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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 Bignonaceae. Também pode ser obtida pelo processo
de semi-sintese a partir de seu isémero lapachol. E um produto vegetal simples com uma
estrutura quimica diferente dos farmacos atuais e tem demonstrado excelente potencial
antineoplasico atuando por um mecanismo particular de apoptose em diversos tipos de cancer,
em especial algumas linhagens de prostata, mama, ovario e leucemias refratarias aos
tratamentos convencionais, 0 que tem incentivado estudos tecnolégicos com este principio
ativo, ainda nao disponivel em uma forma farmacéutica devido a dificuldade no
desenvolvimento farmacotécnico. Por se tratar de um principio ativo com baixa solubilidade
em agua, a tecnologia para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica a base de B-
lapachona que proporcione biodisponibilidade favoravel é um ponto fundamental para a
continuidade das pesquisas. Neste estudo a P-lapachona foi complexada na forma de
dispersoes sélidas e complexos de inclusdo. As dispersdes sdlidas foram obtidas pelo método
de evaporacédo do solvente de solubilizacdo com os polimeros hidrossoltveis PVP-K30 e PEG
4000 nas concentra¢des de 10, 20, 30, 40 ¢ 50% de B-lapachona. As ciclodextrinas BCD,
HPBCD e MBCD foram utilizadas para obtencdo dos complexos de inclusdo pelos métodos de
malaxagem, co-evaporagdo e secagem por atomizacdo. Estes sistemas foram obtidos pela
conversdo da mistura farmaco/carreador no estado fluido para o estado sélido, onde o produto
final, B-lapachona complexada que obtiver o maior aumento da solubilidade do farmaco com
melhor estabilidade, serd utilizado como matéria-prima para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas, realizacdo de estudos em modelos animais para defini¢do de dose terapéutica e
avaliacdo da eficacia e toxicidade do farmaco complexado. Um estudo comparativo entre 0s
produtos isolados, misturas fisicas e binarios complexados foi realizado através da
caracterizacdo por microscopia eletrénica de varredura e calorimetria exploratoria diferencial.
Para as dispersdes sélidas foram realizados ainda os ensaios de metodologia computacional,
solubilidade aquosa e dissolugdo. Para a quantificagdo de rotina da [-lapachona foi
desenvolvida e validada uma metodologia de doseamento por espectofotometria no UV. Os
produtos que apresentaram uma caracterizacdo fisico-quimica com maior indicio de perda de
cristalinidade e melhores perfis de dissolugéo, B-lapachona:HPBCD e B-lapachona:PVP K-30,
foram utilizados em um estudo preliminar in vivo para avaliacdo de toxicidade e atividade
antineoplasica na concentragdo de 20 mg/Kg de B-lapachona.

Palavras-chave: B-lapachona, Complexo de Inclusdo, Ciclodextrinas, Dispersdes Solidas,

Polietilenoglicol, Polivinilpirrolidona, Solubilidade.
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Abstract

The B-lapachone is an ortonaftoquinona naturally occurring in “ipe roxo” or “pau d'arco roxo”
(Tabebuia avellanedae Lor), family Bignonaceae. Can also be obtained by the process of
semi-synthesis from its isomer lapachol. It is a simple plant product with a different chemical
structure of drugs today and has shown excellent potential as antineoplastic due to by a
particular mechanism of apoptosis in various types of cancer, especially some strains of
prostate, breast, ovary and leukemia refractory to conventional treatments, which has
encouraged technological studies with this active principle, not yet available in a dosage form
due to the difficulty in techinological developing. In the case of an active principle with low
solubility in water, the technology for the development of a pharmaceutical form the basis of
B-lapachone providing favorable bioavailability is a key point for the continuity of research.
In this study, B-lapachone was complexed in the form of solid dispersions and inclusion
complexes. The solid dispersions were obtained by the method of evaporation of the solvent
solubilization with the water soluble polymers PVP-K30 and PEG 4000 at concentrations of
10, 20, 30, 40 and 50% of B-lapachone. The cyclodextrins BCD, MBCD and HPBCD were
used to obtain the inclusion complex of the methods of kneaded, co-evaporation and spray-
drying. These systems were obtained by converting the mixture drug / carrier in the fluid to
the solid state, where the final product, B-lapachone complexed who obtains the highest
increase in solubility of the drug with better stability, will be used as raw material for the
development of pharmaceutical forms, study in animal models for the development of
therapeutic dose and evaluate the efficacy and toxicity of the complexed drug. A comparison
between the products alone, physical mixtures and binary complex was achieved by the
characterization using scanning electron microscopy and differential scanning calorimetry.
For the solid dispersions were also conducted tests of computational methods, aqueous
solubility and dissolution. For routine quantification of B-lapachone was developed and
validated a methodology for determination by the UV spectrophotometer. The products
showed a physicochemical characterization with greater loss of crystallinity and better
dissolution profiles, B-lapachone: HPBCD and B-lapachone: PVP K-30 were used in a
preliminary study to evaluate in vivo toxicity and antineoplastic activity at a concentration of
20 mg / kg of B-lapachone.

Keywords: B-lapachone, Inclusion Complex, Cyclodextrin, Solid Dispersions,

Polyethyleneglycol, Polyvinylpyrrolidone, Solubility.
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Introducédo

Novos farmacos provenientes de extratos vegetais sdo isolados e identificados a cada

dia e, muitas vezes, servem de modelos para alteracbes moleculares que resultam em
compostos mais eficazes. Porém, estas alteracdes modificam também as caracteristicas
quimicas do produto, como € o caso do lapachol, farmaco de origem vegetal que teve sua
estrutura quimica e rota de sintese estabelecidas em 1936, embora novas rotas continuem
sendo investigadas.'*® A ciclizacdo da molécula do lapachol, através de termorreacdo
controlada ou por hidrolise &cida origina um isémero semi-sintético, uma quinona, conhecido
como B-lapachona, 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona (C15H1403, MM
242,3) (Figura 1).>* A B-lapachona também pode ser extraida com pequeno rendimento
diretamente de diversas plantas, sendo mais abundante numa arvore tropical conhecida como
ipé roxo ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellanedae Lor), da familia Bignoneaceae, de

ocorréncia muito comum no Brasil.>®

0
‘
|
o)

Lapachol

B—Lapachona

Figura 1. Estrutura quimica do lapachol e B-lapachona.

A B-lapachona tem demonstrado numerosos efeitos farmacoldgicos, sendo bastante
conhecidas suas atividades antibacteriana, antifingica’, antitripanossdmica® e antiviral®.
Estudos demonstrando seu excelente potencial antineoplasico contra o crescimento celular de
varias linhagens, tanto in vitro quanto in vivo (em modelos animais), estimularam a pesquisa
clinica para sua utilizacdo como antineoplasico.'®** Diversos estudos demonstram a
efetividade da B-lapachona contra cancer de prostata, ovario, mama, pulmao, célon, pancreas

e alguns tipos de leucemias e linfomas, inclusive algumas linhagens tumorais que se
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mostraram refratarias as drogas comuns. O mecanismo de acdo da B-lapachona ainda nao esta
totalmente elucidado. Seu modo de acdo € diferente da maioria das drogas antineoplasicas
atualmente disponiveis no mercado.’>® Sabe-se que ela age interagindo diretamente e
inibindo a DNA topoisomerase |, ao invés de agir estabilizando o complexo no DNA
substrato, inibindo a replicacdo de células cancerigenas através do bloqueio do ciclo celular
nas fases Go/G; e que induz a apoptose, morte programada de células cancerigenas, por um
mecanismo particular, independente da expressao das proteinas p53, p21 e da super expressdo
ectépica da proteina bcl-2, com posterior estimulacdo da ativacdo da caspase-7.1% 1316 18.19.21-
2% Outros estudos propéem um novo mecanismo de acio onde o alvo principal seria a inibic&o
catalitica irreversivel da Topoisomerase Il por induzir a religacdo e dissociagdo da enzima
com o DNA na presenca de adenosina trifosfato (ATP).}" %

Estudos da literatura definem valores distintos para a toxicidade da B-lapachona.
Quando determinada em ratos albinos apds a administracdo por via intraperitoneal de uma
suspensdo em veiculo ndo citado, na dose de 7mg/Kg, demonstrou uma DLs, de 80mg/Kg.?’
Em outro estudo a DLsy determinada pela mesma via de administracdo e com 0S mesmos
modelos animais, utilizando B-lapachona suspensa em o0leo de oliva foi definida como
204mg/Kg.?® Ao usar uma soluco hidroalcdolica & 20mg/Kg de B-lapachona num ensaio de
atividade com a mesma via e espécie animal, observou a morte de 80% dos animais, sendo
necessaria a mudanca da dose para 8mg/Kg durante 7 dias.”®

Apesar de varios estudos comprovarem as diversas acOes terapéuticas da B-lapachona
ela nunca chegou a ser comercializada devido a dificuldade de obtencdo de uma forma
farmacéutica estavel, como é o caso das formas farmacéuticas classicas ja desenvolvidas pelo
grupo de pesquisa do Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos da Universidade Federal

de Pernambuco para veiculacdo da p-lapachona: suspensdo oral, capsula gelatinosa dura,

cépsula gelatinosa mole e solugdo injetavel %
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Este trabalho, portanto, viabilizou a obtencdo e caracterizacdo fisico-quimica da p-
lapachona complexada, visando maior estabilidade e maior teor de dissolugdo do farmaco,
que poderd ser posteriormente utilizada para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica.
A complexacéo foi obtida sob a forma de dispersdes solidas com os polimeros hidrossoltveis
PVP K-30 e PEG 4000 e de complexos de inclusdo com as ciclodextrinas BCD, HPBCD e
MPBCD. A avaliagdo da toxicidade e atividade antitumoral dos produtos complexados com
melhor desempenho na avaliacédo fisico-quimica foi realizada através de um estudo preliminar
em camundongos.

A tecnologia das dispersfes solidas é caracterizada pela dispersdo de um ou mais
farmacos em um carreador farmacologicamente inerte, no geral sdo utilizados polimeros
hidrossollveis, ambos no estado solido, com o objetivo de alterar suas propriedades fisico-
quimicas, em especial a velocidade e extensdo da dissolugdo de farmacos com baixo
coeficiente de solubilidade.®® * Os complexos de inclusdo sio obtidos através de interacdes
entre o farmaco e as ciclodextrinas, oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de D-
glicose, onde a presenca das hidroxilas livres na parte externa confere a essas moléculas um
carater hidrofilico. As ciclodextrinas apresentam um arranjo estrutural com orientacéo ciclica
que estabelece um formato de tronco de cone, hidrofilico no exterior e lipofilico no interior. A
complexacdo ocorre quando a molécula “hospede”, farmaco, preenche completamente ou
parcialmente a cavidade interna da ciclodextrina, que € relativamente apolar em relacdo a

agua, o que propicia a formacdo de complexos de inclusdo com compostos organicos.*’

20



Presmich, G.M.A., Incremento da solubilidade/dissolucéo da B-lapachona utilizando tecnologias de dispersdes sdlidas e complexos de incluséo.

Objetivos

21



Presmich, G.M.A., Incremento da solubilidade/dissolucéo da B-lapachona utilizando tecnologias de dispersdes sdlidas e complexos de incluséo.
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Objetivo geral
Obtencdo e caracterizacdo da [-lapachona complexada através dos métodos de
dispersdes solidas e complexos de inclusdo com a finalidade de aumentar a solubilidade e a

taxa de dissolucdo.

Obijetivos especificos

o Caracterizar fisico-quimicamente os polimeros e ciclodextrinas selecionados para o
desenvolvimento das dispersdes solidas e dos complexos de inclusdo, com énfase no
estudo de solubilidade e determinacéo da faixa de fuséo;

e Analisar a compatibilidade fisico-quimica do principio ativo com os polimeros utilizando
os solventes selecionados para preparagdo das dispersdes solidas;

o Co-validar metodologia analitica de doseamento para p-lapachona complexada;

« Realizar uma planificag¢do quali-quantitativa, através de ensaios de solubilidade de fases,
entre as ciclodextrinas e a B-lapachona para a obtengdo dos complexos de incluséo;

o Preparar misturas fisicas entre os polimeros e ciclodextrinas com a p-lapachona;

o Obter as dispersdes solidas binarias com a -lapachona e os polimeros selecionados;

e Obter os complexos de inclusdo binarios com a P-lapachona e as cicodextrinas
selecionadas;

o Realizar estudo comparativo atraves da caracterizacdo fisico-quimica entre os produtos
isolados, misturas fisicas, dispersdes sélidas e complexos de inclusdo, visando demonstrar
a diferenca na taxa de dissolugéo da p-lapachona.

o Realizar estudo preliminar in vivo em camundongos para avaliar a eficacia e toxicidade

dos produtos obtidos.
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Propriedades, avancos e aplicacdes no
desenvolvimento de dispersdes solidas para obtencéao
de medicamentos.

(Submetido para publicacdo na Revista Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences)

23



Presmich, G.M.A., Incremento da solubilidade/dissolucéo da B-lapachona utilizando tecnologias de dispersdes sdlidas e complexos de incluséo.

Artigo |

PROPRIEDADES, AVANGCOS E APLICAGCOES NO DESENVOLVIMENTO DE DISPERSOES SOLIDAS

PARA OBTENGAO DE MEDICAMENTOS

RESUMO

Dispersdes solidas ndo cristalinas sdo amplamente utilizadas como estratégia na melhoria da
biodisponibilidade de compostos pouco hidrossoltveis. No entanto, existem poucos relatos da
aplicacdo desta técnica em medicamentos, demonstrando a necessidade do conhecimento
aprofundado com relacdo as principais e mais recentes técnicas de obtencdo utilizadas em
escala laboratorial e industrial. Além das principais caracteristicas fisico-quimicas dos
polimeros hidrofilicos mais utilizados, relacionando suas vantagens e desvantagens, assim
como as possibilidades de aplicacdo. Nesta revisdo, pretende-se discutir 0s recentes avangos
na area das dispersdes solidas e sua utilizacdo em sistemas multicomponentes.

Palavras-chave: carreadores, dispersao solida, métodos de obtencéo, solubilidade.

ABSTRACT

Amorphous solid dispersions are used as a strategy to improve the bioavailability of poorly
water-soluble compounds. However, there are few reports of this technique in finished
products, demonstrating the need of deep knowledge of the main and recent techniques of
production used in laboratory and industrial scale. Beyond the main physicochemical
characteristics of the most widely used hydrophilic polymers, listing their advantages and
disadvantages, as well as the possibilities of application. In this review, it is intended to
discuss the recent advances related on the technical of solid dispersions and their use in
multicomponent systems.

Keywords: carriers, solid dispersion, methods to obtain, solubility.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, diversos sistemas de administracdo de farmacos surgiram com a
finalidade de modelar a cinética de liberacdo, melhorar a absorcdo e aumentar a estabilidade
de farmacos. A partir disto, levantaram-se as principais dificuldades no que diz respeito ao
desenvolvimento e atividade terapéutica de diversos medicamentos, que resultam em grande
parte, da baixa solubilidade aquosa dos farmacos. Das novas entidades quimicas, de 35 a 45%
possuem essa caracteristica, 0 que conduz a uma baixa taxa de incorporacao do ativo ou de
sua liberacdo incompleta (SALTAO; VEIGA, 2001; KARAVAS et al., 2007).

A solubilidade aguosa de um farmaco constitui requisito prévio a absorcao e obtencéo
de resposta clinica, para a maioria dos medicamentos administrados por via oral (RAMA et
al., 2006). Farmacos pouco soltveis sdo lentamente absorvidos quando comparados aos que
possuem alta solubilidade em agua (PATEL et al., 2008).

Algumas técnicas sdo aplicadas para o incremento da solubilidade de farmacos,
independente de sua estrutura quimica e dimensdo molecular espacial (LOFTSSON;
HREINSDOTTIR; MASSON, 2005). Devido & promessa de incremento de
hidrossolubilidade, o emprego de dispersdes sélidas (DS) tornou-se uma das mais ativas areas
de pesquisas no campo farmacéutico. Esta técnica produz uma significante reducdo no
tamanho da particula do farmaco, com um aumento da uniformidade e superficie de contato,
propiciando uma dissolucéo e absorcao mais rapida (BIKIARIS et al., 2005).

Os problemas que limitavam os estudos pioneiros para aplicacdo comercial das DS
envolviam: seu método de preparacdo; reprodutibilidade de suas propriedades fisico-
quimicas; dosagem na formulacdo; processo de fabricacdo em grande escala e estabilidade
quimica do farmaco e do veiculo. Contudo, a utilizacdo desse sistema em algumas
formulacGes, como por exemplo, no desenvolvimento de tecnologias para enchimento direto

de DS em céapsulas de gelatina dura, renovaram o interesse desse sistema para 0 USO pre-
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clinico, clinico e desenvolvimento comercial, em grande escala, de produtos farmacéuticos
(SERAJUDDIN, 1999).

No entanto, apesar dos avangos alcancados, existem poucos relatos da aplicacdo desta
técnica em medicamentos (LEONARDI et al., 2007), demonstrando a necessidade do
conhecimento aprofundado com relagédo as possibilidades de aplicacdes, de forma a se obter
medicamentos que garantam a eficacia terapéutica desejada, utilizando uma técnica simples e

de baixo custo para as industrias farmacéuticas.

AVANGCOS E APLICACOES DAS DISPERSOES SOLIDAS

As dispersbes solidas sdo obtidas através de distintos processos tecnoldgicos que
consistem em dispersar um componente farmacologicamente ativo em um carreador ou matriz
no estado solido, a fim de melhorar a solubilidade, aumentar a taxa de dissolucdo, modular a
acao terapéutica e a permeabilidade do farmaco através das membranas absortivas
(JANSSENS et al., 2008a; LIMA et al., 2008). Também tem sido utilizado para aumentar a
estabilidade quimica de farmacos em solugdo ou suspensao (SETHIA; SQUILLANTE, 2003).

A primeira geracdo de DS foi preparada empregando carreadores cristalinos, a partir da
década de 60. Estes carreadores incluem uréia e agucares, que possuem como desvantagens a
formacdo de DS cristalinas, que por serem mais estaveis termodinamicamente, ndo liberam o
farmaco com a rapidez desejada (VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007).

Ao final dessa década, observou-se que a obtencdo de DS poderia ser mais eficaz
quando obtida no estado ndo cristalino. Iniciou-se entdo, a segunda geragdo das DS,
caracterizada pela preparacdo de sistemas onde o farmaco encontra-se molecularmente
disperso de forma irregular num carreador n&o cristalino (VILHELMSEN et al., 2005).

Esses carreadores foram relatados em 1971 por Chiou, demonstrando que polimeros

hidrofilicos poderiam ser utilizados para melhorar a solubilidade e o grau de dissolucdo de
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farmacos pouco hidrossoltveis. Como exemplos desses polimeros, podemos citar os sintéticos
que incluem a polivinilpirrolidona (PVP) e polietilenoglicol (PEG); e os derivados celul6sicos
naturais, como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), etilcelulose e hidroxipropilcelulose
(CIRRI et al., 2004).

Embora o farmaco no estado nao cristalino possua uma dissolucdo mais rapida quando
comparada a sua estrutura cristalina, a primeira nao é fisicamente estavel, sendo possivel a
recristalizacdo do produto obtido durante o periodo de vida util de sua utilizacdo, facilmente
verificada através da técnica de difracdo de raios-X (KIMURA et al., 2000).

Com o intuito de contornar esse problema, estudos realizados demonstraram que o perfil
dissolucdo das DS poderia ser melhorado através da adicdo de surfactantes ou de agentes com
propriedade emulsionante. Iniciou-se assim a terceira geracdo das DS. Esta foi desenvolvida,
com o objetivo de alcancar o mais elevado grau de biodisponibilidade dos farmacos pouco
sollveis e de estabilizar as DS, evitando a recristalizacdo dos farmacos (VASCONCELOS;
SARMENTO; COSTA, 2007).

Estes sistemas sdo capazes de reduzir o tamanho de particula do farmaco quase a nivel
molecular, a fim de proporcionar uma melhor molhabilidade e dispersibilidade pelo carreador,
pela formagao de uma estrutura ndo cristalina do farmaco e carreador (KARATAS; YUKSEL;
BAYKARA, 2005). Nestas DS, a dissolugdo do carreador ou misturas deles determina o perfil
de libertacdo do farmaco (OHARA et al., 2005).

Liu & Wang (2007) utilizaram o surfactante Polissorbato 80 como terceiro componente
na preparacdo da DS contendo acido oléico e PVP K-30, que exerceu um importante
incremento na taxa de dissolugéo, quando comparado ao sistema bifasico contendo apenas o
polimero e o farmaco.

As vantagens relacionadas as DS quando comparadas as formulagdes convencionais de

capsulas e comprimidos convencionais (Figura 1), € de que o farmaco carreado € liberado na
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forma de particulas coloidais de tamanho inferior a 1 um quando dissolvido, enquanto que em
formulagcGes convencionais o tamanho de particula é superior a 5 um (SERAJUDDIN, 1999;

BIKIARIS et al., 2005).

FARMACOSPOUCO SOLUVEIS EM AGUA

P k"

COMPRIMIDOS/ CAPSULAS FORMA DE DOSAGEM DISPERSOES SOLIDAS
DESINTEGRAGAO DESINTEGRAGAO
PARTICULAS SOLIDAS FARMACO NO TGI PARTICULAS SOLIDAS FINAS
GRANDES (Usualmente 5-100 pm) (Usualmente < | pm)

| !

ALTATAXA DE

BAIXA TAXA DE DISSOLUGAQ

DISSOLUGAQ

\ /
ABSORCAO SISTEMICA =3

Figura 1. Representacdo esquemética do aumento da biodisponibilidade de farmacos pouco

hidrossollveis através de DS.

Além disso, as transformacdes do farmaco no estado sélido cristalino para o estado ndo
cristalino ¢ um dos principais motivos que leva ao aumento na sua solubilidade aparente,
melhorando o contato entre o farmaco e o meio de dissolucdo, reduzindo a formacdo de
agregados e aglomerados e favorecendo a estabilidade das dispersdes (JANSSENS et al.,
2008a; JANSSENS et al., 2008b).

A maior absor¢do no estado ndo cristalino baseia-se no fato da energia de solvatacao
envolvida no processo de dissolugdo, pois em um sélido ndo cristalino as moléculas sédo
arranjadas ao acaso. Portanto, baixa energia de solvatacdo é requerida para separa-las e

homogeneiza-las ao meio, consequentemente a dissolucdo € mais rapida. Assim, o
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desenvolvimento de formulagbes contendo o farmaco na forma ndo cristalina €
frequentemente benéfico nos termos de dissolucdo e biodisponibilidade (STULZER et al.,
2007).

A dissolucédo do farmaco contido na DS é influenciada por varios outros fatores, dentre
eles podemos citar o0 método empregado na obtencdo, proporcao e caracteristicas do carreador
utilizado, pH do meio de dissolucédo, temperatura e caracteristicas da superficie das particulas
resultantes da DS (OZKAN et al., 2000). Dentre as influéncias citadas, as mais relevantes na
determinacéo das propriedades das DS sdo os métodos de preparacao e os tipos de carreadores

utilizados.

METODOS DE PREPARAGCAO DAS DISPERSOES SOLIDAS

Investigacbes aprofundadas sobre as propriedades fisico-quimicas realizadas
demonstram que as caracteristicas inerentes das DS obtidas através dos diferentes métodos de
preparacdo estdo diretamente relacionadas. Este fato se estabelece como pré-requisito no
desenvolvimento de DS mais eficientes com relacdo a dissolucdo observada no produto final e
dos cuidados com relacdo a estabilidade do mesmo nas condi¢des de armazenamento
(BIKIARIS et al., 2005).

Os métodos de obtencdo das dispersdes comumente utilizados sdo o método de fusdo,
solvente, fusdo-solvente, e malaxagem (PATEL et al., 2008). Contudo, ja estdo sendo citados
outros métodos, dentre eles de fluido supercritico e spray dried, que sdo comumente
utilizados como método de obtencdo de complexos de incluséo utilizando ciclodextrinas, mas

estdo sendo empregadas com sucesso para a preparagédo de DS.
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Método de solvente
Neste método, também conhecido com método de co-evaporacdo, o farmaco e o
carreador sdo solubilizados em solvente organico comum, em seguida evapora-se o0 solvente
sob agitacdo constante, obtendo-se um residuo seco e sélido. Esse método muitas vezes é
confundido com o de co-precipitacdo, no entanto, neste caso o farmaco e o polimero sédo
dissolvidos em solvente, e posteriormente sdo precipitados pela adi¢do de um co-solvente. A
principal desvantagem desse método é a utilizacdo de solventes organicos e a formacdo de
residuos, apesar de ser um método simples, de baixo custo e muito utilizado em escala

laboratorial (SETHIA; SQUILLANTE, 2003).

Meétodo de fuséo

Devido a toxicidade e aos problemas ecoldgicos associados ao uso de solventes
organicos, a utilizacdo do método por fusdo representa um meio vantajoso na preparacdo das
DS quando o farmaco apresenta estabilidade térmica. Contudo, seu uso é inadequado quando
ocorre polimorfismo, devido a transi¢cdo que pode ocorrer durante a fusdo entre as formas
polimérficas (ZAJC et al., 2005).

Neste método, o carreador e o farmaco sdo aquecidos a temperatura ligeiramente
superior ao seu ponto de fusdo, e o farmaco é incorporado ao carreador fundido. O sistema
permanece sob aquecimento, até obtencdo de uma solucdo homogénea, macro e
microscopicamente. Posteriormente o sistema é resfriado sob agitacdo constante, havendo
maior probabilidade da quebra do estado cristalino de farmacos para o estado ndo cristalino,
devido a utilizacdo de temperaturas elevadas, porem ha possibilidade de miscibilidade
incompleta entre farmaco e carreador devido a alta viscosidade do polimero no estado fundido

e degradacdo de farmacos termoléabeis (HASEGAWA, et al., 2005; KIM et al., 2006).
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Quando o farmaco tem um alto grau de solubilidade no carreador, ele pode permanecer
“dissolvido” no estado solido, originando o que € conhecido como solugédo solida. Sob estas
condicdes a reducdo no tamanho das particulas prové um nivel maximo de dispersédo

molecular do farmaco no carreador (JUPPO et al., 2003).

Método fusdo-solvente

Neste método, o polimero é aquecido a temperatura ligeiramente superior ao seu ponto
de fusdo e o farmaco, previamente solubilizado em solvente organico, é incorporado ao
carreador fundido. Posteriormente o sistema é resfriado sob agitacdo constante, e seco por
liofilizacdo, quando necessario. Este método torna-se Util para farmacos que tenham elevado
ponto de fusdo ou termolabeis (FERNANDEZ et al., 1992). No entanto, € um método pouco

relatado na literatura.

Método de malaxagem

Neste método, o polimero e o farmaco sdo misturados por diluicdo geométrica. A
mistura € malaxada com a adi¢do de minina quantidade de solvente (equivalente a 30% do
peso dos pos) para obter uma consisténcia inicial de pasta. Industrialmente, a mistura de
componentes é efetuada em uma malaxadora. A secagem do material pode ser feita em estufa
ou diretamente na malaxadora acompanhada de pulverizagdo para uniformizar o tamanho de
particula. Devido a simplicidade, ao elevado rendimento e a facilidade de transposicdo de

escala, este método € um dos mais utilizados na industria farmacéutica (LIMA et al., 2008).

Método de spray dried
Embora a técnica por spray dried seja uma tecnologia que necessita de elevados

investimentos em instalacbes e operacfes, muitas sdo as razdes pelas quais a mesma €
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amplamente utilizada, apesar do custo. Esta vem sendo recentemente utilizada, principalmente
no incremento da biodisponibilidade de farmacos da classe biofarmacéutica Il (reduzida
solubilidade e elevada permeabilidade), resultando em produtos com melhores propriedades
funcionais, tais como tamanho de particula, compactacdo e taxa de dissolu¢cdo (CHAUHAN;
SHIMPI; PARADKAR, 2005; CORRIGAN; HEALY; CORRIGAN, 2002). Para os farmacos
dessa classe, a solubilidade € o fator limitante da absorcao e os dados e estudos in vitro podem
ser uteis (RAMA et al., 2006).

As vantagens relacionadas a essa técnica incluem a producao de particulas de qualidade
consistente, a facilidade em relacdo ao uso continuo, a aplicabilidade da técnica em materiais
tanto sensiveis quanto resistentes ao aquecimento e capacidade de processar varios tipos de
matéria prima, producdo de sistemas de liberacdo prolongada, além de aumentar a
hidrossolubilidade de farmacos (STULZER et al., 2007).

A obtencdo de DS a partir desse método se da a partir da solubilizacdo de farmaco e
carreador em solvente organico comum, em seguida, evapora-se 0 solvente. Esse processo
produz DS de particulas com tamanhos reduzidos e ndo cristalinas, com alta taxa de
dissolu¢do, com minimo residuo de solvente nos sistemas, além da possibilidade de

transposicédo industrial (CHAUHAN; SHIMPI; PARADKAR, 2005).

Método por fluido supercritico

O processo de fluido supercritico vem emergindo como um metodo alternativo ao
método de solvente, formando co-precipitados de pequeno tamanho de particula e com baixo
teor de residuo organico, apresentando também melhor escoamento. O didxido de carbono é
atualmente utilizado por essa técnica, devido as vantagens associadas ao seu uso, por ser um
gas ndo toxico, ndo inflamavel, barato, e de baixa temperatura critica, tornando-se atraente no

processamento de farmacos sensiveis ao calor, sendo o processo remocdo do solvente
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extremamente controlado (SETHIA; SQUILLANTE, 2003). Apesar dos resultados
promissores descritos na literatura, ainda € uma técnica experimental e que apresenta um

custo inicial bastante elevado (AL-MARZOUQI et al., 2007).

AGENTES CARREADORES UTILIZADOS NAS DISPERSOES SOLIDAS

Na preparacdo de DS, muitas substancias podem ser utilizadas, dentre elas podemos
citar os polidis (manitol e sorbitol); &cidos organicos (acido citrico); uréia; poloxamer;
quitosana e glicerideos poliglicosilados. Contudo, os polimeros hidrofilicos sdo os mais
citados e utilizados como carreadores de substancias solidas para as dispersdes (BROMAN;
KHOO; TAYLOR, 2001).

As propriedades dos polimeros estdo diretamente relacionadas com a natureza quimica
dos mondmeros, o peso molecular e a estrutura macromolecular (LOFTSSON; MASSON;
BREWSTER, 2004). Combinacdes de polimeros ou de polimeros e surfactantes tém sido
propostos na tentativa de adequar as propriedades fisico-quimicas dos polimeros ao sistema
de dispersdo solida (JANSSENS et al., 2008b). Além disso, a escolha dos carreadores
poliméricos pode determinar a inibicdo ou o periodo que o farmaco disperso possa vir a se
recristalizar, sendo este fator dependente do grau de miscibilidade do farmaco no polimero em
determinada umidade (VASANTHAVADA et al., 2005).

Dentre os polimeros hidrofilicos mais relatados na literatura para preparacdo das DS
temos o PEG, PVP e HPMC. Ambos os polimeros sdo freqlientemente empregados em
diversas formulacdes farmacéuticas, devido a baixa toxicidade, taxa de solidificacdo rapida,
alta solubilidade aquosa, disponibilidade em varios pesos moleculares, custo econdmico, e

fisiologicamente toleraveis (PATEL et al., 2008; L1U; WANG, 2007).
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Polivinilpirrolidona (PVP)

O PVP, também chamado de povidona, € um homopolimero de N-vinil-2-pirrolidona,
capaz de formar ligacGes de hidrogénio com outras moléculas por conter grupos elétrons
doadores como nitrogénio e oxigénio. Apresenta-se como um po branco ndo cristalino de
fluxo livre e seu peso molecular é frequentemente relatado por K, valor de Fikentscher,
derivado da viscosidade de uma solucdo. Para as DS, o PVP K-12 e K-30 (PM 2500-50.000)
sdo os mais utilizados. Acima de 50.000 a solubilidade aquosa de PVP diminui e a
viscosidade é diretamente aumentada, o que pode ser utilizado para liberacdo controlada de
farmacos. De natureza higroscopica e com variacdo de peso molecular de 10.000 a 700.000,
apresenta uma ampla faixa de aplicacdes na inddstria farmacéutica (VALERO et al., 2003;
SETHIA; SQUILLANTE, 2003; PATEL et al., 2008).

Uma das abordagens classicas em termos de aumento da dissolucdo de farmacos pouco
hidrossolUveis estd na maximizacdo da estrutura porosa de uma matriz polimérica soltivel em
agua, como € o caso do PVP. O objetivo do recurso é aumentar a superficie de contato do
farmaco com o meio dissolutor (DORNELAS et al., 2008).

O PVP apresenta um anel lactdmico como parte da unidade monomérica. A alta
polaridade do anel pode ser atribuida a forte estabilizacdo de ressonancia, mostrada na Figura
2, facilitada pela geometria planar do anel, contribuindo na ligagdo com farmacos pouco
hidrossollveis (M) através de ligacdes de hidrogénio, possibilitando o processo de formacédo

das DS (KARAVAS et al., 2007).

Y i

0 Tar 0 a1 :
— & — N

Figura 2. Representacdo da estrutura monomérica do PVP e a formagdo da ligagdo entre

Do

farmaco (M) e o polimero.
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Em geral, a temperatura de transicdo vitrea do PVP ¢é elevada, para o PVP K-30 ¢ de

163° C. Por esta razao, o PVP tem aplicacédo limitada para a preparacéo de DS pelo método de
fusdo. Devido a sua boa solubilidade em uma ampla variedade de solventes organicos, é
particularmente adequado para a preparacdo pelo método de solvente (BROMAN; KHOO;

TAYLOR, 2001).

Polietilenoglicol (PEG)

A utilizacdo do PEG, polimero de oxido etileno, caracterizado pelas unidades (- CH2-
CH2-0-) de repeticao, torna-se vantajosa na obtencdo de DS, devido suas propriedades fisico-
quimicas. Dentre elas, a presenca de grupamentos hidroxila (-OH) como doadores de elétrons
(Figura 3); responsaveis pela interacdo com compostos hidrofobicos, biocompatibilidade,
caracteristicas inodoras, neutro e ndo-irritante, baixa toxicidade in vivo e solubilidade em
diversos solventes organicos e em agua, proporcionando uma liberacdo rapida do farmaco
disperso e facilitando o processo de obtencdo pelo método solvente (LEAO; SYU, 2009;
PATIL; GAIKWAD, 2009; MA et al., 2009).

Os limites da aplicacdo do PEG podem ser estendidos pela biodegradabilidade em
resposta aos fatores especificos tais como o aumento na temperatura ou pH (LEUNER;
DRESSMAN, 2000; KOO et al., 2009).

O PEG apresenta diversos PM e diferentes temperaturas de fuséo, sendo isto um dos
motivos por serem bastante utilizados em muitas aplicagdes industriais que envolvem
aquecimento. Seu peso molecular varia de 200 a 300.000 (PATEL et al., 2008). Comumente,
na preparacdo de DS e de solugdes, séo utilizados PEGs com PM entre 1500 e 20.000. Com o
aumento do peso molecular do PEG, ha a elevacdo da sua viscosidade e de seu ponto de

fusdo. Nas estruturas de PM de até 600, os PEGs sdo fluidos; na escala entre 800-1500
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apresenta maior consisténcia; entre 2000 a 6000 apresentam aspectos cerosos e aqueles com
PM acima de 20000, sdao em forma de cristais frageis a temperatura ambiente.

A variacdo dos PF dos PEGs encontra-se inferior a 65 °C, por exemplo, o PEG 1000 é
30-40 °C, PEG 4000 ¢ 50-58 °C e 0 PEG 20000 é 60-63 °C (WANG et al, 2009). Estas baixas
temperaturas de PF sdo vantajosas para a obtencdo de DS pelo método de fusdo (LEUNER;

DRESSMAN, 2000).

H H
HO——C— (CH,— 0—CHj),—C——OH
H H

Figura 3. Estrutura quimica do mondmero de PEG

Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

Dentre os materiais poliméricos, os derivados da celulose sdo bastante populares,
principalmente a HPMC. Este polimero € descrito pela farmacopéia européia como uma parte
da celulose orto-metilada e da celulose orto-2-hidroxipropilada (Figura 4). Classifica-se com
um éter de celulose onde os hidrogénios e grupos hidroxilas da celulose foram parcialmente
substituidos por grupos alquila, substituidos para modificar as caracteristicas da celulose
nativa (GUIMARAES et al., 2008).

A popularidade do HPMC esta associada a natureza nao todxica, biocompativel e
biodegradavel, a pequena influéncia das variaveis de processamento sobre a liberacdo do
farmaco e sua facilidade de compressdo. Uma das caracteristicas mais importantes deste
polimero hidrofilico linear é a sua capacidade de solubilizacdo de farmacos de baixa
solubilidade em comparacdo a outros polimeros hidrossoliveis (LYRA et al., 2007;
GUIMARAES et al., 2008). Além do fato de que o seu emprego previne ou retarda o efeito de

nucleacdo que leva a recristalizagdo do farmaco, podendo ser associado a outros polimeros em
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distintas formulacdes; e de acordo com a viscosidade do tipo de HPMC escolhido, possibilita
uma liberacdo prolongada (KAPSI; AYRES, 2001).

O HPMC ¢ bastante soltvel em &gua, misturas hidroalcoodlicas e solventes clorados, ndo
sendo soltvel em etanol puro (KUSHIDA et al., 2002).Usualmente é relatada a preparacao de
DS com HPMC utilizando misturas de solventes com diclorometano pelo método de solvente

(YAMASHITA et al., 2003).

Figura 4. Estrutura quimica do mondmero de HPMC

As propriedades fisico-quimicas deste polimero sdo fortemente afetadas por
modificacdes nos grupamentos metoxi (OCH) e hidroxipropoxi (OCH-CH (CH) OH), e pelo
peso molecular. A USP distingue quatro diferentes tipos de HPMC: HPMC 1828, HPMC
2208, HPMC 2906 e HPMC 2910. Os dois primeiros nameros indicam a percentagem de
grupos metoxi, os dois Ultimos ndmeros, a percentagem de grupos hidroxipropoxi,
determinados apds secagem a 1058°C por 2 h. (SIEPMANNA,; PEPPAS, 2001). Na obtencao
de DS é relatada a utilizacdo dos diferentes tipos de HPMC, ndo havendo um predominio de
um determinado tipo, demonstrando que a escolha é realizada de acordo com a finalidade

pretendida.
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Novos carreadores

A utilizacdo de carreadores anfifilicos constituidos de lipidios como agentes
solubilizantes como o Gelucire® e a Vitamina E TPGS (TPGS), tem atraido recente interesse
nos estudos de incremento de solubilidade de farmacos.

Gelucires® sdo glicerideos saturados poliglicosilados constituidos de mono-, di-, e tri-
glicerideos e de mono- e di- ésteres de acido graxo de polietilenoglicol. Quando em contato
com os fluidos aquosos, essa substancia forma uma fina emulsdo, que possibilita a
solubilizacdo da substancia ativa. Além disso, suas propriedades permitem o controle da
liberacdo do farmaco na formulacdo. As substdncias com baixo equilibrio hidrolipidico
podem ser empregadas para diminuir a velocidade de dissolucdo de farmacos e as com alto
EHL s&o utilizadas para uma rapida liberagdo (KARATAS; YUKSEL; BAYKARA, 2005).

O TPGS ¢é um derivado da vitamina E soltivel em agua que consiste em um grupo polar
hidrofilico de polietilenoglicol e uma cauda lipofilica, constituida de tocoferol succinato,
resultando um tensoativo de propriedades anfifilicas (EHL~13). Assim como o Gelucires®, o
TPGS apresenta a vantagem de formar espontaneamente emulsdes, facilitando a solubilizacao
de farmacos lipofilicos quando em meio aquoso, por apresentar uma baixa concentracdo
micelar critica, garantindo o incremento da absorcdo gastrointestinal (KHOO; PORTER,;
CHARMAN, 2000).

A utilizacdo da associacdo do Gelucires® e do TPGS em formulacdes com PVP
mostrou-se eficiente na reducdo na taxa de cristalizagdo, evento comum quando se utiliza
carreadores com baixo ponto de fusdo. Sendo, contudo, o aumento da biodisponibilidade a
maior vantagem oferecida por estas formulacdes a base de lipidios (KHOO; PORTER,;
CHARMAN, 2000).

O Labrasol®, um tensoativo da mesma natureza quimica como Gelucires®, também vem

sendo extensivamente explorado para aumentar a solubilidade e permeabilidade intestinal e
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biodisponibilidade oral de farmacos pouco solGveis em agua. Apresentando-se como um
liquido transparente e com valor de EHL de 14 (KARATAS; YUKSEL; BAYKARA, 2005;
KOGA et al., 2006).

Apesar de ndo ser um tensoativo, 0s polaxamers, conhecidos comercialmente como
Lutrol®, também vem sendo relatados na preparacdo de DS, devido a sua propriedade
emulsionante nesse sistema. Sua constituicdo intercalar de unidades de copolimero
hidrofilicas e hidrofébicas possibilita sua ampla utilizagdo como agentes solubilizadores,
molhantes e estabilizadores de suspensdo. Como exemplo dessa classe tem-se o Poloxamer
188, que é um copolimero composto de duas cadeias hidrofilicas de polioxietileno ligadas por
uma cadeia hidrofobica de polioxipropileno, que vem sendo frequentemente selecionado

como carreador na dissolucao de farmacos pouco soltveis em agua (SHAH et al., 2007).

DISPERSOES SOLIDAS EM SISTEMAS MULTICOMPONENTES COM
CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) constituem uma nova classe de excipientes farmacéuticos
utilizado com sucesso pela industria, conhecidas principalmente por formar complexo de
inclusdo com uma variedade de moléculas de baixa hidrossolubilidade, tanto em solucédo
como no estado sélido (RIBEIRO; FERREIRA; VEIGA, 2003).

Devido sua estrutura tronco-conica, formada por moléculas de D-glicose, possui
capacidade de complexacdo molecular através da substituicdo das moléculas de agua
encontradas no meio e no interior da cavidade, que possuem elevada entalpia, por moléculas
hospedes com caracteristicas hidrofdbicas. Trata-se de um processo energeticamente viavel
por promover uma alteracdo favoravel de entalpia, aumento de entropia e reducdo da energia
total do sistema, fatores que contribuem para 0 aumento da estabilidade do complexo

formado. Interacdes eletrostaticas de Van der Waals, interacfes hidrofébicas, ligacGes de
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hidrogénio, também contribuem para formacdo e estabilizacdo dos complexos de incluséo
(GUEDES et al., 2008).

No entanto, a eficiéncia de complexagdo de CDs muitas vezes pode se apresentar baixa,
levando consequlientemente a utilizacdo de significantes quantidades de CDs para solubilizar
pequenas proporcdes de moléculas hidrofébicas. Logo, apesar dos avangos no campo
farmacéutico resultantes da utilizacdo de CD na melhora da solubilidade nem sempre séo
suficientes, sendo necessario o continuo esforco em tentar melhorar formulagdes contendo
complexos farmaco-CD (ASBAHR et al., 2009).

Com essa finalidade, vem-se propondo a obtencdo de complexos ternarios entre
farmaco, CD e um terceiro componente. Dentre as substancias que vem sendo utilizadas
adicionalmente na formacdo desse sistema podemos citar os hidréxi-acidos e polimeros
hidrossoltveis (RIBEIRO; FERREIRA; VEIGA, 2003); seguido, em geral, de um tratamento
térmico que promove a formacdo de complexos poliméricos, também denominados de co-
complexos ou sistemas/complexos multicomponentes. Essa associacdo tem sido de interesse
relevante aos conhecimentos cientificos e tecnoldgicos devido as caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas dos farmacos que sdo otimizados juntamente com essa associacao
(RIBEIRO et al., 2005; VALERO et al., 2003).

Essa técnica provoca um efeito sinérgico na solubilidade, estabilidade e capacidade de
complexacdo do principio ativo, o que permite diminuir as quantidades de CDs presentes na
formulacdo, inclusive em solucdes aquosas (LOFTSSON; MASSON; BREWSTER, 2004).
Para os polimeros, que sdo mais utilizados, demonstrou-se que o efeito solubilizante das CD é
adicionalmente potencializado pelo uso dos mesmos em baixas concentragfes (PETRY;
BORGHETTI; BASSANI, 2007).

As principais classes de polimeros hidrossolveis empregados na obtengédo de sistemas

multicomponentes de complexacdo sdo: (1) Polimeros semi-sintéticos derivados da celulose:
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metilcelulose (MC), hidroxietilcelulose (HEC), hidroxipropilcelulose (HPC), HPMC,
hidroetilmetilcelulose (HEMC) e carboximetilcelulose sédica (Na-CMC). (2) polissacarideos
naturais ou polipetideos: inulina, pectina, alginato de sodio, agar, caseina, carragenina,
quitosana, escleroglucano e mucina. (3) polimeros sintéticos do tipo polivinilo ou co-
polimeros de &cido acrilico e outros polimeros (polimeros neutros ou com carga iénica): PVP,
alcool polivinilico (PVA) e brometo de hexadimetrina (HDMB) (ASBAHR et al., 2009).

As interacdes entre polimeros e CD tém sido intensamente estudadas. Num desses
estudos, verificou-se que entre diversos polimeros, a a-CD se complexa de forma mais
eficiente com o PEG. Outros polimeros como o polipropilenoglicol e poliisobutileno, formam
melhores complexos com a B-CD e y-CD (WULFF; ALDEN, 1995).

Contudo, também foi relatado que em solugdes aquosas os polimeros tanto podem
aumentar como diminuir a complexacdo com CDs. Como exemplo disto, temos o
propilenoglicol, que reduz a complexacdo de alguns farmacos, agindo como um concorrente
da molécula hdspede, enquanto a adicdo de PVVP aumenta significativamente as constantes de
estabilidade de alguns complexos farmaco-CD, provavelmente pela formacéo de complexos
ternrios ou co-complexos (WULFF, ALDEN, 1995). Como verificado no complexo formado
entre a hidrocortisona e hidroxipropil-p-ciclodextina (HP-B-CD), onde evidenciou-se um
aumento na constante de associacdo do complexo de 890 para 1070 M™, na presenca de
0.25% (p/v) de PVP (BIBBY; DAVIES; TUCKER, 2000).

A avaliacdo do incremento da solubilidade aquosa obtida através dessas interacdes é
realizada através de caracterizages fisico-quimicas por distintas técnicas analiticas. Ribeiro et
al. (2005), confirmaram a formacdo de complexos multicomponentes da vimpocetina com
acido tartarico, polimeros hidrossoliveis como HPMC e PVP K-30 e sulfabutiléter-p-
ciclodextrina (SBEBCD), no estado sdlido, através da microscopia eletronica de Varredura

(MEV), anélises térmicas, difracdo de raios-X, espectroscopia de infra-vermelho com
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transformada de Fourier e ressonancia magnética nuclear. Essas caracteriza¢cbes demonstram
quanto a caracterizacdo dos complexos formados sdo importantes na avaliacdo do incremento
de solubilidade alcangado e da estabilidade dos mesmos, possibilitando o desenvolvimento

racional desses sistemas.

CONCLUSAO

Diante das técnicas aplicadas para o incremento de solubilidade de farmaco pouco
hidrossoltuvel, o emprego de DS tem se destacado como um dos avancos nas areas de
pesquisas no campo farmacéutico. Diversos polimeros hidrofilicos tém sido utilizados com
esta finalidade. Além desses, a adicdo de agentes surfactantes com propriedade emulsionante
também vem sendo utilizados. Bem como a associacdo de DS a ciclodextrinas na formacéo de
sistemas multicomponentes. Portanto, mesmo com os varios métodos de obtencéo e diferentes
tipos de agentes carreadores, investigaces tém sido aprofundadas no desenvolvimento de DS

mais eficientes frente as melhorias observadas na dissolucéo dos farmacos.
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140/444 Tecnologia Farmacéutica - Revisao

Ciclodextrinas: como adjuvante tecnologico para
melhorar a biodisponibilidade de farmacos

Cyclodextrins: as a technological adjuvant to improve drugs’ bioavailability

Francimary de Lima Guedes, Gelsiane Maria Cavalcante Alves, Fabiana Licia Araujo dos Santos, Larissa Fantini de Lima,
Larissa Araujo Rolim & Pedro José Rolim Neto

RESUMO - O uso de ciclodextrinas (CDs) em aplicagdes farmacéuticas envolvendo solubilizagdo, tem se
expandido exponencialmente a cada década. Isto se deve ao fato das ciclodextrinas possuirem proprieda-
des complexantes capazes de promoverem o aumento da solubilidade, dissoluc¢ao e biodisponibilidade de
farmacos poucos soluveis. Derivados estruturais das ciclodextrinas naturais, com maior capacidade de
inclusdo, tém despertado o interesse farmacéutico, estando presentes na composigao dos medicamentos
hoje comercializados na Europa, Japao e Estados Unidos. As vantagens de aplicagdo das ciclodextrinas
justificam o seu uso atual nas diferentes formas farmacéuticas. A formagao dos complexos de inclusao esta
condicionada a diversos fatores limitantes, como forma, tamanho e polaridade das moléculas hospedes. E
necessario ter condigoes ideais para se obter a efetiva encapsulagdo molecular. Isso significa dizer que,
nem toda molécula, com limitagoes de solubilidade, seja complexada. Entretanto, artificios mais recentes
de complexagado envolvendo sistemas ternarios ou quaternarios, conhecidos como multicomponentes, tém
obtido sucesso na eficiéncia da complexagado, onde a aplicagao dos sistemas binarios (Farmaco-CD), nao
era efetiva ou vantajosa.

PALAVRAS-CHAVE - Ciclodextrinas; complexos de inclusdo; solubilidade aquosa; biodisponibilidade;
complexos multicomponentes.

SUMMARY - The cyclodextrins use in pharmaceutical applications involving solubilization has exponen-
tially expanded at every decade. This happens because ciclodextrins possesses complexing properties
which are capable as providing an increase in solubility, dissolution and biodisponibility of low soluble
drugs. Structural natural cyclodextrins derivatives with higher inclusion capability have stimulated phar-
maceutical interest, being present in the drugs composition which are actually sale in Europe, Japan and
in the United States. The cyclodextrins advantages and application justify its actual use in dilferent
pharmaceutical forms. The formation in inclusion complexes is subject to various limited factors, as form,
size, and host molecules polarity. Ideal conditions are necessary to obtain an effective molecular capsu-
lation. This means that not all molecules with limited solubility will be complexed. However, recent
complexing mechanisms involving ternary and quaternary systems, known as multiple components, have
obtained successful results in the complexation efficiency, where the binary system application was nei-
ther naor effective advantageous.

KEYWORDS - Cyclodextrins; inclusion complexes; water solubility; bioavailability; multicomponent com-
plexes

J

INTRODUCAO

proximadamente hd 117 anos, foram descobertas

as primeiras ciclodextrinas (CDs), isoladas por A.
Villiers, em 1891, a partir de produtos de degradagao
de amido. Entretanto, uma abordagem mais detalhada
desses oligossacarideos ciclicos, envolvendo sua
preparacdo, isolamento e caracterizagdo, foram
realizados, posteriormente, por Franz Schardinger, em
1903 ¢ 1911 (DOUCHENE & et al., 1986).

A estrutura quimica das ciclodextrinas, suas proprie-
dades fisico-quimicas e suas habilidades em formar
complexos de inclusédo, foram confirmadas no periodo
entre 1935 a 1955, por Freudenberg, French, Cramer e
colaboradores (UEKAMA, 1999). Freudenberg, em

1939, propds o mecanismo de formagao das CDs por
agao da enzima ciclodextrina-d-glicosiltransferase (CG-
Tase) sobre o amido (CLARKE, & el al., 1988). Porém,
as pesquisas sobre CDs chamaram atengao a partir de
1950, particularmente, com os estudos de Cramer, que
descobriu sua atividade catalitica em algumas reacoes
(NAKAMURA & HORIKOSHI, 1977).

Devido ao baixo grau de pureza, elevados custos
de produgdo, as CDs eram produzidas em quantida-
des muito pequenas até 1970, inviabilizando sua apli-
cagdo industrial. Avangos biotecnolégicos na descober-
ta da sequéncia e clonagem da maioria dos genes das
CGTase ocorridos apds esta data, disponibilizaram es-
sas enzimas a reduzido custo, promovendo um drama-
tico aumento na producao das ciclodextrinas naturais
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(@CD, BCD e ¥CD) contribuindo, decididamente, para
a produgdo de CDs em larga escala, com alta pureza e,
consequentemente, para a expansdo das suas aplica-
goes a nivel farmacéutico (LOFTSSON & MASSON,
2001).

Na industna farmacéutica, as CDs tém sido particu-
larmente usadas devido as suas propriedades comple-
xantes, por aumentar: a solubilidade e dissolugao dos
larmacos pouco soluveis, sua biodisponibilidade e es-
tabilidade, diminuir a irritagao gdstrica, dérmica ou
ocular causada por deferminados férmacos, diminuir
ou eliminar odores ou sabores desagradaveis, prevenir
interagoes entre diferentes farmacos ou entre farmacos
¢ excipientes (SZEJTLI, 1994).

Esta revisao se propde a relatar de forma geral, as
atualidades que envolvem o uso de ciclodextrinas como
excipientes farmacéuticos, fazendo uma abordagem
sobre seus principais derivados quimicos, 0 mecanis-
mo da complexacdo, suas implicagoes biofarmacéuti-
cas e toxicologicas. Aplicagdes em sistemas multicom-
ponentes também foram abordadas.

Evolugao cientifica e tecnolégica em ciclodextrinas

Todos os anos, as CDs originam a publicagdo de
aproximadamente 1,000 artigos e resumos cientificos,
com aplicagées farmacéuticas (SZEJTLI, 2004). Mais
de 30% das 200 novas patentes relacionadas & CDs,
publicadas anualmente no Chemical Abstracts, desti-
nam-se a aplicacoes farmacéuticas (ZHANG & REES,
1999).

O numero de publicagoes e patentes tem se ex-
pandido exponencialmente a cada década. Das 39.679
publicagoes, até margo de 2007, uma parte significati-
va esta dedicada ao uso farmacéutico das CDs como
solubilizantes (BREWSTER & LOFTSSON, 2007), (Fi-
qurda 1),

P rinas (barras )

PG 3 - Log do nu de ¢o Ik com clolod
aplicacdos larmachuticas envolvendo (b Pretas)
Como INKEado na SEIFinder (ACS.COLUMBUS.CH) om Marco, v o

Derivagao quimica das ciclodextrinas

O uso farmacéutico das ciclodextrinas naturais (aCD,
BCD e yCD) vem sendo gradativamente substituido,
ao longo dos anos, pelos seus derivados semi-sintéti-
cos que oferecem maior capacidade de inclusao, solu-
bilidade aquosa, estabilidade e menor toxicidade, de-
vido as alteragdes das suas propriedades fisico-quimi-
Cas onginais

Embora a BCD tenha aplicagdo muito freqiiente nas
formulagoes comerciais disponiveis atualmente, ela
apresenta uma solubilidade agquosa muito limitada
(1,85% m/v a 25°C) devido a estrutura rigida resultan-
te da formacéo de pontes de hidrogénio intramolecula-
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res entre seus grupos hidroxilicos secundanos C.OH e
C,OH das unidades de glicose (FROMMING & SZE-
JTLI, 1994). (Figura 2).

Grupeon hidroxiicos peinuirio

" 1 Corupeon hidronbicos secumndirion

FIG. 2 - Rep ¢ao da b © hous grup \con 1ad

As modificagoes quimicas das CDs localizam-se,
basicamente, nos grupos hidroxilico primario e/ou se-
cunddrio por ligagoes de diferentes grupos funcionais
(Tabels 1), A derivatizacao dos grupos hidroxilicos li-
gados aos atomos de carbono C,, C, e C, das umdades
de glicose, torna impossivel o estabelecimento de lga-
coes de hidrogénio intramoleculares, alterando assim,
as propriedades fisico-quimicas das CDs naturais
(LOFTSSON & BREWSTER, 1997). A introdugao de
diferentes substituintes ao nivel dos grupos hidroxili-
cos da BCD, tém resultado num aumento significativo
da sua solubilidade aquosa (SZEJTLI, 1991).

TABELA |
Medicamentos contendo as principais ciclodextrinas derivadas

Fhrmace/C0s Nome Comercial  Forma Farmacdutica  Compaohis (Paix)
2. Midroxi-propil-f-ciclodextrine (HPSCD)

R=CH,CHOMCH,

Cisapride Progrsid Suposiien Jangsen (Europa)
Hdrocotisona Dexocont Solugho Actas (Europa)
Indometacing indocd Solugso otidimica Chrauvin (Eunps)

Rraconazol Sporanon Solgiocale iy, Janssan (Eurtipa)

Maomcing Maozyteex Infasdoiv Norats (Evopa)

SuModutii-éter S-ciclodexirina sal sodico (SBESCD)
A= (CH,) S0, Na*
Aspriprazol Abiity Solugho Otwoka Pravm. (USA)
Vorconazole Viond Sokglo | v Plzar (USA, Europe, Jadan)
Randdmica metilada [ciciodextrina (RMPBCD)
R« -CH,
175 Esndicd Agodol Spray rasal Sevior (Evopa)
Canntoncol Cococd Solugho oftaimica Ofmider (Ei:opa)
Ingulra Spray rasal Sean
2-Hydroxi-propil-peiclodextrina (HPYCD)
R=CH,CHOHCHN,
Diclotenaco sal sédico Voltaren Solugio ottdimca Nowvans [Europs)
Te-99 Teobornxme Cardo Tec Solugda | v Bracoo(USA)

Atualmente, existem centenas de derivados, mas
apenas alguns sao de maior interesse farmacéutico,
Entre eles, os derivados hdroxialquilados, isto é, os
derivados hidroxipropil da BCD e yCD (HPBCD e HPy-
CD, que derivam da substituicao dos grupos hidroxili-
cos em C,, C, e C, por substituintes 2-hidroxipropil);
os metilados da BCD, como, por exemplo, 2,3,6-metil-
BCD, derivado metilado aleatdrio na posigao C, C, ou
C,, cuja designacao anglo-saxonica ¢ randomly me-
thylate B-cyclodextrin (RMBCD) e as sulfobutil-éter BCD
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(SBEBCD), poli-anibnica, cuja substituigdo em
R=-{CH,),SO, Na" podera complexar moléculas neu-
tras, nao somente pela inclusao na cavidade das CDs,
mas também, por interagdo com as cadeias alquilo dos
substituintes (OKIMOTO, 1996; THOMPSON, 1997;
ZIA, & etal,, 2001; MOSHER & THOMPSON, 2002).

Esses derivados destacam-se pela maior aplicagao
em tecnologia farmacéutica como excipientes (Tabeia
I} e pela sua produgdo em larga escala. A derivatiza-
cao das ciclodextrinas naturais oferece eficiéncias de
complexacdo, geralmente superiores, devido ao pro-
longamento do espago hidrofébico da cavidade das CDs,
prom vido pela introdugdo dos substituintes (MOSHER
& THOMPSON, 2002; VEIGA, & et al., 2006).

A HPBCD foi recentemente incorporada a farmaco-
péia européia e americana, além de ser citada na lista
de excipientes farmacéuticos considerados inativos pelo
FDA e, uma monografia sobre a SBERCD, pode ser
encontrada na ultima edigéo do Handbook de excipien-
tes farmacéuticos (AMERICAN PHARMACEUTICAL
ASSOCIATION, 2006).

Esses dois mais importantes derivados das CDs es-
tdo presentes na maioria das patentes publicadas na
ultima década. (Figura 3) (UEKAMA, & et al., 2006).
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Mecanismo da complexacao e sua dissociacao

+ Fatores que influenciam a formacgao do complexo de
inclusao

O ambiente lipofilico da cavidade interna das ciclo-
dextrinas propicia condigoes favordveis para a forma-
¢ao de complexos de inclusao (farmaco-CD) com com-
postos hidrofobos quando se encontram numa solugao
aquosa, pela formacao de uma matriz micro-heterogé-
nea nesse solvente polar (FROMMING & SZEJTLI,
1994),

Ligagoes ndo covalentes sao formadas e quebradas
durante a formacao dos complexos, e em solugao aquo-
sa, esses complexos sao rapidamente dissociados. A
taxa de lormagdo e dissociacdo dos complexos é muito
proxima, sendo sua semi-vida de apenas alguns milé-
simos de segundo, o que significa que os complexos
farmaco-CD estdo continuamente sendo formados e
dissociados (STELLA, & et al., 1999).

Fatores estereoquimicos relacionados com a forma
e tamanho das moléculas hospedes, sua compatibili-
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dade geométrica com a cavidade da CD hospedeira e,
também sua polaridade, condicionam o processo de
incluséo (VEIGA & et al., 2006),

A encapsulacao molecular consiste na substituigdo
das moléculas de dgua, que possuem elevadd ental-
pia, por moléculas hospedes adequadas, Trata-se de
um processo energeticamente viavel por promover uma
alteracgdo favordvel de entalpia, aumento de entropia ¢
redugao da energia total do sistema, fatores que con-
tribuem para o aumento da estabilidade do complexo
formado (SAENGER, 1980; SZEJTLI, 1998). Interacoes
eletrostaticas de Van der Waals, interacoes hidrofabi-
cas, ligagoes de hidrogénio, também contribuem para
formagao e estabilizacao dos complexos de inclusao,

Esse equilibrio termodinamico estabelecido entre o
complexo formado e os respectivos componentes no
estado livre, pode ser quantitativamente descrito, atra-
vés da constante de estabilidade ou constante de dis-
sociagao (Ke) (LOFTSSON & et al., 1999).

Os valores de Kc sao fregiientemente encontrados
entre 50 & 2000M "’ com valores médios de 130, 490 e
350M "' para as aCD, BCD e yCD, respectivamente
(RAO & STELLA, 2003).

A determinacao da constante de dissociacao (Kc)
pode ser extraida por diferentes métodos, entre eles,
estdao o diagrama de solubilidade de fases, métodos
espectroscopicos e espectrofotométricos, valores de pKa
e tempo de retengao em HPLC (CHADHA, & et al,
2004),

* Diagrama de solubilidade de fases

O método de solubilidade de fases desenvolvido
ploneiramente por HIGUCHI & CONNORS, em 1965,
¢ habitualmente utilizado na determinagao da constante
de estabilidade ou constante de dissociacao (Kc), as-
sim como, também na determinagao da estequiometria
de equilibrio da complexagédo.

Segundo essa teoria, existem dois tipos de perfis: A
e B (Fiqura 4),

[F¥maco)

|Clclodextrina)

FIG. 4 - Diagrama de solubiiidade te tases para thrmaco o ciciodextring (HIGUCHI &
CONNORS, 1985).

Trés subtipos de A;

Perfil A, onde hd um aumento linear da solubilida-
de do farmaco em fungdo do aumento da concentracao
de ciclodexting,

O perfil A, quando a solubilidade obtida possui um
desvio positivo da lineanidade, isto é, a solubilizagao é
mais efetiva proporcionalmente em altas concentragoes
o

A.. onde ha o desvio negativo da lineandade, indi-
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cando que a CD é proporcionalmente menos efetiva
em altas concentragoes (BREWSTER & LOFTSSON,
2007).

Os perfis do tipo B (B, e B)) indicam a formagao de
complexos com limitada solubilidade aquosa, tradicio-
nalmente observada nas ciclodextrinas naturais, espe-
clalmente na PCD e, em alguns casos, a solubilidade
chega a ser inferior & da molécula héspede, precipi-
tando a medida que ocorre a encapsulagao (CUNHA-
FILHO & SA-BARRETO, 2007).

O efeito biofarmacéutico da complexacao

* Biodisposicao

O aumento da biodisponibilidade de farmacos atra-
vés da complexacdo com CDs é obtido devido ao in-
cremento de solubilidade, dissolu¢do, molhabilidade
e permeabilidade que estes compiexos promovem in-
diretamente ao farmaco hospede, uma vez que, a pre-
senca das lhdroxilas livres na parte externa das CD's
confere a essas moléculas, um caréter hidrofilico, per-
mitindo a "dissolugao” em meio aquoso de compostos
(hospedes) de baixa solubilidade (BRITO & et al.,
2004).

Em outras palavras, as CDs funcionam como trans-
portadores moleculares, carregando as moléculas hi-
drofébicas héspedes em solugdo até as membranas ce-
lulares lipofilicas (para qual apresentam maior afini-
dade), facilitando sua absorgao (Figura 5).

Mimbreas ranrier Meesbe ams

Narveies de Sfacs
E lpetita s

Pt P
f i
5 — & 5+~

::

Clrrvlag*s

na sobre a biodisponibilidade apos

FIG. 8 - Eteno ds complexacho fhrmaco-ciclodextri
“ céo nbo p (Adaptado de LOFTSSON & ot al , 2005).

A absorgao das CDs pelas membranas celulares ¢
msignificante, devido ao seu elevado tamanho (massa
molecular de quase 1000 para mais de 2000) e superfi-
cie hidrofilica (RAJEWSKI & STELLA, 1996; LOFTS-
SON & MASSON, 2001; LOFTSSON & ef al., 2003).

A metabolizagao das CDs ocorre no colon e os pro-
dutos da degradacao, especialmente as CDs naturais,
sdo absorvidos tais como os produtos resultantes da
degradacdo do amido e excretados sob forma de dioxi-
do de carbono e égqua (GERLOCZY & et al., 1986).

As CDs quimicamente modificadas (derivadas) pos-
suem maior resisténcia a hidrélise enzimética, sendo
excretadas nas fezes, principalmente, na sua forma in-
tacta, nao metabolizada (IRTE & UEKAMA, 1997).

* Toxicidade oral e parenteral

Estudos de toxicidade demonstram que a adminis-
tragdo oral das CDs ndo oferece risco de intoxicagao,
sendo praticamente atoxicas, mesmo em elevadas do-
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ses, devido a limitada absor¢do gastrintestinal (IRIE &
UEKAMA, 1997; THOMPSON, 1997; HIRAYAMA &
UEKAMA, 1999; AMERICAN PHARMACEUTICAL
ASSOCIATION, 2006).

As ciclodextrinas naturais «CD e fCD, juntamente
com um grande niumero de derivados alquilados, apre-
sentam nefrotoxicidade e atividade hemolitica, por re-
mogao de colesterol, fosfolipidios e proteinas apds ad-
ministra¢do parenteral. Isto acontece devido a precipi-
tagdo das CDs nos rins (pela sua solubilidade limita-
da) e formagao de complexos com o colesterol (IRIE &
UEKAMA, 1997; STELLA & RAJESWSKI, 1997; DAVIS
& BREWSTER, 2004). Por essa razao, a utilizacao des-
sas duas ciclodextrinas em formulagoes injetdvers é
muito restrita.

Por outro lado, estudos toxicologicos comprovam a
sequranc¢a na administracao, ainda que por via paren-
teral, das CDs HPBCD, SBEBCD, G,fCD, yCD e fCD
sullatadas (IRIE & UEKAMA, 1997; HIRAYAMA &
UEKAMA, 1999),

Aplicacoes das ciclodextrinas em formas farmacéuticas

* Formas farmacéuticas solidas

A aplicagao das CDs em formas larmacéuticas soli-
das promove o aumento da velocidade e extensao de
dissolugao dos farmacos, por consequéncia, do aumento
da solubilidade, molhabihidade e alteragao no estado
cristalino (VEIGA, & et al,, 2006). A complexacao di-
minui a irritagdo local proveniente de alguns farmacos
e modifica o tempo de liberagio durante o transito gas-
trintestinal (STELLA & RAJESWSKI, 1997).

* Formas farmacéuticas liquidas

A complexagdo promove o controle da natureza ti-
xotropica das suspensoes, atenua sabores e odores de-
sagradaveis, melhora a estabilidade quimica e solubi-
hdade. Entretanto, existem casos onde a complexacao
potencializa a degradacao, por promover reagoes de
hidrolise nos farmacos complexados por ataque nucieo-
filico dos grupos hidroxilicos da CD (LOFTSSON &
BREWSTER, 1996).

* Formas farmacéuticas semi-solidas

Aplicagoes de CDs nesses sistemas favorecem o
aumento da liberagdo do farmaco, sua permeacao, além
de promover sua estabilizagdo na lormulacao e dimi-
nuigdo da irrtagdo topica (MATSUDA & ARIMA, 1999).

* Formas farmacéuticas parentéricas

Reducgdo da irritagdo muscular induzida por alguns
farmacos no sitio de aplicacao, estabilizacao de farma-
cos instaveis em ambiente aquoso, preparacao de sus-
pensoes para utilizagdo parenténca, com redugao do
tamanho de particula dos farmacos nos complexos de
inclusao, especialmente, pela utilizacao de técnicas de
preparacao, tais como, a secagem por pulverizacao
(VEIGA & el al., 2006).

Estratégias atuais no aumento da eficacia da
complexacao

A induistria farmacéutica que investe milhoes de
euros em pesquisas, e ¢ parceira da quimica fina na
busca de novos ativos farmacologicos, depara-se hoje,
com o fato das novas entidades quimicas que surgem
como potenciais farmacos, apresentarem, cada vez mais,
problemas de solubilidade. Um problema que, por ve-
zes, nao é solucionado com a complexacao em siste-
mas binarios (férmaco-CDs).
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Diante desse fato, a tecnologia farmacéutica atual
langa mao de novas estralégias de complexagao que
suplantam os sistemas binarios, dando lugar a forma-
¢ao de complexos multicomponentes.

* Complexos multicomponentes com polimeros

Em determinadas situacoes, a eficiéncia da comple-
xagao com CDs & baixa, exigindo quantidades invia-
vels (para o uso nas formas farmacéuticas solidas ou
liquidas) do agente complexante. A eficiéncia da com-
plexagao das CDs € aumentada por adi¢do minima de
polimeros hidrossoluveis. O aumento da solubilidade
se da por um efeito sinérgico, onde a CD é considera-
da como agente complexante e, o polimero, como co-
complexante (LOFTSSON & FRIARIKSDOTTIR, 1998).

Polimeros hidrossoluveis tém vasta aplicagao como
excipientes farmacéuticos e sdo capazes de interagir
com os farmacos, com as CDs (HLADON & CWITER-
NIA, 1894) e também com os complexos binarios far-
maco-CD (VALERO & et al., 2003).

Vénos autores tem demonstrado a possibilidade do
uso dos polimeros na formagao de complexos multi-
componentes (RIBEIRO & et al., 2003; LOFTSSON &
MASSON, 2004).

Sequndo LOFTSSON, existem trés categorias de po-
limeros usados para obtengao de sistemas terndrios de
complexagao, a saber: polimeros semi-sintéticosos de-
rivados da celulose; polissacarideos naturais ou poli-
peptideos e os polimeros sintéticos, tipo polivinilo ou
co-polimeros de acido acrilico (LOFTSSON, 1995).

Complexos quaternarios sao também descritos na
literatura, envolvendo o farmaco, a CD, o polimero e
um quarto componente, que pode ser acido tartarico
(RIBEIRO & et al., 2005) ou fons magnésio (YAMAKA-
WA & NISHIMURA, 2003).

* Complexos multicomponentes com hidroxi-acidos

Geralmente sao formados a partir de um farmaco de
carater basico, a CD e um hidroxi-acido. Aqui, 0 aumen-
to da eficiéncia da complexagao resulta da formagao de
um sal do farmaco basico com um hidroxi-4cido comple-
xados pela CD, O superior incremento da solubilidade
alcancado nesses complexos, evidencia o aumento da
eficiénaa da complexagao (PIEL & et al., 1999),

Os sais de tdrmaco formados com contra-ions, com
potencial tensoativo, que estdo complexados pelas CD
e a capacidade de formar micelas, explicam o aumento
sinérgico da solubilidade dos farmacos em sistemas
multicomponentes deste tipo. Tais informacoes foram
elucidadas por ressondncia magnética nuclear dos com-
plexos nos trabalhos de FAUCCI & REDENTI (FAUC-
Cl & et al, 2000; REDENTI & el al., 2000).

+ Complexos multicomponentes com aminoacidos

Farmacos com cardter acido podem ser complexa-
dos num sistema multicomponentes com aminoacidos
que possuem carater basico. Estes interagem com as
CDs por ligagoes de hidrogénio e com os farmacos por
formagoes de sais, resultando num aumento de solu-
bilidade sinérgico, devido a formagao de um complexo
multicomponente (MORA & et al., 2003; MURA & et
al, 2003).

CONCLUSAO

A grande maioria das novas entidades quimicas,
candidatas a farmacos, apresenta limitagées de solubi-
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lidade e, consequentemente, de dissolucao, Isso se
agrava quando se sabe que muitos dos firmacos exis-
tentes no mercado farmacoquimico e farmacéutico, ne-
cessitam de novas formulagoes visando melhorias.

Dentro desse contexto, o empreqo das ciclodextri-
nas assume um impacto significativamente benéfico no
sentido de ser uma op¢do vidvel para contornar tais
problemas de solubilidade dos farmacos, sua respecti-
va dissolugdo, absor¢ao e biodispombilidade desejada.

Muito se sabe hoje das peculiandades desses com-
postos. Entretanto, desafios freqiientes impostos pela
acelerada tecnologia contempordnea, sinalizam um
caminho vasto a investigagao onde talvez a aplicagao
das ciclodextrinas atuais seja apenas o topo de um “ice-
berg" tecnolégico que, ainda esta por vir, na pesquisa
e desenvolvimento de medicamentos, a partir de [ar-
macos, seus processos otimizados e formas farmacéuti-
cas.
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Desenvolvimento e validacdo de um método analitico
para quantificacado da B-lapachona por
espectrofotometria no ultravioleta.

(Aceito para publicacédo no Latin American Journal of Pharmacy)
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DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE UM METODO ANALITICO PARA QUANTIFICAGAO DA [3-

LAPACHONA POR ESPECTROFOTOMETRIA NO ULTRAVIOLETA

RESUMO

A B-lapachona é uma ortonaftoquinona natural extraida de plantas da familia Bignoniaceae,
como o Ipé Roxo (Tabebuia avellanedae Lor), arvore nativa do Brasil, ou sintetizada a partir
de seu isémero lapachol. A B-lapachona tém demonstrado uma série de a¢des farmacoldgicas
incluindo antibacteriana, antifingica, tripanossomicida, antiviral e antineoplésica. Nao ha
relatos na literatura de um método analitico espectrofotométrico para a quantificagdo de -
lapachona. Assim, o presente trabalho descreve o desenvolvimento de um método simples,
econdmico, rapido e preciso por espectrofotometria para a quantificacdo deste farmaco. O
método desenvolvido consiste na solubilizagdo da PB-lapachona em alcool etilico com
posterior diluicdo no sistema de solventes alcool etilico:dgua para quantificagdo em
ultravioleta (A=256nm). O método foi validado segundo parametros descritos pela
International Conference on Harmonization (Q2A/Q2B) e Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA) RE 899/03. Os resultados da validagdo mostram que o método é robusto,
linear, sensivel, preciso e exato dentro dos parametros avaliados.

Palavras-chave: p-lapachona, Espectroscopia, Oncologia, Quantificacdo, Validagéo.

ABSTRACT

The B-lapachone is a natural ortonaftoquinona extract of the Bignoniaceae plants, as Ipé Roxo
(Tabebuia avellanedae Lor), tree native to Brazil, or can be synthesized from its isomer
lapachol. The B-lapachone has demonstrated a range of pharmacological activities including
antibacterial, antifungal, trypanocidal, antiviral and anticancer. There are no reports in the
literature of a spectrophotometric method for quantification of B-lapachone. The present
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research describes the development of a simple, economical, fast and accurate for the
quantification of this drug. The method developed is the solubilization of B-lapachone in
absolute ethanol with subsequent dilution in the solvent system of absolute ethyl alcohol:
purified water for quantification by UV detector. The method was validated according
International Conference on harmonization (ICH Q2A /ICH Q2B) and National Health
Surveillance Agency of Brazil (RE 899/03) parameters. The results show that the validation
method is robust, linear, sensitive, precise and accurate within the parameters assessed.

Keywords: B-lapachone, oncology, quantification, spectroscopy, Validation.

INTRODUCAO

A B-lapachona, 3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b]pirano-5,6-diona, é um fito-
farmaco obtido principalmente do Ipé-roxo (Tabebuia avellanedae) da familia Bignoniaceae,
ou pode ser facilmente sintetizada do lomatiol, que € isolado das sementes de Lomatia
crescente na Australia.’™* Porém, por estar presente em pequenas quantidades in natura, é
comum a semi-sintese da B-lapachona de seu isémero lapachol através de uma termorreacao
controlada ou hidrélise com écido sulfdrico a frio.®*

A B-lapachona tem demonstrado uma variedade de efeitos farmacol6gicos como agente
antiviral, antifingico, antiparasitario e uma excelente atividade antineoplasica.”™? Através de
estudos in vitro e in vivo, tem apresentado resultados bastante satisfatorios para o tratamento
de diversas linhagens de cancer humano, especialmente naquelas refratarias aos tratamentos
convencionais, como leucemias e em particular neoplasias de ciclo celular muito lento, como
é 0 caso do cancer de prostata, célon e alguns tipos de ovério e mama.>%

O mecanismo de acdo da B-lapachona em células cancerigenas ndo estad completamente

definido, pois o entendimento deste mecanismo ¢ dificultado devido sua agdo ser direcionada

sobre multiplos alvos bioldgicos. Sabe-se que ela age de forma diferente de outros
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antineoplasicos por interagir diretamente inibindo a DNA topoisomerase I e Ila, impedindo a
replicacdo de células cancerigenas e promovendo a capacidade de apoptose celular por um
mecanismo particular, com posterior estimulacdo da ativacdo da caspase-7, ao invés de agir
estabilizando o complexo no DNA substrato como a grande parte dos anti-neoplasicos
existentes no mercado.’*® Além disso, o tratamento com p-lapachona aumenta a
sensibilidade das células tumorais aos agentes causadores de danos ao DNA, como radiacOes
ionizantes, e interrompe o ciclo celular da célula cancerigena.?***

Alguns métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia ja foram descritos na
literatura para a quantificacdo da B-lapachona quanto matéria-prima.>** Para a quantificacdo
de rotina, o desenvolvimento de um método por espectrofotometria de ultravioleta (UV) e sua
validacao analitica apresenta vantagens sobre os métodos ja existentes: simplicidade, rapidez,
sensibilidade adequada, conveniéncia operacional e baixo custo relativo de equipamentos e
reagentes. O método é baseado na medicdo da absorbancia maxima a um comprimento de
onda que caracteriza a substancia com adequacgé@o nas condigdes operacionais. Uma relagéo
linear entre a absorbancia medida e a concentracdo do principio ativo deve ser verificada.

Um método validado deve certificar que a metodologia analitica seja precisa, exata e
reprodutivel ao longo do intervalo especificado para a amostra que sera analisada,
assegurando, através de estudos experimentais, 0s requisitos da sua aplicacdo analitica,
garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos no uso rotineiro da metodologia em um
laboratério.”

Este trabalho visou o desenvolvimento e validacdo de um método simplificado por
espectrofotometria de UV para quantificacdo da [3-lapachona de acordo com os parametros de
robustez, linearidade, intervalo, limites estimados de deteccdo e quantificacdo, precisdo e

exatidao, estabelecidos na literatura e compéndios oficiais.>?
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MATERIAL E METODOS

Reagentes e Matéria-Prima
No desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica utilizou-se: B-lapachona
matéria-prima lote 103 (validade 02/2010), produzida pelo Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE - Recife, Pernambuco, Brasil); Padrdo
Secundério de B-lapachona produzido pela UFPE (lote: PSO1; validade: 12/2010; pureza:
99,26%), padronizado a partir do padrdo primario Sigma® Lote 31K1558; agua purificada
(Osmose Reversa Gehaka®); acetonitrila (Merck®); alcool metilico (Merck ®); alcool etilico

absoluto (Vetec®e Merck®).

Equipamentos
Balanca Analitica Bioprecisa®; Espectofotometro UV-Vis B582 Micronal®; Ultra-som
Marconi®. Para a reprodutibilidade foram utilizados os seguintes equipamentos: Balanca

Analitica Metller®, Espectofotometro UV-Vis com Varredura Varian®, Ultra-som Torthon®.

Desenvolvimento do método

Devido as caracteristicas quimicas da B-lapachona, que lhe proporcionam uma baixa
solubilidade, e baseado no método cromatografico relatado na literatura foram escolhidos para
o0 desenvolvimento do método como solventes de solubilizacdo da -lapachona a acetonitrila,
alcool metilico e &lcool etilico. >

Foram realizadas comparagdes entre amostras obtidas pelas técnicas de agitacdo por
ultrassonicacdo e por agitacdo magnetica, variando também o tempo da forma de agitacéo (5,
10 e 15 min).

Um sistema de solventes contendo o solvente inicial de solubilizacdo e &gua purificada

foi adotado para a realizacdo da diluicdo da amostra para a leitura espectrofométrica. A
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proporcéo deste sistema foi determinada de acordo com a estabilidade da B-lapachona em
permanecer sollvel por 48h em repouso apds sua completa solubilizagdo. As proporgdes
avaliadas no estudo foram 50:50, 55:45, 60:40 e 65:45 de alcool etilico absoluto:agua
purificada (v/v), respectivamente. Procedeu-se varredura no espectrofotdbmetro na faixa de

200 a 400 nm para escolher o melhor comprimento de onda.

Preparacao da solugéo amostra e solugéo padréo

As amostras de B-lapachona foram preparadas em 4alcool etilico absoluto na
concentracdo de 200 pg/mL, com 10 minutos de agitacdo por utrasonicacdo e posterior
diluicdo com o sistema de solventes alcool etilico absoluto:dgua purificada (60:40, v/v)
obtendo uma concentracao final de 4 pg/mL. A solucédo padrao foi preparada da mesma forma

gue a solucdo amostra, obtendo-se a mesma concentracgéo final.

Preparacdo da Curva Analitica

Apbs a definicdo da metodologia analitica foi realizado o estudo tedrico para elaboragéo
volumétrica da curva analitica, nas mesmas condi¢cdes analiticas das amostras, que sera
utilizada durante o processo de validagdo em cada parametro avaliado para a obtencdo das
concentracdes das amostras do dia.

Foi preparada uma solucdo mae de B-lapachona com o padrdo secundario em alcool
etilico absoluto com 10 minutos de agitagdo por ultrasonicagdo na concentragdo de 100
pg/mL. Posteriores diluicdes volumétricas desta solucdo mée foram efetuadas, utilizando o
sistema de solventes alcool etilico absoluto:agua purificada (60:40, v/v), para constituicdo da

curva de calibracdo com as concentragdes de 5 ng/mL, 1, 2, 4, 8, 10 e 12 pg/mL.
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Validacédo do método analitico

Apdbs o desenvolvimento do método avaliou-se alguns aspectos na validagdo como:
robustez, linearidade, intervalo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e
exatiddo, de acordo com as normas estabelecidas pela International Conference on
Harmonization (ICH Q2A e ICH Q2B) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) RE 899/03.

A confiabilidade dos pardmetros estudados pode ser observada pelo coeficiente de
variacdo (CV%) ou desvio padrdo relativo de uma série de medidas. Para os estudos
realizados, foi determinado um coeficiente de variagdo menor 5%. *° Para cada parametro
avaliado foram realizadas analises estatisticas dos resultados obtidos.

Robustez: Foram analisadas amostras em triplicata para cada parametro de variacao estudado:
composicdo do sistema de solventes (58:42, 60:40 e 62:38 de alcool etilico absoluto:agua
purificada (v/v), respectivamente) e fabricante do solvente (Vetec® e Merck®).

Linearidade e Intervalo: Este ensaio foi realizado com a andlise estatistica regressao linear
pelo método dos minimos quadrados dos pontos médios de trés curvas auténticas com sete
pontos de concentragfes de 5 ng/mL, 1, 2, 4, 8, 10 e 12 pg/mL. O critério minimo aceitavel
do coeficiente de correlacdo é de 0,99. A variacdo média do estudo foi realizada no intervalo
de 12,5% a 300%.

Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ): Os limites de deteccdo e de
quantificacdo foram calculados pela razéo entre o desvio padrdo dos coeficientes lineares das
trés curvas do ensaio de linearidade pela média dos coeficientes angulares das respectivas
curvas multiplicadas por 3 e 10, respectivamente.

Precisdo: A precisdo foi determinada atraves dos métodos de repetibilidade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade. A repetibilidade do método foi verificada por seis

determinacfes auténticas a 100% da concentragcdo do teste; a precisdo intermediaria foi
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realizada em dois dias por dois analistas diferentes e a reprodutibilidade foi realizada em dois
laboratdrios diferentes em triplicata de amostras.

Exatidao: A exatiddo foi verificada a partir de amostras obtidas com a matéria-prima de -
lapachona nas concentracGes de 2, 4 e 8 ug/mL, em triplicata para cada concentracao,

comparando com o valor obtido pela mesma analise realizada com o padrao secundario.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desenvolvimento do método

Nio houve alteragdes dos perfis espectrofotométricos por absor¢ao UV da B-lapachona
entre as varreduras de amostras solubilizadas com acetonitrila, alcool metilico ou alcool
etilico. Todos os espectros de absorcdo, exemplificado na figura 1, apresentaram-se de acordo
com o relatado na literatura com maximo de absorcdo no comprimento de onda de
A=256nm.**° Devido apresentar menor toxicidade, menor custo e por ser um solvente de uso
mais freqiente nos laboratorios de controle de qualidade das indUstrias farmacéuticas, o
alcool etilico foi escolhido como solvente de solubilizagdo da B-lapachona para o método aqui
desenvolvido.

De acordo com as analises efetuadas foi possivel definir o tipo e o tempo de agitacao
mais eficiente para o método, sendo padronizada a ultrassonicacdo por 10 minutos e como
método alternativo a agitacdo magnética por 15 minutos, por ndo ter havido diferenca
estatisticamente significativa entre os dois parametros quando avaliados por analise de
variancia one-way com probabilidade estatistica de p<0,05, pois o F calculado foi menor que

o F critico (Tabela 1).
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Figura 1. Espectro de absor¢édo da B-lapachona em solucéo alcodlica.
Tabela 1. ANOVA One-Way para o tipo e tempo de agitacéo.
Tipo e tempo de agitacdo Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio padrao CVv
Ultrasonicacéo (10 min) 101,68% 101,30% 101,76% 101,58% 0,244 0,241%
Agitacdo magnética (10 min) 96,36% 96,21% 96,82% 96,46% 0,317 0,328%
Média quadratica dentro do grupo = 0,080 F calculado = 491,712
Média quadratica entre os grupos = 39,337 F critico (0,95; 1;4) = 7,709
Ultrasonicacao (10 min) 101,68% 101,30% 101,76% 101,58% 0,244 0,241%
Agitacdo magnética (15 min) 101,08% 99,78% 99,10% 99,99% 1,004 1,004%
Média quadratica dentro do grupo = 0,534 F calculado = 7,165
Meédia quadratica entre os grupos = 3,826 F critico (0,95; 1;4) = 7,709
Ultrasonicacao (10 min) 101,68% 101,30% 101,76% 101,58% 0,244 0,241%
Ultrasonicacéao (5 min) 99,86% 99,94% 100,09% 99,97% 0,116 0,116%
Média quadratica dentro do grupo = 0,037 F calculado = 106,730
Média guadratica entre os grupos = 3,949 F critico (0,95; 1;4) = 7,709

Houve instabilidade das solugdes, ap6s 48h em repouso, com formacdo de

microcristais da -lapachona e conseqliente turvagéo, nas concentragdes de 50:50 e 55:45 de

alcool etilico absoluto:adgua purificada (v/v). As solucdes de 60:40 e 65:45 mantiveram-se
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estaveis apds as 48h de avaliacdo, sendo admitida como concentracdo de escolha para o

método a concentracao de 60:40 de alcool etilico absoluto:agua purificada (v/v).

Preparacdo da Curva Analitica

A analise de regressao linear demonstrou um coeficiente de correlagdo muito proximo
da unidade, R? 0.9998, demonstrando que ha correlacdo linear entre as varidveis X e Y.
Apresentou coeficiente angular de 0.1126 + 0.00142 e coeficiente linear de 0.0018 + 0.0097

com 95% de intervalo de confianca.

Robustez

Para o parametro composicdo do sistema, verificou-se estatisticamente através da
ANOVA One-Way, presumindo variancias equivalentes, que ndo ha diferenca significativa
entre os resultados admitindo-se um nivel de 95% de intervalo de confianca entre a média das
concentragdes, apresentando o F calculado de 1,425 e um F critico de 5,143. Para o parametro
fabricante do solvente verificou-se através da ANOVA One-Way que também ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados admitindo-se um nivel de 95% de
intervalo de confianca entre a média das concentracdes, apresentando o F calculado de 2,398

e um F critico de 7,709.

Linearidade

O intervalo das concentragdes estudadas (0.5, 1, 2, 4, 8, 10 e 12 pg/mL) mostrou-se
linear apos as analises estatisticas pelo método dos minimos quadrados. Foram obtidas curvas
com equacdes de retas y = 0.111 (x 0.002) x + 0.002 (+ 0.011) um bom coeficiente de

correlagdo (R?= 0.9998) e que através da ANOVA evidenciou-se que n3o ha falta de ajuste
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mostrando a capacidade do método de gerar resultados proporcionais as concentragdes

estudadas com intervalo de 95% de confianca.

Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

De acordo com a estimativa dos limites de deteccdo e quantificacdo o método
apresentou sensibilidade para identificar ¢ quantificar a B-lapachona, diferenciando as leituras
dos ruidos do equipamento, com valores de 0,054 pg/mL e 0,180 pg/mL para o limite de

deteccdo e limite de quantificacdo, respectivamente.

Preciséo

O método desenvolvido demonstrou ser preciso nos trés niveis avaliados, repetibilidade;
precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

Na repetibilidade os resultados obtidos apresentaram um desvio padrdo de 0,324 e
coeficiente de variagdo de 0,320%, abaixo do valor méximo especificado.

Na precisdo intermediaria foi provado que o método é preciso para analises feitas por
analistas diferentes dentro de um mesmo dia e em dias diferentes, pois através do tratamento
estatistico utilizando ANOVA One-Way com probabilidade estatistica de p<0,05 os F

calculados para as analises foram menores do que o F critico (Tabela 2)

Tabela 2. Precisdo Intermediaria.

Analista Dia | Dia Il
Analista 1 102,159% 100,153% Teste F dia
Analista 2 102,344% 99,174% F calculado dia = 19,770
F critico (0,95; 1; 1) = 161,4
Média quadratica dia = 6,702 Teste F analista
Meédia quadratica analista = 0,158 F calculado = 0,466
Média quadratica residual = 0,339 F critico (0,95; 1; 1) = 161,4
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O método foi reprodutivo quando avaliado em laboratorios diferentes, utilizando
equipamentos diferentes, pois o F calculado foi menor que o F critico pela ANOVA One-Way

com probabilidade estatistica de p<0,05 (Tabela 3).

Tabela 3. Reprodutibilidade.

Laboratorio 1 2 3 Média Desvio padrao CV)
Laboratério 1 101,38% 100,85% 101,38% 101,20% 0,307 0,304%
Laboratorio 2 101,25% 101,48% 101,35% 101,35% 0,120 0,118%

Média quadratica dentro do grupo = 0,054 F calculado = 0,630
Média quadratica entre os grupos = 0,034 F critico (0,95; 1;4) = 7,709

Exatidéo

Os resultados de exatiddo do método evidenciaram uma concordancia entre os valores
de absorbancia das médias obtidas para cada concentracdo com a matéria-prima (MP) e com o
padrdo secundario (PS). A andlise estatistica através do teste t de Student comprovou a
similaridade dos resultados em um intervalo de confianca de 95%. Os resultados mostram que
t calculados, 2,066; 1,684 ¢ 0,925 para as concentragdes de 2, 4 e 8 ug/mL, respectivamente,

forma inferiores ao t tabelado (2,776).

CONCLUSAO

O método desenvolvido atende as exigéncias legais para a validacdo de uma
metodologia analitica, apresentando-se robusto, linear, sensivel, preciso e exato garantindo a
qualidade da analise e assim as boas préaticas de laboratorio e fabricacéo, segundo a legislacdo
vigente do ICH e ANVISA, quando utilizado na industria farmacéutica. Desta forma, o
método de quantificacdo da B-lapachona por espectrofotometria de UV apresentado neste

trabalho torna-se um instrumento importante para as subsequentes etapas do desenvolvimento
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dos estudos tecnologicos para um novo medicamento com este principio ativo de grande

potencial oncolégico. O novo método permitira uma analise quantitativa rapida, de baixo

custo, com qualidade e seguranca estatistica desejaveis.
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Melhora da solubilidade aquosa da f-lapachona em
dispersao solida com polivinilpirrolidona k-30 e
polietilenoglicol 4000.
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MELHORA DA SOLUBILIDADE AQUOSA DA B-LAPACHONA EM DISPERSAO SOLIDA COM

POLIVINILPIRROLIDONA K-30 E POLIETILENOGLICOL 4000

RESUMO

O objetivo deste estudo foi aumentar a solubilidade em agua da B-lapachona através da
formacdo de dispersdes sélidas constituidas pelo farmaco e os polimeros hidrossoluveis
polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-30) e Polietilenoglicol 4000 (PEG 4000). Os sistemas
binarios foram obtidos pelo método de evaporacdo do solvente de solubilizacdo, em alcool
metilico e cloroférmio, respectivamente, nas concentragdes de 10, 20, 30, 40 ¢ 50% de B-
lapachona (p/p) para cada polimero. Misturas fisicas contendo 20% de B-lapachona e cada
polimero foram preparadas para a realizacdo de um ensaio comparativo. As possiveis
interacdes com os polimeros estudos foram avaliadas através de metodologia computacional.
Os componentes isolados, misturas fisicas e dispersdes solidas foram caracterizados por
microscopia eletrdnica de varredura, calorimetria exploratéria diferencial, difragdo de raios-x,
espectroscopia vibracional no infravermelho, determinacédo da solubilidade aquosa e ensaio de
dissolucdo. Os resultados sugerem uma melhor interagdo ocorrida entre a B-lapachona e os
polimeros na proporc¢éo com 20% do farmaco. A dispersdo solida com PVP K-30 apresentou
melhor resultado devido as interacGes e alteracfes sofridas pelo farmaco na formacdo de uma
dispersdo sélida verdadeira, com a perda da forma cristalina da p-lapachona e incremento de
aproximadamente 460% em sua solubilidade aquosa atingindo mais de 80% de teor dissolvido
em 60 minutos.

Palavras-Chave:  B-lapachona;  Dispersdes  solidas;  Polivinilpirrolidona  K-30;

Polietilenoglicol 4000; Solubilidade.
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INTRODUCAO

A B-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimenthyl-2H-napthol [1,2-b] pirano-5, 6-diona)
(C15H1403, MM 242 3) ¢ uma ortonaftoquinona natural isolada do ipé roxo ou pau d’arco roxo
(Tabebuia avellanedae Lor) de ocorréncia principalmente no Brasil (América do Sul). Outra
forma de obtencéo deste farmaco € a ciclizacdo por semi-sintese de seu isdmero lapachol, que
apresenta melhor rendimento quando obtido diretamente do cerne das plantas [1-5]. Pesquisas
in vitro e in vivo demonstram que a [-lapachona apresenta diversas propriedades
farmacoldgicas como antiinflamatéria, antiviral, antiparasitaria, antifingica e em particular
um excelente potencial antineoplasico. A maioria destas atividades esta ligada a capacidade
de formacdo de espécies reativas de oxigénio [6-14]. Como anticancerigeno a B-lapachona
atua por um mecanismo particular de apoptose contra diversos tipos de cancer, em especial
algumas linhagens de prostata, ovario, colon, mama, pulméo e alguns tipos de leucemias
refratarios aos tratamentos convencionais [8,9,12,13,15-25].

O mecanismo de acdo da B-lapachona em células cancerigenas é bastante complexo
devido sua acdo ser direcionada sobre multiplos alvos biologicos. A B-lapachona inibe a
transcriptase reversa e a DNA topoisomerase | e Il sensibilizando as células tumorais. Alguns
estudos demonstram que a B-lapachona age diretamente no alvo da DNA topoisomerases
inibindo a sua atividade, o que resulta na citotoxicidade. Este seu modo inibitorio € distinto
dos outros inibidores tipicos da topoisomerase, pois com a inibi¢do pela -lapachona ndo é
formado o complexo de estabilidade do DNA substrato. A B-lapachona € bioativada pela
enzima NQO1 [NAD(P)H:quinona oxidorredutase], encontrada na maioria das células
eucaridticas. Devido a alta expressdao de NQO1 em células cancerigena de alguns tumores o
uso da B-lapachona proporciona uma terapia seletiva com toxicidade minima as células
saudaveis [15-28]. O tratamento com [-lapachona aumenta a sensibilidade das células

tumorais aos agentes causadores de danos ao DNA, como radiag¢Oes ionizantes, e interrompe o0

74



Presmich, G.M.A., Incremento da solubilidade/dissolucéo da B-lapachona utilizando tecnologias de dispersdes sdlidas e complexos de incluséo.

Artigo IV

ciclo celular da célula cancerigena, caracteristica importante para 0 uso sinergico com outras
alternativas terapéuticas [25-28].

Apesar da poténcia terapéutica a forma cristalina com caréater lipofilico da p-lapachona
compromete sua solubilidade em agua afetando sua dissolucdo e consequentemente sua
absorcéo [29, 30].

As dispersdes sélidas tem sido utilizadas no desenvolvimento tecnoldgico de produtos
farmacéuticos com o objetivo de melhorar a solubilidade de farmacos pouco sollveis. O
termo dispersdo solida € aplicado para descrever um grupo de produtos nos quais o farmaco
estd disperso em um carreador biologicamente in6cuo, com o objetivo de melhorar a sua
biodisponibilidade no trato gastrintestinal. Estes sistemas geralmente sdo obtidos pela
conversao da mistura farmaco/carreador no estado fluido para o estado sélido [31]

O conceito de dispersao solida foi originalmente proposto no inicio dos anos 60, onde o
farmaco é normalmente disperso molecularmente em uma matriz polimérica e liberada em
forma coloidal de particulas apds a exposi¢cdo a um meio aquoso, aumentando bastante a
velocidade de dissolucdo por aumento da superficie de contato. [32] As dispersdes solidas
geram particulas sélidas micronizadas do farmaco juntamente com o polimero hidrossoltvel
em uma Unica etapa. Porém, o nimero de produtos comercializados como dispersfes solidas
ainda é pequeno devido a questdes limitantes dos métodos de preparacdo, em especial a baixa
reprodutibilidade, bem como a fraca estabilidade fisico-quimica do produto formado. [33, 34]

Polivinilpirrolidona (PVP) e polietilenoglicol (PEG) tem sido amplamente utilizados
como carreadores na obtencdo das dispersfes solidas por serem matérias prima de uso
frequente nas indudstrias farmacéuticas, possuirem um baixo custo, alta solubilidade aquosa e
tamanho molecular favoravel para a formacao de solucdes solidas intersticiais [35-42].

O principal objetivo deste trabalho foi investigar a possibilidade de melhorar a

solubilidade da B-lapachona através da obtencdo de dispersé@o sélida com PVP K-30 e PEG
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4000. Varias técnicas sdo utilizadas, de forma complementares, a fim de caracterizar uma
dispersdo sélida [35-46]. As técnicas aqui utilizadas foram realizadas apds avaliacdo das
possiveis interacdes entre o farmaco e os polimeros por metodologia computacional de
modelagem molecular. Foram elas: microscopia eletrénica de varredura (MEV), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), difracdo de raios-X, espectroscopia vibracional no
infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR), determinacdo da solubilidade aquosa e

ensaio de dissolucéo.

MATERIAIS E METODOS
Substancias e Reagentes
A B-lapachona (lote: 103) produzida pelo Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Pernambuco, Brasil), foi utilizada na realizacéo
do trabalho. O polimero hidrossoltvel polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-30) foi adquirido da
ISP® do Brasil. O polietilenoglicol 4000 (PEG 4000) foi cedido pela Oxiteno®. Como
solventes para a obtencdo das disperses sélidas foram utilizados alcool metilico da Cinética®
(Jand Quimica IndUstria e Comércio de Produtos Quimicos, Brasil) e cloroférmio da Merck®.
Para a construcdo da curva analitica, quando necessario a realizacdo de doseamento, foi
utilizado um padrdo de trabalho de B-lapachona também produzido pela UFPE (lote: PS01,;
99,26%), padronizado a partir do padrdo primario Sigma® (lote: 31K1558). Foi utilizado
alcool etilico absoluto (Dinamica®, Brasil) e 4gua purificada pelo sistema de osmose reversa

(Gehaka®) na preparacdo das amostras para a analise de doseamento.

Preparacdo das Misturas Fisicas (MF)
Foram preparadas misturas fisicas com a [-lapachona e os polimeros PVP K-30 e PEG

4000, exatamente pesados, contendo 20% de ativo (p/p) em cada mistura. O método de
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diluicdo geométrica foi utilizado de forma a garantir a homogeneidade do produto com
posterior tamisacdo em malha de 250 um para uniformizacdo do tamanho das particulas. As
misturas fisicas foram acondicionadas em frascos-ampola hermeticamente fechados e

armazenadas em dessecador de vidro sob vacuo.

Preparacdo das Dispersdes Sélidas (DS)

Dispersdes solidas contendo B-lapachona com PVP K-30 e B-lapachona com PEG 4000
foram preparadas através do método de evaporacdo do solvente de solubilizacdo nas
concentragdes de 10, 20, 30, 40 ¢ 50% de B-lapachona (p/p) para cada polimero (Evaporador
rotativo Fisatom®, 802). A B-lapachona e os polimeros, nas devidas proporcdes, foram
separadamente dissolvidos em quantidades minimas dos solventes organicos alcool metilico,
para as dispersdes com PVP K-30, e cloroférmio para as dispersdes com PEG 4000. As
solucBes contendo B-lapachona foram vertidas nas solucGes contendo os polimeros e
homogeneizadas. Os solventes foram removidos lentamente através de evaporacdo sob
temperatura controlada (55°C + 5 °C) e pressdo reduzida (-800mbar + 20mbar) com agitacédo
continua de 90 + 3rpm, havendo uma precipitagio da B-lapachona juntamente com os
polimeros. As dispersdes resultantes foram congeladas a -4°C por 5 dias, e 0s solventes
aderidos a superficie da particula co-precipitada, foram removidos pelo processo de
liofilizacdo (pressdo de 80 a 150 uHg; temperatura -40°C + 5°C; vacuo 220 + 2 Vca)
(Liofilizador L101 Liobras® com bomba acoplada para alto vacuo de 2 etapas IP 21
Liobras®). Apds a secagem as dispersdes foram pulverizadas, misturadas em gral de porcelana
com auxilio de pistilo e tamisadas em malha de 250 pm para uniformizar o tamanho das
particulas. Posteriormente as dispersdes sélidas foram acondicionadas em frascos-ampola

hermeticamente fechados e armazenadas em dessecador de vidro sob vacuo.
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METODOLOGIA COMPUTACIONAL DE MODELAGEM MOLECULAR

As estruturas dos complexos de hidrogénio B-lapachona:-PVP e B-lapachona‘--PEG
foram otimizadas em nivel de teoria semi-empirico AM1. Todos os calculos foram executados
pelo programa GAUSSIAN versdo 03. Os valores das energias de interacdo (AE) foram
determinados pela aproximacéo da supermolécula, pela qual é permito subtrair as energias dos
mondmeros (B-lapachona, PVP e PEG) da energia do complexo (B-lapachona‘--PVP ou B-
lapachona-"PEG). A aplicagdo dos calculos em nivel AMI1 teve como objetivo prever a
estabilizacdo relativa dos complexos B-lapachona‘-PVP e B-lapachona--PEG, pois ¢ bem
conhecido que o polimero PVP normalmente forma estruturas intermoleculares mais estaveis
do que aquelas com o PEG. Adicionalmente, o0 método AM1 tem gerado resultados bastante
satisfatorios com relacdo a determinacdo de intensidades relativas de interacdes

intermoleculares [47].

CARACTERIZAGAO DAS DISPERSOES SOLIDAS
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras de B-lapchona isolada, polimeros isolados, misturas fisicas e dispersfes
solidas foram montadas em stub, fixadas em fita de dupla face de carbono e metalizadas com
ouro por 5 minutos (Metalizador Desk Il/Denton Vacuum). A morfologia das amostras foi
verificada em Microscopio Eletronico de Varredura Jeol® 5600 LV, onde foram obtidas as
eletromicrografias em uma camara com tensdo de excitacdo de 10KV com fatores de aumento
de 20x para a B-lapchona isolada, 270 a 500x para os compostos com PVP K-30 e 100 a 450x

para os compostos com PEG 4000.
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Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas termoanaliticas dos produtos isolados e sistemas binarios foram obtidos em
Calorimetro de Varredura Shimadzu® DSC-50 interligado ao software Shimadzu® TA-
60WS/TA-50WS com atmosfera de nitrogénio de 20 mL.min™ e razdo de aquecimento de
10°C.min™, numa faixa de temperatura de 25 - 250°C. As amostras foram colocadas em
células de aluminio hermeticamente fechadas com massa de 2 mg + 0,2. Foi utilizado indio

para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia.

Difracéo de Raios X
Os difratogramas dos produtos isolados e binarios foram obtidos num difratbmetro
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 por
analise de amostras preparadas em pastilhas de KBr, contendo 1mg do produto a ser analisado
para 100 mg de KBr. A regi&o espectral estudada foi de 4000 a 400 cm™ com resolucéo de 4

cm™,

Determinacéo da solubilidade aquosa

Quantidade em excesso da B-lapachona matéria-prima, misturas fisicas e dispersdes
solidas foram colocadas em frascos ambar hermeticamente fechados contendo 5 mL de agua
purificada e deixadas sob agitacdo ininterruptamente durante 48h com temperatura controlada
(27 = 2°C) (Banho Maria Agitador Dubnoff 304/D). ApOs este periodo de agitacdo as
amostras permaneceram em repouso por 1h, para favorecer o equilibrio da suspensdo, antes de
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serem filtradas em filtro de 0,45um. Para a leitura das amostras foi utilizada a metodologia
descrita na literatura de doseamento por espectrofotdmetro com absorcdo em ultravioleta em

A=256mm. (Espectrometro Varian®, Unity plus-300MHz) [48].

Ensaio de dissolucao

As cinéticas de liberagdo da B-lapachona em dispersdo solida foram avaliadas pelos
perfis de dissolucédo in vitro realizados segundo as especificagdes do FDA (Food and Drug
Administration) para drogas pouco sollUveis utilizando o método preconizado pela
Farmacopéia Americana em dissolutor Varian VK 7010 [49, 50].

Os ensaios foram realizados a 37 + 0,5 °C, utilizando 900 mL da &gua purificada como
meio de dissolucdo com aparato 2 (pa) e velocidade de rotacdo de 75 rpm. Foi realizado ainda
um estudo de dissolugdo com a [-lapachona matéria-prima na forma de cristais, po
pulverizado e atomizado nas mesmas condi¢fes dos produtos binarios para serem utilizados
como parametros comparativos de incremento da solubilidade do farmaco na forma de
dispersdo solida.

Com a finalidade de manter as condi¢bes sink foram pesadas quantidades de pé
equivalentes a 25 mg de f-lapachona da matéria-prima, misturas fisicas e dispersdes solidas.
Nos intervalos de tempo predefinidos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos as
amostras foram coletas, filtradas em filtro de membrana 0,45 um e devidamente diluidas para
posterior quantificagdo do teor dissolvido de B-lapachona por espectroscopia no UV a 256 nm
utilizando metodologia anteriormente validada (Espectrémetro Varian®, Unity plus-300MHz)
[48]. Foi efetuada a reposicdo do meio de dissolugdo com o mesmo volume de cada aliquota
retirada. Todos os ensaios foram efetuados em quadruplicata.

Os perfis de dissolucdo foram avaliados e comparados em relagcdo a percentagem de
farmaco dissolvido em 60, 90 e 120 minutos (Qeomin, Qoomin € Qi20min) € @ eficiéncia de
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dissolucdo aos 60 e 120 min (EDgomin € ED120min) Calculada a partir da area sob a curva de
dissolucdo do produto no intervalo de tempo compreendido entre zero e 60 minutos (ASC o.
gominutos) € Z€ro e 120 minutos (ASC o-120minutes), de acordo com o método de Khan. A
determinacéo da ED permite avaliar ndo apenas a quantidade de farmaco liberada no meio de
dissolucdo apos determinado tempo, mas a propria cinética de liberacdo ao longo de todo o

tempo em questdo [51].

RESULTADOS E DISCUSSAO
METODOLOGIA COMPUTACIONAL DE MODELAGEM MOLECULAR

E importante ressaltar que a p-lapachona (Figura 1) ndo apresenta centros tipicamente
doadores de ligacdo de hidrogénio, enquanto os monémenos PVP e PEG apresentam grupos
aceitadores de ligacGes de hidrogénio bastante caracteristicos. Desta forma, uma vez que
ligacbes de hidrogénio tipicas (dtomos de N ou O como aceitadores e grupos N-H ou O-H
como doadores) ndo sdo possiveis na interacdo entre estes sistemas, foi feita uma varredura
nas possibilidades de interag@o intermolecular entre -lapachona e PVP ou PEG, no intuito de
identificar geometrias possiveis que permitam a interacdo mais estavel entre estas moléculas.
Os resultados mais estaveis encontrados para estes complexos durante a varredura sao
destacados na Figura 2. Na tabela 1 séo listados os valores das energias de interacdo (AE) dos
complexos B-lapachona---PVP e B-lapachona---PEG utilizando resultados dos célculos semi-
empiricos AM1. Analisando o modelo da molécula B-lapachona ilustrado na Figura 1, pode-se
distinguir entre os principais sitios de intera¢ao dos os sistemas [B-lapachona e PVP/PEG.
Inicialmente, podemos observar que todos os complexos formados por PVP sdo mais estaveis
do que os formados por PEG, onde em muitos casos a diferenca energetica varia na faixa de 5
Kcal.mol™. Isto est4 em total concordancia com os resultados apresentados na literatura [43,

52], como por exemplo, de complexos envolvendo a molécula felodipina e os polimeros
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PVP/PEG, calculados em nivel de teoria B3LYP. Desta forma, pode-se avaliar que 0s

resultados do método AM1 aqui apresentados estdo em Otima concordancia com dados

calculados com niveis de teoria de mais alta demanda computacional, como o B3LYP/6-

311++G(d,p). Conforme os valores das energias de estabilizacdo (AE) listados na Tabela 1,

pode-se perceber que (2) e (3) sdo as configuracdes mais estaveis. De acordo com a Figura 2,

onde sdo apresentadas as geometrias mais estaveis a nivel AM1 para os complexos [-

lapachona--PVP B-lapachona--PEG, as estruturas (2), por sua vez, apresentam distancias

intermoleculares minimas menores do que as calculadas para as estruturas (3), cujos valores

s80 2,68 Ae 2,82 A e2,71 A e 3,03 A para os complexos com PVP e PEG, respectivamente.

Estas distancias de interacao estdo corroborando com os resultados obtidos para as energias de

estabilizacdo (AE), onde menores distancias intermoleculares no complexo f-lapachona--PVP

mostram que este sistema ¢ mais estavel do que os formados por PEG, ou seja, o complexo B3-

lapachona---PEG.

Tabela 01. Energias totais (E) e de interacdo (AE) para os complexos -lapachona---PVP

usando calculos semi-empiricos AM1.

Pardmetros energéticos

Complexos
E AE

B-lapachona:--PVP (1) -115,30 -6,53
B-lapachona-+-PEG (1) -132,46 -1,66
B-lapachona:--PVP (2) -115,90 -7,13
B-lapachona--PEG (2) -132,93 -2,13
B-lapachona:--PVP (3) - 116,00 -7,23
B-lapachona-+-PEG (3) -132,34 -1,54
B-lapachona---PVP (4) -114,83 -6,06
B-lapachona---PEG (4) -132,35 -1,56
B-lapachona---PVP (5) -114,37 -5,60
B-lapachona---PEG (5) -132,00 -1,20

* Todos os valores estdo em Kcal.mol™.
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Figura 2. Geometrias dos complexos mais estaveis -lapachona --PVP (2), B-lapachona -PEG (2), B-lapachona
- PVP (3) e B-lapachona -PEG (3), obtidos dos célculos semi-empiricos AM1. Os valores préximos as linhas

tracejadas representam as distancias intermoleculares minimas em Angstrons.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise de MEV tem grande importancia, pois permite avaliar a morfologia dos
diferentes produtos isolados e em compostos binarios, podendo desta forma fazer uma
correlacdo entre a estrutura morfoldgica e o tamanho das particulas com os demais resultados
obtidos em outras analises realizadas na investigacdo da formacgdo de uma dispersdo sélida
com 0 aumento da solubilidade de farmacos. As eletromicrografias da B-lapachona, PVP K-30
e dos sistemas binarios (misturas fisicas e dispersdes solidas) estdo relatadas na Figura 3. Os
produtos obtidos com PEG 4000 estao relatados na figura 4.

A eletromicrografia da [-lapachona demonstra sua forma cristalina, visivel
macroscopicamente, com cristais aciculares bem definidos de tamanho regular. O PVP K-30 é
composto por particulas ndo cristalinas esféricas enquanto o PEG 4000 apresenta particulas
cristalinas grandes com tamanho bastante irregular.

Nas misturas fisicas foi observada a presenca de cristais de p-lapachona com tamanho
reduzido, devido a pulverizacdo e tamisacdo do processo de obtengdo, misturados com os
polimeros ou com particulas dos carreadores adsorvidos em sua superficie. Este fato
demonstra a aparente inexisténcia de interagdes entre a B-lapachona e os polimeros no estado
so6lido nas misturas.

Nas eletromicrografias das dispersfes sdlidas com PVP K-30 ndo foi visualizada a
morfologia cristalina original da B-lapachona havendo também uma dréstica mudanca no
aspecto do polimero. Os sistemas dispersos apresentaram-se como pequenos agregados de
pedacos ndo cristalinos de particulas ndo sendo possivel a separacdo visual do farmaco e
polimero. No entanto, a drastica mudanca da forma e do aspecto das particulas nas dispersoes,
sugerem a formacao de uma nova fase solida, que pode ser devido a simples consequéncia de
uma mudanga repentina do estado cristalino desses sistemas binarios, levando a existéncia de

uma unica fase, ou a uma real sugestdo da conversdo do estado cristalino ao estado néo
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cristalino devido as possiveis interacfes quimicas ocorridas entre o polimero e o ativo no
processo de obtencdo das dispersdes solidas.

A dispersdo 10% com PEG 4000 apresentou morfologia semelhante a do polimero, fato
ocorrido provavelmente devido a pequena quantidade de B-lapachona, ndo sendo possivel
afirmar se houve interacdo entre o farmaco e o polimero. Nas dispersdes 30 e 50 % os cristais
de pB-lapachona estdo presentes em sua forma original de agulha em quantidades
significativamente reduzidas quando comparado com a mistura fisica, apesar das dispersdes
apresentarem maiores quantidade do farmaco em sua composicdo, sugerindo que houve
mudanga, mesmo que parcial, da forma cristalina da B-lapachona. Ndo foi visualizada a
morfologia cristalina original da B-lapachona nas dispersdes solidas com 20 e 40% com PEG
4000, apresentando apenas pequenos agregados de pedacos ndo cristalinos com tamanho
uniforme de particulas ndo sendo possivel a separacdo visual do ativo e polimero utilizado,
indicando a formacédo de uma nova fase sélida. Estas dispersfes apresentaram uma morfologia
bastante divergente das originais dos produtos isolados, sugerindo que houve uma maior
interacdo entre a [3-lapachona e o PEG 4000.

Embora esta técnica ndo seja conclusiva para avaliar a existéncia da formagdo de uma
dispersdo verdadeira no estado sélido, pode ser Util para provar a homogeneidade dos
sistemas e a inexisténcia do principio ativo em sua forma cristalina original, que por se s6 ja

facilita sua solubilidade.
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Figura 3. Eletromicrografias de MEV: (A) B-lapachona, (B) PVP K-30, (C) MF 20% B-
lapachona + PVP K-30, (D) DS 10% B-lapachona + PVP K-30, (E) DS 20% B-lapachona +
PVP K-30, (F) DS 30% B-lapachona + PVP K-30, (G) DS 40% B-lapachona+PVP K-30, (H)
DS 50% B-lapachona+PVP K-30.
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Figura 4. Eletromicrografias de MEV: (A) B-lapachona, (B) PEG 4000, (C) MF 20% -
lapachona+PEG 4000, (D) DS 10% B-lapachona+PEG 4000, (E) DS 20% B-lapachona+PEG
4000, (F) DS 30% B-lapachona+PEG 4000, (G) DS 40% pB-lapachona+PEG 4000, (H) DS
50% B-lapachona+PEG 4000.
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Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A figura 5 mostra as curvas termoanaliticas dos produtos isolados e compostos binarios
de B-lapachona com PVP K-30 e PEG 4000. O perfil térmico da B-lapachona isolada é
caracteristico de um composto cristalino, com pico endotérmico intenso e bem definido
referente a fusdo em 156,46°C. Durante a varredura do PVP K-30 isolado foi verificado um
amplo efeito endotérmico entre 75-123°C indicando uma grande perda de &gua devido a
natureza extremamente higroscépica deste polimero. A analise do PEG 4000 isolado mostrou
um unico pico endotérmico afilado em 54,45°C correspondente a fusao.

A mistura fisica com PVP K-30 apresentou a combinacdo sobreposta dos compostos
com o pico de fusdo da B-lapachona em 156,66°C e um amplo efeito endotérmico devido a
presenca de agua do PVP K-30 entre 70-115°C, comprovando a ndo interacdo entre o farmaco
e o polimero. As dispersdes solidas nas concentragdes de 10 e 20 % de B-lapachona com PVP
K-30 apresentaram um comportamento peculiar com um discreto efeito endotérmico
deslocado termicamente (135°C), um pouco mais pronunciado na dispersdo a 20% devido a
maior concentracdo do fa&rmaco, ao invés do pico caracteristico da fusdo da B-lapachona. Esta
auséncia de um pico definido indica que o farmaco ndo esta presente como um material
completamente cristalino, mas foi convertido ao estado néo cristalino ou esta em uma solugéo
solida dentro da matriz formada pelo PVP K-30 que é capaz de inibir a cristalizacdo de drogas
em dispersdes solidas formadas. A inibicdo desta cristalizacdo € atribuida a dois fatores que
podem ocorrer isolados ou sinergicamente: interacfes de ponte de hidrogénio entre o farmaco
e 0 polimero e/ou encarceramento das moléculas da droga na matriz polimérica durante a
evaporacdo do solvente que € removido durante a preparacdo das dispersdes solidas
aumentando a viscosidade do sistema muito rapidamente levando para uma diminui¢do da
mobilidade das moléculas da droga, que ap6s a evaporacdo completa do solvente séo fixadas

na matriz polimérica formada [37, 53]. O pico endotérmico da [B-lapachona pode ser
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observado com um deslocamento térmico para 144-145°C nas dispersdes contendo 30, 40 e
50% da droga com PVP K-30, com intensidades proporcionais as concentracoes, indicando a
presenca de cristalinidade do farmaco com influéncia de possiveis interagdes fisicas entre a [3-
lapachona e o polimero consequente da ativacdo mecanica do processo de obtencéo.

Os termogramas da mistura fisica e dispersdes sélidas 10 e 20% com PEG 4000 néo
apresentaram o pico correspondente a fusdao da B-lapachona, havendo apenas um pico
endotérmico referente ao polimero em aproximadamente 55°C. No entanto, ndo é possivel
dizer que este fato se deve a auséncia da forma cristalina na amostra, pois de acordo com
MEV a mistura fisica apresenta cristais do farmaco bem definidos. Provavelmente, este
fendmeno esta relacionado a dissolugdo da B-lapachona, que estd em pequena concentracdo
em relacdo a quantidade do polimero, no carreador fundido durante o aquecimento,
caracteristica que vem sendo observada por outros investigadores quando se utiliza alguns
contratipos de PEG [54-58]. A dispersdo 30% apresentou uma discretissima depressdao com
deslocamento quimico para 130°C referente a presenca da [B-lapachona, sugerindo uma
prevaléncia da forma ndo cristalina deste composto. As demais dispersdes estudadas, 40 e
50%, mostraram a preseng¢a da B-lapachona de forma mais nitida, pouco mais pronunciado na
dispersdo 50% devido a maior concentracdo do farmaco. Ao invés do pico caracteristico da
fusdo da p-lapachona, houve um deslocamento térmico para 135,04°C e 138,10°C,
respectivamente. Estas caracteristicas indicam que o farmaco ndo foi molecularmente disperso
por completo na matriz polimérica formando um sistema heterogéneo composto pela forma
ndo cristalina do farmaco em disperséo e por interacOes fisicas entre a f-lapachona na forma

cristalina e o polimero consequente da ativagdo mecénica do processo de obtencao.
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Figura 5. Curvas termoanaliticas (A) B-lapachona, (B) Polimero, (C) MF 20% B-lapachona,
(D) DS 10% B-lapachona, (E) DS 20% B-lapachona, (F) DS 30% B-lapachona, (G) DS 40% [3-
lapachona e (H) DS 50% B-lapachona.
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Difracdo de Raios X

O estudo de difracdo de raios X foi realizado para verificar a cristalinidade dos
diferentes sistemas em relacdo aos produtos isolados. Os difratogramas de raios X deste
estudo estdo apresentados na Figura 6.

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 secundarios em 12.95, 16.30, 19.03, 26.40 e 34.98° (260). A auséncia de picos
no difratograma do PVP K-30 demonstrou sua natureza nao cristalina. O PEG 4000 como é
um produto cristalino apresentou dois picos principais em 19.17 e 23.33° (20) e picos
secundarios em14.86, 26.59, 35.73 ¢ 39.74° (20).

As misturas fisicas de B-lapachona com PVP K-30 e PEG 4000 apresentaram-se como a
simples sobreposicdo dos difratogramas obtidos para cada um dos compostos isolados,
indicando que ndo ocorreu a formacdo de uma nova estrutura.

Os binarios obtidos com o PEG 4000 apresentaram padrfes de difracdo muito
semelhantes entre si e com a mistura fisica. Todos demonstraram um certo grau de
cristalinidade com intensidades proporcionais a concentragdo de B-lapachona, além da
presenca das caracteristicas cristalinas do polimero, sugerindo que ndo houve formacéo de um
composto completamente ndo cristalino em nenhuma das proporgoes.

Em todos os binarios com PVP K-30 houve uma reducdo no numero de picos de
difracdo. A dispersdo a 20% de PB-lapachona foi o produto que apresentou resultados mais
pronunciados, uma vez que quando comparada com a mistura fisica, que estd na mesma
concentracdo de farmaco deste sistema, a diferenca entre os produtos é nitida tanto no que diz
respeito ao desaparecimento de picos como na diminuicdo das intensidades dos picos
presentes, sugerindo uma perda parcial da forma cristalina original da B-lapachona. Como a

intensidade do pico € diretamente proporcional a quantidade de farmaco na amostra este
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parametro ndo pode ser levado em consideracdo para comparagdo dos outros sistemas binarios
com a mistura fisica. No entanto, quando comparados os produtos obtidos nas concentracdes
de 30 e 40% é verificado que apesar do binario de 40% possuir uma maior quantidade
proporcional de farmaco, os difratogramas deste dois produtos sdo bastante semelhantes,
sugerindo uma menor cristalinidade no binario com 40% de B-lapachona em relagcdo ao de
30%. A concentracdo de 10% por possuir uma quantidade pequena de farmaco apresentou
discreta interferéncia das caracteristicas cristalinas da p-lapachona nao sendo possivel definir

se houve perda de cristalinidade do farmaco.
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Figura 6. Difratogramas: (A) B-lapachona, (B) Polimero, (C) MF 20% B-lapachona, (D) DS
10% pB-lapachona, (E) DS 20% pB-lapachona, (F) DS 30% pB-lapachona, (G) DS 40% B-
lapachona e (H) DS 50% B-lapachona.
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Espectroscopia vibracional no Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier € uma
metodologia analitica que pode ser utilizada para avaliacdo de ocorréncia de interacdes entre
diferentes moléculas no estado solido. As principais mudancas ou alteracGes de intensidade,
mesmo que sutis, nas bandas caracteristicas da B-lapachona devem ser consideradas para
comprovacao de interacdes entre o farmaco e os polimeros.

Em todos os espectros dos compostos formados, tanto com PVP K-30 como com PEG
4000, nao surgiram novas bandas de absorcéo, o que indica que ndo se estabeleceu ligacGes
do tipo covalente entre a B-lapachona e os polimeros nos novos produtos formados. Os
espectros de FTIR dos compostos binarios com PVP K-30 e PEG 4000 estdo apresentados na
figura 7 e 8, respectivamente, juntamente com os espectros dos polimeros isolados e -
lapachona.

Os compostos contendo 20% ¢ 50% de B-lapachona com PVP K-30, e 10%, 20% e 30%
de B-lapachona com PEG 4000 apresentaram quase que total desaparecimento da banda em
2977 cm™ caracteristica de deformagcéo axial de C-H aromatico, sitio de interacdo mais estavel
de acordo com os estudos de modelagem molecular entre a B-lapachona e os polimeros. Nos
demais compostos obtidos com PVP K-30 houve uma diminuicéo significativa de intensidade
desta banda.

O sinal na regido 1694 cm™ atribuido & banda de deformagdo axial de C=0 n&o foi
observado no composto com 20% de farmaco com PVP K-30, bem como nos compostos a
10%, 20% e 40% com PEG 4000. Houve ainda reducdo da intensidade desta banda com
deslocamento para 1690 cm™ no composto contendo 30% de B-lapachona com PVP K-30.

A banda em 1591 cm™ referente & deformacdo axial C=C do anel também no foi

observada na concentragdo 20% de B-lapachona com PVP K-30 e 10% e 20% com PEG 4000.
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Houve alargamento da banda, com falta de definicdo, na regido de 1313,7 cm™
referente a deformacdo axial assimétrica de C-O-C para os compostos com PVP K-30 e para
0s compostos a 10% e 40% com PEG 4000. Esta banda nao foi visualizada para 0 composto a
20% com PEG 4000. A banda correspondente a deformacéo axial simétrica de C-O-C em
1117,0 cm™ apresentou-se similar as misturas fisicas e compostos a 10%, 20% e 30% com
PVP K-30, havendo um alargamento significativo nas concentracdes a 40 e 50% de f-
lapachona com o mesmo polimero. Para os compostos obtidos com PEG 4000 foi possivel
verificar este alargamento nos produtos a 10%, 20% e 30%, com diminuicdo de intensidade

no composto a 20%.
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Figura 7. Espectros de FTIR: (A) B-lapachona, (B) PVP K-30, (C) MF 20% B-lapachona +
PVP K-30, (D) DS 10% B-lapachona + PVP K-30, (E) DS 20% B-lapachona + PVP K-30, (F)
DS 30% p-lapachona + PVP K-30, (G) DS 40% pB-lapachona+PVP K-30, (H) DS 50% B-
lapachona+PVP K-30.
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Figura 8. Espectros de FTIR: (A) B-lapachona, (B) PEG 4000, (C) MF 20% -
lapachona+PEG 4000, (D) DS 10% B-lapachona+PEG 4000, (E) DS 20% B-lapachona+PEG
4000, (F) DS 30% B-lapachona+PEG 4000, (G) DS 40% pB-lapachona+PEG 4000, (H) DS
50% B-lapachona+PEG 4000.
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Determinacéo da solubilidade aquosa

A solubilidade aquosa maxima da B-lapachona isolada e nos sistemas binarios contendo
PVP K-30 e PEG 4000 estd apresentada na Figura 9. Esta solubilidade corresponde a
concentracdo de equilibrio na presenca de quantidades em excesso do farmaco ou respectivo
sistema binario ndo dissolvido. A solubilidade da B-lapachona isolada (6,98ug/mL) foi
utilizada como referéncia para avaliar a influéncia do carreador nos demais produtos.

As misturas fisicas apresentaram discreto aumento na solubilidade devido a diminuicéo
do tamanho ¢ revestimento das particulas de B-lapachona pelos polimeros hidrossoluveis.

A concentragdo de 30% de PB-lapachona com PVP K-30 apresentou um resultado
semelhante a da mistura fisica sugerindo que ndo ha interacéo entre o farmaco e o polimero
nesta concentragdo. Apesar das dispersdes solidas com 40 ¢ 50% de B-lapachona com PVP K-
30 apresentarem indicios de cristalinidade no DSC e difracdo de raios-X, houve um
incremento da solubilidade que possivelmente se deu devido a um enovelamento das
moléculas do farmaco pelo polimero na precipitacdo das particulas durante o processo de
secagem do solvente, melhorando a molhabilidade e consequentemente a solubilidade da B-
lapachona. O mesmo fendmeno ocorreu durante a obtencdo da dispersdo a 10% devido a
elevada concentracdo de PVP K-30 com parcial perda da forma cristalina do farmaco. O
aumento expressivo da solubilidade aquosa da B-lapachona na dispersdo sélida 20%
(32,18ug/mL) pode ser explicado como consequéncia da formacgdo de uma disperséo
verdadeira com interacdo quimica e fisica entre o polimero e o farmaco, como sugerem as
analises de MEV, DSC e difracdo de raios-X, com auséncia ou diminui¢do dos sinais que
indicam a presenca da forma cristalina da -lapachona na amostra.

Os resultados da solubilidade da B-lapachona com PEG 4000 encontrados para todas as
dispersdes sugerem que houve interacGes entre o farmaco e o polimero, seja ela fisica ou

quimica. As dispersdes 30 e 50% foram beneficiadas com a formagéo das dispersdes solidas,
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porém, conforme indicado no MEV, DSC e difracdo de raios-X ha a presenca da forma
cristalina da B-lapachona, ndo havendo a formacdo completa de uma forma nédo cristalina
estavel. Apesar da dispersdo solida com 40% de p-lapachona apresentar indicios de
cristalinidade no DSC e difracdo de raios-X, houve o maior incremento da solubilidade
(19,70ug/mL) que possivelmente se deu devido a interagdes quimicas e fisicas formadas com
um enovelamento das moléculas do farmaco pelo PEG 4000 na precipitacdo das particulas
durante o processo de secagem do solvente, originando uma forma nao cristalina prevalente,
conforme foi verificado na eletromicrografia de MEV. As dispersdes a 10 e 20% com PEG
4000 também tiveram um significativo incremento da solubilidade, decorrente da perda

parcial da forma cristalina da -lapachona.

mB-lapachona Binarios com PVPK 30 Binarios com PeG 4000

35 +

30 A

32,18

25 -

20 -

19,70

15 -

17,77
15,38
19,07
14,57

10,52

10 -

9,12
13,85
11,69

7,50
9,21

Solubilidade aquosa (ug/mL de p-lapachona

Figura 9. Solubilidade em &gua: (A) B-lapachona; (B) MF 20% B-lapachona; (C) DS 10% B-
lapachona, (D) DS 20% B-lapachona, (E) DS 30% B-lapachona, (F) DS 40% B-lapachona, (G)

DS 50% B-lapachona.
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Ensaio de dissolucéo

Os perfis de dissolucdo da B-lapachona e dos sistemas binarios com PVP K-30 e PEG
4000 em &gua purificada estdo apresentados na Figura 10. E notdrio o incremento do teor
dissolvido dos sistemas binarios, inclusive das misturas fisicas, quando comparados a matéria-
prima isolada em agua, independente da forma fisica, cristal ou pd, que ela se apresenta. Este
incremento no teor dissolvido de B-lapachona e na velocidade de dissolucdo dos diferentes
produtos pode ser explicado com base na reducdo da cristalinidade do farmaco com
prevaléncia do estado ndo cristalino, menor tensdo interfacial entre a B-lapachona e o meio de
dissolucdo, bem como a dissolu¢do induzida pela hidrossolubilidade dos polimeros utilizados
na formacéo dos binarios.

Os perfis de dissolucdo encontrados para os produtos avaliados estdo em concordancia
com os resultados dos estudos de caracterizacdo fisico-quimica descrito neste trabalho, sendo
a dispersdo com 20% de B-lapachona com PVP K-30 o produto com melhor resultado, foi o
unico produto que atingiu mais de 80% de teor dissolvido em 60 minutos e 100% apds os 120
minutos decorridos no ensaio de dissolugdo. Os melhores perfis para os binarios com PEG
4000 foram observados para as dispersoes com 20 e 40% de B-lapachona com teor dissolvido

de acima de 80% apds o tempo total do ensaio (Tabela 2).
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Figura 10. Perfil de dissolugdo da B-lapachona e binarios com PVP K-30 (A) e PEG 4000 (B).

Tabela 2. Percentagem de B-lapachona dissolvido ap6s 60, 90 e 120 minutos e eficiéncia de
dissolucdo em 60 e 120 minutos obtidas a partir da B-lapachona isolada e dos sistemas
binarios com PEG 4000 e PVP K-30.

Produto Q60min Q90min Q120min EI:)60min EDlZOmin
B-lapachona (cristal) 4,94 + 6,54 5,88 £ 8,41 7,21 £6,41 3,07 4,52
B-lapachona (pd) 33,21+8,67 35,49 + 3,10 41,56 + 4,09 21,25 28,85

PVP K-30
Mistura fisica 46,82 £3,99 58,98 +£2,80 61,27 + 3,30 43,83 51,42
Dispersao 10% 66,88 £2,13 67,42+ 3,10 68,25 + 0,34 62,11 64,80
Dispersédo 20% 83,656+9,96 88,02+9,04 100,00 + 6,54 66,65 80,46
Dispersao 30% 64,06 2,42 64,43+0,54 66,25 = 1,62 60,61 62,70
Dispersédo 40% 70,66 + 3,11 79,22 £0,64 90,13 + 1,66 53,48 66,64
Dispersao 50% 7398+0,73 77,34+1,95 80,13 +£0,75 52,89 65,04

PEG 4000
Mistura fisica 43,89 £3,03 50,89 +3,25 53,18 + 3,81 35,12 42,42
Dispersao 10% 64,23 +2,42 69,45 2,42 75,29+ 1,79 54,52 62,06
Dispersdo 20% 71,65+6,16 75,07 £3,11 80,19 £ 0,87 63,77 69,63
Dispersao 30% 60,66 £ 3,23 62,77 £ 6,61 65,97 £ 1,85 44,20 53,63
Dispersédo 40% 71,53+247 7558+2,33 84,56 + 2,02 48,36 62,59
Dispersdo 50% 61,49+231 652+2722 65,12 + 1,95 42,09 53,17

Cada valor de Q representa a média (%) * coeficiente de varia¢do. ED (%).

100



Presmich, G.M.A., Incremento da solubilidade/dissolucéo da B-lapachona utilizando tecnologias de dispersdes sdlidas e complexos de incluséo.

Artigo IV

Os valores obtidos da eficiéncia de dissolu¢do (EDsomings) (Tabela 2) para a primeira
hora de ensaio possibilitam inferir que os melhores perfis de dissolucdo seguem a seguinte
ordem: DS 20% > DS 10% > DS 30% > DS 40% > DS 50% > MF > B-lapachona (p0) > -
lapachona (cristal), para os produtos obtidos com PVP K-30 e DS 20% > DS 10% > DS 40%
> DS 30% > DS 50% > MF > B-lapachona (p6) > B-lapachona (cristal), para os produtos
obtidos com PEG 4000.

O aumento dos parametros de percentual dissolvido e eficiéncia de dissolugédo
observados nas dispersdes a 10 e 30% com PVP K-30, nas dispersdes a 30 e 50% com PEG
4000 e principalmente nas misturas fisicas podem ser explicados principalmente pela acédo
solubilizante local dos polimeros que confere um aumento da solubilidade e/ou molhabilidade
do farmaco e a uma répida formacgédo de compostos soltveis no meio de dissolucdo devido a
interacdes fisicas entre a molécula do polimero e do farmaco decorrente do processo de
obtencdo das dispersdes solidas, ja que ficou comprovado pelas outras analises que o grau de

cristalinidade do farmaco é elevado nestas amostras.

CONCLUSAO

Como a B-lapachona ndo possui grupamento livre doador de elétrons as interacdes fortes entre
0 ativo e os polimeros sdo dificeis de ocorrer, havendo com maior facilidade interacGes
secundarias que dependem da concentracdo dos componentes e da estrutura quimica do
polimero. Mesmo estas interagdes secundarias, teoricamente ndo séo faceis de ocorrerem
principalmente quando utilizado o PEG devido a instabilidade intrinseca deste polimero na
formacgédo deste tipo de interagdo. A utilizacdo da tecnologia de obtencdo de dispersdes
solidas, para proporcionar o aumento da solubilidade da B-lapachona, é um fato inédito no
ramo cientifico. Os resultados obtidos indicam que o uso do PVP K-30 e PEG 4000,

polimeros hidrofilicos, como carreadores, através da técnica de dispersdes solidas, melhora a
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solubilidade em agua da p-lapachona e teor dissolvido, podendo melhorar sua
biodisponibilidade por reduzir o tamanho das particulas, aumentar a area superficial de
contato, melhorar a molhabilidade e originar um composto com forma nao cristalina. De
acordo com as analises realizadas a melhor opcdo para a formacdo de uma dispersdo solida
com interacdes quimicas e fisicas entre a B-lapachona e o PVP K-30 e alteracdo completa da
forma cristalina do farmaco ocorreu na concentracdo de 20% de B-lapachona, o que foi
confirmado através do ensaio de dissolucdo. Quando utilizado o PEG como carreador a
concentragdo 20% de B-lapachona também foi a dispersdo que apresentou melhor resultado
por ter originado um composto ndo cristalino sem indicios de cristalinidade com o menor
aporte total do produto para atingir uma determinada concentracdo terapéutica para o

desenvolvimento de uma forma farmacéutica com este composto binario.
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Caracterizacao fisico-quimica dos complexos de
Inclusao desenvolvidos com
B-lapachona e B-ciclodextrinas natural e
guimicamente modificadas
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CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO DESENVOLVIDOS COM

B-LAPACHONA E B-CICLODEXTRINAS NATURAL E QUIMICAMENTE MODIFICADAS

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizacdo das propriedades
fisico-quimicas de complexos de inclusdo de B-lapachona com as ciclodextrina fCD, HPBCD
e MBCD no estado solido. Os complexos de inclusdo foram preparados pelas técnicas de
malaxagem, co-evaporacao e secagem por atomizacao, utilizando uma estequiométrica de 1:1
(mol:mol) definida no ensaio de solubilidade de fases realizado em agua purificada. Uma
mistura fisica na mesma proporcao estequiométrica foi obtida para a avaliacdo das interacdes
ocorridas entre a B-lapachona e as ciclodextrinas em um estudo comparativo. Foi comprovada
através das andlises de caracterizacdo fisico-quimica, a perda da forma cristalina da f-
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 ap6s o término do
ensaio realizado.

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

ciclodextrina, Metil-B-ciclodextrina.

INTRODUCAO
A B-lapachona (Ci5H1403, MM 242,3) € uma ortonaftoquinona, obtida com pequeno
rendimento dos extratos alcodlicos e acetdnicos da Tabebuia avellanedae Lor, popularmente

conhecida como ipé roxo. Outra via de obteng¢do mais eficaz por obter um maior rendimento é
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sua semissintese a partir da hidrélise acida do seu isdmero lapachol, encontrado de forma
mais abundante na natureza [1-5].

Através de pesquisas in vitro e in vivo foi comprovado que a B-lapachona apresenta
diversas propriedades farmacoldgicas como antiinflamatoria, antiviral, antiparasitaria,
antifngica e em particular um excelente potencial antineoplasico. A maioria destas atividades
estd ligada a capacidade de formacdo de especies reativas de oxigénio [6-14]. Diferentes
estudos em ratos albinos, camundongos e culturas de células comprovam a excelente
atividade antineoplasica da [-lapachona, principalmente para as linhagens de cancer
refratarias aos tratamentos convencionais, como o cancer de préstata, mama, ovario,
leucemias e colon agindo por um mecanismo diferente dos apresentados por drogas
antineoplasicas utilizadas em esquemas terapéuticos atuais [15-21].

O primeiro alvo intracelular da B-lapachona em células tumorais definido foi devido a
sua bioativacdo pela expressdo da enzima NAD(H):quinonaoxidoredutase (NQO1), que atua
ativando a cisteina protease. Sabe-se que ela inibe a transcriptase reversa e a DNA
topoisomerase | e Il impedindo a replicacdo de células cancerosas e que induz a apoptose por
um mecanismo particular, independente da expressdo das proteinas p53, p21 e bcl-2. Esta
inibicdo provavelmente é mediada por uma interacdo direta de B-lapachona com a DNA
topoisomerase no lugar da estabilizagcdo de um complexo [22-26].

Apesar de todas as comprovacdes de seu excelente potencial antineoplasico, através dos
estudos ja divulgados a natureza lipofilica da B-lapachona é responsavel por sua baixa
solubilidade na &gua e compostos polares, tornando-se facilmente sollvel em compostos
apolares e oleosos, caracteristica que dificulta o desenvolvimento farmacotécnico industrial
[27,28]. Com o intuito de melhorar o teor de dissolucdo da B-lapachona o presente trabalho

vem mostrar o desenvolvimento de complexos de inclusdo com ciclodextrinas.
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As Ciclodextrinas sdo moléculas hospedeiras tipicas obtidas da hidrolise enzimatica do
amido que resulta em oligossacarideos ciclicos constituidos por varias unidades de a-D-
glicopiranose (glicose) unidas por liga¢des a-(1,4) [29,30]. Devido a auséncia de rotacéo livre
das ligagdes glicosidicas por causa da conformacdo em cadeia das unidades de glicose, as
ciclodextrinas apresentam uma forma peculiar tronco-conica formando um microambiente
heterogéneo com caracteristicas hidrofilas em sua superficie externa e cavidade central
hidrofoba, decorrente da densidade eletrnica relativamente elevada [31-35]. Esta estrutura
molecular permite a inclusdo completa ou parcial de farmacos apolares, designados de
moléculas hospedes, em sua cavidade central, com formacdo de complexos de inclusao
farmaco/ciclodextrina, sem o estabelecimento de ligacGes covalentes, que originam
determinadas modificacdes nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas da molécula
incluida, melhorando a dissolucdo em meio aquoso de compostos de baixa solubilidade [29-
38].
Para a obtengdo 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-p-ciclodextrina (MBCD) por diferentes técnicas de obtencdo.

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-p-ciclodextrina (MBCD;
CRYSMEB®, MM = 1190 e DS = 0,5) foram gentilmente doadas pela Roquette® (Lestrem,
Franca). A B-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
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purificada pelo sistema de osmose reversa. Todos 0s reagentes (produtos quimicos e

solventes) foram de qualidade analitica.

Determinacdo 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 [39].

Um excesso de B-lap (aproximadamente 20 mM) foi adicionado em solugGes 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
agitador oscilante, protegidas da luz, a 25°C durante 14 dias, com posterior repouso de 24 h
para que fosse estabelecido o equilibrio dindmico. As amostras foram filtradas através de
filtros de nylon 0,45 pm (Millipore® HA) e volumetricamente diluidas. A quantificacdo foi
feita por espectrofotometria de ultravioleta com comprimento de onda de 256 nm e sistema de
solventes alcool etilico:agua purificada (60:40, v/v), seguindo metodologia validada
anteriormente pelo nosso grupo (Shimadzu® UV-1603, Japao) [40].

As constantes de estabilidade (Ks) dos complexos de inclusdo foram calculadas a partir
da regressdo linear pelo método dos minimos quadrados da porgdo linear das curvas dos

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

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

Onde Sy 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
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equipamento o sistema de solvente preconizado pelo método analitico, alcool etilico:agua
purifica (60:40), e leituras usando um sistema onde a fase aquosa foi composta por uma
solucdo da ciclodextrina em analise. As solucdes 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 variancia

one-way com p<0,05.

Obtencao dos sistemas solidos binarios de B-lap:ciclodextrinas

Os sistemas so6lidos binarios 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 metodos distintos: malaxagem, co-evaporacdo e secagem por

atomizacdo. Foram preparadas misturas fisicas de cada binario para o efeito de comparacéo.

Preparacdo 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 tamisacdo em malha de 200
um para uniformizacdo do tamanho das particulas. As misturas fisicas foram acondicionadas

em frascos ampolas protegidas da luz.

Preparacdo por Malaxagem (ML)

Os binarios 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 solucéo &lcool etilico:agua (1:2, v/v) sob trituragdo continua para
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obtencdo de uma pasta. Esta pasta foi malaxada durante 60 minutos sempre com a adicao 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 pum e

acondicionados em frascos ampolas protegidos da luz.

Preparacao por Co-evaporacédo (CE)

Quantidades equimolares de B-lap e das ciclodextrinas foram pesadas e solubilizadas
separadamente sob agitagdo mecanica. A B-lap foi solubilizada em alcool etilico e as
ciclodextrinas foram solubilizadas em agua purificada. Apds completa solubilizacdo dos
compostos as solugdes alcodlicas de B-lap foram vertidas nas solucbes aquosa das
ciclodextrinas, sob agitacdo mecanica. As solucbes hidroalcoolicas de farmaco:ciclodextrina
foram deixadas em agitador oscilante durante 24h antes de serem submetida a evaporacdo sob
pressdo reduzida (-800 £ 20 mbar) a 50 + 5°C em evaporador rotativo (Heidolph-Laborota
4001). Apds a evaporacdo 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 Atomizacao — Spray-drying (SD)

Quantidades equimolares de B-lap e das cilcodextrinas foram pesadas e solubilizadas
separadamente sob agitagdo mecanica. A B-lap foi solubilizada em &lcool etilico e as
ciclodextrinas foram solubilizadas em &gua purificada. Ap6s completa solubilizagdo dos
compostos as solugdes alcodlicas de B-lap foram vertidas nas solugbes aquosa das
ciclodextrinas, sob agitagdo mecénica. As solugdes hidroalcoolicas de farmaco:ciclodextrina
foram deixadas em agitador oscilante durante 24h antes de serem secas por atomizagdo em

115



Presmich, G.M.A., Incremento da solubilidade/dissolucéo da B-lapachona utilizando tecnologias de dispersdes sdlidas e complexos de incluso.

Artigo V
spray drier (LabPlant SD-05). As solucdes obtidas foram secas por atomizacao nas seguintes
condicdes: 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 presséo de ar de
atomizacdo de 1,1 + 2 bar. Os solidos 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 (MEV)

As amostras dos compostos isolados (B-lap, BCD, HPBCD e MBCD), misturas fisicas e
complexos de inclusédo foram montadas em stub, fixadas em fita de dupla face de carbono e
metalizadas com ouro por 5 minutos (Metalizador Desk 11/Denton Vacuum). A morfologia
das amostras foi verificada em Microscépio Eletronico de Varredura Jeol® 5600 LV, onde
foram obtidas as eletromicrografias. As tensOes de excitacdo e fatores de aumento,
respectivamente, foram: B-lap 10KV e 20x, BCD 6KV e 80x, compostos bindrios com BCD
6KV e 1.400 a 1.500x, HPBCD 10KV e 500x, compostos bindrios 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 Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC dos compostos isolados e sistemas binarios da B-lap:ciclodextrinas
foram obtidas em Calorimetro de Varredura Shimadzu® DSC-50 interligado ao software
Shimadzu® TA-60WS/TA-50WS (Kyoto, Jap&o) 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.
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Foi utilizado Indio (99.98%, mp 156.65°C, Aldrich®, Milwaukee, USA) para calibrar a escala

de temperatura e a resposta de entalpia.

Difracéo de Raios X
Os difratogramas de raios-X dos produtos isolados e binérios 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 resolugéo de 4 cm™.

Determinacéo da solubilidade aquosa

Para a determinagdo da solubilidade aquosa quantidades em excesso da B-lapachona
matéria-prima, misturas fisicas e complexos de inclusdo foram colocadas em frascos ambar
hermeticamente fechados contendo 5 mL de &gua purificada. Apds 48h de agitacdo
ininterruptamente com temperatura controlada (27 = 2°C) (Banho Maria Agitador Dubnoff
304/D) as suspensdes obtidas foram deixadas em repouso por 1h, para favorecer o equilibrio
da suspensdo, antes de serem filtradas em filtro de 0,45um. O teor de p-lapachona
solubilizada foi quantificado através da metodologia descrita na literatura de doseamento por
espectrofotdmetro com absor¢do em ultravioleta em A=256mm. (Espectrometro Varian®,

Unity plus-300MHz) [40].
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Ensaio de dissolucao

O comportamento de dissolucdo dos diferentes sistemas binarios contendo B-lapachona
foi avaliado pelos perfis de dissolucdo in vitro realizados em dissolutor Varian VK 7010 de
acordo as especificacdes do FDA (Food and Drug Administration) para drogas pouco soluveis
utilizando o método preconizado pela Farmacopéia Americana. [41, 42].

Os ensaios de dissolucdo decorreram a uma velocidade de 75 rpm, com aparato 2 (pa),
temperatura de 37 + 0,5 °C, utilizando 900 mL da agua purificada como meio de dissolucéo.
Foi realizado também um estudo de dissolu¢do com a B-lapachona matéria-prima na forma de
cristais e pé pulverizado e atomizado nas mesmas condi¢cdes dos produtos binarios para serem
utilizados como parametros comparativos de incremento de solubilidade do farmaco.

A quantidade da amostra foi 0 equivalente a 25 mg de B-lapachona da matéria-prima,
misturas fisicas e dispersdes solidas, mantendo as condic¢des 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 quantificacdo do teor dissolvido de f-
lapachona por espectroscopia no UV a 256 nm utilizando metodologia anteriormente validada
(Espectrometro Varian®, Unity plus-300MHz) [40]. Foi efetuada a reposicdo do meio de
dissolucdo 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 (Qeomin, Qoomin € Qi20min) € @ eficiéncia de
dissolugdo aos 60 e 120 min (EDgomin € ED120min) Calculada a partir da area sob a curva de
dissolucdo do produto no intervalo de tempo compreendido entre zero e 60 minutos (ASC o.
ominutos) € Z€ro e 120 minutos (ASC o-120minutes), de acordo com o método de Khan. A

determinacdo da ED permite avaliar ndo apenas a quantidade de farmaco liberada no meio de
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dissolucdo apos determinado tempo, mas a propria cinética de liberacdo ao longo de todo o

tempo em questéo [43].

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacdo 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 funcao
da concentracdo de ciclodextrina ao longo do intervalo de concentracdo estudado com
declives inferiores a 1 (Tabela 1). Desta forma, foi possivel admitir um perfil linear, com
curvas tipo Ar, para as trés ciclodextrinas utilizadas, admitindo uma estequiometria de 1:1

(mol:mol), farmaco-CD, para a obtencdo dos complexos de incluséo [39].

24 ~

22 ® MBCD
20 ABCD
18 B HPBCD

16
14
12
10

Concentragao de Beta-lapachona (mM)

o N B~ O

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 185 210

Concentragdo de Cinclodextrinas (mM)

Figura 1. Diagrama de solubilidade de fases dos sistemas B-lap: BCD, B-lap:HPBCD e -

lap:MBCD em agua purificada.
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Com base nos diagramas de solubilidade obtidos foram estimados também os valores
dos coeficientes de determinacdo (R?) e as constantes de estabilidade (Ks) (Tabela 1). Os
valores de K calculado para os complexos B-lap: BCD ¢ B-lap:HPBCD estdo de acordo com
os resultados informados na literatura [44-46]. A magnitude da constante K varia geralmente
entre 0 e 10° M, onde, quanto maior este valor mais estavel é a formacéo do complexo [46-
48].

Tabela 1. Constantes de Estabilidade.

Ciclodextrina  Declive R? K, (mol™)
BCD 0,1345  0,9987 1008,91
HPBCD 0,1115  0,9982 814,73
MBCD 0,2214  0,9980 1846,12

A MBDC, na forma ndo randomizada, ainda ndo tinha sido avaliada em estudos
anteriores e apresentou uma constante de estabilidade quase 2 vezes maior do que 0s outros
complexos, sugerindo uma maior afinidade de complexacdo desta ciclodextrina com a B-lap
provavelmente devido a presenca dos grupos metila que proporciona um prolongamento da
regido hidrofébica da cavidade da ciclodextrina, favorecendo a inclusdo da molécula do
farmaco [49]. Um efeito semelhante ocorre também com a MBDC randomizada [44].

Ficou comprovado pelo estudo comparativo realizado com as solu¢Bes de branco
utilizadas para zerar o equipamento que ndo ha interferéncia significativa das ciclodextrinas,
no intervalo de confianga avaliado, na quantificacdo da f-lap por espectrofotometria no UV

no comprimento de onda especificado para as amostras do estudo de solubilidade de fases.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise de MEV apresenta uma grande importancia por evidenciar a ocorréncia de
complexacdo através da morfologia dos binarios, explicando o comportamento de melhora da
solubilidade e teor dissolvido por correlagdo entre a estrutura morfoldgica e tamanho de
particula. As eletromicrografias dos produtos isolados e seus binarios 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 carater nao cristalino.

As eletromicrografias das misturas fisicas com as trés ciclodextrinas demonstraram que
houve uma reducdo no tamanho das particulas com conservacdo das propriedades fisicas dos
compostos, sendo de facil identificagdo cristais de B-lapachona misturados as ciclodextrinas
ou com particulas das ciclodextrinas adsorvidas em seus cristais, ndo havendo interacdes entre
o farmaco e as ciclodextrinas no estado solido.

Nos complexos de B-lap:BCD obtidos pelos processos de malaxagem e co-evaporagao
houve a formagdo 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 morfologica nas caracteristicas das ciclodextrinas que perderam,
apos o processo de malaxagem, suas formas esféericas surgindo com estruturas tridimensionais
pseudolaminares e irregulares. Mesmo assim, ndo é possivel afirmar se houve algum tipo de

interacdo entre as ciclodextrinas e o farmaco, pois ha relatos na literatura que o processo de
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malaxagem pode resultar em modificacfes nas ciclodextrinas semelhantes ao observado em
nosso estudo [50].

Observou-se uma alteracdo consideravel na morfologia geral do sistema obtido por co-
evapora¢dao com a HPBCD, com reducdo no tamanho das particulas. Esta técnica originou um
produto de aparéncia peculiar lombricdide sem vestigios das caracteristicas individuais dos
produtos de partida demonstrando a existéncia de uma nova e Unica fase solida, com
consequente possivel formacgdo de complexos de incluséo. O binario B-lap:MBCD, obtido pela
mesma técnica, também demonstrou possivel formacdo 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 binéarios 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 diferenciacédo
entre as ciclodextrinas e o farmaco. Estas caracteristicas indicam a existéncia de uma nova
fase solida devido as possiveis interagdes quimicas ocorridas entre farmaco e as ciclodextrinas

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

Os perfis térmicos dos produtos isolados e sistemas binarios 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 fusdo do principio ativo com temperatura de fusdo em 156,46°C e
elevada energia desprendida, esta de acordo com a literatura [27]. As curvas de DSC das
ciclodextrinas isoladas, pCD, HPBCD e MPBCD, apresentaram fendmenos endotérmicos
alargados em torno de 50°C e125°C, associados a perda de cristais de agua das moléculas.

As curvas das misturas fisicas para as trés ciclodextrinas apresentaram um somatorio
dos eventos encontrados nos termogramas dos compostos isolados, com pico de fusdo
caracteristico da B-lapachona bem definido e picos referentes ao fenbmeno de desidratacédo
das ciclodextrinas, sugerindo que ndo ha formacdo de complexos de inclusdo estaveis nestes
binarios uma vez que o fa&rmaco manteve sua cristalinidade original, o que foi verificado
anteriormente através das analises de MEV.

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

Em todos os sistemas obtidos por co-evaporacdo houve uma expressiva diminuigédo 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
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complexo B-lap:HPBCD apresentou de forma mais pronunciada estas alteracbes com
desaparecimento quase total do pico da B-lapachona, seguido do B-lap:MBCD e por Gltimo o
B-lap:BCD, ficando evidente a interacdo ocorrida entre o farmaco e as ciclodextrinas.

Houve o desaparecimento completo do pico endotérmico correspondente a transicao
solido-liquido da PB-lapachona nos produtos obtidos por secagem por atomizacdo com as
ciclodextrinas HPBCD e MBCD. Para a BCD houve um aparecimento muito discreto do que
seria 0 pico de fusdo do farmaco, provavelmente devido a microcristais que permaneceram
em quantidades irrelevantes. Ocorreram também alteracGes no fendmeno endotérmico
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 agua acomodadas no interior da molécula
hospedeira [51, 52] Estes resultados indicam a formacdo de uma fase sélida nédo cristalina
com provavel inclusio 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 formacdo de
complexos de inclusdo mais estaveis na seguinte ordem: B-lap:MBCD (SD) > B-lap:HPRCD
(SD) > B-lap:pCD (SD) > B-lap:HPBCD (CE) > B-lap:MBCD (CE) > B-lap:pCD (CE) > p-

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

A formacéo de complexos de inclusdo no estado solido estd frenquentemente associada
ao aumento do grau de amorfizacdo das substancias envolvidas, dependendo do método de
obtenc¢do, podendo, desta forma, ser monitorizado pela técnica de difracdo de raios X através
da comparacéo dos difratogramas de um suposto complexo de inclusdo com o de uma mistura
fisica e compostos isolados, onde devera haver diferencas significativas nas posicoes e

intensidades dos principais picos dos compostos, com possibilidade de desaparecimento de
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alguns dos picos de difracdo caracteristicos. Os difratogramas dos compostos isolados e
respectivos produtos binarios estdo apresentados na Figura 4.

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

A comparacao dos perfis de difracdo dos componentes isolados com suas misturas
fisicas demonstrou a inexisténcia de variacbes expressivas, com sobreposi¢cGes dos
difratogramas, indicando que nao ocorreu a formacgdo de uma nova estrutura.

Os produtos malaxados e co-evaporados obtidos com BCD e HPBCD ostentaram um
caréter cristalino com padrdes de difragdo muito semelhantes entre si, dentro do mesmo grupo
de ciclodextrina, e em comparacdo com a relacionada mistura fisica, sugerindo que ndo houve
formagdo de um composto completamente ndo cristalino em nenhum dos casos. Porém, as
intensidades do pico principal da p-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 -lapachona
influenciada pelo processo de obtencéo dos complexos.

Nos casos dos produtos malaxados e co-evaporados com MBCD observou-se uma perda
expressiva de cristalinidade, com diminui¢bes pronunciadas do pico principal e picos
secundarios da p-lapachona, chegando ao completo desaparecimento de alguns picos
secundarios, sugerindo a ocorréncia de um fendmeno de desordem conseqiiente da

complexacédo, fendmenos mais evidentes no produto c-evaporado.
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No complexo obtido por atomiza¢do com a BCD, houve uma reducdo expressiva do
pico principal da B-lapachona com diminuicdo, alargamentos e desaparecimentos dos picos
secundarios do farmaco e ciclodextrina utilizada, caracterizando a perda da forma cristalina
original dos produtos de partida com formacao de um complexo de incluséo.

Os produtos obtidos por atomizacdo com as ciclodextrinas HPBCD e MBCD
apresentaram difratogramas totalmente difusos indicando a natureza ndo 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 complexacdo do farmaco com as referidas ciclodextrinas.
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Figura 4. Difratogramas: (A) PB-lapachona, (B) Ciclodextrinas, (C) Mistura Fisica, (D)
Malaxado, (E) Co-evaporado e (F) Spray-drying.
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Espectroscopia vibracional no Infravermelho (FTIR)

A utilizacdo da técnica de espectroscopia de FTIR permite ndo so evidenciar a formagéo
de complexos de inclusdo, como avaliar quais os grupos funcionais do farmaco ou da
ciclodextrina estdo envolvidos no processo de complexacéo no estado sélido. Os espectros de
FTIR dos sistemas B-lap:BCD, B-lap:HPBCD e B-lap:MBCD estdo apresentados nas figuras 5,
6 e 7, respectivamente.

Os espectros FTIR das misturas fisicas correspondem ao simples resultado da adigédo
dos espectros da B-lapachona e da respectiva ciclodextrina. A diminuicéo 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 binérios,
0 que resulta na dilui¢do da B-lapachona pelas ciclodextrinas.

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

Os espectros FTIR dos sistemas binarios B-lap:HPBCD e B-lap:MBCD 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 diminuicdo 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 formacdo de complexos de incluséo
estaveis na forma solida.

Os sinais na regido 1694 cm™, atribuido & banda de deformacéo axial de C=0, 1591 cm®
! referente & deformacéo axial C=C do anel e 1313,7 cm™, referente & deformacéo axial

assimétrica de C-O-C, ndo foram observado no composto atomizado B-lap:HPBCD. Houve
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ainda reducdo extrema da intensidade das bandas 1694 cm™ e 1591 cm™ no atomizado p-
lap:MBCD.

O somatdrio dos efeitos encontrados nos espectros de FTIR dos atomizados identifica

uma maior interacdo entre as ciclodextrinas e a -lapachona quando esta técnica de obtencéo é

utilizada.

I ! I ! I ' I ' I
3000 2500 2000 1500 1000

cm

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.
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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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Determinacéo da solubilidade aquosa

A solubilidade de uma molécula pode ser alterada devido ao poder complexante da
ciclodextrina por interagfes ocorridas entre os &tomos do interior de sua cavidade e 0s grupos
hidrofobicos da molécula hdspede. A interacdo da superficie externa da ciclodextrina, de
carater hidrofilico, com o solvente do meio contribui para a solubilizacdo do complexo
aumentando a solubilidade da molécula hospede de forma significativa. A solubilidade aquosa
méaxima da B-lapachona isolada e nos complexos de inclusdo apds 48h de agitacdo continua
sob temperatura controlada estd apresentada na Figura 8. Esta solubilidade corresponde a
concentracdo de equilibrio na presenca de quantidades em excesso do farmaco ou respectivo
sistema binario ndo dissolvido. A solubilidade da B-lapachona isolada (6,98ug/mL) foi
utilizada como referéncia para avaliar a influéncia da ciclodextrina e do processo de obtencao
dos complexos.

O aumento da solubilidade aquosa da B-lapachona é perceptivel inclusive nas misturas
fisicas possivelmente devido a diminuicdo do tamanho e adsor¢do das particulas de f-
lapachona nas moléculas das ciclodextrinas. Outro fato relevante que justifica 0 aumento de
solubilidade é a quantidade bastante superior das ciclodextrinas, na relacdo peso/peso,
comparativamente a quantidade de farmaco, o que proporciona um microambiente favoravel
para sua solubilizacdo no estado de equilibrio, uma vez que o processo de complexacdo em
solucdo € caracterizado por ser um processo dindmico, onde moléculas ndo complexadas
anteriormente através do processo de obtencéo utilizado podem vir a se complexarem durante
0 estudo de solubilidade. Este fato influencia a solubilidade da B-lapachona em todos os
produtos binarios, independente do processo utilizado para sua obtencéo.

O incremento na solubilidade da B-lapachona induzido pelos complexos malaxados foi
discretamente superior ao verificado nas misturas fisicas para as trés ciclodextrinas, o que

reforca a teoria de que os produtos obtidos por malaxagem nédo sdo verdadeiros complexos de
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inclusdo apresentando a formacdo de agregados onde se distingui pequenos cristais de [-
lapachona enovelados as ciclodextrinas conforme evidenciado nos ensaios de MEV e
confirmado por DSC e difracéo de raios-X.

Os sistemas de complexos formados com MPCD apresentaram maior incremento na
solubilidade da B-lapachona, quando comparados aos demais produtos obtidos pelo mesmo
processo com as outras duas ciclodextrinas, comprovando a maior eficiéncia de complexacao
em solucdo desta ciclodextrina, 0 que estd em acordo com os resultados do estudo de
solubilidade de fases.

O maior aumento de solubilidade da PB-lapachona foi manifestado pelos complexos
atomizados para as trés ciclodextrinas, com incrementos de aproximadamente 700%, 550% e
420% para os complexos com MBCD, HPBCD e BCD, respectivamente, Seguidos dos
complexos co-evaporados na mesma sequéncia das ciclodextrinas, conforme pode ser

verificado na figura 8.
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Figura 8. Solubilidade em agua: (A) B-lapachona; (B) Misturas Fisicas; (C) Malaxados, (D)
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Ensaio de dissolucao

Os perfis de dissolugdo da B-lapachona e sistemas B-lap:pCD, B-lap:HPBCD e B-
lap:MBCD em agua purificada estao representados na Figura 9.

Como pode ser observado ndo ocorreu a dissolugcdo completa da -lapachona na forma
de cristais, po pulverizado ou atomizada, ap0s 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 dissolucéo.

Este incremento no teor dissolvido de B-lapachona e na velocidade de dissolucdo dos
diferentes produtos pode ser explicado com base na reducéo da cristalinidade do farmaco com
prevaléncia do estado ndo cristalino, menor tensdo interfacial entre a B-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 dissolucao
provocando um aumento da solubilidade e/ou molhabilidade da B-lapachona. A formacao de
complexos soluveis no meio de dissolucdo com a inclusdo do farmaco na cavidade da
ciclodextrina ou apenas através de interacGes da molécula hdspede com o0s grupos exteriores
das ciclodextrinas sdo fatores que também influenciam bastante na dissolugdo das misturas
fisicas e binarios obtidos por malaxagem, nos quais, devido ao atrito mecanico existe um
contato mais intimo entre a B-lapachona e as ciclodextrinas, ndo necessariamente na cavidade
das mesmas. A soma destes fatores propiciaram um incremento de dissolucdo nos produtos
malaxados, com mais de 75% de teor dissolvidos em 60 minutos para o binario B-lap:BCD e
mais 85% para 0s binarios f-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 caracterizagéo fisico-quimica descrito neste trabalho, sendo
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0s 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 9. Perfis de dissolu¢do da B-lapachona e binarios.
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Tabela 2. Percentagem de B-lapachona dissolvido ap6s 60, 90 e 120 minutos e eficiéncia de
dissolug¢do em 60 e 120 minutos obtidas a partir da B-lapachona isolada

e dos sistemas binarios com BCD, HPBCD e MBCD.

Produto Q60min Q90min QlZOmin EDBOmin ED120min
B-lapachona (cristal) 5,21+6,54 6,19+8,41 7,60+6,51 3,23 4,77
B-lapachona (p6) 33,2148,67 35,49+3,10 41,56+4,09 21,25 28,85
B-lapachona 10,47+47,46  22,144814 28,29+752 1047 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 82,3045,93 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 8150 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, p-lap:MBCD atomizado, B-lap:BCD atomizado, (-
lap:HPBCD co-evaporado, B-lap:MBCD malaxado, B-lap:MBCD co-evaporado, p-lap:HPBCD
malaxado, B-lap:BCD co-evaporado, B-lap:BCD malaxado, B-lap:MBCD mistura fisica, p-

lap:HPBCD mistura fisica, B-lap:BCD mistura fisica, p-lapachona po, B-lapachona atomizada

e B-lapachona cristais.
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Artigo V
CONCLUSAO
A possibilidade de formacdo dos complexos de inclusdo binarios entre a B-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 proporcdo estequiométrica de 1:1 (mol/mol) de -
lapachona:ciclodextrina. Atraveés da caracterizacdo fisico-quimica comparativa ente 0s
compostos isolados, misturas fisicas e complexos de inclusdo, para as trés ciclodextrinas, foi
observado que os complexos B-lap:CD B-lap:HPBCD e B-lap:MBCD obtidos por secagem
por atomizacdo ¢ os complexos B-lap:HPBCD e B-lap:MBCD obtidos por co-evaporagao
apresentaram, além da reducdo no tamanho de particulas, uma conversao do estado cristalino
ao estado ndo cristalino devido as possiveis interagdes quimicas ocorridas entre o farmaco e
as ciclodextrinas, processo comprovado pelo ensaio de dissolucdo. Estes resultados indicam
que o uso de ciclodextrinas, pode melhorar a solubilidade da B-lapachona, que possui baixa
solubilidade em éagua, por aumentar a area superficial de contato e originar um composto de

forma ndo cristalina com face exterior de encapsulamento hidrossolvel.
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Ensaio biologico

Estudos preliminares da influéncia dos complexos
p-lapachona:HPBCD e B-lapachona:PVP K-30 no
tratamento de camundongos com tumor soélido
de Ehrlich.
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ESTUDOS PRELIMINARES DA INFLUENCIA DOS COMPLEXOS B-LAPACHONA:HPBCD E B-
LAPACHONA:PVP K-30 NO TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS COM TUMOR SOLIDO DE

EHRLICH

INTRODUCAO

A B-lapachona (CisH1403, MM 242,3), conhecida quimicamente por 3,4-dihidro-2,2-
dimetil-2H-naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona, é uma ortonaftoquinona de ocorréncia natural no
ipé roxo ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellanedae Lor), da familia Bignoniaceae, crescente
principalmente no Brasil, que também pode ser obtida através do processo de semi-sintese do
seu isdbmero lapachol, isolado da mesma planta, por acdo controlada do calor ou por hidrdlise
acida [1-5]. A B-lapachona induz a morte celular tumoral in vitro em células de linhagens de
cancer de prostata, ovario, célon, pulmdo, melanomas, pancreas, leucemia e mama. Estudos
realizados em terapia do cancer de préstata e ovario com a utilizacdo de B-lapachona durante
ou apds o uso do Paclitaxel® (Taxol) conduziram a resultados significativamente melhores por
inibir pontos diferentes da replicacao celular, comprovando a ocorréncia de um sinergismo na
utilizacdo deste farmaco [6-8]. Seu modo de acdo é diferente do empregado pela maioria das
drogas antineoplasicas atualmente disponiveis no mercado. Sabe-se que inibe a DNA
topoisomerase |, inibindo a replicacdo de células cancerigenas nas fases GO/G1 do ciclo
celular e que induz a apoptose, morte celular programada de células cancerigenas, por um
mecanismo particular, independente da expressao da proteina p53 [9-11].

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia experimental transplantavel de origem epitelial
maligna, espécie-especifica e corresponde ao adenocarcinoma mamario de camundongos,
utilizado como modelo experimental em analises de desenvolviemnto e tratamentos de
carcinomas em geral. Este tumor tem crescimento em vérias linhagens dessa espécie animal
na forma sélida, quando inoculado por via subcutanea [12-15].
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Devido a baixa solubilidade em agua da B-lapachona o desenvolvimento de complexos
de incluséo e dispersdes solidas que produzam uma melhor disponibilidade do farmaco para a
realizacdo de ensaios toxicologicos mais consistentes, que comprovem a eficacia e seguranca
da B-lapachona em terapias antineoplasicas consiste um desafio para o desenvolvimento
tecnoldgico.

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administragdo oral da B-lapachona
complexada com HPBCD e PVP K-30 em tumor de Ehrlich, sobre a capacidade proliferativa
das células tumorais no microambiente subcutaneo, quadro hematoldgico, peso dos rins, baco

e figado utilizando como modelo experimental o camundongo.

MATERIAIS E METODOS
Substancias e Reagentes

A B-lapachona (B-lap; lote: 103) utilizada foi produzida pelo Departamento de
Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Pernambuco, Brasil). A
ciclodextrina 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD; Kleptose®HP) foi gentilmente doada
pela Roquette® (Lestrem, Franca). O polimero hidrossoltvel polivinilpirrolidona K-30 (PVP
K-30) foi adquirido da ISP® do Brasil. O Paclitacel ® (Taxol) (Eurofarma®; lote 153923A) foi
gentilmente cedido pelo Hospital das clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Como
solventes foram utilizados alcool etilico absoluto da Merck® (Portugal), 4lcool metilico da
Cinética® (Jand Quimica IndUstria e Comércio de Produtos Quimicos, Brasil) e agua
purificada pelo sistema de osmose reversa. Para a construcdo da curva analitica, quando
necessario a realizagdo de doseamento, foi utilizado um padréo de trabalho de p-lapachona
também produzido pela UFPE (lote: PS01; 99,26%), padronizado a partir do padrdo primario

Sigma® (lote: 31K1558). Foi utilizado alcool etilico absoluto (Dinamica®, Brasil) e agua
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purificada pelo sistema de osmose reversa (Gehaka®) na preparacdo das amostras para a

analise de doseamento.

Obtencéo do complexo de incluséo B-lap:HPBCD

Quantidades equimolares (1:1 mol) de B-lap e HPBCD foram pesadas e solubilizadas
separadamente sob agitacdo mecéanica, utilizando como solvente alcool etilico e agua
purificada, respectivamente. Apds completa solubilizacdo as solu¢bes foram misturadas
originando uma solucdo hidroalcodlica que permaneceu sob agitacdo em agitador oscilante
durante 24h antes da secagem por atomizacdo em spray drier (LabPlant SD-O5) nas
seguintes condicdes: 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 atomizacao de 1,1 £ 2 bar. O complexo resultante foi tamisado em malha de

200 pm.

Obtengdo da disperséo sélida p-lap:PVP K-30

A dispersdo solida contendo B-lapachona com PVP K-30 foi preparada na concentracao
de 20% de B-lapachona (p/p) em relagdo ao polimero, através do método de evaporacdo do
solvente de solubilizagdo, alcool etilico, sob temperatura controlada (55°C + 5 °C) e pressdo
reduzida (-800mbar = 20mbar) com agitacdo continua de 90 + 3rpm, havendo uma
precipitagao da B-lapachona juntamente com o polimero (Evaporador rotativo Fisatom®, 802).
A dispersao resultante foi congelada a -4°C por 5 dias e posteriormente liofilizada (presséo de
80 a 150 pHg; temperatura -40°C + 5°C; véacuo 220 + 2 Vca) (Liofilizador L101 Liobras® com
bomba acoplada para alto vacuo de 2 etapas IP 21 Liobras®). Apés a secagem a disperséo foi

pulverizada e tamisada em malha de 250 pm.
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Obtencédo das suspensdes amostra

A suspensdo base utilizada no estudo foi formulada com carboximetilcelulose (CMC
1000 a 2000), sorbitol 70%, dioxido de silicio coloidal utilizando agua como veiculo e
mantida em vidro &mbar, armazenada em geladeira ao abrigo da luz. Esta suspensao base foi
utilizada como placebo, controle negativo, e veiculo para incorporacao dos produtos a serem
avaliados: dispersdo sélida, complexo de inclusdo e Paclitaxel® (Taxol), controle positivo. As
suspensdes medicamentosas foram preparadas diariamente utilizando quantidades dos
produtos complexados suficientes para obtencéo da concentracdo de 20mg/Kg de B-lapachona

e no caso do controle positivo (Paclitaxel®) 100mg/Kg de taxol.

Estudo in vitro - Ensaio de dissolucao

Com o intuito de avaliar a velocidade e a taxa de dissolucéo foi realizado um estudo dos
perfis de dissolu¢do dos produtos intermediarios obtidos pelos métodos de dispersao sélida e
complexo de incluséo, antes de serem incorporados na suspensdo base para administracao in
vivo. Os perfis de dissolugéo in vitro foram realizados em dissolutor Varian VK 7010 com
velocidade de 75 rpm, aparato 2 (pa), temperatura de 37 + 0,5 °C, utilizando 900 mL da agua
purificada como meio de dissolugdo. A quantidade da amostra foi 0 equivalente a 25 mg de B-
lapachona, mantendo as condigdes sink do estudo. Os intervalos de coleta foram de 5, 10, 15,
20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos, onde se procedeu a filtragdo em membrana 0,45 pum e
adequada diluicdo para quantificagao do teor dissolvido de B-lapachona por espectroscopia no
UV a 256 nm utilizando metodologia anteriormente validada (Espectrometro Varian®, Unity
plus-300MHz) [16]. Foi efetuada a reposi¢do do meio de dissolugdo com o mesmo volume

retirado em cada tempo. Todos os ensaios foram efetuados em quadruplicata.
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Estudo in vivo

Foram utilizados 24 camundongos albinos da linhagem Swiss, machos, com idade
aproximada de 2 meses, pesando entre 25 e 35g, provenientes do Biotério do Instituto de
Antibioticos da UFPE. Estes animais foram divididos, aleatoriamente, em quatro grupos
experimentais (n=6) o0s quais receberam 0s seguintes tratamentos: G1 suspensdo base
(controle negativo); G2 suspensao contendo a dispersao solida B-lap:PVP K-30; G3 suspensao
contendo Paclitaxel® (controle positivo) e G4 suspensdo contendo o complexo de inclusdo -
lap:HPBCD. Os animais permaneceram durante todo o tempo de experimento em gaiolas,
sendo alimentados com racdo comercial balanceada e agua potavel a vontade, submetidos ao
controle artificial de ciclos de luminosidade (12 horas de luz/12 horas de escuro).

No primeiro dia do estudo foram inoculados 0,2 mL de solugéo contendo 5 x 10%/mL de
células viaveis de tumor de Ehrlich entre os coxins plantares do membro inferior direito de
todos os animais, obtendo-se, assim, a implantacdo do tumor sélido de Ehrlich (TSE).

Apos sete dias de administracdo oral das suspensdes pré-estabelecidas para cada grupo,
sempre no mesmo horario, os camundongos foram submetidos a anestesia geral, por via
intraperitoneal, com cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina, pesados, coletados 0,7
mL de sangue com EDTA 10%, sacrificados por deslocamento cervical e necropsiados.

Para obtencdo dos valores hematol6gicos dos animais foi utilizada contador Micros 60
Horiba “®* e integrador Diagnostics Microline 320 turbo.

A necropsia, a massa tumoral foi extraida e pesada em balanca analitica. Os pesos
absolutos do tumor de cada animal foram obtidos pela divisdo do peso do tumor individual

pela média do peso do tumor do grupo controle negativo apds eutanasia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis de dissolugdo dos sistemas B-lap:HPBCD e pB-lap:PVP K-30 mostram
excelentes propriedades de dissolucdo, tendo ocorrido completa dissolucdo do farmaco
durante o tempo decorrido no ensaio (Figura 1). Fato este que pode ser explicado com base na
propriedade hidrossolubilizante e poder molhante da ciclodextrina e polimero utilizados, além
da formacdo de uma nova fase solida, originada através dos processos de complexacéo e
dispersdo, caracterizada pela perda de cristalinidade do farmaco. A maior eficiéncia no perfil
de dissolugdo observada no binério B-lap:HPBCD, apresentando um teor dissolvido
aproximado de 80% com apenas 10 minutos de ensaio, esta relacionada com uma maior
interacdo quimica intermolecular ocorrida durante o processo de obtencdo do complexo de
inclusdo, quando comparado com a dispersdo sélida com PVP K-30. Diante do exposto, 0s
resultados obtidos in vitro, referentes ao teor de dissolucdo, ddo subsidios para utilizacdo

destes dois sistemas na realizacdo de estudos in vivo.

== [-lap: PVPK-30
== [3-1ap HPBCD

p-lapachona dissolvida (%)
(=31
(e}

O T
0 50 100 150

Tempo (minuto)

Figura 1. Perfis de dissolucdo dos sistemas B-lap:HPBCD e B-lap:PVP K-30.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao eritograma dos grupos
avaliados no estudo, ocorrendo diferenca significativa entre os grupos, (p<0,05), relaciona ao

namero relativo de linfocitos e mondcitos (Tabela 01).
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Quando comparamos percentualmente as células das linhagens imunoldgicas,
percebemos uma discreta monocitose com linfopenia relativa no grupo tratado com o
complexo de inclusdo B-lap:HPBCD. Entre as diversas hipoteses para justificar este achado
estdo a possibilidade de uma toxicidade seletiva a linhagem linfocitica. Outra hipdtese
levantada em andlises preliminares estd a possibilidade de uma recuperacdo medular pos
mielosupressdo pelo quimioterdpico mais precoce neste grupo, visto que, a primeira linhagem

a aparecer no sangue periférico nesta fase € a monocitica. Outras hipéteses podem justificar

este achado, porém, um estudo mais especifico e detalhado necessita ser realizado.

Tabela 1. Valores hematoldgicos.

Gl G2 G3 G4 F calculado
Leucocitos (10%mm®) | 10,25+ 3,38 | 9,12 +2,47 | 9,73+3,41 | 9,55+ 254 0,44
Hemacias (10%/mm?®) 592+111 | 613+0,81 | 6,04+1,19 | 594+ 1,04 0,14
Hemoglobinas (g/dl) 8,17+1,49 | 817+0,86 | 7,82+1,67 | 8,12+1,44 0,23
Hematdcritos (%) 30,58 + 5,96 | 31,07 + 3,20 | 29,83+ 6,63 | 30,95+ 5,71 0,17
Linfécitos (%) 4545 + 4,84 | 40,28 + 5,49 | 40,83+ 6,70 | 34,37 + 9,95 4,75
Mondcitos (%) 31,18 +5,07 | 37,93+ 3,92 | 37,48+ 2,85 | 41,55+ 3,61 16,21
Granulécitos (%) 21,28 + 6,05 | 21,43+ 3,63 | 20,73+ 4,32 | 24,03+ 6,28 0,73

*F (0,95;3,20): 3,098

Na necropsia, macroscopicamente, 0s tumores, independente do grupo avaliado,

apresentaram-se semelhantes, esbranquigados e infiltrados nos tecidos adjacentes (Figura 2).

Figura 2. Massa tumoral:

positivo e 4) Complexo de incluséo.

1) Controle negativo, 2) Dispersdo sdlida, 3) Controle
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Porém, foi observada diferenca estatisticamente significativa entre todos 0s grupos
(p<0,05) no peso absoluto dos tumores (f calculado: 219,56 - F ¢ g5. 3.20: 3,098).

Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados, independente do
tratamento, dispersao solida B-lap:PVP K-30, controle positivo ou complexo de inclusdo -
lap:HPBCD (p=<0,05) (f calculado: 7,696 - F ¢gs. 2.15: 3,682).

Os resultados sugerem uma melhor eficiéncia na inibigdo tumoral da PB-lapachona
complexada com a HPBCD por ter sido o grupo que apresentou a menor média para 0 peso
absoluto dos tumores, apresentando-se diferente estatisticamente aos demais grupos, inclusive
quando comparado apenas com 0 controle positivo (p<0,05) (f calculado: 6,380 - F ¢ 9s: 1.10:
4,965) (Figura 3).

Deve ser ressaltado que a avaliacdo do peso tumoral absoluto realizada conforme o
protocolo utilizado esta sujeita a um grande nimero de interferéncias, tais como a existéncia
de processo inflamatério e de edemas nas regides periféricas a massa tumoral, que podem
interferir na adequada avaliagdo do peso, ndo proporcionando uma aferi¢do conclusiva.

HG1: Controle negativo B G2: Dispersdo solida
3,0000 1 m@G3: Controle positivo m G4: Complexo de inclusao

2,5000 -
2,0000

1,5000 -

1,0000 -

Peso Absoluto do Tumor (g)

0,5000 -

’

0,0000 -

Grupos

Figura 3. Peso absoluto dos tumores.
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Concluséo

O meétodo desenvolvido para quantificagao B-lapachona por espectrofotometria no UV
demonstrou-se robusto, linear, sensivel, preciso e exato garantindo a qualidade da analise e
assim as boas praticas de laboratorio e fabricacdo.

Os resultados obtidos indicam que o uso do PVP K-30 e PEG 4000, polimeros
hidrofilicos, como carreadores na formacao de dispersdes sélidas, melhora a solubilidade em
agua da B-lapachona. De acordo com as analises realizadas a melhor op¢do para a formacao
de uma dispersao so6lida com interagdes quimicas ¢ fisicas entre a B-lapachona e o PVP K-30
ocorreu na concentra¢do de 20% de B-lapachona, o que foi confirmado através do ensaio de
dissolugdo. Quando utilizado o PEG como carreador a concentragdo 20% de B-lapachona
também foi a dispersédo que apresentou melhor resultado com o menor aporte total do produto
para atingir uma determinada concentracdo terapéutica. Estes binarios apresentaram
significativas alteracBes térmicas, espectrais e morfoldgicas, assim como maior solubilidade
aquosa e teor dissolvido, quando comparados a B-lapachona isolada e a suas respectivas
misturas fisicas.

As trés ciclodextrinas estudadas (BCD, HPBCD e MBCD) demonstraram, através do
estudo de solubilidade de fases, capacidade de formacdo de complexos de inclusdo em
solugdo com a PB-lapachona, com estequiometria de 1:1 (mol:mol). Os processos de obtencao
por secagem por atomizacdo para as trés ciclodextrinas e co-evaporagdo para a HPBCD e
MBCD, revelaram-se adequados para a formacdo de complexos no estado solido com a [3-
lapachona. Estes complexos apresentaram, além da reducdo no tamanho de particulas, uma
perda do estado cristalino devido as possiveis interacdes quimicas ocorridas entre o farmaco e

as ciclodextrinas.
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Perspectivas

PERSPECTIVAS

Foi iniciada a elaboracéo de artigo cientifico referente a caracterizacao fisico-quimica da
B-lapachona frente a sua atividade bioldgica;

Foi iniciado, aguardando conclusdo do estudo de metodologia computacional com os
complexos de inclusdo (em anexo);

Foi iniciado, aguardando conclusdo dos estudos de RMN*H e RMN de sélidos para as
dispersdes solidas e complexos de incluséo;

Obtencéo e caracterizacdo de complexos de inclusdo multicomponentes;

Realizacdo de estudos de estabilidade das misturas fisicas, dispersdes sélidas, complexos
de incluséo binarios e multicomponentes;

Desenvolvimento tecnoldgico e caracterizacdo de forma farmacéutica sélida (capsula ou
comprimido) a base de B-lapachona, a partir das dispersdes sélidas e/ou complexos de
incluséo;

Desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas para o doseamento e dissolucdo
da forma farmacéutica solida (capsula ou comprimido) obtida;

Avaliacdo da estabilidade acelerada e de longa duracdo (em cémaras climaticas) das
formulacGes desenvolvidas;

Aprofundamento da investigacdo toxicoldgica pré-clinica da f-lapachona complexada em

modelos animais.
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Anexos

UNIVERSIDADE DE COIMBRA
FACULDADE DE FARMACIA PARECER

A Dra. Geisiane Maria Alves Presmich, realizou durante 10 semanas, trabalhando
mais de 12 horas diarias, no Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra um extenso trabalho experimental sobre a
complexacdo de farmacos e sua caracterizagado fisico-quimica.

Foram disponibilizados todos os meios materiais necessarios ao desenvolvimento das
diferentes composic¢Bes farmacéuticas bem como os respectivos equipamentos.

Devo salientar que a Dra. Geisiane Presmich adquiriu muito rapidamente autonomia
no uso das técnicas e equipamentos envolvidos nos estudos, sendo em alguns casos a primeira
vez que teve oportunidade em os utilizar.

Os resultados obtidos foram muito promissores face aos objectivos inicialmente
estabelecidos para o estagio de 10 semanas.

Associando a qualidade do trabalho efectuado, a dedicacdo, o entusiasmo e o espirito
critico da Dra. Geisiane Presmich, somos de parecer que o estagio foi totalmente aproveitado
pela aluna no estudo das tecnologias de complexacdo de farmacos com ciclodextrinas.

Deste modo, considero que o estagio realizado no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Faculdade de Farméacia de Coimbra, foi altamente proveitoso para a aluna e
para a instituicdo a que pertence, ja que teve a oportunidade de experimentar tecnologias nao
instaladas no Laboratdério onde trabalha, podendo assim, devido a competéncia que possui,

transferi-las de modo facil e com conhecimento consistente.

Coimbra, 15 de Fevereiro de 2008

| /LLL“ Z/ | S

Prol. Doutor Francisco José Baptista Veiga
Professor Associado com Agregaciio
Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica
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Comprovante de submissao de artigo

Citando Latin American Journal of Pharmacy < >:
November 20th, 2009

Pedro José Rolim-Neto

Universidade Federal de Pernambuco ( )

Manuscript Identification Number: LAJP 1768-09

Dear author:

I am glad to inform you that your article 'Desenvolvimento e validacdo de um método
analitico para quantificacdo do Farmaco Anti-neoplasico b-lapachona por espectrofotometria’
by Geisiane Maria A. Presmich, Larissa A. Rolim, Otavio R.B.R. Cavalcanti, Pedro José
Rolim Neto has been accepted for publication in Latin American Journal of Pharmacy. In due

moment you will receive the page proof consigning the issue where your article will be

included.
Many thanks for your interest in our journal.

Reviewer's comments: The revised version is suitable for being published in Lat. Am. J.

Pharm.
Yours sincerely,
Prof. Néstor O. Caffini,

Editor Latin American Journal of Pharmacy

E-mail:
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Thank you for submitting your work to this journal.
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Elsevier Editorial System
International Journal of Pharmaceutics
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Modelagem Molecular

As estruturas do complexo Beta-Lapachona---Beta-Ciclodextrina (BL:--BCD) e dos
mondmeros isolados (BL e BCD) foram otimizadas com o0 método de quimica quantica semi-
empirico RM1 [Rocha, G.B.; Freire, R.O.; Simas, A.M.; Stewart, J. P.; Journal of
Computational Chemistry, 27(10), 1101-1111, 2006]. Todos os célculos foram executados
pelo programa SPARTAN’08 versdo 1.0.0. O valor da energia de interagao (AE) foi
determinado pela aproximacdo da supermolécula, onde se subtrai as energias dos mondmeros
(BL e BCD) da energia do complexo (BL---BCD), ou seja, AE = Egr-scp) — EgL) — EBCD),

onde E é a energia RM1 de cada molécula ou supermolécula otimizada.

Resultados

O resultado mais estavel encontrado para o complexo BL:--BCD pode ser observado
na Figura X. O valor da energia de interacdo (AE) é de 3,15 Kcal.mol™, onde a principal
interacdo observada é uma ligacdo de hidrogénio de 2,56 A entre uma hidroxila da BCD e
uma das carbonilas da BL, como esta destacado na Figura X. Esta interacdo € a principal

responsavel pela estabilizagdo energética do complexo BL---BCD.
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Figura X. Geometria do complexo mais estavel BL---BCD obtida através dos célculos semi-
empiricos RM1. S&o apresentados 2 angulos de visdo diferentes e, em cada caso, a figura com e sem
os hidrogénios. A linha tracejada representa a ligacdo de hidrogénio intermolecular.
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José Lamartine Soares Sobrinho deu entrada no processo de patenteamento da invengdo
intitulada “DISPERSOES SOLIDAS DE B-LAPACHONA EM POLIVINILPIRROLIDONA K-30 E
POLIETILENOGLICOL 4000 PARA MELHORA DA SOLUBILIDADE AQUOSA” no dia 21 de
dezembro de 2009 no Ndcleo de Inovacdo e Transferéncia de Tecnologia (NITEC) da

Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Esta proposta de patente possui vinculagdo com a Universidade Federal do Piaui

(Teresina - Brasil) e Universidade Federal de Pernambuco (Recife — Brasil), e possui como
autores:

1 — Geisiane Maria Alves Presmich - UFPE
2 — José Lamartine Soares Sobrinho - UFPI
3 — Pedro José Rolim Neto - UFPE

4 — Larissa Aradjo Rolim - UFPE

Atenciosamente,

G
M 54 14192774

¢/ /

Funcionario do NUCLEO DE INOVACAO E TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA da UFPI
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