submetido a um programa de temperatura na razdo de
aquecimento de 10°C/min até a temperatura de 600 °C na atmosfera de nitrogénio, a fim de se
verificar o comportamento de perda de massa e diferenca de temperatura desprendida.

As curvas TG e DTA da B-lapachona em atmosfera de nitrogénio podem ser vistas na
figura 6. A curva termogravimétrica da PB-lapachona indica que a forma cristalina deste
farmaco foi termicamente estavel até 186,4°C e o processo de decomposicdo térmica ocorreu
em um unico evento. O perfil de perda de massa ocorreu entre 186,4 e 328,7°C, com perda de
64,9% da substancia. Na curva DTA do farmaco, foram observados dois eventos térmicos. No
primeiro evento, observa-se um pico endotérmico em 156,9 °C, com AT (156,4 — 159,3°C) e
energia desprendida de AH 138,6 J/g, que corresponde ao processo de fusao do composto,
confirmando a sua estrutura cristalina, pois este evento € caracteristico de compostos com
arranjo estrutural organizado. J4 o segundo, apresentou um pico exotérmico em 256,3 °C, com
AT (244,8 — 281,7°C) e AH 69,4 J/g, referente a decomposi¢cdo do farmaco, concordante com

a perda de massa observada pela curva TG.
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Figura 6- Curvas TG, DTG e DTA da B-lapachona.
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Estudo cinético de Decomposicio da p-lapachona

H4 na literatura inimeros estudos cinéticos baseados em termogravimetria (TG) com o
intuito de elucidar mecanismos de reacdo no estado sélido, como: decomposi¢do térmica,
oxidacdo, cristalizacdo (RODRIGUES et al., 2005). Uma das técnicas empregadas € o método
nao-isotérmico, que é muito utilizado para determinar a energia de ativacdo e a ordem da
reacdo de decomposic@o no estado sélido. A sobreposicao das curvas TG da B-lapachona sob
diferentes razdes de aquecimento (2.5/5.0/7.5/10°C.min"") sdo mostradas na figura 7. Os
resultados demonstram que o inicio da decomposicdo da B-lapachona é deslocado para uma
maior temperatura a2 medida que se aumenta a razdo de aquecimento. Apds a obtencdo das
curvas TG, foi aplicado o método de OZAWA, para a determinacdo da energia de ativacdo

(Ea) no inicio do primeiro evento de perda de massa, que corresponde a etapa de

decomposicao térmica na faixa de 186,4 a 328,7 °C.

Figura 7- Curvas TG da B-lapachona obtidas em diferentes razdes de aquecimento (2.5/ 5.0/
7.5/10 °C.min™).
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No método de OZAWA, a energia de ativacdo € obtida a partir da plotagem do
logaritmo A das diferentes razdes de aquecimento, em fung¢do do inverso da temperatura

(1/T), onde a inclinagdo da reta determinard o valor da energia de ativacdo (Figura 8).

Figura 8- Grafico do método de ozawa para determinacdo da Ea da decomposi¢ao térmica da
B-lapachona.
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A figura 9 corresponde ao grafico da fun¢do G (X) do inverso da temperatura em
funcdo do tempo, demonstrando uma boa correlacdo nas quatro razdes de aquecimento das
curvas TG da B-lapachona. Ao analisar a figura, observa-se que a primeira etapa de
decomposicdo da B-lapachona teve uma energia de ativacdo de 77,22 kJ/mol, com ordem da

reacdo zero e fator de freqiiéncia de 4,376 x 10® min™.

Figura 9- Pardmetros cinéticos da decomposicdo térmica da B-lapachona de acordo com o
método de Ozawa.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
O uso desta técnica vem se tornando mais freqiiente, na aplicagdo farmacéutica, por

fornecer informacdes detalhada, com aumentos de até 300.000 vezes, do arranjo estrutural do
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farmaco. O conhecimento detalhado da microestrutura dos materiais permite o entendimento
e, em muitos casos, até a previsao das propriedades e do comportamento dos mesmos. 18

A eletromicrografia obtida da B-lapachona demonstra sua forma cristalina, visivel
macroscopicamente, como cristais aciculares bem definidos de tamanho regular (Figura 10),
confirmando os resultados obtidos com a difragdo de Raio X e DSC. Além disso, o aspecto
cristalino observado contribui na compreensdao dos resultados dos estudos de dissolucdo, ja
que a cristalinidade e o tamanho de particula estdo diretamente relacionados ao perfil de

dissolugdo e solubilizag¢do apresentada pelo farmaco.

Figura 10- Detalhe morfolégico das particulas cristalinas da B-lapachona com um aumento de
20 e 270 vezes, respectivamente.

Ensaio de dissolucao

Substéncias cristalinas, como a B-lapachona, nas quais apresentam suas moléculas
dispostas em um arranjo cristalino definido, sdo caracterizadas por propriedades peculiares no
que diz respeito a sua solubiliza¢do, sendo possivel correlacionar a estrutura do reticulo
cristalino com o ponto de fusdo e a velocidade de dissolucdo (AULTON, 2005).

Para os perfis de dissolucdo da [B-lapachona obtidos, observa-se que hd um leve
incremento do teor dissolvido do farmaco em 4gua e em solucdo com LSS 1%, que pode ser
explicado com base na reducdo tensdo interfacial e molhabilidade entre a B-lapachona e o
meio de dissolugdo, proporcionado pela caracteristica surfactante do LSS (Tabela 2). Para
estudos de dissolucdo, o uso do LSS ¢€ justificado, pois para farmacos da classe II, como B-
lapachona, recomenda-se o uso de surfactantes com o objetivo de atingir a condi¢do sink
(FDA, 1997). Contudo, a escolha do meio deve ser realizada de forma criteriosa, jd que a
alguns meios propostos sdo claramente ndo fisioldgicos, o que pode ser aceitdvel para
controle de qualidade, mas nido quando se deseja fazer alguma inferéncia sobre o

comportamento in vivo.
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Tabela 1- Percentagem de B-lapachona dissolvido apés 60, 90 e 120 minutos.

Forma estrutural/Meio de dissolu¢io  Q60min Q90min  Q120min

cristal/dgua purificada 4,94 +6,54 588 +8,41 7,21 +6,41
cristal/LSS 1 % 8,81 8,85 9,3+9,67 9,88 +5,10

Levando-se em consideracdo a percentagem dissolvida do farmaco, observamos que o
mesmo apresenta-se como insolivel em meio aquoso, sendo esta caracteristica intrinseca da
molécula a qual é determinada de acordo com sua forma no estado sélido. Para fairmacos com
alta faixa de fusdo, como a B-lapachona, o processo de dissolug¢do requer um grande consumo
de energia para a remocao das suas moléculas, devido a presenca de um reticulo cristalino
rigido. Logo, a solubilidade e conseqiientemente a dissolu¢do do farmaco, torna esse aspecto
extremamente critico, j4 que a dissolu¢do nos fluidos gastrintestinais é um pré-requisito para
que ocorra a absor¢do e distribuicdo do farmaco na circulacdo sistémica, influenciando
diretamente sua acdo terapéutica.

Assim, a avaliagdo do perfil de dissolucdo da matéria prima a ser utilizada na
manipulacdo de produtos farmacéuticos, tem papel fundamental na garantia de qualidade do
produto final devendo, portanto, ser realizada adequadamente, durante o processo de controle

de qualidade (STEGEMANN et al., 2007).

CONCLUSAO

Com base nos resultados, pode-se observar através do estudo de dissolucdo, que serd
necessaria a implantacdo de tecnologias farmacéuticas, como a formagdo de complexo de
inclusdo, na tentativa de aumentar a sua velocidade de dissolucdo e percentual de principio
ativo solubilizado, tendo em vista que a B-lapachona apresenta uma estrutura cristalina rigida,
que corrobora para a sua baixa solubilidade em 4gua. Este arranjo estrutural foi comprovado
através das analises de MEV e difracdo de raios-X. Paralelamente, a andlise térmica por DSC
e o infravermelho comprovam a pureza do firmaco, requerida para a obtencdo de uma forma

farmacéutica com altos padrdes de qualidade.
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Capitulo I11

5.1 Artigo III — Desenvolvimento e caracterizagdo fisico-quimica dos complexos de inclusao

obtidos com B-lapachona e B-ciclodextrina natural e quimicamente modificadas.

Artigo a ser submetido ao Journal AAPS PharmSciTech
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizagdo das propriedades
fisico-quimicas de complexos de inclusdo de B-lapachona com as ciclodextrina BCD, HPBCD
e MBCD no estado sélido. Os complexos de inclusdo foram preparados pelas técnicas de
malaxagem, co-evaporagdo e secagem por atomizacao, utilizando uma estequiométrica de 1:1
(mol:mol) definida no ensaio de solubilidade de fases realizado em dgua purificada. Uma
mistura fisica na mesma propor¢ao estequiométrica foi obtida para a avaliagao das interagdes
ocorridas entre a B-lapachona e as ciclodextrinas em um estudo comparativo. Foi comprovada
através das andlises de caracterizagdo fisico-quimica, a perda da forma cristalina da B-
lapachona nos complexos obtidos por secagem por pulverizacdo com todas as ciclodextrinas
estudadas, além dos complexos co-evaporados com HPBCD e MBCD. O incremento no teor
dissolvido de B-lapachona mais acentuado foi observado no composto obtido por secagem por
atomizacdo com HPBCD, atingindo praticamente 100% de teor dissolvido apds o término do

ensaio realizado.

Palavras-Chave: B-lapachona; Complexo de Inclusdo; B-ciclodextrina; Hidroxipropil-f-

ciclodextrina, Metil-B-ciclodextrina.
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INTRODUCAO

A B-lapachona (C;sH403, MM 242,3) é uma ortonaftoquinona, obtida com pequeno
rendimento dos extratos alcodlicos e acetonicos da Tabebuia avellanedae Lor, popularmente
conhecida como ipé€ roxo. Outra via de obten¢do mais eficaz por obter um maior rendimento €
sua semi-sintese a partir da hidrélise dcida do seu isomero lapachol, encontrado de forma mais
abundante na natureza (OLIVEIRA et al., 1990; CARVALHO el at., 2002).

Através de pesquisas in vitro e in vivo foi comprovado que a B-lapachona apresenta
diversas propriedades farmacoldgicas como antiinflamatdria, antiviral, antiparasitdria,
antifiingica e em particular um excelente potencial antineopldsico. A maioria destas atividades
estd ligada a capacidade de formacao de espécies reativas de oxigénio (PARDEE et al., 2002).
Diferentes estudos em ratos albinos, camundongos e culturas de células comprovam a
excelente atividade antineopldsica da B-lapachona, principalmente para as linhagens de céncer
refratdrias aos tratamentos convencionais, como o cancer de prdstata, mama, OVdrio,
leucemias e colén agindo por um mecanismo diferente dos apresentados por drogas
antineoplésicas utilizadas em esquemas terapéuticos atuais (LI et al., 1999; FAVARO et al.,
1990).

O primeiro alvo intracelular da B-lapachona em células tumorais definido foi devido a
sua bioativagdo pela expressao da enzima NAD(H):quinonaoxidoredutase (NQO1), que atua
ativando a cisteina protease. Sabe-se que ela inibe a transcriptase reversa e a DNA
topoisomerase I e II impedindo a replicacdo de células cancerosas e que induz a apoptose por
um mecanismo particular, independente da expressao das proteinas p53, p21 e bcl-2. Esta
inibicdo provavelmente é mediada por uma interagdo direta de B-lapachona com a DNA
topoisomerase no lugar da estabilizacdo de um complexo (BOOTHMAN et al., 1989; PINK et
al., 2000).

Apesar de todas as comprovagdes de seu excelente potencial antineoplasico, através dos
estudos ja divulgados, a natureza lipofilica da P-lapachona é responsdvel por sua baixa
solubilidade na dgua e compostos polares, tornando-se facilmente solivel em compostos
apolares e oleosos, caracteristica que dificulta o desenvolvimento farmacotécnico industrial
(ALVES et al., 2008). Com o intuito de melhorar o teor de dissolu¢do da PB-lapachona o
presente trabalho vem mostrar o desenvolvimento de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas.

As Ciclodextrinas sao moléculas hospedeiras tipicas obtidas da hidrélise enzimatica do

amido que resulta em oligossacarideos ciclicos constituidos por vérias unidades de o-D-
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glicopiranose (glicose) unidas por ligagdes a-(1,4) (SZEJTLI, 1988). Devido a auséncia de
rotagdo livre das ligacOes glicosidicas por causa da conformagdo em cadeia das unidades de
glicose, as ciclodextrinas apresentam uma forma peculiar tronco-conica formando um
microambiente heterogéneo com caracteristicas hidréfilas em sua superficie externa e
cavidade central hidr6foba, decorrente da densidade eletrOnica relativamente elevada. Esta
estrutura molecular permite a inclusdo completa ou parcial de fairmacos apolares, designados
de moléculas hdspedes, em sua cavidade central, com formacdo de complexos de inclusao
farmaco/ciclodextrina, sem o estabelecimento de ligagdes covalentes, que originam
determinadas modificacdes nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas da molécula
incluida, melhorando a dissolu¢do em meio aquoso de compostos de baixa solubilidade
(LOFTSSON et al., 1997).

Para a obtencdo dos complexos de inclusdo com a [-lapachona as ciclodextrinas
utilizadas neste trabalho foram p-ciclodextrina (BCD), 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina

(HPBCD) e a 2-O-metil-B-ciclodextrina (MBCD) por diferentes técnicas de obtencao.

MATERIAIS E METODOS

Substancias e Reagentes

As ciclodextrinas B-ciclodextrina (BCD; Kleptose®, MM = 1135), 2-Hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPBCD; Kleptose®HP, MM = 1390) e 2-O-Metil-B-ciclodextrina (MPCD;
CRYSMEB®, MM = 1190 e DS = 0,5) foram gentilmente doadas pela Roquette® (Lestrem,
Franca). A [-lapachona (B-lap; lote: 103; MM = 242.3) utilizada foi produzida pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Pernambuco,
Brasil). Como solventes foram utilizados alcool etilico absoluto da Merck® (Portugal) e 4gua
purificada pelo sistema de osmose reversa. Todos os reagentes (produtos quimicos e

solventes) foram de qualidade analitica.

Determinacio da constante de estabilidade aparente (Ks)

O estudo de solubilidade de fases para a determinacdo da constante de estabilidade
aparente e estequiometria ideal de complexagdo da B-lap com cada ciclodextrina foi realizado
de acordo com o método de Higuchi e Connors (HIGUCHI et al., 1965).

Um excesso de B-lap (aproximadamente 20 mM) foi adicionado em solucdes aquosas
contendo concentragdes crescentes das ciclodextrinas (BCD 0 a 24 mM; HPBCD 0 a 200 mM

e MBCD 0 a 50 mM). As suspensdes obtidas foram submetidas a agitacdo constante em
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agitador oscilante, protegidas da luz, a 25°C durante 14 dias, com posterior repouso de 24 h
para que fosse estabelecido o equilibrio dinamico. As amostras foram filtradas através de
filtros de nylon 0,45 um (Millipore® HA) e volumetricamente diluidas. A quantificacdo foi
feita por espectrofotometria de ultravioleta com comprimento de onda de 256 nm e sistema de
solventes dlcool etilico:dgua purificada (60:40, v/v), seguindo metodologia validada
anteriormente pelo nosso grupo (Shimadzu® UV-1603, Japao) (PRESMICH et al., 2010).

As constantes de estabilidade (Kg) dos complexos de inclusdao foram calculadas a partir
da regressdao linear pelo método dos minimos quadrados da por¢do linear das curvas dos

diagramas de solubilidade de fases de cada ciclodextrina, utilizando a equagdo (1):

Ks = Declive / Sy (1-Declive) (D)

Onde S, representa a solubilidade da B-lap na auséncia de ciclodextrina.

Foi realizado um estudo comparativo para verificar a influéncia das ciclodextrinas na
absorbancia obtida nas amostras. Foram feitas leituras usando como branco para zerar o
equipamento o sistema de solvente preconizado pelo método analitico, dlcool etilico:dgua
purifica (60:40), e leituras usando um sistema onde a fase aquosa foi composta por uma
solucdo da ciclodextrina em andlise. As solugdes das ciclodextrinas foram manipuladas com
as maiores concentracdes utilizadas no estudo de solubilidade de fases. Os experimentos
foram realizados em triplicata de amostras e os dados foram tratados por analise de varidncia

one-way com p<0,05.

Obtenciao dos sistemas solidos binarios de pB-lap:ciclodextrinas

Os sistemas sélidos bindrios de B-lap:BCD, B-lap:HPBCD e B-lap:MBCD foram
preparados com relagdo molar de 1:1, de acordo com o resultado do estudo de solubilidade de
fases, utilizando trés métodos distintos: malaxagem, co-evaporacdo e secagem por

atomizacao. Foram preparadas misturas fisicas de cada bindrio para o efeito de comparagao.

Preparacao das Misturas Fisicas (MF)

Foram preparadas misturas fisicas da B-lap com as trés ciclodextrinas contendo
quantidades estequiométricas de 1:1 (mol:mol), exatamente pesadas. O método de diluicdo
geométrica foi utilizado de forma a garantir a homogeneidade do produto, manipulado em
almofariz de porcelana com o auxilio de um pistilo, com posterior tamisa¢do em malha de 200

wm para uniformiza¢do do tamanho das particulas. As misturas fisicas foram acondicionadas
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em frascos ampolas protegidas da luz.

Preparaciao por Malaxagem (ML)

Os bindrios malaxados foram preparados em almofariz com o auxilio de um pistilo a
partir de misturas fisicas equimolares da B-lap com cada ciclodextrina pela adicdo de
pequenos volumes de uma solugdo dlcool etilico:dgua (1:2, v/v) sob trituragdo continua para
obtenc@o de uma pasta. Esta pasta foi malaxada durante 60 minutos sempre com a adicdo da
solucdo hidroalcodlica na quantidade equivalente a 30% do peso dos pds para manter a
consisténcia pastosa. Apds o tempo de malaxagem os produtos foram colocados em estufa a
40°C por 36 horas para secagem. Depois de secos foram tamisados em malha de 200 um e

acondicionados em frascos ampolas protegidos da luz.

Preparacio por Co-evaporacio (CE)

Quantidades equimolares de B-lap e das ciclodextrinas foram pesadas e solubilizadas
separadamente sob agitacdo mecanica. A PB-lap foi solubilizada em dlcool etilico e as
ciclodextrinas foram solubilizadas em &dgua purificada. Apds completa solubilizagao dos
compostos as solucdes alcodlicas de [B-lap foram vertidas nas solucdes aquosa das
ciclodextrinas, sob agitacdo mecanica. As solucdes hidroalcodlicas de farmaco:ciclodextrina
foram deixadas em agitador oscilante durante 24h antes de serem submetida a evaporagdo sob
pressao reduzida (-800 £ 20 mbar) a 50 + 5°C em evaporador rotativo (Heidolph-Laborota
4001). Apds a evaporacao dos solventes os produtos foram colocados em estufa a 40°C por 36
horas para secagem. Depois de secos foram tamisados em malha de 200 um e acondicionados

em frascos ampolas protegidos da luz.

Preparacao por Secagem por Atomizaciao — Spray-drying (SD)

Quantidades equimolares de B-lap e das cilcodextrinas foram pesadas e solubilizadas
separadamente sob agitacdo mecénica. A B-lap foi solubilizada em 4&lcool etilico e as
ciclodextrinas foram solubilizadas em dgua purificada. Apds completa solubilizacdo dos
compostos as solugdes alcodlicas de P-lap foram vertidas nas solucdes aquosa das
ciclodextrinas, sob agitagdo mecanica. As solucdes hidroalcodlicas de farmaco:ciclodextrina
foram deixadas em agitador oscilante durante 24h antes de serem secas por atomiza¢do em
spray drier (LabPlant SD-O5). As solucdes obtidas foram secas por atomizacao nas seguintes
condic¢des: temperatura de entrada de 145°C, temperatura de saida de 80 + 5°C, velocidade do

fluxo de ar de 40 - 50 m’/h, velocidade do fluxo da solucdo de 400 mL/h e pressdo de ar de
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atomizacdo de 1,1 £ 2 bar. Os sélidos resultantes foram tamisados em malha de 200 um e

acondicionados em frascos ampolas protegidos da luz.

CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS SOLIDOS BINARIOS
Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As amostras dos compostos isolados (B-lap, BCD, HPBCD e MBCD), misturas fisicas e
complexos de inclusdao foram montadas em stub, fixadas em fita de dupla face de carbono e
metalizadas com ouro por 5 minutos (Metalizador Desk II/Denton Vacuum). A morfologia
das amostras foi verificada em Microscépio Eletronico de Varredura Jeol® 5600 LV, onde
foram obtidas as eletromicrografias. As tensdes de excitacdo e fatores de aumento,
respectivamente, foram: B-lap 10KV e 20x, BCD 6KV e 80x, compostos binarios com BCD
6KV e 1.400 a 1.500x, HPBCD 10KV e 500x, compostos binarios com HPBCD 10KV e 140x,
2.000 a 3.000x, MBCD 30KV e 550x, compostos bindrios com MBCD 30KV e 430x, 1.000 a
1.200x.

Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC dos compostos isolados e sistemas bindrios da B-lap:ciclodextrinas
foram obtidas em Calorimetro de Varredura Shimadzu® DSC-50 interligado ao software
Shimadzu® TA-60WS/TA-50WS (Kyoto, Japao) com atmosfera de nitrogénio de 20 mL.min"
e razdo de aquecimento de 10°C.min™', numa faixa de temperatura de 25 - 200°C. As amostras
foram colocadas em células de aluminio hermeticamente fechadas com massa de 2 mg + 0,2.
Foi utilizado Indio (99.98%, mp 156.65°C, Aldrich®, Milwaukee, USA) para calibrar a escala

de temperatura e a resposta de entalpia.

Difracao de Raios X
Os difratogramas de raios-X dos produtos isolados e bindrios foram obtidos num
difratometro SIEMENS (X-Ray Diffractometer, D-5000), equipado com anodo de cobre. As

amostras foram analisadas no intervalo de angulo 26 de 5-50°.

Espectroscopia vibracional no Infravermelho (FTIR)
Os espectros de FTIR foram obtidos em um espectrometro Burker FT-IR / IFS 66. As
amostras foram preparadas na concentracdo de 1% em pastilhas de KBr. A regido espectral

estudada foi de 4000 a 400 cm™ com resolucdo de 4 cm™.
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Ensaio de dissolucao

O comportamento de dissolu¢do dos diferentes sistemas bindrios contendo B-lapachona
foi avaliado pelos perfis de dissolugdo in vitro realizados em dissolutor Varian VK 7010 de
acordo as especificagdes do FDA (Food and Drug Administration) para drogas pouco soluveis
utilizando o método preconizado pela Farmacopéia Americana (USP, 2006).

Os ensaios de dissolug@o decorreram a uma velocidade de 75 rpm, com aparato 2 (pd),
temperatura de 37 £+ 0,5 °C, utilizando 900 mL da 4gua purificada como meio de dissolugao.
Foi realizado também um estudo de dissolu¢do com a B-lapachona matéria-prima na forma de
cristais e p6 pulverizado e atomizado nas mesmas condi¢des dos produtos bindrios para serem
utilizados como parametros comparativos de incremento de solubilidade do farmaco.

A quantidade da amostra foi o equivalente a 25 mg de B-lapachona da matéria-prima,
misturas fisicas e dispersdes sélidas, mantendo as condicdes sink do estudo. Aliquotas foram
coletadas nos intervalos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos, filtradas em filtro de
membrana 0,45 pum e devidamente diluidas para quantificacio do teor dissolvido de B-
lapachona por espectroscopia no UV a 256 nm utilizando metodologia anteriormente validada
(Espectrdmetro Varian®, Unity plus-300MHz) (PRESMICH, 2010). Foi efetuada a reposicio
do meio de dissolu¢do com o mesmo volume retirado em cada tempo. Todos os ensaios foram
efetuados em quadruplicata.

Os perfis de dissolucdo foram avaliados e comparados em relacdo a percentagem de
farmaco dissolvido em 60, 90 e 120 minutos (Qgomin, Qoomin € Q120min) € a eficiéncia de
dissoluc@o aos 60 e 120 min (EDgomin € ED20min) calculada a partir da drea sob a curva de
dissoluc@o do produto no intervalo de tempo compreendido entre zero e 60 minutos (ASC (.
60minutos) € Z€ro € 120 minutos (ASC ¢.120minutes)s de acordo com o método de Khan (KHAN et
al.,, 1975). A determinacdo da ED permite avaliar ndo apenas a quantidade de farmaco
liberada no meio de dissolu¢do apds determinado tempo, mas a propria cinética de liberacao

ao longo de todo o tempo em questio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacio da constante de estabilidade aparente (Ks)

De acordo com os resultados do ensaio de solubilidade de fases, representados na
Figura 1, foi possivel verificar os efeitos das ciclodextrinas utilizadas na solubilidade aquosa
da B-lap (0,154 mM). O incremento da solubilidade da B-lap foi completamente dependente
do tipo de ciclodextrina, porém, em todos os casos, esta solubilidade aumentou linearmente

em funcdo da concentragdo de ciclodextrina ao longo do intervalo de concentracao estudado
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com declives inferiores a 1 (Tabela 1). Desta forma, foi possivel admitir um perfil linear, com
curvas tipo Ay, para as trés ciclodextrinas utilizadas, admitindo uma estequiometria de 1:1

(mol:mol), farmaco-CD, para a obtencao dos complexos de inclusdo (HIGUCHI et al., 1965).

Figura 1- Diagrama de solubilidade de fases dos sistemas B-lap: BCD, B-lap:HPBCD e B-
lap:MBCD em 4gua purificada.
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Com base nos diagramas de solubilidade obtidos foram estimados também os valores
dos coeficientes de determinagdo (Rz) e as constantes de estabilidade (K) (Tabela 1). Os
valores de K calculado para os complexos B-lap: BCD e B-lap:HPBCD estido de acordo com
os resultados informados na literatura (NASONGKLA et al., 2003). A magnitude da
constante K varia geralmente entre O e 10° M'l, onde, quanto maior este valor mais estavel € a

formagao do complexo.

Tabela 1- Constantes de Estabilidade.

Ciclodextrina Declive R® K ( mol'l)
BCD 0,1345 0,9987 100891
HPBCD 0,1115 0,9982 814,73
MBCD 0,2214 0,9980 1846,12

A MBCD, na forma nao randomizada, apresentou uma constante de estabilidade quase 2
vezes maior do que os outros complexos, sugerindo uma maior afinidade de complexacido
desta ciclodextrina com a B-lap provavelmente devido a presenga dos grupos metila que

proporciona um prolongamento da regido hidrofébica da cavidade da ciclodextrina,
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favorecendo a inclusdo da molécula do farmaco. Um efeito semelhante ocorre também com a
MBCD randomizada (CUNHA-FILHO et al., 2007)

Ficou comprovado pelo estudo comparativo realizado com as solugdes de branco
utilizadas para zerar o equipamento que nao ha interferéncia significativa das ciclodextrinas,
no intervalo de confianca avaliado, na quantificacdo da B-lap por espectrofotometria no UV

no comprimento de onda especificado para as amostras do estudo de solubilidade de fases.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A andlise de MEV apresenta uma grande importancia por evidenciar a ocorréncia de
complexacdo através da morfologia dos bindrios, explicando o comportamento de melhora da
solubilidade e teor dissolvido por correlagdo entre a estrutura morfolégica e tamanho de
particula. As eletromicrografias dos produtos isolados e seus bindrios estdo apresentadas na
Figura 2.

A B-lapachona apresenta-se na forma cristalina, visivel macroscopicamente, com
cristais aciculares bem definidos de tamanho regular. As particulas de BCD apresentam uma
forma poliédrica, com superficies planas e tamanho consideravel, enquanto que a HPBCD e a
MBCD apresentam-se como compostos de particulas esféricas, com superficies lisa,
relativamente ocas com cardter ndo cristalino.

As eletromicrografias das misturas fisicas com as trés ciclodextrinas demonstraram que
houve uma redugdo no tamanho das particulas com conservacao das propriedades fisicas dos
compostos, sendo de fécil identificac@o cristais de B-lapachona misturados as ciclodextrinas
ou com particulas das ciclodextrinas adsorvidas em seus cristais, ndo havendo interagdes entre
o farmaco e as ciclodextrinas no estado sélido.

Nos complexos de B-lap:BCD obtidos pelos processos de malaxagem e co-evaporacao
houve a formacao de um produto denso com cristais de B-lapachona enovelados por particulas
da ciclodextrina, indicando uma baixa eficiéncia por interacdo quimica entre farmaco-CD no
processo de complexacdo. Os cristais de B-lapachona também foram visiveis nos complexos
malaxados com HPBCD e de forma menos evidente com a MBCD. Porém, nestes casos houve
uma significativa alteracdo morfoldgica nas caracteristicas das ciclodextrinas que perderam,
apos o processo de malaxagem, suas formas esféricas surgindo com estruturas tridimensionais
pseudolaminares e irregulares. Mesmo assim, ndo € possivel afirmar se houve algum tipo de
interacdo entre as ciclodextrinas e o farmaco, pois hé relatos na literatura que o processo de
malaxagem pode resultar em modificagdes nas ciclodextrinas semelhantes ao observado em

nosso estudo (VEIGA et al., 1998)
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Observou-se uma alteracdo considerdvel na morfologia geral do sistema obtido por co-
evaporacdo com a HPBCD, com reducdo no tamanho das particulas. Esta técnica originou um
produto de aparéncia peculiar lombricéide sem vestigios das caracteristicas individuais dos
produtos de partida demonstrando a existéncia de uma nova e Unica fase sélida, com
consequente possivel formagdo de complexos de inclusdo. O bindrio -lap:MBCD, obtido pela
mesma técnica, também demonstrou possivel formacao de complexos de inclusdo ja que ndo
foi evidenciada a morfologia original da ciclodextrina nem da B-lapachona apresentando-se
como raspas de produto.

Os bindrios secos por atomizacdo com as trés ciclodextrinas originaram produtos
heterogéneos de aparéncia ndo cristalina com a presenca de particulas na forma tipicamente
esférica, completamente diferentes das particulas isoladas dos compostos iniciais, com
elevada tendéncia para aglomeragdo e tamanho reduzido, ndo sendo possivel a diferenciacdo
entre as ciclodextrinas e o fairmaco. Estas caracteristicas indicam a existéncia de uma nova
fase sélida devido as possiveis interacdes quimicas ocorridas entre fairmaco e as ciclodextrinas

originando os complexos de inclusdo.
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Figura 2- Eletromicrografias de MEV. (A) Bindrios com BCD, (B) Bindrios com HPBCD e
(C) Bindrios com MPBCD: (a) B-lapachona (b) Ciclodextrinas, (c) Mistura fisica, (d)
Malaxado, (e) Co-evaporado e (f) Spray-drying.
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Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

Os perfis térmicos dos produtos isolados e sistemas bindrios da B-lapachona, BCD,
HPBCD e MBCD estao representados na Figura 3.

O termograma da B-lapachona isolada apresentou caracteristicas tipicas de um produto
anidro no estado cristalino com alto grau de pureza. O pico endotérmico bem definido
decorrente do processo de fusdao do principio ativo com temperatura de fusdo em 156,46°C e
elevada energia desprendida, estd de acordo com a literatura (ALVES et al., 2008). As curvas
de DSC das ciclodextrinas isoladas, BCD, HPBCD e MPCD, apresentaram fendomenos
endotérmicos alargados em torno de 50°C e125°C, associados a perda de cristais de dgua das
moléculas.

As curvas das misturas fisicas para as trés ciclodextrinas apresentaram um somatério
dos eventos encontrados nos termogramas dos compostos isolados, com pico de fusdo
caracteristico da B-lapachona bem definido e picos referentes ao fendmeno de desidratacao
das ciclodextrinas, sugerindo que niao ha formagao de complexos de inclusao estdveis nestes
bindrios uma vez que o farmaco manteve sua cristalinidade original, o que foi verificado
anteriormente através das andlises de MEV.

Os efeitos encontrados nos termogramas dos malaxados com BCD, HPBCD e MBCD,
sao irrelevantes, apesar dos bindrios com BCD e HPBCD terem sofrido uma discreta reducao
de intensidade do pico caracteristico do fairmaco e um certo alargamento no evento referente
as ciclodextrinas, ndo € correto dizer que houve complexacdo. Estas pequenas alteragdes
podem ser explicadas por uma melhor dispersdo dos microcristais da f-lapachona na matriz
das ciclodextrinas e/ou ativacdo mecanica do processo de obtencdo, sem a ocorréncia de
interacdes quimicas.

Em todos os sistemas obtidos por co-evaporacdo houve uma expressiva diminuicdo da
intensidade energética desprendida no processo de fusdo da B-lapachona, com deslocamento
térmico para temperaturas inferiores, sugerindo a perda do estado cristalino definido. O
complexo [B-lap:HPBCD apresentou de forma mais pronunciada estas alteragdes com
desaparecimento quase total do pico da B-lapachona, seguido do B-lap:MBCD e por tltimo o
B-lap:BCD, ficando evidente a interacdo ocorrida entre o fairmaco e as ciclodextrinas.

Houve o desaparecimento completo do pico endotérmico correspondente a transi¢ao
solido-liquido da B-lapachona nos produtos obtidos por secagem por atomizagdo com as
ciclodextrinas HPBCD e MBCD. Para a BCD houve um aparecimento muito discreto do que
seria o pico de fusdo do farmaco, provavelmente devido a microcristais que permaneceram

em quantidades irrelevantes. Ocorreram também alteracoes no fendmeno endotérmico
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caracteristico da desidratacdo das ciclodextrinas, o que contribui para evidenciar a existéncia
de um processo de inclusdo, uma vez que o farmaco ao penetrar na cavidade da ciclodextrina
provoca a substituicdo de algumas moléculas de dgua acomodadas no interior da molécula
hospedeira (WINTERS et al., 1998). Estes resultados indicam a formag¢do de uma fase sélida
nio cristalina com provavel inclusdo molecular da B-lapachona na cavidade das trés
ciclodextrinas, confirmando o que foi visualizado no MEV.

Os resultados obtidos sugerem a existéncia de fortes interacdes intermoleculares,
envolvendo a P-lapachona e as ciclodextrinas, caracterizando a provavel formagdo de
complexos de inclusdo mais estdveis na seguinte ordem: B-lap:MBCD (SD) > B-lap:HPBCD
(SD) > B-lap:BCD (SD) > B-lap:HPBCD (CE) > B-lap:MBCD (CE) > B-lap:BCD (CE) > -
lap:HPBCD (ML) > B-lap:BCD (ML).

Figura 3- Curvas de DSC: (A) B-lapachona; (B) Ciclodextrina; (C) Mistura fisica; (D)
Malaxado, (E) Co-evaporado, (F) Spray-drying.
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Difraciao de Raios X

A formacdo de complexos de inclusdo no estado sélido estd frenquentemente associada
ao aumento do grau de amorfizacdo das substancias envolvidas, dependendo do método de
obtencdo, podendo, desta forma, ser monitorizado pela técnica de difracdo de raios X através
da comparagdo dos difratogramas de um suposto complexo de inclusdo com o de uma mistura
fisica e compostos isolados, onde deverd haver diferencas significativas nas posicoes e
intensidades dos principais picos dos compostos, com possibilidade de desaparecimento de
alguns dos picos de difracdo caracteristicos. Os difratogramas dos compostos isolados e
respectivos produtos bindrios estdo apresentados na Figura 4.

O perfil difratografico da B-lapachona pde em evidéncia o seu cardter cristalino,
apresentando uma série de picos de difracdo de elevada intensidade e defini¢do com pico
principal de 9,5° (20) e picos secundarios em 12.95, 16.30, 19.03, 26.40 e 34.98° (20). O
difratograma da BCD revelou também o seu cardter cristalino, com picos de difracdo mais
importantes em 7.31°, 10.39°, 12.39°, 14,59°, 17.91°, 21.84° e 22.84° (20). Padrdes
completamente difusos foram obtidos com as outras duas ciclodextrinas, HPBCD e MBCD,
indicando a natureza amorfa das mesmas.

A comparacdo dos perfis de difracdo dos componentes isolados com suas misturas
fisicas demonstrou a inexisténcia de variacOes expressivas, com sobreposi¢cdes dos
difratogramas, indicando que nao ocorreu a formacao de uma nova estrutura.

Os produtos malaxados e co-evaporados obtidos com BCD e HPBCD ostentaram um
carater cristalino com padrdes de difragcdo muito semelhantes entre si, dentro do mesmo grupo
de ciclodextrina, e em comparacdo com a relacionada mistura fisica, sugerindo que ndo houve
formagcdo de um composto completamente ndo cristalino em nenhum dos casos. Porém, as
intensidades do pico principal da PB-lapachona foram significativamente diminuidas nos
compostos obtidos com HPBCD seguindo a seguinte ordem decrescente: mistura fisica,
malaxado e co-evaporado, sugerindo uma perda significativa de cristalinidade da B-lapachona
influenciada pelo processo de obteng¢do dos complexos.

Nos casos dos produtos malaxados e co-evaporados com MBCD observou-se uma perda
expressiva de cristalinidade, com diminui¢des pronunciadas do pico principal e picos
secunddrios da P-lapachona, chegando ao completo desaparecimento de alguns picos
secunddrios, sugerindo a ocorréncia de um fendmeno de desordem conseqiiente da
complexacdo, fendmenos mais evidentes no produto co-evaporado.

No complexo obtido por atomizagdo com a BCD, houve uma reducdo expressiva do

pico principal da B-lapachona com diminuicdo, alargamentos e desaparecimentos dos picos
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secundérios do farmaco e ciclodextrina utilizada, caracterizando a perda da forma cristalina
original dos produtos de partida com formagdo de um complexo de inclusao.

Os produtos obtidos por atomizacdo com as ciclodextrinas HPBCD e MBCD
apresentaram difratogramas totalmente difusos indicando a natureza nao cristalina dos
produtos formados. Desta forma, pode-se afirmar que houve a formacdo de complexos de
inclusdo estaveis devido as possiveis interacdes ocorridas entre o farmaco e as ciclodextrinas

decorrentes do maior poder de complexagdo do farmaco com as referidas ciclodextrinas.

Figura 4- Difratogramas: (A) B-lapachona, (B) Ciclodextrinas, (C) Mistura Fisica, (D)
Malaxado, (E) Co-evaporado e (F) Spray-drying.

)
()

)

(E)
- S P
(D)
N (D)
JJ ©)
(&) ’J ©

JLJLLJI A bl @ bk w
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
2°0 2°9 2°0
BCD HPBCD MPBCD




70

Espectroscopia vibracional no Infravermelho (FTIR)

A utilizacdo da técnica de espectroscopia de FTIR permite ndo s6 evidenciar a formacao
de complexos de inclusdo, como avaliar quais os grupos funcionais do firmaco ou da
ciclodextrina estao envolvidos no processo de complexacao no estado sélido. Os espectros de
FTIR dos sistemas B-lap:BCD, B-lap:HPBCD e B-lap:MBCD estao apresentados nas figuras 35,
6 e 7, respectivamente.

Os espectros FTIR das misturas fisicas correspondem ao simples resultado da adi¢do
dos espectros da B-lapachona e da respectiva ciclodextrina. A diminui¢c@o geral da intensidade
das diferentes bandas caracteristicas da [-lapachona foi atribuida a presenca de uma
quantidade proporcionalmente inferior de formaco nas pastilhas de KBr dos sistemas bindrios,
o que resulta na diluicao da B-lapachona pelas ciclodextrinas.

Nos espectros dos produtos malaxados e co-evaporados obtidos com as trés
ciclodextrinas nao se verificam diminui¢des de intensidade ou desvios significativos das
bandas de absorcao no infravermelho caracteristicas da B-lapachona quando comparados com
suas respectivas misturas fisicas.

Os espectros FTIR dos sistemas bindrios B-lap:HPBCD e B-lap:MPBCD atomizados
apresentaram quase que total desaparecimento da banda em 2977 cm™ caracteristica de
deformacdo axial de C-H aromatico. No composto B-lap:BCD obtido pela mesma técnica
houve uma diminui¢do significativa de intensidade desta banda. Esta alteracdo permite
confirmar que as compostos obtidos por secagem por atomizacdo possuem uma modificacdo
do ambiente quimico do farmaco caracterizando a formagdo de complexos de inclusdao
estdveis na forma sélida.

Os sinais na regido 1694 cm™, atribuido 2 banda de deformagio axial de C=0, 1591
cm'l, referente a deformacgdo axial C-C do anel e 313,7 cm'l, referente a deformacgdo axial
assimétrica de C-O-C, ndo foram observado no composto atomizado B-lap:HPBCD. Houve
ainda reducdo extrema da intensidade das bandas 1694 cm™ e 1591 cm™ no atomizado B-
lap:MBCD.

O somatorio dos efeitos encontrados nos espectros de FTIR dos atomizados identifica
uma maior interacdo entre as ciclodextrinas e a B-lapachona quando esta técnica de obtengao é

utilizada.
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Figura 5- Espectro de FTIR com BCD: (A) B-lapachona, (B) BCD, (C) Mistura Fisica, (D)
Malaxado, (E) Co-evaporado e (F) Spray-drying.
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Figura 6- Espectro de FTIR com HPBCD: (A) B-lapachona, (B) HPBCD, (C) Mistura Fisica,
(D) Malaxado, (E) Co-evaporado e (F) Spray-drying.

Figura 7- Espectro de FTIR com MBCD: (A) B-lapachona, (B) MBCD, (C) Mistura Fisica, (D)
Malaxado, (E) Co-evaporado e (F) Spray-drying.
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Ensaio de dissolucao

Os perfis de dissolucdo da B-lapachona e sistemas B-lap:BCD, B-lap:HPBCD e B-
lap:MBCD em dgua purificada estao representados na Figura 9.

Como pode ser observado nao ocorreu a dissolu¢do completa da B-lapachona na forma
de cristais, p6 pulverizado ou atomizada, apds o periodo total do ensaio, ou seja, 120 minutos.
No entanto, todos os sistemas bindrios com as trés ciclodextrinas, inclusive as misturas
fisicas, apresentaram melhores propriedades de dissolucao.

Este incremento no teor dissolvido de B-lapachona e na velocidade de dissolucao dos
diferentes produtos pode ser explicado com base na reducao da cristalinidade do farmaco com
prevaléncia do estado ndo cristalino, menor tensdo interfacial entre a 3-lapachona e o meio de
dissolucdo. Outro aspecto que deve ser observado € a acdo solubilizante local das
ciclodextrinas, ao nivel do microambiente da camada hidrodindmica que se forma apds a
rapida dissolucdo das ciclodextrinas que ocorre na fase inicial do processo de dissolugdo
provocando um aumento da solubilidade e/ou molhabilidade da -lapachona. A formacdo de
complexos soliveis no meio de dissolu¢do com a inclusdo do farmaco na cavidade da
ciclodextrina ou apenas através de interacdes da molécula héspede com os grupos exteriores
das ciclodextrinas sdo fatores que também influenciam bastante na dissolu¢do das misturas
fisicas e bindrios obtidos por malaxagem, nos quais, devido ao atrito mecanico existe um
contato mais intimo entre a -lapachona e as ciclodextrinas, ndo necessariamente na cavidade
das mesmas. A soma destes fatores propiciaram um incremento de dissolu¢do nos produtos
malaxados, com mais de 75% de teor dissolvidos em 60 minutos para o binério B-lap:BCD e
mais 85% para os bindrios B-lap:HPBCD e B-lap:MBCD (Tabela 2).

Os perfis de dissolucdo encontrados para os produtos avaliados estdo em concordancia
com os resultados dos estudos de caracterizagdo fisico-quimica descrito neste trabalho, sendo
os produtos atomizados, os quais apresentam melhores resultados, atingindo mais de 80% de

teor dissolvido em 15 minutos e mais que 90% apds 60 minutos (Tabela 2).
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Figura 8- Perfil de dissolucdo da B-lapachona e bindrios.
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Tabela 2- Percentagem de B-lapachona dissolvido apés 60, 90 e 120 minutos e eficiéncia de

dissolu¢do em 60 e 120 minutos obtidas a partir da B-lapachona isolada e dos sistemas

binarios.
Produto Q60min Q9omin Q120min EDgomin  ED120min
B-lapachona (cristal) 5,21+6,54 6,19+8.41 7,60+6,51 3,23 4,77
B-lapachona (pd) 33,21+8,67 35,49+3,10 41,56+4,09 21,25 28,85
p-lapachona 19,4747,46  22,14+8,14  2829+7,52 10,47 16,74
(atomizada)
BCD
Mistura fisica 46,50+2,40 52,52+1,58 57,25+£3,42 33,77 42,98
Malaxado 75,87+1,72  82,25+1,05 82,23+2,30 60,04 70,35
Co-evaporado 77,01+£2,70  79,59+3,79 82,30+5,93 62,03 70,82
Atomizado 95,50+4,42  96,40+4,99 94,05+3,48 82,42 89,00
HPBCD
Mistura fisica 48,57+0,30 55,18+0,56 58,85+0,60 37,82 46,13
Malaxado 87,61+2,07 92,73+0,42 93,22+0,35 71,43 81,50
Co-evaporado 89,85+0,92 91,40+0,41 94,39+0,99 81,50 86,63
Atomizado 97,93+0,64 98,44+0,38 99,98+0,15 87,07 92,88
MBCD
Mistura fisica 64,42+2.08 69,62+1,51 73,93+1,92 49,17 59,29
Malaxado 86,60+0,21 87,07+0,78 88,74+0,88 78,17 82,77
Co-evaporado 87,29+0,29 88,91+0,40 91,79+0,48 73,14 81,18
Atomizado 95,69+1,72 97,46+1,18 98,87+1,37 84,71 91,04

Cada valor de Q representa a média (%) * coeficiente de variacdo. ED (%).

Os valores obtidos da eficiéncia de dissolu¢do (Tabela 2) para cada hora de ensaio
possibilitam inferir que os melhores perfis de dissolucdo seguem a seguinte ordem
decrescente: B-lap:HPBCD atomizado, [-lap:MPBCD atomizado, B-lap:BCD atomizado, [-
lap:HPBCD co-evaporado, B-lap:MBCD malaxado, B-lap:MBCD co-evaporado, B-lap:HPBCD
malaxado, B-lap:BCD co-evaporado, B-lap:pCD malaxado, B-lap:MPBCD mistura fisica, B-
lap:HPBCD mistura fisica, f-lap:BCD mistura fisica, B-lapachona pd, P-lapachona atomizada

e B-lapachona cristais.

CONCLUSAO
A possibilidade de formagao dos complexos de inclusao bindrios entre a -lapachona, BCD,
HPBCD e MBCD, foi confirmada através do ensaio de solubilidade de fases que demonstrou
um perfil linear com constantes de estabilidade satisfatorias para as trés ciclodextrinas
avaliadas, estabelecendo uma proporcao

estequiométrica de 1:1 (mol/mol) de

B-lapachona:ciclodextrina. Através da caracterizagdo fisico-quimica comparativa entre os
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compostos isolados, misturas fisicas e complexos de inclusdo, para as trés ciclodextrinas, foi
observado que os complexos B-lap:BCD, B-lap:HPBCD e B-lap:MBCD obtidos por secagem
por atomizacdo e os complexos B-lap:HPBCD e B-lap:MBCD obtidos por co-evaporagao
apresentaram, além da reduc@o no tamanho de particulas, uma conversio do estado cristalino
ao estado ndo cristalino devido as possiveis interacdes quimicas ocorridas entre o fairmaco e
as ciclodextrinas, processo comprovado pelo ensaio de dissolugdo. Estes resultados indicam
que o uso de ciclodextrinas, pode melhorar a solubilidade da B-lapachona, que possui baixa
solubilidade em 4gua, por aumentar a drea superficial de contato e originar um composto de

forma ndo cristalina com face exterior de encapsulamento hidrossoldvel.
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Capitulo IV

6.1 Artigo IV — Estudo termoanalitico: estabilidade térmica da B-lapachona complexada e

compatibilidade com excipientes farmacéuticos usados em forma farmacéutica sélida
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RESUMO

A B-lapachona é uma ortonaftoquinona de ocorréncia natural no ipé roxo ou pau d’arco roxo
(Tabebuia avellanedae Lor), da familia Bignoniaceae, que apresenta um excelente potencial
antineoplésico. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito termoprotetor da hidréxi-
propil-B-ciclodextrina (HPBCD) sobre a B-lapachona e a compatibilidade térmica entre o
complexo de inclusao (B-lapachona:HPBCD) e os excipientes celulose microcristalina, lactose
monohidratada, estearato de magnésio e didxido de silicio coloidal. Os estudos
termoanaliticos para avaliar a compatibilidade entre as mistura do complexo de inclusdo com
excipientes usados em formas farmacéuticas soélidas, foram realizados utilizando
termogravimetria (TG) e andlise térmica diferencial (DTA). Os resultados mostraram que a
mistura fisica entre a PB-lapachona e a HPBCD ndo € o melhor método para proteger
termicamente a B-lapachona. J4 a formagdo do complexo de inclusdo, por atomizacio, entre
esses dois compostos comprovou ser um método adequado para garantir a estabilidade
térmica do farmaco. Nao houve incompatibilidade térmica quando utilizadas as misturas, na
propor¢ao 1:1 (p/p), do complexo de inclusdao (B-lapachona:HPBCD) e os excipientes
propostos, indicando que estes podem ser associados no desenvolvimento farmacotécnico de

formas farmacéuticas solidas.

Palavras-chave: [-lapachona, hidréxi-propil-B-ciclodextrina, complexo de inclusao,

compatibilidade térmica.
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INTRODUCAO

A PB-lapachona (B-lap) € uma ortonaftoquinona, obtida a partir da Tabebuia
avellanedae Lor, uma arvore nativa da América do Sul, conhecida popularmente como ipé-
roxo ou pau d’arco. Esta naftoquinona tem demonstrado um excelente potencial
antineoplésico, atuando por um mecanismo particular de apoptose em diversos tipos de
cancer, em especial algumas linhagens de prdstata, mama, ovério e leucemias, refratdrias aos
tratamentos convencionais. Apesar de sua excelente atividade antineopldsica, este farmaco
apresenta propriedades fisico-quimicas que limita a sua solubilidade em dgua, e
consequentemente, a sua biodisponibilidade (LIMA et al., 1962; PRESMICH et al., 2009).

Recentemente, vdrios sistemas poliméricos biodegraddveis foram desenvolvidos na
tentativa de criar microambientes que favorecam a solubilidade de farmacos pouco soliveis
em 4agua, como a [-lapachona. Entre estes sistemas, podemos destacar o uso das
ciclodextrinas, que t€m sido bastante utilizadas no desenvolvimento de produtos
farmaceéuticos, particularmente devido as suas propriedades complexantes, que favorece a
solubilizacdo em dgua de farmacos hidrofébicos. O ambiente lipofilico da cavidade interna
das CDs propicia condicdes favoraveis para a formacdo de complexos de inclusao (CI) com
compostos hidréfobos (SA—BARRETO et al., 2008; GUEDES et al., 2008; LYRA et al.,
2010).

O estudo de compatibilidade farmaco-excipiente compde uma das principais etapas do
estudo de pré-formulacio de uma forma farmacéutica sélida, pois a presenca de
incompatibilidades pode alterar a estabilidade e a biodisponibilidade dos farmacos, afetando a
sua seguranca e eficicia (AULTON, 2005). Este estudo deve ser considerado como o ponto
de partida para o desenvolvimento de uma formulagdo farmacéutica. Pequenas variagdes nos
eventos térmicos sdo interpretadas como sugestivas de interacdo e/ou possivel
incompatibilidade (KISS et al., 2006; VIANA et al., 2008).

As técnicas termoanaliticas possibilitam identificar e caracterizar possiveis
incompatibilidades e interacOes entre os componentes de uma determinada formulagdo
farmacéutica. A aplicacdo destas técnicas em procedimentos de rotina tem se mostrado rapida,
sensivel e de facil operacdo. Através das curvas termoanaliticas € possivel, inicialmente,
avaliar o comportamento térmico das substancias isoladas (firmaco e excipiente) e
posteriormente analisar o comportamento da mistura, seja esse processo realizado de modo
mecanico ou fisico, apds a compressao, malaxagem, liofilizacdo, entre outros. Apesar das

vantagens, as técnicas termoanaliticas apresentam certas limitagdes. A extrapolacdo dos
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resultados em altas temperaturas, nem sempre sdo de acordo com a realidade do processo
produtivo de uma formula¢do (VERMA et al., 2005).

As curvas TG/DTG e DTA fornecem informacdes relevantes sobre as propriedades
fisicas das substancias, tais como, estabilidade, compatibilidade, polimorfismo e andlise
cinética. Parametros cinéticos, como, energia de ativacdo, fator de freqiiéncia e ordem da
reacdo podem ser medidos por métodos termoanaliticos de acordo com a cinética da reacdo
(BURNHAM et al., 2002; CIDES et al., 2006).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito termoprotetor da hidréxi-propil-f-
ciclodextrina (HPBCD) sobre a B-lapachona e a compatibilidade térmica entre o complexo de
inclusao B-lapachona:HPBCD e os excipientes celulose microcristalina, lactose

monohidratada, estearato de magnésio e di6xido de silicio coloidal.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Foram utilizadas as matérias-primas P-lapachona lote 103, semi-sintetizada pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco; celulose
microcristalina 101, lote 1743/05 Blanver®; lactose monohidratada 80, lote 0722 Meggle®;
estearato de magnésio, lote 2009121200 Opcao Fénix®; diéxido de silicio coloidal, lote
3158071326 Degussa®; e hidroxi-propil-B-ciclodextrina (HPBCD), lote Y1470-185
Kleptose®HP. Como solventes foram utilizados dlcool etilico absoluto da Merck® (Portugal) e

agua purificada pelo sistema de osmose reversa.

Métodos

O complexo de inclusao B-lap:HPBCD utilizado foi obtido pelo método de solventes
onde quantidades equimolares 1:1 (mol/mol) de B-lap e ciclodextrina foram pesadas e
solubilizadas separadamente sob agitacdo mecanica. A B-lap foi solubilizada em 4lcool etilico
e a HPBCD, em dgua purificada. Apds completa solubilizacdo dos compostos, as solucdes
foram misturadas sob agitacdo mecanica e posteriormente deixadas em agitador oscilante
durante 24h antes de serem secas por atomizacdo em spray drier (LabPlant SD-O5). As
solucdes obtidas foram secas por atomizacdo nas seguintes condicdes: temperatura de entrada
de 145°C, temperatura de saida de 80 + 5°C, velocidade do fluxo de ar de 40 - 50 m3/h,

velocidade do fluxo da solug¢do de 400 mL/h e pressdo de ar de atomizacdo de 1,1 £ 2 bar. Os
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sOlidos resultantes foram tamisados em malha de 200 um e acondicionados em frascos
ampolas protegidos da luz (PRESMICH, 2009).

Os estudos termoanaliticos para avaliar a protecdo térmica da B-lap na mistura fisica,
mistura mecanica de B-lap e HPBCD na propor¢do 1:1 (p/p), e do complexo de inclusdo B-
lapachona:HPBCD, e compatibilidade do complexo (potencial matéria prima) com os
excipientes, foram realizados utilizando termogravimetria (TG) e andlise térmica diferencial
(DTA).

As curvas TG e DTA foram obtidas mediante a termobalanca modelo DTG-60H
Shimadzu®, na faixa de temperatura entre 30 e 600°C, sob atmosfera dindmica de N, a um
fluxo de 50 mL.min’l, numa razao de aquecimento de 10°C.min'1, utilizando cadinho de
platina e massa da amostra de 5 mg.

O estudo cinético ndo-isotérmico da decomposicdo térmica da [-lapachona e do
complexo de inclusao foi realizado sob as mesmas condi¢des apresentadas anteriormente, mas
em diferentes razdes de aquecimento (B) 5,0 °C, 10,0 °C, 15,0 °C e 20 °C.min’'. A selecdao do
modelo cinético para o cdlculo da energia de ativacdo (Ea), constante de velocidade (k) e
ordem da reacgdo, foi realizado por simulagdo computacional utilizando o método de OZAWA
do TA-60H.

O equipamento foi previamente calibrado com uma amostra de oxalato de calcio

monohidratado (Merck®) com pureza de 99,999%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas TG, DTG e DTA da amostra de B-lapachona estdo ilustradas na figura 1. A
curva TG indica que a forma cristalina deste farmaco foi termicamente estdvel até 186,4°C e a
decomposicdo térmica ocorreu em um Unico evento. Este evento ocorreu entre 186,4 e
328,7°C, com perda de massa de 64,9%. Na curva calorimétrica do DTA, foram observados
dois eventos térmicos. O primeiro evento (endotérmico), caracteristico da fusdo, apresentou
AT (156,4 — 166,4°C), Tpico 156,9 °C e AH 124,4 J/g. Ja o segundo (exotérmico) apresentou
AT (250,8 — 277,3°C), Tpico 265,3 °C e AH 68,18 J/g, concordando com a perda de massa

indicada na curva do TG, decorrente da degradacdo do farmaco.
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Figura 1- Curvas TG, DTG e DTA da B-lapachona.
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As curvas TG e DTA da mistura fisica entre a B-lapachona e a HPBCD estao
demonstrados na figura 2. A curva TG mostra que houve uma antecipagdo na degradagdo do
farmaco, em 181,5°C, e a decomposi¢do térmica ocorreu em dois eventos. O primeiro se
processou entre 181,5 e 284,4°C, com perda de massa de 39,7%. Ja o segundo ocorreu entre
285,4 e 373,0°C, com perda de 37,9%. Isso mostra que a mistura fisica nao é um método
apropriado para proteger termicamente a P-lapachona. Na andlise térmica diferencial da
mistura bindria, observa-se uma concordiancia com a faixa de fusdo da [-lapachona,
apresentando AT (156,2 — 166,0°C), Tpico 157,1 € AH 68,84 J/g. O pico de fusdo apresenta-se
em menor intensidade e entalpia porque o fdrmaco encontra-se em menor propor¢do na
mistura. O segundo evento endotérmico observado coincide com o processo de degradacdo
térmica da ciclodextrina, com AT (362,0 — 376,5°C), Tyico 367,47 € AH 73,17 J/g. Isso mostra

que ha um efeito somético das curvas DTA dos dois compostos.

Figura 2- Curvas TG, DTG e DTA da mistura fisica f-lapachona e HPBCD.
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Os eventos térmicos observados no complexo de inclusido (B-lapachona:HPBCD) estdao
demonstrados na figura 3. A curva TG indica claramente a prote¢do térmica proporcionada
pela HPBCD, quando complexada com a B-lapachona. A curva termogravimétrica sugere que
o complexo garante uma estabilidade térmica a B-lapachona até 252,9°C e a decomposi¢cdo
térmica ocorreu em um unico evento. Foi observado que, até 105°C, houve uma perda de
massa de 4,9%, correspondendo ao processo de desidratacio do composto. O evento
correspondente a decomposi¢do térmica do complexo se processou entre 252,9 a 384,8 °C,
com perda significativa de massa de 86,3%. A curva DTA do complexo nao evidencia a fusao
do composto, o que comprova a perda do estado cristalino da [-lapachona quando
complexada (B-lapachona:HPBCD). Além disso, os eventos térmicos da decomposiciao
térmica do complexo observados na curva DTA estdo de acordo com as perdas de massa

indicados no TG.

Figura 3- Curvas TG, DTG e DTA do complexo B-lapachona:HPBCD (Complexo de
Inclusao).
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Estudo cinético da decomposicao térmica da p-lapachona

O método termogravimétrico nao-isotérmico € comumente utilizado para determinar a
energia de ativacdo e a ordem da reacdo de decomposicao no estado sélido. A superposi¢cdo
das curvas TG da B-lapachona e do complexo de inclusido (B-lapachona:HPBCD) sob
diferentes razdes de aquecimento sdo mostradas nas figura 4 e 5, respectivamente. A energia
de ativagdo aparente calculada foi de 62,57 kJ/mol para a B-lapachona isolada e 154,50 kJ/mol
para o complexo, na primeira etapa de decomposicdo térmica. Isso comprova o efeito

termoprotetor da HPBCD quando complexada com a B-lapachona, pois serd necessirio um

maior desprendimento de energia para a degradacdo deste farmaco. Além disto, ambas as
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reacoes de decomposicido sdo de ordem zero, ou seja, sdo reagdes em que a velocidade de

decomposicdo é uma constante.

Figura 4- Curvas TG da B-lapachona obtidas em diferentes razdes de aquecimento (5,0; 10,0;
15,0; 20°C/min). A figura inserida mostra o método de OZAWA (G(x) x min).

100 —

§ 80- — 5 :Clmi_n
3 Energia cinética = 62.57 kJ/mol — 10 OCIITI!FI
o Ordem = 0.0 — 15 °C/min
E Fator de frequéncia = 1.314 x 10° —— 20 °C/min

60-
1] 015
T
]
h =
o 40
o

20 )

0 100 200 300 400

Temperatura (°C)

Figura 5- Curvas TG do complexo de inclusdo (B-lapachona:HPBCD) obtidas em diferentes
razdes de aquecimento (5,0; 10,0; 15,0; 20°C/min) A figura inserida mostra o método de
OZAWA (G(x) x min).
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Estudo de compatibilidade entre o complexo de inclusao (pB-lapachona:HPBCD) e
excipientes

Foi realizado o estudo de compatibilidade entre o complexo de inclusdo (B-
lapachona:HPBCD) e os excipientes celulose microcristalina, lactose monohidratada, estearato

de magnésio e didxido de silicio coloidal. Foram obtidas as curvas TG e DTA do complexo
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de inclusdo (B-lapachona:HPBCD), de cada excipiente e das misturas complexo de
inclusdo:excipientes (1:1, p/p).
A figura 6 mostra a sobreposicdo das curvas termogravimétricas e da andlise térmica

diferencial do complexo de inclusao (B-lapachona:HPBCD) e excipientes isolados.

Figura 6- Curvas TG e DTA do complexo de inclusdo (C.1.) e excipientes.
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Como pode ser visto na figura 6, a curva TG da celulose microcristalina mostrou uma
transi¢do endotérmica na faixa de temperatura de 30°C a 105°C, que corresponde a eliminagdo
da dgua superficial do excipiente, com perda de massa de 4,1%. Apds a desidratacdo, a
amostra apresenta-se termicamente estavel até 300 °C e a decomposicao térmica ocorre em
um unico evento endotérmico. Este evento ocorre entre 300 a 386,2°C, com perda de massa
de 74,6%. A curva DTA da celulose microcristalina apresenta dois eventos térmicos
caracteristicos. O primeiro evento corresponde ao evento endotérmico de perda de 4gua
superficial, que ocorre entre 30 e 105°C, confirmado pelo TG. O segundo evento corresponde

a degradacdo térmica do excipiente, que ocorre exotermicamente, corroborando com os dados
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do TG. As curvas TG e DTA da mistura do complexo e celulose (Figura 7) correspondem ao
somatorio dos componentes puros. Estes resultados mostram que a interacao dos componentes

fisicos ndo ocorre dentro da mistura.

Figura 7- Curvas TG e DTA do complexo de inclusdo e mistura fisica (1:1) do farmaco e

excipiente.
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As curvas TG e DTA da lactose monohidratada estdo apresentadas na figura 6. A
curva TG da lactose monohidratada apresenta trés eventos térmicos caracteristicos de
decomposicdo. O evento que ocorre na faixa de 108 a 172°C, com perda de massa de 4,9%,
corresponde a evaporagao da dgua de cristalizacdo, que estequiometricamente contém 5% de
agua (ROWE et al., 2009). O primeiro evento de decomposicao endotérmica da lactose anidra
ocorre na faixa de 221,4 a 271,1°C, com perda de massa de 16,8%. Em seguida, ocorre a
segunda degradacido, na faixa de 271,1 a 349,9 °C, com perda de 49,9%. A perda de massa no
terceiro evento foi de 13,8%, na faixa de 3499 a 500 °C. O comportamento

termogravimétrico da mistura do complexo de inclusdao com a lactose mostra eventos de perda
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de massa caracteristicos do farmaco, indicando a presumivel compatibilidade entre as
substancias.

Ao analisar o DTA da lactose, observa-se um pico endotérmico na faixa de 108 a 172
°C (Tpico= 149,2°C) com AH 103.4 J/g, que corresponde a perda de dgua de cristalizagdo,
evidenciada no TG. Na faixa de 172 a 200°C, observa-se a presen¢a de um evento exotérmico,
no entanto ndo ha variacdo de massa no TG. Esse processo corresponde a transi¢ao cristalina
da a-lactose na forma . Apds a transicdo cristalina, ocorre a fusao da B-lactose, na faixa de
210,6 a 217,4 °C (Tpico= 217,4 °C) e AH 128,7 J/g. Os eventos de decomposi¢do térmica
ocorrem acima de 225 °C, onde se observa trés processos endotérmicos. A primeira
decomposi¢do se processa na faixa de 227,5 a 270,2 °C (Tpico= 239,1 °C) ¢ AH 62,1 J/g. O
segundo evento ocorre entre 272,6 a 328,4 °C (Tpico= 305,9 °C) e AH 131,0 J/g. J4 o terceiro,
ocorre entre 333,6 a 379,7 °C (Tpico= 369,3 °C) e AH 112,0 J/g. Ao analisar a curva DTA da
mistura complexo de inclusdo com a lactose, observa-se que surge um novo evento
endotérmico na faixa de 331,09 a 353,75 °C (Tpico= 336,83 °C) e AH 158,57 J/g. Pode-se
sugerir que este evento corresponde a uma mudanca na rota degradativa do complexo, mas
niao podemos afirmar que houve incompatibilidade entre as amostras, tendo em vista que a
faixa de fus@o da a- e B-lactose na mistura permanece a mesma e os outros eventos térmicos
sdo mantidos.

Na curva TG do estearato de magnésio (figura 6), observa-se que na faixa de
temperatura de 30 a 105°C, h4 uma perda de massa de 6%, que corresponde a perda da dgua
de cristalizagdo das formas cristalinas do composto (trihidratada, dihidratada e
monohidratada). Apds a desidratacdo, o composto mantém-se termicamente estivel até
304,0°C e, a partir desta temperatura, ocorre um Unico evento de decomposi¢do térmica até
461°C, com perda de massa de 81,8 %. Ao analisar a curva TG da mistura complexo de
inclusdo/estearato de magnésio (figura 7), observa-se que o estearato proporciona um
aumento na estabilidade térmica da mistura, pois a decomposi¢ao térmica da mistura inicia-se
em 284,7°C, contra os 252,9°C apresentados pelo complexo de inclusdo. Isso representa um
retardamento de cerca de 30°C na decomposicdo térmica do complexo. A curva DTA do
estearato de magnésio (figura 6) mostra varios eventos endotérmicos entre 50 e 148 °C
referentes aos processos de perda da dgua das formas cristalinas do estearato. A partir de
302°C observa-se um evento endotérmico que chega até 400,4°C (Tpico= 339,7 °C e AH=
454.,4 J/g), que corresponde a decomposi¢ao térmica do composto, conforme a perda de massa
comprovada pelo TG. Na andlise da curva DTA da mistura complexo/estearato de magnésio,

observa-se que surge um novo evento endotérmico na faixa de 481,0 a 507,3 °C (Tpico= 493,3
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°C e AH= 87,59 J/g). Esse evento ocorre apds a decomposi¢do do composto, logo sugerir-se
que seja uma alteracdo na rota degradativa da mistura, e ndo uma incompatibilidade.

As figuras 6 e 7 mostram o comportamento térmico do didxido de silicio (aerosil)
isolado e o presente na mistura, respectivamente. A partir da curva TG observa-se um tnico
evento térmico caracteristico, que ocorre na faixa de 30 a 105 °C, com perda de massa de 2,3
%. Esse evento corresponde a evaporacdo da dgua de hidratagdo do diéxido de silicio
coloidal, que possui uma caracteristica adsorvente. Ao analisar a curva TG da mistura
complexo de inclusdo/didxido de silicio coloidal, observam-se dois eventos de decomposicao
térmica. O primeiro evento, com perda de massa de 5,6 %, corresponde a decomposicao da -
lapachona ndo complexada, pois o inicio da decomposicdo coincide com o da fB-lapachona
isolada, que é de 186,4 °C. No segundo evento, com perda de massa de 34,57%, observa-se
que hd um aumento na estabilidade térmica do complexo, pois hd um deslocamento da curva
TG para a direita, com inicio da decomposi¢do térmica em 307,8 °C. Isso representa um
retardamento na etapa de decomposicao de aproximadamente 63°C, quando comparado com o
complexo de inclusdo isolado. A curva DTA do diéxido de silicio coloidal apresenta
caracteristicas de um composto ndo cristalino, pois ndo ha nenhum pico endotérmico
caracteristico de estruturas cristalinas. O comportamento térmico da mistura (complexo e
aerosil) mostra que nao hd incompatibilidade entre os componentes, porém hd uma discreta
interacdo fisica em 186 °C, onde h4 uma perda de 5,6% de massa. No entanto, a propor¢ao
utilizada deste adjuvante na formulagao de uma cépsula varia de 0.1 a 1.0 % (p/p), de acordo
com o Handbook (2009), sendo esta propor¢ao muito inferior aos 50% utilizados no estudo de
compatibilidade. Assim, ndo hd nenhum impedimento para a utilizacio do aerosil na
formulacao.

Os valores da temperatura inicial da decomposicdo térmica e perdas de massa do

complexo de inclusdo apds a mistura com os excipientes sao listados na tabela 1.

Tabela 1- Parametros calorimétricos do complexo de inclusio e mistura com excipientes.

TG Perda de massa (%)
Amostras ¥‘("£°‘("‘C') (c:l)e ¢ E‘,;fa (Oc(l:t;c. 1° evento  2° evento
Farmaco
Complexo de inclusdo  252,9 350,75 86,3 -
Farmaco/excipiente
Celulose Microc. 251,51 344,23 82,0 -
Lactose Mono. 226,43 314,57 77,6 -
Estearato de Mg 267,70 353,83 61,41 12,10

Diéxido de silicio 307,8 356,38 34,57 -
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CONCLUSAO

A mistura fisica entre a B-lapachona e a HPBCD demonstrou ndo ser o método mais
apropriado para proteger termicamente a -lapachona, sendo comprovado que o complexo de
inclusdo formado entre esses dois compostos proporciona maior estabilidade térmica.

Nao houve incompatibilidade térmica quando utilizadas as misturas, na propor¢ao 1:1
(p/p), do complexo de inclusdo com as matérias-primas, celulose microcristalina 101, lactose
80, estearato de magnésio e didxido de silicio coloidal, indicando que estes excipientes podem
ser utilizados no desenvolvimento farmacotécnico de formas farmacéuticas soélidas, em

associacdo com o complexo de inclusdo.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um medicamento inovador
utilizando a microencapsulac¢ao da B-lapachona para terapias antineoplésicas refratdrias. A -
lapachona é um farmaco bastante promissor, com atividade antineoplésica diferenciada para
neoplasias de ciclo celular lento, no entanto possui baixissima solubilidade em 4gua, o que
dificulta a sua veiculacdo em formas farmacéuticas sélidas. Essa limitacdo foi revertida com a
formacdo do complexo de inclusio com a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), que
favoreceu a sua solubilizagdao. Atualmente, este farmaco encontra-se em estudo clinico fase II
no tratamento de cancer pancredtico. Os objetivos deste trabalho foram a obten¢do do
complexo de inclusdo (B-lapachona:HPBCD), o desenvolvimento farmacotécnico de uma
forma farmacéutica sdlida e a selecdo dos melhores parametros de dissolu¢do para a
formulacdo desenvolvida por planejamento fatorial. Os resultados demonstraram que a
formulacdo selecionada correspondeu as especificacdes fisico-quimicas, além de apresentar
otima viabilidade econOmica. Dessa forma, o desenvolvimento deste novo medicamento
apresenta grande importancia cientifica e tecnoldgica, devido a possibilidade de tornar-se uma
nova alternativa terapéutica para o tratamento de diversas linhagens de cancer humano,
especialmente naqueles pacientes onde as terapias tradicionais ndo demonstram resultados

satisfatorios.

Palavras-chave: forma farmacéutica sélida, P-lapachona, complexo de inclugdo,

antineopldsico.
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INTRODUCAO

As neoplasias malignas constituem, no Brasil, a segunda causa de morte,
representando quase 17 % dos 6bitos de causa conhecida, notificados em 2007 no sistema de
informacao sobre mortalidade. As estimativas para o ano de 2012 serdo validas também para
o ano de 2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer no
pais. Os tipos mais incidentes, a exce¢do do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os
canceres de prostata e de pulmao no sexo masculino e os canceres de mama e do colo do utero
no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada para a América
Latina (INCA, 2011).

Diante desse cendrio, fica clara a necessidade de continuidade em investimentos no
desenvolvimento de agdes abrangentes para o controle do cancer, nos diferentes niveis de
atuacdo, como: na promoc¢ao da saide, na detec¢do precoce, na assisténcia aos pacientes, na
vigilancia, na formacdo de recursos humanos, na comunicacdo e mobilizacdo social, na
pesquisa cientifica e na gestdo do Sistema Unico de Satide (INCA, 2011).

No campo da pesquisa, inimeros trabalhos vém sendo realizados com a B-lapachona
(Ci5H1405, M.M. 242.,3), um novo agente antineopldsico com seletividade contra certos tipos
de canceres. Este ativo é uma naftoquinona de carater lipofilico, obtida a partir da Tabebuia
avellanedae Lor, uma arvore nativa da América do Sul, conhecida popularmente como ipé-
roxo ou pau d’arco. Estudos realizados in vitro e in vivo comprovam que a f-lapachona
apresenta diversas atividades farmacoldgicas, incluindo, atividades bacterianas (PEREIRA et
al., 2006), antifingica (MEDEIROS et al., 2010), antitripanossomica (FERREIRA et al.,
2008), antiinflamatéria (MOON et al., 2007) e antineopldsica (OUGH et al., 2005).

Diversos estudos in vitro demonstram a excelente atividade antineoplédsica da [3-
lapachona, principalmente para as linhagens de céncer refratarias aos tratamentos
convencionais, como o cancer de préstata, mama, ovario, leucemias, melanoma, pancreas e
colén agindo por um mecanismo diferente dos apresentados por drogas antineopldsicas
utilizadas nos esquemas terapéuticos atuais (OUGH et al., 2005; BENTLE et al., 2006; PINK
et al., 2000; BEY et al., 2007). Atualmente, este farmaco encontra-se em estudo clinico de
fase II para o tratamento de cancer pancredtico (BENTLE et al., 2006).

Estudos recentes tém demonstrado que o mecanismo de acdo da [-lapachona é
altamente especifico e dependente da expressdo da enzima NAD(H):quinonaoxidoredutase
(NQOTI). Esta enzima ¢ uma flavoproteina encontrada numa concentracao 20 vezes superior
em células neopldsicas quando comparada com tecidos normais adjacentes em uma variedade

de tumores, tais como, os de pancreas, pulmao, mama e prostata. Este mecanismo particular



94

de acdo a diferencia de todos os outros tradicionais agentes quimioterdpicos (OUGH et al.,
2005; BEY et al., 2007; BENTLE et al., 2006).

Apesar de todas as comprovacdes de seu excelente potencial antineopldsico, a B-
lapachona apresenta propriedades fisico-quimicas que limita a sua biodisponibilidade e
eficacia terapéutica. Este farmaco, de acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica
pertence a classe II (alta permeabilidade e baixa solubilidade). Sua deficiente solubilidade em
fluidos aquosos dificulta a sua incorporacao em formas farmacéuticas orais (ALVES et al.,
2008). Recentemente, varios sistemas poliméricos biodegraddveis foram desenvolvidos com a
esperancga de criar microambientes que favorecam a solubilidade de farmacos pouco soltveis
em 4gua, entre os quais, podemos destacar a formacdo de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas (GUEDES et al., 2008).

Baseando-se neste contexto, foram desenvolvidas duas formulacdes contendo f3-
lapachona complexada com ciclodextrinas, na inten¢do de alcancar um incremento na
solubilidade deste fairmaco. Além disso, foi desenvolvido um método de dissolugdo, através
da andlise da solubilidade do fairmaco em diferentes meios, com a aplicacdo do planejamento
fatorial 2° e realizacdo de todos os controles de qualidade preconizados pela Farmacopéia
Brasileira 5* edi¢do para forma farmacéutica cdpsula (BRASIL, 2010).

Para a obtencdo do complexos de inclusio com a B-lapachona foi utilizada a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), de acordo com estudos anteriores realizados por

Presmich em 2009.
MATERIAIS E METODOS

Substancias e Reagentes

A PB-lapachona (B-lap; lote: 103; MM = 242.3) utilizada foi produzida pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE (Brasil).
Como solventes foram utilizados dlcool etilico absoluto da Merck® e agua purificada miliQ.
Todos os reagentes (Solugdo de 4cido cloridrico 0,1 M e cloreto de sédio todos marca Vetec®)
foram de qualidade analitica. Os excipientes utilizados para obteng¢do das formas
farmacéuticas foram: 2-Hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD; Kleptose®HP, lote Y1470-
185, MM = 1390), celulose microcristalina (Microcrystalline Cellulose, lote 1743/05,
Microcel®), Lactose Monohidratada (Tablettose® 80, lote 0722, Meggle®), estearato de
Magnésio (lote 2009121200, Opcio Fénix®) e diéxido de silicio coloidal (DSColoidal®, lote
3158071326, Degussa®).
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Obtencao e caracterizacao do complexo de inclusao por Secagem por Atomizacao

O complexo de inclusdo B-lapachona:HPBCD foi obtido utilizando-se a propor¢do
estequiométrica de 1:1. O farmaco e a ciclodextrina foram solubilizados, respectivamente, em
alcool etilico e agua purificada, em seguida, as solu¢des foram reunidas em um mesmo
recipiente e submetidas a agitacdo constante, por um periodo de tempo de 24h, a fim de se
atingir o equilibrio termodinadmico da encapsulacdo. A secagem de complexo formado foi
realizada por atomizacdo em spray-drier (LabPlant SD-O5). Os parametros utilizados neste
procedimento foram os seguintes: temperatura de entrada de 145°C, temperatura de saida de
80+5°C, velocidade de fluxo de ar de 40—50m3/h, velocidade do fluxo da solucao de 400
mlL/h e pressdo de ar de atomizacdo de 1,1 +2,0 bar.

Para avaliar a formacdo do complexo de inclusdo foi utilizado um conjunto de
ferramentas analiticas. Foram empregados os seguintes ensaios para sua caracterizacao:
microscopia eletronica de varredura (Microscépio Eletronico de Varredura Jeol® 5600 LV),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) em Calorimetro de Varredura Shimadzu® DSC-50
interligado ao software Shimadzu® TA-60WS/TA-50WS (Kyoto, Japao), difragdo de raios-X
obtidos num difratdmetro SIEMENS (X-Ray Diffractometer, D-5000), equipado com anodo
de cobre, e espectroscopia vibracional no infravermelho (FTIR) em um espectrometro
Burker® FT-IR / IFS 66. As amostras foram preparadas na concentracdo de 1% em pastilhas

de KBr.

Desenvolvimento Farmacotécnico das Capsulas

As cdpsulas foram planejadas para conter 25 mg de B-lap complexada com HPBCD,
pelo método de atomizacgao por spray-dried. Foram desenvolvidos dois lotes de bancada (peso
médio 300mg, cdpsula tamanho 1) variando-se apenas os diluentes nas formulagdes, que
continham os seguintes excipientes: celulose microcristalina (diluente), lactose monohidratada
(diluente), estearato de magnésio (lubrificante) e didxido de silicio coloidal (antiaderente).

Os limites considerados de cada componente na formulagao foram definidos de acordo
com o Handbook de excipientes e as quantidades normalmente empregadas nas formulagdes
(ROWE, 2009). A percentagem do complexo de inclusio nas cédpsulas foi fixada de 56,49%; a
lactose e a celulose foram de 41,51%; e o estearato de magnésio e o didxido de silicio, 1%,

conforme a tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢do dos Lotes de Bancadas desenvolvidos.

Componentes da Formulacao LB-01 (%) LB-02 (%)
Complexo de inclusao

56,49 56,49
(B-lapachona:HPBCD)
Lactose monohidratada . 41,51
Celulose microcristalina 41,51 _
Estearato de Magnésio 1,0 1,0
Didxido de silicio coloidal 1,0 1,0

O tamanho definido para cada lote foi de 50 cdpsulas (lote de bancada), totalizando
15g por lote. O processo de obtencdo das formulagdes foi realizado em duas etapas de
mistura, utilizando um misturador em “V”. Na primeira etapa, foram homogeneizados o
complexo de inclusdo e o diluente, durante dez minutos. Em seguida, foi adicionado e
homogeneizado o estearato de magnésio e o dioxido de silicio coloidal por cinco minutos. O
produto foi encapsulado em invélucro “1” transparente (Capsugel®) e acondicionado em
recipiente de polietileno hermeticamente fechado. Durante a realizacdo da preparagdo
farmacéutica, as condi¢cdes ambientais foram controladas com um termohidrometro. A
temperatura ambiente ficou em 26 °C + 2°C e a umidade relativa 30 % £ 5 %.

Os controles de qualidade fisico-quimicos dos lotes de bancadas desenvolvidos foram
realizados de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5* ed. utilizando os seguintes
equipamentos: balanca analitica (Bioprecisa, FA2104N); desintegrador (Nova Etica, 301-
AC); balanca de infravermelho (Sartorius, MA 35); espectrofotdmetro Uv-visivel (Shimadzu,

UVmini-1240) e dissolutor (Varian, VK7010).

Peso Médio, Desintegracao e Umidade das capsulas
Para avaliar o peso médio, a desintegracdo e a umidade das cépsulas foram seguidas as

especificagdes da Farmacopeia Brasileira 5* edicao (BRASIL, 2010).

Determinacao do teor de p-lapachona nas capsulas desenvolvidas

Para quantificacdo da B-lapachona nos ensaios foram obtidas curvas de calibracio a
partir de uma solu¢do mae de B-lapachona em élcool etilico absoluto na concentracdo de 100
pug/ml (com sonicagdo por 10 min). Posteriormente, sucessivas diluicdes foram realizadas,
utilizando o sistema de solventes etanol:dgua (60:40), para a construcdo das curvas de

calibracdo, nas seguintes concentragdes: 0,5, 1, 2, 4 e 5 pg/mL. Os espectros de absorcao da
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B-lap no espectrofotdmetro UV-Vis foram obtidos a 256 nm, utilizando como branco o
sistema de solventes. A metodologia utilizada para quantificacdo dos percentuais de [-
lapachona solubilizados foi desenvolvida e validade por Presmich e colaboradores em 2010,

para o controle de qualidade das cdpsulas desenvolvidas.

Estudo de Solubilidade

O estudo de solubilidade foi realizado em duplicata, utilizando o banho-maria sob
agitacdo, para comparar a solubilidade da B-lapachona e do complexo de inclusao em
diferentes meios de dissolu¢do e avaliar o melhor meio. Os meios previamente selecionados
foram: dgua purificada, suco gastrico simulado (SGS) e HCI 0,1 M, preparados de acordo com
a Farmacopeia Americana (USP, 2010). As amostras foram colocadas em tubos de ensaios
juntamente com os meios de dissolu¢do, e submetidas a uma agita¢do constante a 37 °C, por
um periodo de 24h, até completa saturacdo do meio. Em seguida, as amostras foram filtradas,
em papel de filtro 0,28 um, diluidas de 1 para 100 e analisadas no ultra-violeta em um
comprimento de onda de 256 nm, de acordo com metodologia validada (PRESMICH et al.,

2010).

Desenvolvimento do Método de Dissolucao

Por se tratar de um ensaio que envolve um grande nimero de varidveis, o teste de
dissolucdo exige um conhecimento prévio das propriedades fisico-quimicas da substancia
ativa e de todos os parametros fisiol6gicos relevantes mimetizados no ensaio.

Através da aplicagdo do planejamento fatorial foi determinado o grau de influéncia das
varidveis sobre o percentual de B-lapachona dissolvido e qual a combinagdo entre elas para se
obter os melhores parametros da dissolucao.

Ap6s a selecdo dos melhores meios de dissolucdo, pelo estudo de solubilidade,
realizou-se um planejamento fatorial com as seguintes varidveis para o ensaio de dissolugdo:
forma da matéria prima (B-lapachona na forma cristalina e a complexada com HPBCD por
spray-drier), velocidade de rotacdo do aparato pa (75 e 100 rpm) e meio de dissolucdo (suco
géstrico simulado e HCI 0,1 M), portanto um planejamento fatorial 2°. Os ensaios foram
realizados em triplicatas, sendo possivel ter uma estimativa mais efetiva do desvio padrdo de
cada varidvel, podendo-se definir com mais seguran¢a se uma varidvel ou combinag¢do era ou
ndo significativa e digna de interpretacdo para certo nivel de confianca.

Com a sele¢ao dos parametros de dissolucdo, foram realizados os perfis de dissolucao

dos dois lotes desenvolvidos no laboratério (LB-01 e LB-02). O estudo foi avaliado no
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dissolutor Varian VK 7010 com uma duragdo de 60 minutos, coletando-se aliquotas nos
tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. As amostras coletadas foram adequadamente
diluidas e analisadas em espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda de 256 nm até o
tempo de 60 min. Para avaliar o perfil de dissolucdo das duas formulagdes foi empregada a

eficiéncia de dissolu¢do em 15 minutos (EDsmpin)-

RESULTADO E DISCUSSAO
Caracterizacao do complexo de inclusao pB-lap:HPBCD

O complexo de inclusdo obtido foi caracterizado para confirmacdo dos dados referentes
a estudos anteriores que avaliaram o melhor método de obten¢do e ciclodextrina a ser
utilizada para o incremento da solubilidade deste farmaco. Os resultados estdo descritos na
figura 1, sendo (a) = farmaco isolado, (b) = mistura fisica e (c) = complexo de inclusdo

atomizado.

Figura 1- Resultados da caracterizagdo do complexo de inclusdo, por MEV, infravermelho,
raios X e DSC.

e Y @
T 15

50 100 150 200

T T T T T ! -
10 200 30 40 S50
3000 2800 2000 500 aaa
§ ! ! Temperatura ("C)

o b ]

A andlise de MEV fornece informacdes sobre o grau de interagdo entre componentes e
permitem relacionar as propriedades morfolégicas dos complexos de inclusdo com a
solubilidade ou seu perfil de dissolug@o. A eletromicrografia obtida da B-lapachona permitiu
identificar a sua forma cristalina, visivel macroscopicamente, com cristais aciculares bem
definidos de tamanho regular. Ja na mistura fisica (MF), observa-se que houve uma reducao
no tamanho das particulas, no entanto ndo houve a interacao do farmaco com a ciclodextrina,
0 que mostra que a técnica de obtencdo ndo é a ideal para a formacdo do complexo de

inclusdo. No complexo obtido por atomizacdo, houve uma reducdo dréstica no tamanho das



99

particulas, originando-se um produto heterogéneo com aparéncia esférica, o que facilita a sua
solubilidade por aumentar a sua drea superficial. Estas caracteristicas particulares indicam a
existéncia de uma nova fase sdlida, com possiveis interacdes entre o farmaco e a

ciclodextrina.

No difractograma da B-lapachona, observa-se um perfil tipicamente de compostos
policristalinos, com picos principais bem definidos em 9,5° (20) e picos secunddrios em
12.95, 16.30, 19.03, 26.40 e 34.98° (26). Na mistura fisica, observa-se ainda a presenca do
pico principal, no entanto hd um alargamento e diminuicdo dos picos secundarios, sugerindo-
se que ndo houve a formacdo de um composto completamente ndo cristalino. Nos produtos
obtidos por atomizacdo com a HPBCD, observa-se que hd o desaparecimento do pico
principal, com o desaparecimento e alargamento de alguns picos secunddrios, o que
caracteriza a formagdo de um composto amorfo. A auséncia de picos bem definidos pode
representar a formagcdo do complexo de inclusdo, com a formacdo das possiveis interacoes
ocorridas entre a -lapachona e a ciclodextrina.

A caracterizacdo térmica do farmaco isolado apresentou caracteristicas tipicas de um
produto cristalino com elevado grau de pureza e pico de fusdo bem definido (Teng se=156,46°C
e AH=91,01 J/g). A curva DSC obtida para a MF apresenta um pico de fusdao semelhante ao
da B-lapachona isolada, indicando que ndo houve a formacgdo do complexo de inclusido, uma
vez que nao houve o desaparecimento ou redu¢do do pico. Tal resultado estd de acordo com
os demonstrados na difra¢ao de raio-x e MEV, onde se comprova que nao houve a formacgao
do complexo. J4 nos produtos obtidos por secagem por atomizagdo com a HPBCD, observa-se
que houve o desaparecimento do pico de fusdo do farmaco, o que contribui para evidenciar a
formacgdo do complexo de inclusdo.

Através da andlise por espectrofotometria no infravermelho, foi possivel identificar as
principais interagdes dos complexos sélidos obtidos por diferentes métodos de obtencdo. Ao
analisar a figura 1, observa-se que o espectro de infravermelho da mistura fisica corresponde a
sobreposi¢cdo dos espectros da B-lapachona e da ciclodextrina isolados. A diminui¢do geral da
intensidade das diferentes bandas caracteristicas da B-lapachona foi atribuida a presenca de
uma quantidade proporcionalmente inferior de farmaco nas pastilhas de KBr dos sistemas
bindrios, o que resulta na diluicdo da B-lapachona pela ciclodextrina. No espectro do
complexo de inclusdo atomizado, observa-se uma reducio quase que total da banda (2977 cm
" vibracional correspondente 2 deformacdo axial da ligacio C-H do anel aromético. Esta

alterac@o permite confirmar que o composto obtido por secagem por atomizagdo possui uma
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modificacdo do ambiente quimico do farmaco, caracterizando a formacido do complexo de
inclusdo estdveis na forma sdlida.

Os sinais na regido 1694 cm'l, atribuido a banda de deformacao axial de C=0, 1591
cm'l, referente a deformacdo axial C-C do anel e 313,7 cm'l, referente a deformacao axial
assimétrica de C-O-C, ndo foram observado no composto atomizado B-lapachona:HPBCD. O
somatorio dos efeitos encontrados no espectro de FTIR da amostra atomizada identifica uma
real interacao entre a ciclodextrina e a -lapachona, podendo-se afirmar que houve a formagao
de complexos de inclusdo estdveis devido as possiveis interagdes ocorridas entre o farmaco e

a ciclodextrina.

Estudo de Solubilidade

Para o desenvolvimento de um teste de dissolu¢do € necessario a compilagdo dos
dados referentes as principais propriedades fisicas e quimicas do principio ativo da
formulacio em questdo. Entre as quais podemos destacar, o pK,, a solubilidade e a
estabilidade da substancia em solucao.

O volume do meio de dissolucdo pode variar de 500 a 1000 mL, sendo 900 mL o
volume mais utilizado (USP, 2010). Deve-se assegurar, no entanto, que a condicdo sink seja
mantida, para evitar que a velocidade de dissolucdo seja influenciada pela saturagdo durante a
realizacdo do teste (MARQUES et al., 2002).

Em virtude da auséncia de metodologias relacionadas a dissolu¢@o da B-lapachona, foi
necessario, inicialmente, avaliar a solubilidade do referido composto em diferentes meios de
dissolu¢do, de modo a selecionar o conjunto de parametros mais adequados para ser adotado
no ensaio de dissolucao.

Dessa forma, realizou-se um estudo comparativo da solubilidade da B-lapachona
isolada e do complexo de inclusdo, na inten¢do de comprovar que a HPBCD cria um
microambiente que favorece a solubilizacdo do farmaco. Os resultados obtidos em diferentes

meios de dissolucdo sdo apresentados na figura 2.
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Figura 2- Solubilidade da B-lapachona e do Complexo de inclusdo em diferentes meios de
dissolugdo.
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Os resultados da solubilidade da B-lapachona em solucdes aquosas mostram que a
obtencdo do complexo de inclusdo com a HPBCD por atomizacao favoreceu o incremento da
sua solubilidade. Este aumento pode ser justificado pela reducdo da cristalinidade do farmaco
e pelas propriedades tensoativas das ciclodextrinas, que reduzem a tensio interfacial entre a -
lapachona e o meio de dissolu¢do, levando a uma solubilidade maior do composto.

Na figura 2, observa-se que os melhores meios de dissolucdo para o complexo foram o
suco gastrico simulado e a solucao de HCl a 0,1M, que serao utilizados no desenvolvimento

do teste de dissolugao.

Desenvolvimento do Teste de Dissolucao

Ap6s a selecdo dos melhores meios de dissolugdo, através do estudo de solubilidade,
realizou-se um planejamento fatorial 2° com alguns parimetros importantes da dissolugo.
Cada parametro apresentou dois niveis de variacdo, sendo atribuido o sinal (+) para um e (-)
para outro. Estes sinais foram atribuidos aleatoriamente, ndo sendo indicativo de melhor, ou

pior condi¢do (Tabela 2) (Leal et al., 2008).

Tabela 2- Defini¢do dos niveis de planejamento fatorial 2°.

Sinal Rotacio (rpm) Meio Matéria prima
+ 100 HC10,1 M B-lapachona:HPBCD atomizada
- 75 SGS B-lapachona cristalina
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Através deste estudo foram investigadas as influéncias das seguintes varidveis:
velocidade de rotacdo, tipo de meio e forma da matéria prima, em dois niveis de variagao.

Foram realizadas oito combinacgdes diferentes, através da permutacdo dos trés
parametros selecionados, sendo possivel estabelecer uma correlacao simultanea com todos os
niveis de varidveis. Todo o experimento foi realizado em triplicata. No planejamento proposto
buscou-se determinar a influéncia direta de cada varidvel isolada e dos seus cruzamentos. Os

resultados estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3- Resultados do planejamento fatorial 2%, em 15 minutos de dissolugdo.

Rotacao (R) Meio (M) Matéria prima (MP) Meédia+DP

- - - 2,89+0,15
+ - - 2,20+0,09
- + - 2,05+0,43
+ + - 1,82+0,23
- - + 90,4043,31
+ - + 83,67+4,73
- + + 96,53+1,64
+ + + 85,55+1,19

Ao analisar a média de cada combinacao, observa-se que hd uma grande diferenca no
percentual de PB-lapachona dissolvida quando se compara a forma cristalina (-) com a
complexada (+) da matéria prima. Isso é comprovada pela formagdo do complexo de inclusdo
do farmaco com a HPBCD, o que cria um microambiente que favorece a sua solubilizacdo do
mesmo (NASONGKLA et al., 2003).

Para avaliar se os resultados do planejamento sdo estatisticamente diferentes de zero,
foi empregado o teste t de Student. O valor do t tabelado foi de 2,12 para um intervalo de
confianca de 95% e 16 graus de liberdade. Serdo considerados estatisticamente significativos
os valores dos efeitos que excederem o intervalo de confianga (1,30). Os efeitos cujos valores
forem menores que o intervalo de confianga nao serdo estatisticamente significativos, e serao
provenientes de erros aleatorios que s3o inerentes ao sistema.

A tabela 4 representa os efeitos principais das varidveis isoladas e suas combinagdes.
Se a diferenca for positiva, significard que o nivel superior (+) € o responsdvel pelo efeito,
mas se a diferenga for negativa, o nivel inferior (-) serd o responsdvel. A figura 3 representa
de forma grafica a influéncia destas varidveis no percentual de B-lapachona dissolvida no

meio de dissolugdo.
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Tabela 4- Efeitos médios das varidveis isoladas e em combinagao.

Variaveis Y Significancia
Matéria-prima (MP) 86,79 A
Rotacao (R) -4,65 v
Meio (M) 1,69 v
RxM -0,95 ---
MP x M 2,3 ¥
R x MP -4,19 ¥
MPxRxM -1,18 o

Figura 3- Cubo dos principais efeitos, em percentual (%), com suas diferencas.
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O efeito principal da forma da matéria prima, quando partimos do seu nivel (-) para o
(+) mostrou-se significativo, obtendo-se um aumento médio de 86,79% na dissolugdo. Este
valor comprova a importancia do complexo de inclusdao no incremento da solubilidade aquosa
da B-Lapachona. Em todos os casos a diferenca entre as técnicas superou 80%, como pode ser
visto no cubo (figura 3) (NASONGKLA et al., 2003).

Ao analisar o efeito da rotagdo, a passagem do nivel (-) para o (+) causa um
decréscimo na porcentagem de dissolucdo do farmaco de 4,65%. Esta diminui¢cdo torna-se
ainda mais pronunciada quando se utiliza o complexo de inclusido (-10,98% e -6,73%) e,
menos pronunciada quando se utiliza o farmaco isolado (-0,23% e -0,69%). Isso ocorre
porque o aumento da rotacdo desestabiliza a complexac¢do do farmaco, fazendo com que o
ativo fique menos solivel no meio de dissolucao.

Quando partimos do nivel (-) para o (+) em relacdo ao meio, obtemos um acréscimo

médio, significativo, na dissolucdo de 1,69%. Este aumento torna-se mais pronunciado
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quando a matéria-prima empregada é o complexo de inclusdo (+) com rotagdo 75 rpm (-),
obtendo-se 6,13% de incremento na dissolugdo.

No cruzamento das varidveis, percebeu-se que na interacdo da matéria-prima com o
meio, ha um aumento significativo de 2,3%. J4 a combinacdo da matéria-prima com rotagao,
ha um decréscimo de 4,19% na solubilidade da -lapachona, confirmando a hipétese, de que o
aumento da rotacao desestabiliza os complexos de inclusdo.

Os valores dos cruzamentos R x M e MP x R x M, ndo foram significativos, obtendo
valores abaixo do intervalo de confianca.

Assim, diante dos resultados apresentados, podemos adotar como as melhores
condi¢des para a dissolucdo da B-lapachona, os seguintes pardmetros: matéria prima, o
complexo de inclusdo, a rotacdo 75 rpm/min e o meio de HCI 0,1M, onde se obtém um valor
médio de dissolucao de 96,53%.

Os resultados dos perfis de dissolucdo, com os parametros selecionados pelo
planejamento fatorial, demonstram que ndo ha diferenca significativa entre os lotes LB-01 e
LB-02. No entanto, quando se compara o percentual de farmaco dissolvido em 15 minutos,
através da ED, observa-se que no lote LB-01 ha um maior teor de farmaco dissolvido (figura

4).

Figura 4- Perfis de dissolucdo dos lotes desenvolvidos e eficiéncia de dissolucdo em 15
minutos.
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O aumento significativo da velocidade de dissolucdo da [-lapachona pode ser
atribuido ao aumento da sua solubilidade induzida pela complexac¢do, a diminui¢io da tensdo
superficial do farmaco devido as propriedades molhantes da hidroxipropil-B-ciclodextrina e a
reducdo da cristalinidade do composto, devido a técnica de obten¢do do complexo por spray-

dried.
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Em menos de 15 minutos, o teor de B-lapachona dissolvida alcancou mais de 80%,
podendo esta formulacdo ser considerada de liberacao “flash™ (instantanea) para farmacos de

alta solubilidade em dgua, incremento obtido pela complexa¢cdao com a HPBCD.

Controle de Qualidade
Os resultados das andlises de controle de qualidade aplicadas ao produto desenvolvido

seguiram as recomendacdes gerais da Farmacopeia Brasileira 5* edicao, conforme a tabela 5.

Tabela 5- Resultados obtidos do controle de qualidade das formas farmacéuticas cdpsulas
desenvolvidas (LB-01 e LB-02).

Analises Aplicadas Especificacoes™ Resultados

Descricao

LB-01 Cépsulas de gelatina dura, n° 1, D J ficacs

LB.02 Transparente e acordo com a especificagdo

Peso Médio

LB-01 300, 49 mg +£4,75%
+7 ’ ’

LB-02 300 mg £7.5% 301,45 mg % 6,05%

Desintegracao

LB-01 ‘- . 7,51 min

LB-02 Maximo 45 min 321 min

Uniformidade de

contetdo

LB-01 98,2+ 4,2%

LB-02 85 115% 94,8+ 5,0%

Umidade %

LEB-01 Inferior a 3% 1,2%

LB-02 0,98%

Teor

LB-01 90 a 110% 98,4 +3,9%

LB-02 95,9 +4,7%

*Especificacdes de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5* edi¢do.

As cdpsulas produzidas foram submetidas aos ensaios fisico-quimicos. O peso médio é
um parametro que influencia na quantidade de farmaco na forma farmacéutica. As cépsulas de
B-lap complexada foram planejadas para ter um peso médio de 300 mg. Os resultados dos
pesos médios obtidos foram comparados as especificacdes da Farmacopeia Brasileira 5*
edicdo, que determina para as cdpsulas duras com valores de massa de 300 mg ou mais, 0
limite de variacdo de peso de £7,5 %. Nao € permitido que mais de duas unidades estejam
fora do limite especificado e nenhum valor poderd estar acima ou abaixo do dobro da

porcentagem indicada (BRASIL, 2010).
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Os resultados do peso médio dos dois lotes desenvolvidos encontram-se dentro das
especificagdes farmacopeicas, conforme mostra a tabela 5, no entanto observa-se que o lote
LB-02, encontra-se com uma variacdo de peso maior que o LB-01. Sugere-se que seja devido
a lactose monohidratada (diluente) que possui um fluxo pobre, o que prejudica a manipulagao.

A desintegracdo € outro parametro importante que permite verificar se as capsulas se
desintegram dentro do limite de tempo especificado, quando seis unidades do lote sdo
submetidas a acdo da aparelhagem especifica sob condicdes experimentais. Ao final do tempo
especificado, todas as cdpsulas devem estar completamente desintegradas. Os resultados dos
tempos de desintegracdo foram comparados as especificagcdes da Farmacopeia Brasileira 5°
edicdo, que determina o tempo maximo de 45 min para desintegrar toda a cdpsula (BRASIL,
2010). Ambos os lotes desenvolvidos no laboratério (LB-01/11 e LB-02/11), encontram-se
dentro das especificacoes da Farmacopeia, como mostra a tabela 5.

O teor de p-lapachona calculado seguiu o método validado por Presmich e
colaboradores em 2010, e determinou que o LB-01 possuia em média 98,2% de teor de B-lap,
enquanto que o LB-02 obteve um teor médio de 94,8%. As andlises foram realizadas segundo
a equagdo da reta obtida (y = 0,1026x + 0,0014) com coeficiente de correlacdo linear =

0,9994.

CONCLUSAO

A aplicagdo de tecnologias farmacéuticas em formulacdes contendo farmacos de baixa
solubilidade em dgua estd sendo cada vez mais empregada na produ¢do de medicamentos. O
desenvolvimento farmacotécnico da cdpsula vetorizada de B-lapachona, através da utilizacdo
de sistemas poliméricos biodegraddveis, apresentou vantagens biofarmacotécnicas
significativas, como, o incremento da solubilidade da B-lapachona.

Os resultados da caracterizacdo do complexo de inclusdo por difracdo de raios X,
DSC, MEV e infravermelho, comprovou a sua formacdo, permitindo que a forma
farmacéutica desenvolvida com esta matéria prima atendesse todos os requisitos necessarios a
uma forma farmacéutica segura e de qualidade.

Os estudos de pré-formulacao conduziram ao desenvolvimento de cdpsulas dentro dos
padrdes de qualidade fisico-quimicos. O lote LB-01, contendo a celulose microcristalina, foi
selecionado como sendo a melhor formulagao, através do estudo comparativo da eficiéncia de

dissolucdo das formulagdes desenvolvidas.
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8.1 CONCLUSOES

Com base nos resultados de caracterizagao da B-lapachona, pode-se observar que o
farmaco apresenta caracteristicas cristalinas, elevado grau de pureza e baixa
solubilidade em 4gua. Para esta dltima caracteristica, foi necessdria a implantacdo de
tecnologias farmacéuticas, como a formagao de complexos de inclusdo, na tentativa de
aumentar a sua solubilidade;

Através do estudo de caracterizacdo dos complexos de inclusdo, pode-se observar que
o melhor complexo foi o da [-lapachona:HPBCD, obtida por spray-dried, que
apresentou a maior eficiéncia de dissolu¢do quando comparada com as diferentes
ciclodextrinas e técnicas de obtencdo.

A utilizagdo das ferramentas termoanaliticas (TG/DTG e DTA) possibilitou a
caracterizacdo do complexo de inclusdo quanto a avaliagdo da estabilidade térmica,
etapas de decomposicdo térmica e determinacdo de parametros cinéticos, além de
indicar que ndo houve interacdo entre o complexo e os excipientes propostos;

O desenvolvimento farmacotécnico das cdpsulas atendeu aos requisitos de qualidade
exigidos para uma forma farmacéutica segura, eficaz e de qualidade. Além disso, as
capsulas desenvolvidas corresponderam aos requisitos tecnoldgicos: boa solubilidade
em dagua da P-lapachona, favorecida pela formacdo do complexo de inclusao;
reprodutibilidade do processo de fabricacdo e parametros farmacopeicos dentro das
especificagdes (descricdo, peso médio, desintegracdo, uniformidade de contetdo,

umidade, dissolucao e teor).
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8.2 PERSPECTIVAS
e Validar o teste de dissolucao das cdpsulas desenvolvidas, segundo a Resolucao - RE n°
899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA;
e Realizar estudos de estabilidade acelerado e de longa duragdo do produto acabado,
seguindo as normas da Resolucdo- RE n° 01, de 29 de junho de 2005 da ANVISA;
e Transposicao de escala para producdo industrial da cdpsula desenvolvida;

e Realizar estudos clinicos de fase I para pacientes com cancer de prostata.
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