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RESUMO
CAVALCANTI, I. M. F. Preparagdo, caracterizagdo e cinética de liberag&o in vitro de
lipossomas contendo B-lapachona e complexos de inclusdo B-lapachona:2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina. 2010. Dissertagdo (Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brasil.

O presente estudo objetivou a preparacdo e caracterizagdo de lipossomas contendo (-
lapachona (B-lap) ou complexo de inclusdo B-lap:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (B-
lap:HPB-CD) visando aumentar a solubilidade da B-lap e obter um sistema de liberacéo
controlada. Inicialmente ensaios de solubilidade de fases de B-lap em HPB-CD foram
realizados. O complexo de inclusdo B-lap:HPB-CD foi preparado pelo método de
liofilizacdo (freeze-drying) e caracterizado por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de prétons (RMN H'), analise termogravimétrica (TG), calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho (V) e espectroscopia
Raman. A modelagem molecular dos complexos B-lap:HPB-CD também foi realizada.
Os lipossomas foram preparados utilizando a técnica de hidratacdo do filme lipidico e as
estabilidades acelerada e a longo prazo foram avaliadas. A cinética de liberacdo in vitro
da B-lap a partir dos lipossomas foi avaliada pelo método de diélise. No estudo de
solubilidade de fases um aumento de 302 vezes na solubilidade da B-lap em &gua foi
alcancado na presenga de HPB-CD e a constante de associagdo foi calculada (Ky.; = 961
M™). Os termogramas da TG ¢ DSC de B-lap:HPB-CD mostraram a auséncia do pico
correspondente ao ponto de fusdo do B-lap (128 °C). O perfil das bandas Raman
demonstrou um indicio de uma mudanga no ambiente molecular da -lap no complexo
de inclusdo. Sobre o RMN H' pode ser observado que os prétons He da B-lap interagem
com os dois prétons da cavidade da HPB-CD (Hs e Hs). A energia de interagdo do
complexo de inclusdo p-lap:HPB-CD foi -23,67 kJ.mol™. Estes resultados sugerem que
a B-lap esta incluida na cavidade da HPB-CD, resultado este confirmado por estudos de
modelagem molecular, onde foram revelados os mais importantes aspectos moleculares
envolvidos com a estabilidade do complexo de inclusdo B-lap:HPB-CD. Os lipossomas
contendo B-lap apresentaram tamanho de particula de 104,35 + 2,33 nm, potencial zeta
de +21,03 + 4,64 mV e eficiéncia de encapsulacédo de 97,09 + 0,02 %. Enquanto que,
lipossomas contendo B-lap:HPB-CD apresentaram tamanho de particula de 112,3 + 1,49
nm, potencial zeta de +23,22 + 1,90 mV e eficiéncia de encapsulacdo 93,56 + 0,04 %.
Na cinetica de liberacdo foi observado que os lipossomas contendo B-lap:HPB-CD
apresentaram uma maior velocidade de liberagdo de B-lap (216,25 £ 2,34 pg/h)
comparado aos lipossomas contendo apenas o farmaco (183,95 + 1,82 pg/h). A
encapsulacdo de B-lap e complexo de inclusdo B-lap:HPB-CD em lipossomas pode ser
uma alternativa para aumentar a solubilidade da B-lap e, em conseqiiéncia, viabilizar sua
utilizacdo na terapéutica do cancer.

Palavras-chave: -lapachona. Complexos de incluséo. Lipossomas.



ABSTRACT
CAVALCANTI, I. M. F. Preparagdo, caracterizagdo e cinética de liberagdo in vitro de
lipossomas contendo B-lapachona e complexos de inclusio B-lapachona:2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina. 2010. Dissertation (Master). Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brazil.

The present study aimed to prepare and characterize liposomes containing B-lapachone
(B-lap) or B-lap:2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin inclusion complex (B-lap:HPB-CD) in
order to increase de B-lap solubility and obtain a drug delivery system. Initially, a phase
solubility study of B-lap in HPB-CD was performed at 25 °C. The B-lap:HPB-CD
inclusion complex was prepared by the freeze-drying technique and characterized by
proton nuclear magnetic resonance (*H-NMR) spectroscopy, thermogravimetric
analysis (TG), differential scanning calorimetry (DSC), infrared (IR) spectroscopy and
Raman spectroscopy. The molecular modeling of the B-lap:HPB-CD inclusion complex
was also performed. The liposomes were prepared using the lipid film hydration
technique and the accelerated and long term stabilities were evaluated. The in vitro
release kinetics of pB-lap from the liposomes was evaluated by dialysis method. In the
phase solubility study, an increase of 302-fold in B-lap solubility was achieved in the
presence of HPB-CD and a constant of association was calculated (Ki.;= 961 M™). TG
and DSC thermograms of B-lap:HPB-CD complex showed the absence of the peak
corresponding to the melting point of B-lap (128 °C). The Raman bands profile
indicated a change in the molecular environment of B-lap in the inclusion complex.
About * H-NMR it can be observed that the protons He of B-lap interact with the two
protons of the HPB-CD cavity (H; and Hs). The interaction energy of B-lap:HPB-CD
inclusion complex is -23.67 kJ.mol™. These results suggest that p-lap would be trapped
in the cavity of HPB-CD by replacing inside water, which is confirmed by molecular
modeling studies, where was revealed the most important molecular aspects involved
with the stability of the B-lap:HPB-CD inclusion complex. The molecular modeling
confirmed the formation of B-lap:HPB-CD inclusion complex. The liposomes containing
B-lap presented mean particle size of 104.35 £ 2.33 nm, zeta potential of +23.22 £ 1.90
mV and encapsulation efficiency of 97.09 + 0.02 %. However, the liposomes containing
B-lap:HPB-CD presented mean particle size of 112.3 £ 1.49 nm, zeta potential of +21.03
+ 4.64 mV and the encapsulation efficiency of 93.56 + 0.04 %. In the release Kinetics it
was observed that the B-lap:HPB-CD-loaded liposomes offered a higher B-lap release
velocity (216.25 + 2.34 pg/h) than that of B-lap-loaded liposomes (183.95 + 1.82 pg/h).
The encapsulation of B-lap and p-lapachone:cyclodextrin inclusion complex into
liposomes could provide an alternative to overcome [-lapachone low solubility and
eventually its clinical use in cancer therapy.

Keywords: B-lapachone. Inclusion complex. Liposomes.
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1.0 — INTRODUCAO

A B-lapachona (B-lap) é um composto que pode ser naturalmente extraido da
casca de plantas da espécie Tabebuia avellanedae, conhecida popularmente como Ipé-
roxo ou Pau d’arco, arvore nativa da América do Sul com alta frequéncia no Brasil
(ALVES et al., 2008), porém ela também pode ser produzida através de semi-sintese
quimica diretamente do lapachol, substancia amarela também obtida das mesmas
plantas (LI et al., 1993). Ela tem sido uma das naftoquinonas mais extensivamente
estudada, pois apresenta diferentes atividades farmacologicas com potencial terapéutico
tais como: antibacteriana (PESSOA-ANTUNES et al., 2006), antifungica (GUIRAUD
et al., 1994), tripanossomicida (GOULART et al., 1997; LOPES et al., 1978; MOURA
et al., 2001; SILVA et al., 2003), mas o principal potencial desta molécula é sua
atividade antineoplasica contra linhagens celulares humanas (WOO; CHOI, 2005). As
primeiras avaliacGes sobre sua acdo antitumoral datam da década de 70 (DOCAMPO et
al.,, 1979) e investigagbes recentes tém ampliado o conhecimento dessa orto-
naftoquinona como agente antineoplasico (HUSSAIN et al., 2007).

Mesmo a fB-lap apresentando uma atividade antitumoral relevante, sua aplicacéo
terapéutica é limitada devido sua baixa solubilidade em &gua (0,038 mg/mL ou 0,16
mM) (NASONGKLA et al., 2003). Desta forma preparacfes farmacéuticas que visem
aumentar sua solubilidade em &gua e direcionar o farmaco no sistema biolégico podem
ser uma alternativa para ultrapassar esta limitacdo. Neste contexto, as ciclodextrinas
(CDs) podem ser utilizadas para a formagdo de complexos de inclusdo com a B-lap.

Ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de glicose
unidas através de ligagdes glicosidicas a-1,4 (LOFTSSON; DUCHENE, 2007; GRILLO
et al., 2008) que podem ser utilizadas para a formacdo de complexos de inclusdo com
uma variedade de moléculas (DAVIS; BREWSTER, 2004). A formacdo deste
complexo proporciona uma melhora na estabilidade, maior hidrossolubilidade e maior
biodisponibilidade do composto utilizado como principio ativo (BOUDAD et al., 2001,
DUCHENE et al., 1999). Porém as ciclodextrinas ndo sdo consideradas sistemas de
liberacdo controlada de farmacos (FERNANDES et al., 2007).

A nanotecnologia farmacéutica € a area das ciéncias farmacéuticas envolvida no
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicagdo de sistemas terapéuticos em escala
nanometrica ou micrométrica. Estudos de tais sistemas tém sido realizados ativamente
no mundo com o proposito de direcionar e controlar a liberacdo de farmacos (SAKATA
et al., 2007).
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Sistemas de liberacéo controlada sdo concebidos para se obter uma concentracao
plasmética ou niveis de concentracdo tecidual de farmacos dentro da faixa terapéutica
com liberacdo controlada (velocidade controlada), atingindo a dose terapéutica desejada
e evitando possiveis reacdes toxicas inerentes ao composto. Estes sistemas podem
retardar a liberacéo do principio ativo, sustentar a sua liberacéo e/ou direciona-lo a sitios
especificos de acdo (celulas, 6rgdos, microorganismos) (LEE; ROBINSON, 2004).

Os lipossomas, descobertos em 1963, consistem de esferas microscopicas de
tamanhos variados (em escalas de nm e um) com uma ou mais bicamadas lipidicas
concéntricas separadas por compartimento aquoso (TORCHILIN, 2005). Eles podem
encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, sendo que as primeiras ficam no
compartimento aquoso e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas na membrana. Por serem
biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos sdo altamente versateis para
pesquisa e aplicacbes terapéuticas (EDWARDS; BAEUMNER, 2006). Estes sistemas
podem, assim, contribuir para a terapéutica do céncer, j& que esta patologia ainda
apresenta limitagGes quanto ao seu tratamento, como por exemplo, os efeitos colaterais
e as repetidas administraces.

No Brasil, o cancer ja figura como a segunda causa de morte na populacéo,
precedido apenas pelas doencas cardiovasculares. As estimativas para o ano de 2008,
validas também para o ano de 2009, apontam que ocorreram 466.730 novos casos de
cancer. Nas Ultimas décadas, o cancer de prdstata e 0 de mama tém emergido como uma
das doencas mais comuns sendo consideradas as primeiras causas de morte por cancer
em homens e mulheres, respectivamente (INCA, 2009).

Apesar das melhorias no tratamento do cancer, os regimes quimioterapéuticos
existentes apresentam limitagdes, como por exemplo, um indice terapéutico estreito que
ndo permite a administracdo de uma quantidade adequada do farmaco visando uma
eficacia farmacologica. Além disso, os tratamentos convencionais (radioterapia e
quimioterapia) ndo garantem que as células normais ndo sejam atingidas pelos farmacos
ndo seletivos (NISHIYAMA et al.,, 2009). Portanto o desenvolvimento de novas
terapéuticas eficazes com efeitos colaterais minimos dos quimioterapicos € o objetivo
de estudo da comunidade cientifica na area de cancerologia.

Neste contexto, o presente trabalho apresenta carater multidisciplinar
viabilizando, assim a ampliacdo dos estudos que caracterizam fisico-quimicamente
complexos de inclusdo e lipossomas contendo B-lapachona ou os complexos B-lap:HPj-

CD, utilizando conceitos da quimica supramolecular para aumentar a solubilidade da -
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lap e da nanotecnologia farmacéutica para obter sistemas de liberacdo controlada. Desta
forma, a B-lapachona e 0s complexos B-lap:HPB-CD serdo encapsulados em lipossomas,
0s quais podem contribuir como uma alternativa em potencial no avango da terapéutica

do cancer.
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2.0 - OBJETIVOS
2.1 - Geral

O objetivo do presente trabalho consiste em preparar, caracterizar e avaliar a
cinética de liberacdo in vitro de lipossomas contendo B-lapachona e complexos de

inclusao B-lap:HPB-CD para o tratamento do cancer.

2.2 — Especificos

e Preparar complexos de inclusdo da B-lapachona em 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (B-lap:HPB-CD);

e Realizar a caracterizacdo fisico-quimica dos complexos B-lap:HPB-CD
através de RMN H', DSC, TG, IV e Raman;

e Realizar a modelagem molecular dos complexos pB-lap:HPB-CD;

e Obter lipossomas contendo -lapachona e complexos B-lap:HPB-CD;

e Avaliar a estabilidade acelerada e a longo prazo das formulagdes;

e Determinar a taxa de encapsulacdo da B-lapachona em lipossomas;

e Realizar ensaios de cinética de liberacdo in vitro da p-lapachona a partir

dos lipossomas.
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3.0- REVISAO DA LITERATURA
3.1 - B-lapachona
3.1.1 Sintese quimica e propriedades fisico-quimicas da -lapachona

A  B-lapachona [3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-naftol  (1,2-b)pirano-5,6-diona
(C15H1403, PM 242,3)] é uma orto-naftoquinona que pode ser obtida naturalmente da
casca de plantas da espécie Tabebuia avellanedae, conhecida popularmente como Ipé-
roxo ou Pau d’arco, arvore nativa da América do Sul com alta freqiiéncia no Brasil
(ALVES et al., 2008). Porém, em larga escala, a B-lapachona (B-lap) é produzida
através de semi-sintese quimica pelo simples tratamento do lapachol, substancia
amarela também obtida das mesmas plantas, com &cido sulfarico (LI et al., 1993).

Na metade do século passado, as naftoquinonas do Ipé-roxo foram estudadas
pioneiramente pelo Instituto de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco,
com destaque para o lapachol, antigamente comercializado como medicamento pelo
Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) (SILVA et al., 2003).

As estruturas quimicas do lapachol e da B-lap estdo apresentadas na Figura 1.

8]
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e
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Figura 1 — Estruturas quimicas do lapachol (A) e da B-lapachona (B).

Ao longo dos anos, houve um aumento significativo do interesse cientifico pela
avaliacdo das atividades e propriedades da B-lap como pode ser observado na Figura 2.
A B-lap tem sido, desde a década de 70 (DOCAMPO et al., 1979), alvo de estudos no
mundo todo devido ao excelente potencial farmacoldgico in vitro e in vivo (LI et al.,
1999; Ll et al., 2002).
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Figura 2 — Crescimento do numero de publicagdes referentes a B-lapachona (Dados
adquiridos do Scopus™: 2009).

A B-lapachona caracteriza-se por ser uma substancia de carater hidrofébico,
sendo pouco soltvel em agua (0,16 mM ou 0,038 mg/mL) (NASONGKLA et al., 2003),
porém muito solivel na maioria dos solventes organicos. A B-lapachona possui uma
forma bem definida de cristais aciculares, laranja-avermelhado, visiveis a olho nu (Fig.
3) (ALVES et al., 2008). O ponto de fusdo da B-lap varia entre 154 e 156 °C e seu peso
molecular é 242,3 (ALVES et al., 2008).

Figura 3 — Aspecto macroscépico (A) e microscopico (B) dos cristais da B-lapachona.

3.1.2 — Atividades farmacologicas da p-lapachona

A B-lapachona tem sido uma das naftoquinonas mais extensivamente estudada,
pois apresenta diferentes atividades farmacoldgicas com potencial terapéutico tais
como: antibacteriana (PESSOA-ANTUNES et al., 2006), antifungica (GUIRAUD et al.,
1994), tripanossomicida (LOPES et al., 1978; GOULART et al., 1997; MOURA et al.,
2001; SILVA et al, 2003), antiviral (SCHUERCH; WEHRLI, 1978; SCAFFBER-
SABBA et al., 1984) e antinflamatdria (MOON et al., 2007), mas o principal potencial
desta molécula é sua atividade antineoplasica (WOQO; CHOI, 2005).
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3.1.2.1 — Atividade Antitumoral

A B-lapachona atua contra diversos tipos de células tumorais, especialmente em
células de prostata (LI et al., 1999; BLANCO et al., 2007), mama (SIEGEL; ROSS,
2000), ovario (LI et al., 1999; WOO; CHOI, 2005), figado (LAI et al., 1998), pancreas
(OUGH et al., 2005), pulméo (BLANCO et al., 2007) e células de mieloma mdaltiplo (LI
et al., 2000).

A B-lapachona apresenta efeito citotoxico significativamente reforcado pela
presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo (fosfato):quinona oxidorredutase 1
(NQO1), uma proteina altamente expressa em uma variedade de canceres humanos,
incluindo os de pulmdo (BELINSKY; JAISWAL, 1993), préstata (LOGSDON et al.,
2003), pancreas (LEWIS et al., 2005) e mama (SIEGEL; ROSS, 2000). NQOL1 catalisa a
reducdo de dois elétrons das quinonas usando nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NAD(P)H) ou nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) como doador
resultando na forma hidroquinona (PLANCHON et al., 2001). A B-lap reduzida em dois
elétrons ¢ instavel e oxida de volta a forma original de B-lap, que é novamente reduzida
pela NQOI. Esse ciclo entre as formas de quinona ¢ hidroquinona da B-lap provoca
grave reducdo de NAD(P)H e NADH, resultando na deplecdo de adenosina tri-fosfato
(ATP), liberacdo de citocromo C da mitocdndria e um aumento na Ca®* citosélico
(SUZUKI et al., 2006). Estes disturbios metabolicos intracelulares resultam em morte
celular por apoptose (PINK et al., 2000). A formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), durante a redugdo e oxidagdo de B-lap, também foi relatada como causadora de
morte celular (PINK et al., 2000; PARDEE et al., 2002). Siegel e Ross (2000)
observaram que as células tumorais possuem teores mais elevados de NQO1 que células
normais. Pink e colaboradores (2000) mostraram evidéncias que indicam a participacéo
da enzima NQOI no processo de ativagao da B-lapachona na apoptose, aumentando a
citotoxicidade. Eles constataram que ao adicionar nas culturas celulares um inibidor de
NQO1 (dicoumarol) a apoptose era bloqueada. Ough e colaboradores (2005)
observaram que a [-lapachona diminui a viabilidade em células cancerigenas de
pancreas, pois estas células apresentam alta expressdéo de NQO1. Planchon e
colaboradores (2001) observaram que a expressao dessa enzima em células prostaticas
cancerigenas € o ponto chave determinante para a apoptose e letalidade apds exposi¢édo
a B-lap. Em seus experimentos estas células foram mais sensiveis a B-lap que as células

normais.
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A B-lapachona também age como inibidora das topoisomerases | e Il. A
incubacéo direta desta substancia com a topoisomerase I, antes da adicdo de DNA como
substrato, aumenta drasticamente o efeito inibitorio, sugerindo a interagdo direta da -
lap com a topoisomerase |. Este modo de atuacdo difere em relagdo ao de outras
substancias inibidoras das topoisomerases, como, por exemplo, a Camptotecina que é
DNA dependente (LI et al., 1993; SILVA et al., 2003). A B-lap pode também agir
diretamente na topoisomerase Il (CHOI et al., 2003; SILVA et al., 2003) inibindo sua
atividade, que resulta em citotoxicidade, devido ao fato desta enzima ser critica para o
funcionamento normal de qualquer célula, pois ela mantém a integridade do DNA,
reparando-o quando danificado (WHITACRE et al., 1997).

A B-lapachona combinada com outras substancias que atuam em diferentes
mecanismos celulares pode ser uma alternativa quimioterapica. Li e colaboradores
(1999), em experimentos in vivo, observaram que a PB-lap combinada com o taxol
constitui-se em uma associa¢do efetiva contra tumores humanos do ovario e da préstata,
implantados em ratos, sugerindo uma possivel quimioterapia em humanos baseada na
combinacdo destes dois farmacos. Recentemente, Kumi-Diaka (2002) mostrou que o
tratamento combinado da B-lap com a isoflavona genisteina (metabolito obtido da soja)
€ mais potente contra células de cancer de prostata PC3 e LNCaP que ambas
isoladamente. Como a B-lap atua nos pontos de checagem G1 e G2 no ciclo celular,
enguanto a genisteina atua nos ponto G2 e M, a combinacdo dos dois compostos é mais
eficiente, mostrando que esta terapia de combinacdo é mais efetiva para a quimioterapia
do cancer de prostata.

Varios estudos foram realizados para determinar a concentragdo minima da p-lap
para inibir 50 % do crescimento celular (ICsp). Nasongkla e colaboradores (2003) em
seus experimentos determinaram a ICsy da B-lap para células de céncer de mama
humano (MCF-7) como sendo 0,41 pg/mL (1,7 uM). Silva-Junior e colaboradores
(2007) determinaram a ICso para as células de cancer humano do sistema nervoso
central (SNC) (SF-295), de colo-retal (HCT-8), de mama (MDAMB-435) e células
leucémicas (HL-60), sendo 0,22 pg/mL (0,91 uM), 0,20 pg/mL (0,83 uM), 0,06 ug/mL
(0,25 uM) e 0,40 pg/mL (1,65 uM), respectivamente (Tabela 1). Como pode ser
observada a atividade antitumoral da B-lap € significativa j& que ela apresenta baixos
valores de ICs, isto €, s@o necessarias quantidades pequenas de B-lap para eliminar 50
% das células tumorais. Além disso, como ja havia sido relatado, a B-lap age em células
que possuem teores mais elevados de NQOL1 e isto pode ser observado nos
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experimentos de Reinicke e colaboradores (2005), pois em seus trabalhos eles
determinaram a ICso da B-lap em células que apresentavam alta (NQO1+) e baixa
(NQO1-) expressdo de NQOL e puderam concluir que a agdo da fB-lap sobre as células

NQO1+ foi duas vezes maior do que para as células NQO1-.

Tabela 1: Avaliacdo da citotoxicidade in vitro da B-lapachona frente a diferentes

linhagens de células cancerigenas humanas.

Linhagens de células I1Cs Referéncias

Cancer de mama 0,41pug/mL NASONGKLA et al., 2003.
(MCF-7) (1,7 uM)

Cancer de mama 0,06 pg/mL SILVA-JUNIOR et al., 2007.
(MDAMB-435) (0,25 uM)

Cancer de colo-retal 0,20 pg/mL SILVA-JUNIOR et al., 2007.
(HCT-8) (0,83 uM)

Cancer do SNC 0,22 pg/mL SILVA-JUNIOR et al., 2007.
(SF-295) (0,91 uM)

Cancer leucémico 0,40 pg/mL SILVA-JUNIOR et al., 2007.
(HL-60) (1,65 uM)

Estes resultados apontam a [-lap como um novo e potente agente
quimioterapico, porém por apresentar baixa solubilidade em agua, a sua aplicacdo
terapéutica é limitada. Desta forma a utilizacdo de compostos que aumentem sua
solubilidade € uma alternativa para ultrapassar esta limitacdo. Neste contexto, as
ciclodextrinas (CDs) podem ser utilizadas para a formacdo de complexos de inclusdo

com a B-lap.

3.2 — Ciclodextrinas
3.2.1 — Caracteristicas gerais

As CDs foram descobertas ha mais de 100 anos, quando em 1891 foram
produzidas pela primeira vez por Villier através da digestdo do amido pelo Bacillus
amylobacter (VAN DER VEEN et al., 2000). Esta digestdo é promovida pela enzima
Ciclodextrina-glicosiltransferase (CGTase) que, atualmente, pode ser obtida por
diferentes microrganismos (CHAROENLAP et al., 2004; CUCOLO et al., 2006).
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Apesar do trabalho pioneiro de Villiers, as CDs foram primeiramente detalhadas
por Schardinger em 1903, que descreveu o processo de preparagdo e isolamento das
mesmas. Schardinger entre 1903 e 1911 identificou a a e B-CD (VEIGA et al., 2006a).

De 1930 a 1970 foram realizados estudos sistematicos sobre CDs. Um grupo
formado por Freudenberg e outros estudiosos concluiu, na segunda metade da década de
30, que as CDs apresentam estrutura ciclica e identificaram a y-ciclodextrina
(FREUDENBERG et al., 1936). Em 1938 Freudenberg e colaboradores descobriram
que as CDs apresentam uma cavidade central e seus pesos moleculares foram
determinados. Cramer em 1954 descreveu a estrutura basica e caracteristicas fisico-
quimicas de a, B e y-ciclodextrina, como, por exemplo, estrutura molecular, tamanho de
cavidade, solubilidade e habilidade de formar complexos de inclusdo. Ao final da
década de 60, o dominio do método de preparacdo de CDs em escala de laboratério
levou a estudos aprofundados visando particularmente suas possiveis aplicacfes. No
entanto, a obtencdo das CDs ainda apresentava custo elevado e sua utilizagdo em
humanos era discutivel, uma vez que aparentemente apresentavam toxicidade elevada
(SZEJTLI, 1998).

Ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de
glicose unidas através de ligagoes glicosidicas a-1,4 (Fig. 4) (CHALLA et al., 2005;
GRILLO et al., 2008). As CDs apresentam-se na forma de “cones truncados” com o
lado mais largo formado pelas hidroxilas secundarias em C-2 e C-3 e a face mais
estreita constituida pelas hidroxilas primarias ligadas em C-6. Os atomos de oxigénio
envolvidos nas ligacGes glicosidicas (em C-1 e C-4) e os a&tomos de hidrogénio ligados
em C-3 e C-5 determinam o carater hidrofobico do interior da cavidade das CDs. A
presenca das hidroxilas livres na parte externa das CDs confere a essas moléculas um
carater hidrofilico (BRITTO et al., 2004). Elas apresentam uma cavidade interna
hidrofobica e outra superficie externa hidrofilica que sdo capazes de interagir com uma

ampla variedade de compostos.
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Figura 4 — Estrutura quimica geral das ciclodextrinas (A) e representacdo esquematica
da estrutura tridimencional mostrando as caracteristicas estruturais definidas pelo
arranjo das unidades de glicose (B) (Prétons representados por verde e hidroxilas em

vermelho) (Disponivel em: www.gerbras.com.br).

3.2.2 — Classificacao das ciclodextrinas

As CDs podem ser classificadas quanto a dimensdo da cavidade interna que é
determinada pelo nimero de unidades de glicose. Segundo esta classificacdo existem
trés tipos de CDs: a, B e v (FRACETO et al., 2007; GRAMMENOS et al., 2009).
Assim, as o, p e y CDs sdo classificadas como naturais e possuem seis, sete e oito
unidades de glicose e didmetro de aproximadamente 5,3, 6,5 e 8,4 A respectivamente
(Tabela 2) (Fig. 5) (DEL VALLE, 2004).

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas naturais.

Propriedades Ciclodextrinas

a B Y
N° de unidades de glicopiranose 6 7 8
Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade em agua (g /100 mL a 25 °C) 14,5 1,85 23,2
Diametro da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0 -6,5 75-8,3
Volume da cavidade (A) 174 262 427
Férmula empirica Cs6Hg0030 C42H70035 CagHgo040

Fonte: Adaptado de SALTAO; VEIGA, 2001.
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Por muitos anos as ciclodextrinas tém sido extensivamente utilizadas como
potentes agentes acentuadores da solubilidade, modificando a liberagdo e melhorando a
biodisponibilidade de farmacos fracamente hidrossolGveis. Embora as CDs naturais
sejam muito utilizadas no desenvolvimento de formulacGes farmacéuticas, elas
apresentam algumas propriedades menos adequadas enquanto veiculos de farmacos. Por
exemplo, a B-ciclodextrina apresenta uma solubilidade aquosa bastante reduzida devido a
estrutura rigida resultante da formacao de pontes de hidrogénio intramoleculares entre os
seus grupos hidroxilo secundarios. Esta limitacdo incentivou o desenvolvimento de CDs
quimicamente modificadas, que oferecem maior solubilidade, menor toxicidade e a
possibilidade de aumentar a capacidade de inclusdo dos seus derivados (HIRAYAMA;
UEKAMA, 1999: DUCHENE et al., 1999; CALABRO et al., 2004; VEIGA et al.,
2006a). Depois desta observacao, varios derivados das CDs surgiram como, por exemplo,
derivados hidroxipropil da e y-ciclodextrina.

Veiga (1996) referiu a obtengdo dos derivados das ciclodextrinas com grupos
metila, etila, carboximetila, hidroxietila, hidroxipropila, dentre outros. Porem, foi
descoberto que a substituicdo de alguns grupamentos hidroxil, como a funcdo metoxi
resultou em aumento significativo na sua solubilidade aquosa e desta forma o derivado de
CDs que tem sido mais utilizado é a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPB-CD). Esta CD
possui atencdo especial pela sua alta solubilidade, baixa toxicidade e maior cavidade
hidrofébica em comparacdo as outras ciclodextrinas da mesma familia, fazendo desta CD
uma forte candidata para utilizacgdo em formulacGes farmacéuticas (MISIUK;
ZALEWSKA, 2009).

Val7a A v~ 262 A v~a27R "

Figura 5 — Estrutura molecular ¢ dimensdes da cavidade das CDs a, B e y (VENTURINI
et al., 2008).
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3.2.3 — Complexos de inclusdo com ciclodextrinas

Devido a sua estrutura peculiar, as CDs podem ser consideradas cones abertos
em ambas as extremidades, o que Ihes permite a inclusdo de uma enorme variedade de
moléculas hdspedes, na sua cavidade central hidrofébica (ZHANG et al., 2009),
formando assim complexos de inclusdo com varios compostos hidrofobicos (DAVIS;
BREWSTER, 2004). Os complexos de inclusdo sdo formados por duas ou mais
moléculas onde uma delas, a hospedeira, inclui total ou parcialmente uma molécula
hospede, sem o estabelecimento de ligagdes covalentes (VEIGA et al., 2006b). O
complexo obtido exibe novas caracteristicas fisico-quimicas quando comparadas as
moléculas livres. A formacdo deste complexo proporciona uma melhoria na
estabilidade, maior hidrossolubilidade e maior biodisponibilidade do composto utilizado
como principio ativo (BOUDAD et al., 2001; DUCHENE et al., 1999). Nestes
complexos a molécula hospede, isto é, a substancia hidrofobica, se aloja na cavidade
interna hidrofdbica das ciclodextrinas (DEL VALLE, 2004).

Figura 6 — llustragdo da associacéo entre a -ciclodextrina e o cloridrato de imipramina
(A, B e C: complexos de incluséo 1:1; D: complexos de incluséo 2:1; E: complexos de
inclusdo 1:2) (SOUSA et al., 2008).

Quanto a estequiometria do complexo de inclusdo, séo considerados quatro tipos

mais comuns de complexo CD:substrato com 1:1, 1:2, 2:1 e 2:2, dependendo do
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tamanho e aspecto estrutural do substrato em relacdo a cavidade da CD (VENTURINI
et al., 2008). Os diferentes tipos de complexos surgem das diferencas que o substrato
em potencial apresenta para se adaptar a cavidade da CD e este ajuste espacial é
considerado o fator mais importante para reger o processo de complexacdo (HARATA,
1998). Desta forma, para moléculas pequenas € mais facil formar complexos com a- €
B-CD devido a compatibilidade do volume do substrato e da CD. Um exemplo das
possibilidades de formacdo de complexos de incluséo de cloridrato de imipramina com
a B-ciclodextrina é apresentado na figura 6.

As extremidades da cavidade da CD isolada sdo abertas de tal forma que o
substrato pode entrar no anel da CD por ambos os lados. Em solugdo aquosa, a cavidade
levemente apolar € ocupada por moléculas de agua que sdo energeticamente menos
favoraveis que moléculas apolares, dada a natureza da interacdo polar-apolar e,
portanto, podem ser facilmente substituidas por um substrato que seja menos polar que
a agua (VEIGA et al., 2006b). Considera-se que a forca motriz para a complexacao seja
a substituicdo das moléculas de agua de alta entalpia por substratos apropriados, desta
forma a polaridade dos compostos € um fator condicionante da formacdo do complexo
(SZEJTLI, 1998) (Fig. 7).
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Figura 7 — Representacdo esquematica da formacdo do complexo de inclusdo (Molécula
hospede: B-lapachona e circulos azuis: moléculas de agua) (Adaptado de VEIGA et al.,
2006b).

A formagdo de complexos de inclusédo altera significativamente as caracteristicas
do substrato, como por exemplo, melhoria na solubilidade de compostos, estabilizagédo
de substancias sensiveis a luz, calor e oxidacéo, protecdo da degradacdo de substancias
por microorganismos, mascaramento de corantes ou pigmentos e fixacdo de substancias
muito volateis. As consequéncias diretas mais importantes da inclusdo de um substrato
por uma CD em &gua sdo relativas ao aumento da solubilidade do substrato na solugéo
(VENTURIRI et al., 2008).
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3.2.4 — Métodos de preparacao dos complexos de incluséo

O método de formacdo do complexo tem grande influéncia no composto final
obtido, desta forma, € importante que seja realizada uma sele¢do da melhor metodologia
levando-se em consideracdo ndo s6 o complexo final obtido, como também
simplicidade do método, baixo custo, rendimento elevado, rapidez e, principalmente,
facilidade de transposicao de escala. Ha diversos métodos de preparacdao dos complexos
propostos na literatura, mas ainda ndo ha regras gerais ou métodos universais para a
formacéo de complexos de incluséo, isso porque cada composto a ser complexado é um
caso particular, ou seja, possui caracteristicas especificas e por isso as condi¢des ideais
podem variar de acordo com as caracteristicas tanto do composto utilizado como da CD
(MURA et al., 1999). De maneira geral os métodos de formacdo dos complexos mais
utilizados séo:

Co-evaporacdo: neste método a CD e o farmaco sdo solubilizados em uma
mistura de agua e solvente miscivel na agua. A solucdo permanece sob agitacdo
constante e em seguida é levada a rota-evaporador para que o solvente seja retirado. O
complexo obtido é seco a vacuo a temperatura ambiente (MANOLIKAR; SAWANT,
2003).

Co-precipitacdo: neste método a CD é solubilizada em agua e o farmaco em
solvente organico adequado. Apb6s completa solubilizacdo, os dois compostos sdo
misturados e permanecem sob temperatura e agitacdo constantes. Em seguida a solucao
é resfriada a temperatura ambiente; o precipitado obtido é filtrado e lavado com
solvente para a remocédo do farmaco que ndo foi complexado. O precipitado é seco a
vacuo a temperatura ambiente (MANOLIKAR; SAWANT, 2003; DEVARAKONDA et
al., 2005).

Freeze-Drying: complexos de inclusdo seguindo-se este método sdo obtidos com
a completa solubilizacdo da CD em &gua e posterior adicdo do farmaco na solucdo de
CD. A mistura permanece sob agitacdo constante durante certo tempo, em seguida é
congelada e a &gua é retirada por liofilizagdo (BARBATO et al., 2003; TEIXEIRA et
al., 2003; ZIGONE; RUBESSA, 2005). Este método tem como grande vantagem a

possibilidade de ser utilizado tanto em escala laboratorial como em escala industrial.

3.2.5 — Métodos de caracterizacdo dos complexos de inclusao
As propriedades fisico-quimicas do farmaco e da CD livre sdo relativamente
diferentes das que possuem estes compostos quando estdo complexados. Sdo muitas as



Cavalcanti, L M.F. Preparacao, caracterizagdo e cinética de liberagdo in vitro de lipossomas contendo f-lapachona... 31

metodologias que podem ser utilizadas para a investigacdo dos complexos de incluséo,
apresentando todas elas caracteristicas proprias que permitem ndo sé detectar a
formagdo do complexo de inclusdo, como também conhecer a sua estrutura quimica e
interacbes que se estabelecem entre os diferentes componentes que o constituem.
Partindo deste conceito, qualquer metodologia que tenha sensibilidade suficiente para
medir estas diferencas pode ser utilizada para caracterizar estes complexos. Os métodos
de caracterizagdo mais utilizados sdo: Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Prétons (RMN H'), Analise Termogravimétrica (TG), Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC), Espectroscopia de Absor¢do na Regido do
Infravermelho (1V), Difragdo de raio-X em pd e Espectroscopia Raman. Além destes
métodos de caracterizacdo dos complexos de inclusdo, existe ainda o estudo de
solubilidade de fases e a eficiéncia de complexacédo (VEIGA et al., 2006c).

3.2.5.1 — Estudo de solubilidade de fases

A solubilidade aquosa € um dos determinantes chaves no desenvolvimento de
novas entidades quimicas como, por exemplo, os farmacos. As CDs estdo sendo
utilizadas em varias formulacGes para compensar a baixa solubilidade e consequente
baixo nivel de dissolucdo dos farmacos.

A maioria dos compostos lipofilicos forma complexos de inclusdo 1:1
farmaco/CD onde uma molécula do farmaco se complexa com uma de CD e esta relagao
é obtida através do estudo de solubilidade de fases (LOFTSSON et al., 2005).

A teoria desenvolvida por Higuchi e Connors em 1965 para o estudo de
solubilidade de fases baseia-se na medicao do efeito de complexacéo na solubilidade da
molécula hdspede e permite fazer inferéncias sobre a estequiometria de incluséo e
estimar uma constante relacionada com o grau de estabilidade do complexo formado. O
estudo de solubilidade é realizado experimentalmente com adi¢fes de concentracdes
crescentes de ciclodextrinas a uma quantidade em excesso da molécula hospede. A
capacidade das ciclodextrinas de aumentar a solubilidade dos farmacos em agua €
avaliada por intermédio do diagrama de solubilidade de fases. Segundo esta teoria, se
classificam como perfis do tipo A (aumento na solubilidade), quando a solubilidade da
molécula héspede aumenta com o incremento da concentracdo de CD. Perfis do tipo B
(queda da solubilidade) s&o obtidos com a formagéo de complexos de baixa solubilidade
aquosa, em alguns casos, inclusive inferior a da molécula hospedeira e que precipitam a
medida que ha encapsulacdo. Estes dados do grafico permitem calcular a estequiometria
e a constante de associa¢do (Kj.1) das curvas formadas (Fig. 8) que sdo utilizadas para
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comparar as afinidades dos farmacos a diferentes CDs.

o A Tipo A - composto solivel
Ay A_ - linear
Ap - desvio positivo
A\ - desvio negativo
8 Tipo B - composto baixa solubilidade

B, Bs - solubilidade limitada

Concentragao de ciclodextrina

Concentragao da droga

B: - compostos insoliveis
Figura 8 — Perfis de solubilidade segundo a teoria de Higuchi e Connors (Adaptado de

DAVIS; BREWSTER, 2004).

3.2.5.2 — Eficiéncia de complexacao

Sabe-se que em solucdo aquosa as CDs podem formar complexos de inclusao
onde a molécula de agua se localiza na posicdo externa da molécula e o farmaco
hidrofébico na cavidade da CD (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

A eficiéncia de complexacdo (CE) também revela a afinidade dos farmacos a
diferentes CDs. Se CE é 0,1 entdo 1 a cada 11 moléculas de CD formam complexos
com o farmaco e se CE ¢é 0,01 entdo s6 1 a cada 100 CD formam o complexo
(LOFTSSON et al., 2005).

3.2.5.3 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Prdétons

(RMN HY

Em sistema aquoso, a formagdo do complexo de inclusdo com a CD pode ser
detectada através de anélise por RMN H'. Esta técnica fornece informacdes estruturais
Unicas sobre estequiometria, constantes de estabilidade e orientacdo molecular do
farmaco dentro da cavidade da CD (FIELDING, 2000). A modifica¢do nos sinais da CD
é consequiéncia direta das alteracOes causadas pela associagdo com o substrato, que
altera 0 microambiente ao redor dos atomos de hidrogénio no interior da cavidade. Da
mesma forma, o substrato incluido também sofre alteracdo na leitura dos sinais
correspondentes aos atomos que penetram na cavidade da CD, a qual constitui um
microambiente diferente daquele em que ele estava originalmente solvatado.

3.2.5.4 — Anélise Termogravimétrica (TG)

Analise Térmica é um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacdo, é

monitorada em funcdo do tempo, enquanto a temperatura da amostra, sob uma
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atmosfera especifica, é submetida a uma programacao controlada. Existem varios tipos
de anédlise térmica, dentre eles a Analise Termogravimétrica (TG) e a Calorimetria
Exploratdria Diferencial (DSC). A TG permite determinar as perdas de massa que se
produzem nos compostos quando sdo submetidos a um aumento de temperatura. Este
método determina as alteracGes de massa que ocorrem durante o processo (VEIGA et
al., 2006c).

3.2.5.5 — Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Calorimetria exploratéria diferencial é uma técnica na qual a diferenca entre a
quantidade de calor necessaria para elevar a temperatura de uma amostra e da referéncia
séo medidas em fungéo da temperatura.

A DSC é utilizada como método de rotina para investigacfes qualitativas
preliminares e rapidas, por avaliacdo do comportamento térmico dos componentes
isolados, mistura fisica e respectivos complexos (GIORDANO et al.,, 2001). A
finalidade da utilizagdo desta metodologia analitica consiste na comparacao dos perfis
térmicos resultantes das misturas fisicas de farmacos e CD com os perfis resultantes dos
respectivos complexos, para que seja evidenciada ou ndo a ocorréncia da inclusdo do
farmaco na cavidade da CD. Na auséncia de qualquer tipo de interacdo entre o farmaco
e CD, as curvas de DSC resultantes deverdo corresponder ao somatério das curvas de
DSC dos componentes individuais. Na eventualidade da ocorréncia de interagGes entre
farmaco e CD nos produtos obtidos pelas varias manipulacbes, as curvas de DSC
deverdo apresentar um perfil ndo coincidente com o somatério dos efeitos observados
nos termogramas dos componentes isolados. Isto porque, quando uma molécula
hospede é incluida na cavidade de uma CD, os seus pontos de fusdo e ebulicdo sofrem
um deslocamento para temperaturas diferentes ou desaparecem no intervalo de
temperaturas anterior & decomposicéo da respectiva CD (CABRAL MARQUES et al.,
1990).

A DSC permite também determinar o calor absorvido ou liberado pela amostra a
uma temperatura programada. Estas variagdes de calor resultam das alteragdes que se
produzem num composto e que desaparecem quando esta incluido numa CD (VEIGA et
al., 2006c).

3.2.5.6 — Espectroscopia por Infravermelho (1V)

A IV é uma metodologia analitica que pode ser utilizada na avaliacdo da
ocorréncia de interacbes entre diferentes moléculas no estado sélido. Contudo, este
método apresenta algumas limita¢des no estudo da formacdo de complexos de incluséo
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(VEIGA et al., 2006c). As bandas de absorcdo caracteristicas da CD, que representa a
maioria das bandas de absorcdo dos complexos, sdo pouco influenciadas pela
complexacdo. Por sua vez, as bandas de absor¢do do farmaco representam desvios para
maiores ou menores valores, acompanhadas de uma diminuicdo de intensidade, mas a
proporcéo de farmaco raramente excede 0s 15% da massa dos complexos, por isso estas
alteracOes sdo frequentemente pouco perceptiveis (SZEJTLI, 1998).

3.2.5.7 — Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman € uma técnica fotdnica de alta resolucdo que
proporciona, em poucos segundos, informacdo quimica e estrutural de quase qualquer
material, composto orgéanico ou inorganico permitindo assim sua identificagéo.

A espectroscopia Raman é uma tecnica amplamente utilizada para a
caracterizacdo de materiais contendo carbono, identificando os tipos de ligacGes e
fornecendo informacdes sobre o grau de desordem da rede cristalina. Com recursos de
microfocalizacdo, as investigacfes sdo bastante precisas, identificando as diferentes
formas cristalinas e amorfas que podem compor as amostras. De acordo com as suas
possiveis aplicacdes, uma precisa caracterizacdo dos materiais contendo carbono se faz
necessaria, de preferéncia por métodos ndo destrutivos, com analises ndao somente
quanto a sua heterogeneidade, mas também quanto a sua forma estrutural (LOBO et al.,
2005).

3.2.6 — Aplicacéo das ciclodextrinas

As CDs estdo sendo utilizadas nas mais variadas areas dentre elas, na industria
alimenticia, cosmética e farmacéutica (VENTURINI et al., 2008). Na industria
alimenticia ela reduz odores e sabores indesejaveis, na cosmética ela diminui irritacdo
local, propicia acéo prolongada e também diminui odores e na farmacéutica ela é muito
utilizada para aumentar a solubilidade de farmacos fracamente hidrossolUveis e
aumentar também a estabilidade (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

As ciclodextrinas sdo conhecidas por permitirem a incorporacdo molecular de
farmacos com caracteristicas hidrofdbicas, alterando-lhes a solubilidade e, em alguns
casos, melhorando a biodisponibilidade. Porém a estrutura quimica da ciclodextrina, seu
peso molecular (>972 Da) e seu baixo coeficiente de particdo sdo caracteristicas que
tornam este composto pouco permedvel as membranas bioldgicas (LIPINSKI et al.,
2001). Além disso, a capacidade destes complexos funcionarem como sistemas de
vetorizacdo de farmacos por si sO € inexistente (FERNANDES et al., 2007). Desta
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forma a utilizacdo de sistemas de liberacao controlada de farmacos seria uma alternativa

para ultrapassar estas limitagoes.

3.3 — Nanotecnologia Farmacéutica e Sistemas de Liberacdo Controlada de
Farmacos

A nanotecnologia farmacéutica é a area das ciéncias farmacéuticas envolvida no
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicagdo de sistemas terapéuticos em escala
nanometrica ou micrométrica. Estudos de tais sistemas tém sido realizados ativamente
no mundo com o propdsito de direcionar e controlar a liberacao de farmacos (SAKATA
et al., 2007).

A tecnologia associada a modificacdo da liberacdo de farmacos, ou de outras
substancias bioativas, a partir de preparacbes farmacéuticas sofreu um incremento
notdrio nas Gltimas décadas na tentativa de maximizar as vantagens inerentes as formas
farmacéuticas de liberagdo controlada (DAS; DAS, 2003). Uma ampla variedade de
sistemas, visando condicionar a velocidade e o local de liberacdo dos farmacos, tem
sido objeto de investigacdo na area da industria farmacéutica (PIMENTEL et al., 2007).

Sistemas de liberacdo controlada de medicamentos sdo concebidos para se obter
uma concentracao plasmatica ou niveis de concentracdo tecidual de farmacos dentro da
faixa terapéutica com liberacdo controlada (velocidade controlada), atingindo o efeito
terapéutico desejado e evitando possiveis reacdes toxicas inerentes ao composto. Estes
sistemas podem retardar a liberacdo do principio ativo, sustentar a sua liberacdo e/ou
direciona-lo a sitios especificos de acdo (células, érgdos, microrganismos). Na terapia
medicamentosa utilizando formas farmacéuticas convencionais como solucdes,
suspensdes, emulsdes, capsulas, etc.; torna-se dificil manter as concentracdes
plasmaticas de muitos farmacos em nivel terapéutico por longo periodo de tempo, isto
porque, essas apresentacdes normalmente liberam todo seu conteudo de imediato
gerando inicialmente um pico maximo de concentracdo plasmatica que pode atingir
niveis toxicos, e logo apds, uma concentracdo insuficiente de agdo, ou seja, uma dose
subterapéutica, o que proporciona flutuagdes aleatérias da biodisponibilidade do
principio ativo (LEE; ROBINSON, 2004).

O principal objetivo de uma forma farmacéutica de liberagdo controlada é
manter constante a concentracdo plasmatica do farmaco na faixa terapéutica, eliminando
as variagdes que geralmente sdo observadas no decorrer do tratamento como a falta de
efetividade (dose subterapéutica) ou efeitos toxicos da substancia ativa (Fig. 9).
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Figura 9 — Farmacocinética de sistemas farmacéuticas convencionais e sistemas de

liberacdo controlada ou sustentada de farmacos (LIRA, 2007).

As principais vantagens dos sistemas de liberacdo controlada de farmacos séo
(GULATI et al., 1998; TORCHILIN, 2005; PIMENTEL et al., 2007):
e Promover a vetorizacdo do farmaco;
e Proteger o conteudo encapsulado;
e Manter os niveis plasmaticos do farmaco em concentragdo constante;
e Reduzir o nimero de administra¢es do farmaco;
e Reduzir a toxicidade devido a menor liberacdo do principio ativo em tecidos
saudaveis;
e Melhor adesdo do paciente a terapéutica;
Otimizar a dose terapéutica;
e Possibilitar a incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas
nos lipossomas;

e Promover liberacdo controlada do principio ativo ao longo do tempo.

As principais formas farmacéuticas de liberagcdo controlada sdo bombas
osmoticas, adesivos transdérmicos, implantes, microparticulas (microesferas e
microcapsulas), nanoparticulas (nanoesferas e nanocapsulas) e lipossomas (VERMA,;
GARG, 2001).

3.3.1 - Lipossomas
Alec Bangham h& mais de 40 anos com sua observacdo pioneira de que
fosfolipideos em solucdes aquosas podem formar estruturas fechadas em bicamadas,

permitiu que a pesquisa relacionada aos lipossomas percorresse um longo caminho,
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convertendo-os de simples objetos de pesquisa biofisica em carreadores terapéuticos
para numerosas aplicagBes clinicas (TORCHILIN, 2005). Imediatamente apds o
trabalho de Bangham, os lipossomas impuseram-se como um sistema modelo simples
para o estudo de membranas bioldgicas. O sucesso na incorporacdo de enzimas em
lipossomas despertou também o interesse da comunidade cientifica para a sua aplicacao
médica e farmacoldgica (SANTOS; CASTANHO, 2002). Na década de 70, Gregory
Gregoriadis comegou a investigar a capacidade de encapsulacdo de farmacos por
vesiculas lipossomais e sua posterior liberacdo e prop6s pela primeira vez a utilizagédo
de lipossomas como sistema transportador de farmacos, mantendo desde entdo um papel
preponderante no desenvolvimento desta area. (FREZARD et al., 2005).

Os lipossomas, descobertos em 1963, consistem de esferas microscopicas de
tamanhos variados (em escalas de nm e um) com uma ou mais bicamadas lipidicas
conceéntricas separadas por compartimento aquoso (TORCHILIN, 2005) (Fig. 10). Eles
podem encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, sendo que as primeiras ficam
no compartimento aquoso e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas na bicamada (GILLET
et al., 2009). Por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos sdo
altamente versateis para pesquisa e aplicacGes terapéuticas (EDWARDS; BAEUMNER,
2006).

Estas vesiculas sdo constituidas basicamente por fosfolipideos e esterois
(VEMURI; RHODES, 1995). Os fosfolipideos mais utilizados nas formulacbes de
lipossomas sdo o0s que apresentam forma cilindrica como a fosfatidilcolina,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que tendem a formar uma bicamada
estavel em solucdo aquosa. As fosfatidilcolinas sdo as mais empregadas nas preparacdes
lipossomais, pois apresentam grande estabilidade frente a variacbes de pH ou da
concentracdo de sal no meio (BATISTA et al., 2007). Os fosfolipideos s&o substancias
graxas de origem natural ou sintética; sendo os principais componentes das membranas
celulares apresentando a capacidade de auto-organizacdo quando em solucdes. Portanto,
os lipossomas sdo compostos por uma por¢do hidrofilica (cavidade interna aquosa) e
outra hidrofébica (bicamada lipidica) (FATTAL et al., 1993; VEMURI; RHODES,
1995; LIRA, 2007).
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Figura 10 — Esquema de formacdo dos lipossomas: estrutura do fosfolipidio, da
bicamada lipidica e do lipossoma (Adaptado de: NELSON; COX, 2006).

3.3.2 — Classificacao dos lipossomas

3.3.2.1 — Quanto ao numero de lamelas e tamanho das vesiculas

Os lipossomas podem conter uma Unica bicamada lipidica ou bicamadas
multiplas em torno do compartimento aquoso interno e, portanto, sdo classificados em
unilamelar e multilamelar, respectivamente. Quanto ao tamanho e ndmero de lamelas,
podem ser classificados como vesiculas multilamelares grandes (MLV - multilamellar
large vesicles) que sdo lipossomas de tamanho em escala micrométrica que possuem
varios compartimentos aquosos e lipofilicos intercalados; vesiculas unilamelares
grandes (LUV - large unilamellar vesicles) que sdo lipossomas de tamanho em escala de
micrémetros possuindo um dnico compartimento interno aquoso e um lipofilico
(bicamada lipidica); e os lipossomas em escala nanométrica que possuem um
compartimento interno aquoso e um lipofilico que sdo classificados como vesiculas
unilamelares pequenas (SUV - small unilamellar vesicles) (Fig. 11) (BATISTA et al.,
2007).
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Figura 11 — Classificacdo dos lipossomas quanto ao tamanho e nimero de lamelas
(Adaptado de: DANIELS, 2009).

MLV

LUV

3.3.2.2 — Quanto a composic¢do quimica

De acordo com a composicao quimica os lipossomas podem ser classificados em
convencionais, furtivos ou Stealth®, sitio-especificos e cationicos (Fig. 12).

Lipossomas convencionais sdo compostos de fosfolipideos e colesterol, além de
um lipideo com carga negativa ou positiva para evitar a agregacdo das vesiculas,
aumentando a estabilidade em suspensdo. In vivo os lipossomas convencionais sdo
reconhecidos pelo sistema fagocitario mononuclear, e conseqlientemente removidos da
circulacdo; essa captura estd diretamente relacionada ao tamanho das vesiculas e sua
superficie hidrofobica, o que resulta em uma curta permanéncia desses lipossomas na
corrente sanguinea apds o contato com componentes do sangue (VEMURI; RHODES,
1995; PINTO-ALPHANDARY et al., 2000; BATISTA et al., 2007). Devido a essa alta
captura pelo sistema reticulo-endotelial, os lipossomas convencionais sdo potentes
candidatos a carrear farmacos que vdo agir nos macrofagos. Por outro lado, a rapida
eliminacdo dos lipossomas convencionais da circulacdo pelos macrofagos, compromete
a aplicacdo desses lipossomas no tratamento de varias patologias.

Os lipossomas furtivos, conhecidos também como “Stealth®”, tém a capacidade
de diminuir a acdo fagocitica do sistema reticulo-endotelial. Lipossomas de longa
duracdo sdo obtidos por diferentes métodos, incluindo o revestimento da superficie
lipossomal com componentes hidrofilicos naturais como o fosfatidilinositol, ou de
polimeros hidrofilicos sintéticos, especificamente os polietilenoglicois (PEG)

(TORCHILIN, 2005). A camada hidrofilica superficial destes polimeros aumenta o
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tempo de circulacdo dos lipossomas prevenindo o reconhecimento e conseqlente
associacdo com as opsoninas no plasma, desse modo, inibindo o processo de
reconhecimento molecular e a captura pelas células do sistema fagocitario mononuclear,
principalmente as células de Kupffer no figado (NEEDHAM et al., 1992; ABU LILA et
al., 2009; LI et al., 2009).

Na tentativa de aumentar a especificidade de interacdo de lipossomas com
células alvo e elevar a quantidade do farmaco liberado nestas células, a pesquisa neste
campo foi focada no desenvolvimento de lipossomas direcionados ou sitio-especificos.
Estes ultimos utilizam ligantes acoplados em sua superficie, que conferem seletividade
para distribuir o farmaco encapsulado no sitio de acdo desejado (SAPRA; ALLEN,
2003). Alguns exemplos de ligantes de reconhecimento sdo 0s anticorpos,
glicopeptideos, polissacarideos, proteinas virais e lectinas. Estes constituintes séo
ligados covalentemente a superficie dos lipossomas a fim de carred-lo para o local
especifico de acdo (BATISTA et al., 2007; EDWARDS; BAEUMNER, 2006).

Os lipossomas catidnicos, como 0 nome sugere, sao lipossomas que apresentam
carga positiva na superficie e sdo utilizados para terapia génica. Os lipidios catiénicos

interagem com 0 DNA, que possui carga negativa (LIRA, 2007).

Convencional

Furtivo

Catidénico

Sitio-especifico

Figura 12 — Caracteristicas estruturais de lipossomas: convencionais, furtivos ou
Stealth®, sitio-especificos e cationicos (Adaptado de LASIC, 1996).

3.3.3 — Método de preparacéo dos lipossomas
Existem vérios métodos de preparacdo de lipossomas, como por exemplo,

extrusdo, evaporagdo em fase-reversa, microfluidizacéo e hidratacdo do filme lipidico.
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No método da hidratacdo do filme lipidico, os lipideos séo solubilizados em solvente
orgénico, em seguida, forma-se o filme lipidico pela evaporacdo do(s) solvente(s).
Entdo, a fase aquosa é adicionada ao baldo formando espontaneamente as vesiculas. O
diametro medio dos lipossomas obtidos por esse método é bastante elevado sendo
apropriado para produzir MLVs (FATTAL et al., 1993; WATWE; BELLARE, 1995;
SANTOS; CASTANHO, 2002; FREZARD et al., 2005). Os lipossomas obtidos pelo
método da hidratacdo do filme lipidico podem ser submetidos a a¢do de ultrassom com
ajuda de uma sonda ou banho. A energia liberada promove a diminuicdo do raio dos
MLVs tornando-os SUVs (FATTAL et al.,, 1993; WATWE; BELLARE, 1995;
ANDRADE et al., 2004).

A taxa de encapsulagdo de um composto em lipossomas e a relagdo
composto/lipideo sdo dois parametros importantes a serem considerados na escolha do
método de preparacdo; teoricamente taxa de encapsulacdo em torno de 100% pode ser
obtida com farmacos lipofilicos (GULATI et al., 1998; FREZARD et al., 2005).

3.3.4 — Céncer e aplicacdes farmacéuticas dos lipossomas

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), constatou-se que
anualmente 10 milhdes de casos de cancer sdo diagnosticados em todo o mundo e seis
milhdes de pessoas morrem devido a esta patologia.

No Brasil, o cancer ja figura como a segunda causa de morte na populacéo,
precedido apenas pelas doencas cardiovasculares. As estimativas para o ano de 2008,
validas também para o ano de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de
cancer (INCA, 2009).

Apesar das melhorias no tratamento do cancer, os regimes quimioterapicos
existentes, que usam agentes citotdxicos classicos, tém as limitacGes obvias, que inclui
um indice terapéutico estreito que ndo permite a administracdo de uma quantidade
adequada do farmaco a fim de induzir a resposta pretendida. Além disso, os tratamentos
convencionais (radioterapia e quimioterapia) ndo garantem que as células normais nédo
sejam atingidas pelos farmacos nédo seletivos (NISHIYAMA et al., 2009). Portanto o
desenvolvimento de novas terapéuticas eficazes com efeitos colaterais minimos dos
quimioterapicos e que melhorem a qualidade de vida dos pacientes s&o 0s objetivos de
estudo da comunidade cientifica na area de cancerologia. Neste contexto, os lipossomas

podem contribuir para a terapéutica do cancer, ja que esta patologia ainda apresenta



Cavalcanti, L M.F. Preparacao, caracterizagdo e cinética de liberagdo in vitro de lipossomas contendo f-lapachona... 42

limitacBes quanto ao seu tratamento, como por exemplo, os efeitos colaterais e as

repetidas administragoes.

Atualmente ha no mercado varios farmacos antineoplésicos encapsulados em
lipossomas como o Doxil® (lipossomas de doxorrubicina) e DaunoXome® (lipossomas
de daunorrubicina) que ja sdo amplamente utilizados clinicamente (TORCHILIN,
2006). Segundo Ferrari (2005) algumas formulag6es lipossomais foram aprovadas para
o tratamento do cancer de mama metastatico e sarcoma de Kaposi.

Estudos clinicos de fase | do Doxil® e de avaliacdo antitumoral deste
medicamento em pacientes com tumores solidos revelaram uma mudanc¢a importante no
perfil de toxicidade da doxorrubicina, caracterizada por toxicidade mucocutanea dose
dependente, mielossupressdo leve, alopecia minima e ndo apresentou toxicidade
cardiaca aparente (clinica e funcional) (UZIELY et al., 1995).

Em estudos clinicos de fase Il realizados por Muggia e colaboradores (1997) foi
possivel observar que o Doxil® ndo induziu nauseas, perda de cabelo ou necrose
extravasante. Os lipossomas contendo doxorrubicina apresentaram toxicidade minima e
atividade significativa contra o cancer de ovario.

Gordon e colaboradores (2001), em estudos clinicos de fase I1l, observaram que
o Doxil® é uma opgdo para o tratamento de pacientes com carcinoma epitelial de ovario
ja que eles observaram um perfil de seguranca favoravel e uma dosagem conveniente da
doxorrubicina para o tratamento desta patologia.

Estudos clinicos de fase I/ll realizados por Gill e colaboradores (1995)
revelaram que o DaunoXome® apresenta melhor perfil farmacocinético em comparacéo
a daunorrubicina livre. O DaunoXome® foi bem tolerado pelos pacientes e apresentou
atividade antitumoral significativa em pacientes com Sarcoma de Kaposi. Em 1996, Gill
e colaboradores realizaram estudos clinicos de fase 11l do DaunoXome® em pacientes
com Sarcoma de Kaposi. Eles observaram que o tratamento com lipossomas contendo
daunorrubicina foi comparavel ao regime de referéncia para o tratamento desta
patologia (doxorrubicina, bleomicina e vincristina). Desta forma, DaunoXome® se

mostrou uma terapia eficaz e segura para o tratamento do Sarcoma de Kaposi.
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4.0 - METODOLOGIA
4.1 — Material

A B-lapachona, obtida através de semi-sintese, foi gentilmente fornecida pelo Dr.
Amorim (UFRPE). Fosfatidilcolina de soja (PC) (98% Epikuron 200®) foi obtida de
Lucas Meyer (Hamburgo, Alemanha). Colesterol (CH), estearilamina (SA) e 2-
Hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPB-CD) foram obtidos da Sigma (St. Louis, USA).

Cloroférmio (CHCI3), metanol (MeOH) e etanol (CH3CH,OH) foram adquiridos da
Merck (Darmstadt, Alemanha).

4.2 — Estudo de solubilidade de fases

O estudo de solubilidade de fases foi realizado de acordo com o método de
Higuchi e Connors (1965). A B-lapachona foi adicionada em excesso a solugdes aquosas
contendo concentragdes diferentes de HPB-CD. As suspensdes foram mantidas sob
agitacdo por 48 h a 25 °C. As amostras foram diluidas e a quantidade de B-lapachona foi
determinada por espectrofotometria UV em 256 nm. O diagrama de solubilidade de
fases foi obtido a partir da concentracdo da p-lapachona em funcdo da concentracao de
HPB-CD. Os dados foram analisados por regressao linear e a equacdo da reta ajustada
[B-lap] = a [HPB-CD] + b, onde a e b correspondem & inclinagdo e a ordenada na
origem, respectivamente, foi utilizada para o calculo da constante de associacdo (K1),
considerando uma relacdo molar na formacdo do complexo PB-lap:HPB-CD e a
solubilidade da B-lapachona em agua na auséncia da HPB-CD (Sp), pela seguinte
formula:

K11 =a/[(So) (1- )]

A eficiéncia de complexacdo (CE) da B-lap foi determinada a partir de dados do
estudo de solubilidade de fases de acordo com a equacdo abaixo (LOFTSSON et al.,
2005):

CE=al/(l-a)

4.3 — Obtencio e caracterizaciao dos complexos de inclusiao p-lap:HPB-CD

Os complexos foram preparados pelo método de liofilizacdo, Freeze-Drying, que
consiste na completa solubilizacdo da ciclodextrina em &gua destilada e posterior adi¢éo
da B-lap solubilizada em etanol (CUNHA-FILHO et al.,, 2007a). A suspenséo

permanece sob agitacao a temperatura ambiente por 48 horas, em seguida congelada em
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nitrogénio liquido e mantida a -80 °C até realizacao da liofilizacdo (72h). Os complexos
foram obtidos utilizando-se concentragdes equimolares (1:1) da B-lap e da HPB-CD.
Apds obtengdo dos complexos de inclusdo foi realizada a quantificacdo da B-lap nestes
complexos. Uma amostra do complexo foi pesada e solubilizada em metanol. Em
seguida as amostras foram quantificadas por espectrofotometria a 256 nm (Ultrospec®
300, Armshan Pharmaceutical). A caracterizacdo fisico-quimica dos complexos de
inclusdo foi realizada pelas seguintes técnicas: ressonadncia magnética nuclear de
protons (RMN H'), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), anélise
termogravimeétrica (TG), espectroscopia de infravermelho (IR) e espectroscopia Raman.

A modelagem molecular dos complexos de inclusdo também foi realizada.

4.4 — Encapsulacao da p-lapachona ou complexo de inclusao p-lap:HPB-CD em
lipossomas

Os lipossomas foram preparados utilizando-se a técnica de hidratacdo do filme
lipidico seguido de sonicacdo. Fosfatidilcolina, colesterol, estearilamina e a 3-lapachona
foram pesados e solubilizados em uma mistura de solventes organicos, sob placa de
agitacdo magnética (fase organica). A mistura foi submetida a evaporagdo a vacuo para
eliminacdo do solvente organico. Para a hidratacdo do filme lipidico foi utilizado
tampdo fosfato em pH 7,4. No fim desta etapa, dispBe-se ja de uma suspensdo de
Lipossomas Multilamelares (MLV). Para a obtencdo de Lipossomas Unilamelares
(SUV) as suspensdes de MLV foram sonicadas em sonda de ultrassom (Bioblock
Cientific — Vibra Cell®) por 300s. A formulag&o contendo o complexo de inclusdo foi
preparada de maneira semelhante substituindo a B-lapachona na fase orgénica pelo

complexo B-lap:HPB-CD dissolvido na fase aquosa.

4.5 — Avaliacdo da estabilidade acelerada e a longo prazo das formulagdes

Para avaliar a estabilidade acelerada, as formulagdes lipossomais foram
submetidas a centrifugacéo (6000rpm, 1h, 4°C) e agitacdo mecénica (180 agitagdes/min,
48 h, 37 °C). Para avaliar a estabilidade a longo prazo os parametros utilizados foram:
aspecto macroscopico, pH, tamanho de particula e indice de polidipersibilidade. O
tamanho de particula dos lipossomas foi determinado utilizando um analisador de
particulas Beckman Coulter Delsa™ Nano S. A carga de superficie (potencial zeta) foi

avaliada pelo Zetatrac NC-148, Microtrac.
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4.6 — Doseamento da p-lapachona nos lipossomas
Ap0s obtencdo de lipossomas, foram selecionadas as formulagdes mais estaveis
a fim de determinar a quantidade de B-lapachona incorporado. O teor da B-lapachona

nos lipossomas foi quantificado por espectrofotometria a 256 nm.

4.7 — Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo

A quantidade de B-lap encapsulada foi determinada através da técnica de
ultrafiltracdo-centrifugacdo. Os lipossomas foram filtradas em unidades ultrafree®
(Millipore) sob centrifugacdo a 10.000 rpm por 1 hora a 4 °C. A quantidade de B-lap
encapsulada foi obtida por diferenca entre a quantidade total dosada na formulagéo e
aquele no filtrado obtido apds centrifugacdo. As leituras foram realizadas por

espectrofotometria UV no A =256 nm.

4.8 — Cinética de liberacédo in vitro da p-lapachona a partir dos lipossomas

A cinética de liberacdo in vitro da B-lapachona a partir de lipossomas foi
realizada pelo método de dialise (SANTOS et al., 2005). Uma aliquota de lipossomas
foi depositada em membranas de didlise hermeticamente fechadas e as membranas
foram distribuidas em um meio receptor constituido por tampdo fosfato pH 7,4. O
sistema foi deixado sob agitacdo constante a temperatura de 37 = 1°C e em tempos
predeterminados 1mL do meio era retirado e a p-lap era quantificada por
espectrofotometria a 256 nm. A mesma quantidade de tampéo era reposta no sistema

receptor para manter as condi¢oes sink.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the enhancement of B-lapachone (B-lap) solubility
in the 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin inclusion complex (B-lap:HPB-CD), to
characterize the complex using molecular modeling and to analyze its behavior when
encaspulated into liposomes. A phase solubility study of B-lap in HPB-CD was
performed and the B-lap:HPB-CD was prepared by the freeze-drying technique. A 302-
fold increase of solubility was achieved for -lap in HPB-CD solution with a constant of
association Ky1 of 961 M™. 'H-NMR, TG, DSC, IR and Raman indicated a change in
the molecular environment of B-lap in the inclusion complex. The interaction energy of
B-lap:HPB-CD inclusion complex was -23.67 kJ.mol™. The results suggest that B-lap
was included in the cavity of HPB-CD by replacing inside water, confirmed by
molecular modeling studies. B-lap:HPB-CD and p-lap-loaded liposomes presented
encapsulation efficiencies of 93% and 97%, respectively. The kinetic rate constants of
183.95 £ 1.82 pg/h and 216.25 + 2.34 ng/h were calculated for B-lap and B-lap:HPp-
CD-loaded liposomes, respectively. The encapsulation of the B-lap and B-lap:HPB-CD
into liposomes could provide an alternative means of overcoming B-lapachone low

solubility, leading eventually to its clinical use in cancer therapy.

Keywords: B-lapachone; 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin; inclusion complex; molecular

modeling; liposomes; kinetics
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1. Introduction

B-lapachone (B-lap) is a natural ortho-naphthoquinone (Fig. 1) obtained from the
bark of the Tabebuia avellanedae of the family Bignoneaceae (Silva-Junior et al.,
2007), a native tree originating in South America and found particularly in Brazil. B-lap
has been shown to have a variety of pharmacological effects (Guiraud et al., 1994;
Andrade-Neto et al., 2004), but the major concern regarding this molecule is the fact
that it presents significant cytotoxic effects by inducing apoptosis in human cancer cells,
particularly in the lung (Woo and Choi, 2005; Blanco et al., 2007), prostate (Li et al.,
1995; Choi et al., 2003; Blanco et al., 2007), pancreas (Ough et al., 2005), breasts (Pink
et al., 2000) and ovaries (Li et al., 1999). Several studies have suggested that p-lap
could directly target DNA topoisomerases and inhibit their activity (Li et al., 1993; Li et
al., 1995; Li et al., 2000; Pardee et al., 2002) without causing any damage to DNA
(Pardee et al., 2002). The therapeutic use of B-lap remains limited to some extent,

mainly due to its poor water solubility (0.16 mM) (Nasongkla et al., 2003).

Hg O
Hi O
Ha
He Ha
Hb
Hd O b
(He)sC C(Hc)s

Fig. 1. Chemical structure of B-lapachone (C15H403).

Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides able to form a stable inclusion complex
with several drugs (Davis and Brewster, 2004). For many years the cyclodextrins and
their hydrophilic derivatives have been described in the literature as solubilizers for
several drugs forming host-guest inclusion complexes (Duchéne et al., 1999). On the
other hand, entrapping drug complexes into drug delivery systems such as liposomes
restrains in vivo dissociation of the drug complex, thereby contributing to improvements
in the pharmacokinetic profile of the drugs (McCormack and Gregoriadis, 1998;
Loftsson and Duchéne, 2007).
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Liposomes are vesicles that consist of one or more concentric phospholipidic
bilayers organized around an aqueous inner compartment. They are carriers of drugs,
biomolecules and diagnostic agents (Torchilin, 2006). Liposomal formulations have
shown an ability to enhance the pharmacokinetics and pharmacodynamics of associated
anticancer drugs (Sapra et al., 2005). To date, liposome-based formulations of several
anticancer agents have been approved for the treatment of metastatic breast cancer and
Kaposi’s sarcoma (Ferrari, 2005).

Taking into account all these findings, the aim of the present research is to
investigate more deeply the solubility of B-lap in 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPp-
CD). Furthermore, the preparation and characterization of the B-lap inclusion complex
with HPB-CD (B-lap:HPB-CD) through the intermolecular interaction energy using the
molecular modeling approach were performed. The encapsulation efficiency of the p-
lap:HPB-CD inclusion complex in liposomes and the in vitro release kinetics of B-lap

are also evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Materials

B-lapachone, obtained by the semi-synthetic route, was supplied by Dr. Amorim
(UFRPE, Brazil). Cholesterol (CHOL), trehalose, stearylamine (SA) and 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPB-CD) were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA); soybean phosphatidylcholine (SPC) (98% Epikuron 200®) was obtained
from Lucas Meyer (Hamburg, Germany). Solvents and other chemicals were supplied
by Merck (Darmstadt, Germany).

2.2. Methodology
2.2.1. Phase-solubility study of p-lapachone in 2-hydroxypropyl-/-cyclodextrin
solutions

A phase-solubility assay of B-lap in HPB-CD was performed in water at 25 °C
according to Higuchi and Connors (1965). An excess amount of -lap (3 mg) was added
to 1.5 mL of an aqueous HPB-CD solution at concentrations ranging from 0 to 362.32
mM. The mixtures were shaken vigorously at 25 + 1 °C until equilibrium was attained
(about 48 h). Samples were centrifuged at 8,792 g for 10 minutes and the supernatant

filtered (millex® filter, Millipore, USA). An aliquot (100 uL) of the filtrate was
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removed and analyzed for B-lap content using UV spectrophotometry (Ultrospec® 300,
Armshan Pharmaceutical) at 256 nm (Cunha-Filho et al., 2005). Solubility data were
fitted using linear regression. Assuming the formation of a complex with a 1:1
stoichiometric ratio, the apparent stability constant (K;.1) of B-lap was calculated from
the linear relationship between the molar concentration of B-lap in the solution medium
versus the HPB-CD molar concentration according to the equation 1, where So is the
solubility of the B-lap in the absence of HP(3-CD.
K1.1= slope/Sy(1- slope) [Eq. 1]
The complexation efficiency (CE) of p-lap was determined from data of the
phase-solubility curve according to equation 2 (Loftsson et al., 2005).
CE = slope/(1- slope) [Eq. 2]

2.2.2. Preparation of p-lap:HPS-CD inclusion complex

B-lap:HPB-CD was prepared using the freeze-drying technique. First,
stoichiometric amounts of HPB-CD and B-lap were dissolved in purified water and
ethanol, respectively. Then the HPB-CD solution was added to the B-lap solution and
the mixture was stirred for 48 h at 25 °C, then frozen in liquid nitrogen at -80 °C and
finally lyophilized at 4 x10® Barr at -80 °C for 72 h.

2.2.3 Characterization p-lap:HPS-CD inclusion complex
2.2.3.1 Thermal analysis

Simultaneous thermogravimetric (TG) and differential thermal analysis (DTA)
experiments were performed in a Netzsch STA 409 PC/PG apparatus, coupled to a
Bruker Tensor 27 Fourier-transformed infrared spectrometer, which analyses the
released gases. A Netzsch Phoenix 204F1 apparatus was used to obtain differential
scanning calorimetry (DSC) thermograms of the investigated samples. The
measurements were performed from room temperature up to 500 °C, at 10 °C.min™,
under nitrogen flow, by using an open aluminum pan, in which approximately 5 mg of

the sample was placed.

2.2.3.2 Vibrational and Raman spectroscopic analyses
Infrared spectra were recorded on a Bruker Vertex 70 FT-IR spectrometer with a

spectral resolution of 4 cm™. KBr pellets of solid samples were prepared from mixtures
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of 200 mg KBr in a 1 mg of sample. FT-Raman spectra were recorded from the original
samples on a Bruker Ram Il spectrometer equipped with a Nd:YAG laser (1064 nm
excitation line) and a liquid-nitrogen cooled Ge detector. FT-Raman spectra were

acquired by accumulating 1024 scans at a spectral resolution of 4 cm™.

2.2.3.3 'H-NMR analysis

'H-NMR spectra of free p-lap or in the presence of HPB-CD were obtained on a
Varian Unity Plus 300 MHz NMR spectrometer; the probe temperature was set at 25 °C
and the results were processed using the MestReC software. The experiments were
carried out using the following pulse sequence: for the B-lap and B-lap:HPB-CD
inclusion complex a presat (pulse sequence with pre-saturation of water signal in & 4.72
ppm) was used with a 90° pulse width and acquisition time, 3.641 sec.; for HPB-CD a
pulse sequence s2pul with a 45° pulse width and acquisition time, 3.641 sec. All the
samples were solubilized in D,O and the B-lap was also analyzed after dilution in
CDCl3to verify the purity of the sample. Chemical shifts were reported in ppm.

2.2.4 Molecular modeling of the g-lap:HP-CD inclusion complex

There are several reports in the literature (Mura et al., 1995; Aicart and Junqueira,
2003; lllapakurthy et al., 2003; Aradujo et al., 2008) on the molecular modeling of drugs
in HPB-CD inclusion complexes. In order to deal with this problem, our approach was
to construct a structure for the HPB-CD, starting from the tridimensional structure of the
B-cyclodextrin (B-CD) (Saenger et al., 1998). Considering the average degree of
substitution of 0.7 HP units per glucose unit, it seems reasonable to consider that the
HPB-CD structure (7 glucose units) has, on average, 5 HP units. After that, the
geometry optimizations of the isolated molecules (B-lap and HPB-CD) and inclusion
complex (B-lap:HPB-CD) were computed using the semi-empirical RM1 (Rocha et al.,
2006) quantum chemical method, available in the Spartan’08 software package

(http://www.wavefun.com ).

The value of the intermolecular interaction energy (AE) for the host-guest (B-
lap:HPB-CD) inclusion complex was calculated by the supermolecule approach, where
the RM1 energies of the monomers (Eziap and Enppcp) Were subtracted from the RM1
energy of the complex (Eg.iap:nppcp), 1.€.,

AE = Egiap:Hrp-co — Eptap — Enppco [Eq. 3]


http://www.wavefun.com/
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2.2.5 Preparation of g-lap-loaded liposomes

B-lap-loaded liposomes were prepared using the thin lipid film method (Andrade
et al., 2004). Briefly, lipids (soybean phosphatidylcholine, cholesterol and stearylamine
7:2:1) ranging from 42 to 117.6 mM and p-lap (1.0 mg/mL) were dissolved in a mixture
of CHCI3:MeOH (3:1 v/v) under magnetic stirring. The solvents were removed in a
vacuum for 60 min (37 £1 °C, 80 rpm), resulting in a thin lipid film formation. This film
was then hydrated with 10 mL of pH 7.4 phosphate buffer solution (PBS), producing
multilamellar liposomes. The liposomal suspension was kept under magnetic stirring for
5 min and was then sonicated (Vibra Cell, BRANSON, USA) at 200 W and 40 Hz for
300 s to produce small unilamellar liposomes.

The liposomes were also lyophilized at 4 x10® Barr at -80 °C using trehalose as a
cryo-protector in the freeze-drying process (1 g of trehalose that represents 10 % of the

formulation total volume or 264 mM).

2.2.6 Preparation of p-lap:HP #-CD-loaded liposomes
B-lap:HPB-CD-loaded liposomes were prepared as described above, but the
aqueous phase was consisted of a solution of pH 7.4 PBS containing B-lap:HPB-CD

inclusion complex (60 mg), corresponding to 10 mg of pB-lap.

2.2.7 Characterization of g-lap and S-lap:HP -CD-loaded liposomes
2.2.7.1 Stability of liposomes

The stability of the liposomes was evaluated using standard accelerated and long-
term stability testing. After preparation, samples of liposomal suspension were
submitted to centrifugation (3,165 g for 1 h at 4 °C) and horizontal mechanical stirring
(180 strokes/min for 48 h at 37 °C). For long-term stability evaluation, macroscopic
appearance, pH variation, particle size and polydispersity index (PDI) were monitored
after preparation and during storage of liposomal formulations at predetermined time
intervals. The pH of liposome dispersions was measured with a glass electrode and a
digital pH meter (Bioblock Scientific 99622, Prolabo, Paris, France) at room
temperature. Liposome dispersions were sized by photon correlation spectroscopy
(Beckman Coulter Delsa™ Nano S Particle analyzer). Measurements were made at 25
°C with a fixed angle of 90° and sizes quoted are the mean of the liposomal
hydrodynamic diameter. Three hundred microliters of the liposomes dispersions were
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diluted with 1 mL of purified water. The polydispersity index was also measured by the
same method and equipment. The zeta potential of the liposomes was measured
(Zetatrac NC-148, Microtrac) to analyze the surface charge of the vesicles. In this
experiment 50 pL of the liposome dispersions were diluted with 5 mL of purified water

and analyzed.

2.2.7.2 Determination of drug content

An aliquot of liposomal sample (200 pL) was diluted to 10 mL with methanol,
sonicated during 10 min and diluted again with methanol to 10 mL. Samples were
analyzed for determining the B-lap content at 256 nm using a -lap standard curve with
concentrations varying from 0.5 to 3 pg/mL.

2.2.7.3 Entrapment drug efficiency

Drug encapsulation efficiency was determined by the
ultrafiltration/ultracentrifugation technique, using Ultrafree® units (Millipore, USA).
Samples of liposomes (400 pL) were inserted in the filtration unit and submitted to
ultracentrifugation at 8,792 g for 1 h. The drug content was quantified in the supernatant
as described above. Data are presented as the percentage of the initial drug entrapped in

liposomes.

2.2.8 In vitro release kinetics of p-lapachone from liposomes

The in vitro release kinetics of B-lap or B-lap:HPB-CD from liposomes was
analyzed using the dialysis technique against pH 7.4 PBS at 37 °C under sink
conditions. Briefly, an aliquot of the liposomal formulation (1 mL) containing B-lap or
B-lap:HPB-CD was inserted into a dialysis membrane (Cut-off = M.W. 12,400), which
was subsequently sealed and suspended in the release medium (150 mL). The system
was maintained under magnetic stirring at 37 °C. At appropriate intervals, 1 mL
samples of the release medium were removed and assayed for B-lap detection by
spectrophotometer at 256 nm. A standard curve of B-lap from 0.5 to 3 pg/mL
concentrations was used to determine B-lap concentration. After collection, the release
medium was replaced by fresh buffer phosphate solution (1 mL).

The kinetic data of B-lap from liposomal formulations were fitted according to an
exponential model using the following equation:

MyM,, = (1 — ky.e™) [Eq. 4]
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where, M; and M,, are the mass of the drug released at a determined time (t) and at an
infinite time (t.,) of the Kinetic process, respectively; ki is a fitting constant, and k; is the

kinetic rate constant.

3. Results
3.1 Phase-solubility study of g-lapachone in 2-hydroxypropyl-g-cyclodextrin solutions
The phase-solubility diagram of B-lap in the aqueous solution of HPB-CD showed
an A_-curve type (Fig. 2), yielding the following regression equation (r*=0.99992):
[B-l1ap]water = 0.1333 x [HPB-CD] + 0.02439 [Eq. 5]
60 -
50
40 4
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Fig. 2. Phase solubility diagram of B-lap as a function of HPB-CD concentrations in
water at 25°C. The linear fitting with regression analysis yielded: B-lap]water = 0.1333 x
[HPB-CD] + 0.02439 (r*=0.9999).

The solubility constant of B-lap in the aqueous HPB-CD solution at 25 °C was
Kii= 0.961 x 10° M™, where the So= 0.16. The maximum enhancement in B-lap
solubility achieved 48.32 mM in HPB-CD, more than a 302-fold increase over B-lap
solubility in water (0.16 mM). The complexation efficiency (CE) of B-lap in the
aqueous HPB-CD solution, calculated according to Eg. 2, was 0.1538.
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3.2 Characterization of g-lap:HPS-CD inclusion complex
3.2.1 Thermal analysis

The thermal stability of the raw materials and final products was investigated
through TG and DSC measurements. Fig. 3 shows the TG thermograms, while the DSC
curves are presented in Fig. 4. According to the TG results, B-lap and HPB-CD are
stable up to 218 and 318 °C, respectively. These results are confirmed by the DSC
curves, but additional features are observed in both compounds. HPB-CD exhibits a
broad and rounded endotherm in the range 40-130°C, which is associated with a
dehydration process. A varying number of water molecules are usually contained in
HPB-CD due to its hydrophilicity. The dehydration process is confirmed by the
increasing content of water vapor observed in the IR spectra of the released gases
around 80 °C. On the other hand, the melting of B-lap is characterized by the broad
endotherm feature with an onset temperature of 128 °C. This temperature is lower than
the one reported previously (Cunha-Filho et al., 2007a), but the chemical purity of

samples was confirmed by the infrared absorbance spectra (see below).

Mass (%)
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Fig. 3. Thermogravimetric curves of 3-lapachone (a), HPB-CD (b), 1:1 physical mixture
(c), B-lap:HPB-CD inclusion complex (d) and pB-lap:HPB-CD-loaded liposomes (e).
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Fig. 4. Differential scanning calorimetry curves of B-lapachone (a), HPB-CD (b), 1:1
physical mixture (c), p-lap:HPB-CD inclusion complex (d) and p-lap:HPB-CD-loaded

liposomes (e).

3.2.2 Vibrational and Raman spectroscopic analysis

Infrared and Raman spectra of the investigated compounds are shown in Figs. 5
and 6, where only the fingerprint region was selected in order to improve the
comparison. As was previously stated, the infrared spectra of p-lap, as well as that of
HPB-CD, exhibit an excellent agreement with those reported in the literature (Cunha
Filho et al., 2007a; Cunha Filho et al., 2007b), confirming the chemical identity of the
samples. Furthermore, the physical mixture can be directly interpreted as the linear
combination of the corresponding spectra. An interesting feature is the superposition of
the infrared bands of B-lap and HPB-CD in the spectral region investigated. As a result,
hardly any changes in the vibrational modes associated with the formation of the
inclusion complex are observed. It should be noted that only the most intense bands of
B-lap are weakly observed in the infrared spectrum of the complex, but no clear
evidence of the intermolecular interaction can be obtained from this result. On the other
hand, the Raman spectrum of HPB-CD does not present bands above 1500 cm™,
whereas the most intense modes of B-lap lie in this region. Consequently, this feature
allows us to easily compare the main bands of B-lap as a crystalline solid and an
inclusion complex. These bands can be approximately classified as the stretching modes
of the C=0 (1694 cm™) and aromatic ring (1643, 1633, 1598 and 1569 cm™) bonds. The
first indication of a change in the molecular environment of B-lap in the inclusion

complex is the broadening of the Raman bands. Additional support for the B-lap:HPj-
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CD interaction is provided by the shift towards higher energies of the bands related to
the stretching of the carbonyl groups and phenyl ring. NMR investigations have
suggested that B-lap is bound inside the cavity of HPB-CD through the methyl moiety
(Nasongkla et al., 2003). On the other hand, the crystalline structure of B-lap is
stabilized by weak C=0---H-C hydrogen bonds (Cunha-Filho et al., 2006). This kind of
intermolecular interaction is expected to shift the carbonyl group stretching towards
lower wavenumbers. The loss of the crystal packing in favor of the formation of the
inclusion complex should exhibit the opposite behavior in the v(C=0) bands, as was
observed. Nasongkla et al. (2003) also reported an anomalous dependence of some
protons of the phenyl group as a function of the -lap concentration. Even though there
is no acceptable explanation for this effect, it correlates very well with the shift of the

v(C=C) bands of the phenyl group.

Absorbance

-04 1 1 1 I 1
800 1000 1200 1400 1600 1800

Wavenumber (cm" )
Fig. 5. Infrared spectra of B-lapachone (a), HPB-CD (b), 1:1 physical mixture (c), -
lap:HPB-CD inclusion complex (d) and B-lap:HPB-CD-loaded liposomes (e).
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Fig. 6. Raman spectra of B-lapachone (a), HPB-CD (b), 1:1 physical mixture (c), B-
lap:HPB-CD inclusion complex (d) and B-lap:HPB-CD-loaded liposomes (e).

3.2.3 'H-NMR analysis

'H-NMR experiments were performed to evaluate the changes in the chemical
shifts (Ad) of pure compounds (B-lap and HPB-CD) and the B-lap:HPB-CD inclusion
complex (Tables 1 and 2). For the B-lap a singlet at 1.469 ppm, triplets at 1.856 and
2.574 ppm and the aromatic protons at 7.508, 7.647, 7.818 and 8.066 ppm were
observed. All B-lap chemical shifts are in agreement with that previously reported by
Alves et al. (2008) indicating the purity of the sample. In the presence of B-lap, both H;
and Hs protons of the HPB-CD are up field shifted (Ad= 0.018 and 0.009 ppm,
respectively). Because these protons are located inside the hydrophobic cavity of HPB-
CD, their shifts suggest that the B-lap formed a 1:1complex by inclusion inside the
cavity of HPB-CD. Moreover, an excitation of B-lap H. protons (Aé= -0.070 ppm) was
observed, as reported in the literature (Nasongkla et al., 2003), suggesting that the
interaction of B-lap with HPB-CD may occur with the methyl group.
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Table 1
Proton NMR signals of B-lap and B-lap:HPB-CD (shifts observed in signals of -lap).

B-lap* 8 B-lap 8 B lap:HPB-CD A8
(ppm) (ppm) (ppm)
Ha 2.402 2.496 -0.094
Ho 1.804 1.847 -0.043
He 1.377 1.447 -0.070
Hqg 7.823 7.793 0.030
He 7.522 7.588 -0.066
Hs 7.645 7.705 -0.060
Hq 7.904 7.954 -0.050
*B-lap in D,O

Table 2
Proton NMR signal of HPB-CD and B-lap:HPB-CD (shifts observed in signals of HPp-
CD).

HPB-CD* 8 HPB-CD 8 B-lap:HPB-CD AS
(ppm) (ppm) (ppm)

H, 5.154 5.150 0.004

H, 3.614 3.608 0.006

Hs 3.919 3.901 0.018

Ha 3.401 3.401 0.000

Hs 3.646 3.637 0.009

He 3.759 3.750 0.009

*HPB-CD in D,0

3.3 Molecular modeling calculations

The most stable geometry found for the -lap:HPB-CD inclusion complex can be
observed in Fig. 7. The interaction energy (AE) is -23.67 kJ.mol™, where the main
interactions between the C=0 acceptor groups of the guest (B-lap) and the OH donor
groups of the host (HPB-CD) are two hydrogen bonds with 3.21 and 3.31 A. These
important polar interactions constitute the main intermolecular reasons for the stability

of the B-lap:HPB-CD inclusion complex.
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(@)

(b)

Fig. 7. Optimized geometry of the p-lap:HPB-CD inclusion complex. (a) The most
important hydrogen bonds between the HPB-CD donor and the p-lap acceptor are
labeled in A and the hydrogen atoms are not shown for clarity reasons. (b) The B-lap

guest is entirely included in the cavity of the HP3-CD host.

3.4 Characterization of g-lap and g-lap:HP 5-CD-loaded liposomes

In the study of preformulation, different batches of -lap-loaded liposomes were
prepared by varying the drug/lipid ratio (1:10.17 - 1:28.48), the total lipids (from 42 to
117.6 mM) and drug concentration (0.5 — 2 mg/mL). The stability of B-lap-loaded
liposomes was evaluated according to their micro and macroscopic appearance (Table
3). The presence of B-lap crystals was detected in unstable liposome formulations
through optical microscopic analysis. The most stable formulation of B-lap-loaded
liposomes was obtained with a drug/lipid ratio of 1:28.48 and 117.6 mM of lipids at a 3-
lap concentration oflmg/mL. Based on these results, stable B-lap:HPB-CD-loaded
liposomes were obtained with 117.6 mM of lipids and the B-lap:HPB-CD inclusion

complex in the aqueous phase, corresponding to a B-lap concentration of 1mg/mL .
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Table 3

Pre-formulation study and stability of liposomes containing p-lapachone in a suspension
dosage form.
Drug/lipid Lipids [B-lap] Micro and macroscopic Time
molar ratio (SPC:CH:SA) (mg/mL) Appearance (days)

(mM)

1:10.17 42 1 Unstable* 2
1:14.25 117.6 2 Unstable 4
1:20.39 42 0.5 Unstable 5
1:20.34 84 1 Unstable 7
1:28.48 117.6 1 Stable 60

*Unstable=Precipitation of B-lap and the presence of B-lap crystals

B-lap and PB-lap:HPB-CD-loaded liposomes in the suspension dosage forms
presented mean vesicle sizes of 104 + 2.33 nm (PDI = 0.30) and 112 + 1.49 nm (PDI =
0.30), respectively. The surface charge of B-lap-loaded liposomes, evaluated by means
of the zeta potential, and the encapsulation efficiency were +23.22 + 1.90 mV and 97.09
+ 0.02 %, respectively, while B-lap:HPB-CD-loaded liposomes presented a zeta
potential of +21.03 + 4.64 mV and an encapsulation efficiency of 93.56 + 0.04 %.

After hydration of the lyophilized formulation, B-lap and B-lap:HPB-CD-loaded
liposomes in the suspension dosage forms presented mean vesicle sizes of 98 + 8.00 nm
(PDI =0.33) and 89 + 4.78 nm (PDI = 0.24), respectively.

With regard to accelerated stability, B-lap and B-lap:HPB-CD-loaded liposomes
(suspension form) proved resistant to testing, maintaining their initial characteristics
regarding particle size and polydispersity index. The B-lap and B-lap:HPB-CD-loaded
liposomes presented, respectively, particle sizes of 108 + 2.60 nm (PDI = 0.24) and 103
+ 5.66 nm (PDI = 0.45) after being submitted to mechanical stirring, and 111 + 0.74 nm
(PDI1 =0.33) and 107 + 2.91 nm (PDI = 0.29) following centrifugation.

As to long-term stability, the B-lap and B-lap:HPB-CD liposomal formulations in
the suspension and lyophilized dosage forms stored at 4 °C maintained their stability for
60 days and at least 90 days, respectively (Table 4). The stability of lyophilized
liposomal formulations was also evaluated and it was observed that the particle size was

not changed following the lyophilization process. After hydration, [B-lap-loaded
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liposomes presented zeta potential of +20.84 + 1.69 mV and encapsulation efficiency of
97.48 + 0.02 %. On the other hand, B-lap:HPB-CD-loaded liposomes presented potential
of +20.75 + 2.21 mV and encapsulation efficiency of 96.84 = 0.03 %. These
formulations maintained their stability for 90 days (Table 4).

Table 4
Long-term stability of B-lap and pB-lap:HPB-CD-loaded liposomes in suspension and

lyophilized dosage forms.

Time B-lap-loaded liposomes B-lap:HPB-CD-loaded
liposomes

(days) pH @ (nm) PDI pH @ (nm) PDI
Suspension

0 75 10435+233 030+001 76 112.30+1.49 0.30+0.01
15 75 100.07+059 0.31+001 7.6 118.87+12.48 0.25+0.04
30 7.4 10210+234 034+003 7.6 132.77+6.36 0.34+0.07
60 74 10020+1.46 0.34+007 75 127.60%7.40 0.34+£0.05
Lyophilized

0 75 97.73+8.00 0.33+006 7.7 89.34+478 0.24+0.08
30 75 110.75+0.25 0.17+002 76 87.70+£0.85 0.24+0.03
90 74 11543+105 0.20+0.02 74 9337+587 0.30x+0.05

@: particle size; PDI: polydispersity index

The B-lap:HPB-CD inclusion complex encapsulated into liposomes was also
characterized by thermal analysis (Figs. 3e and 4e) and vibrational spectroscopy (Figs.
5e and 6e) compared with unloaded and B-lap-loaded liposomes. Unfortunately, the low
relative concentration of the inclusion complex was not enough to provide an

appreciable signal in any of the techniques applied to identify either the p-lap or the
HP{-CD.

3.5 In vitro release kinetics of S-lapachone from liposome formulations
A slower release pattern of B-lap from the liposomal formulation with B-lap
incorporated into the phospholipid bilayer was observed when compared to the

formulation containing the inclusion complex encapsulated in the aqueous cavity (Fig.
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8). The kinetic profile of the drug from B-lap-loaded liposomes and B-lap:HPB-CD-
loaded liposomes showed burst effects of 33 and 38 %, respectively, after the first 4
hours. The maximum releases of B-lap were approximately 60 % and 70% for B-lap and
B-lap:HPB-CD-loaded liposomes at 24 h, respectively.

The release kinetics of B-lap from the liposomes was fitted according to the
exponential model MyM., = (1 — ky.e™). For the p-lap-loaded liposomes M., = 583.43 +
7.68 ng, k1 = 0.9464 £ 0.0037 and k; = 0.2011 £ 0.0070 was obtained and the release of
B-lap from B-lap:HPB-CD-loaded liposomes yielded M,, = 609.53 + 2.440 ug, ky =
1.0083 + 0.0034 and k, = 0.2075 + 0.0034 with a correlation coefficient of r? = 0.999.
The rate constants of 183.95 + 1.82 pg/h (Fig. 8, insert A) and 216.25 + 2.34 ug/h (Fig.
8, insert B) were calculated for B-lap-loaded liposomes and B-lap:HPB-CD-loaded

liposomes, respectively, considering the first 8 hours of the kinetics.
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Fig. 8. Release kinetics of p-lapachone from liposomal formulations in pH 7.4
phosphate buffer solution at 37 °C: B-lap-loaded liposomes (m) and B-lap:HPB-CD-
loaded liposomes (e). Inserts A and B: release of -lap from p-lap-loaded liposomes and
B-lap:HPB-CD-loaded liposomes, respectively. The linear fitting with square root of

time was carried out for the first 8 h of the kinetics.
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4. Discussion

This study was focused on the enhancement of solubility of B-lapachone in 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin through the formation of an inclusion complex and its
encapsulation into liposomes. Further, a physicochemical characterization and a
molecular modeling of the B-lap:HPB-CD inclusion complex was performed. The
stability and in vitro release pattern of B-lapachone of liposomal formulations were also
investigated.

According to the literature, phase-solubility analysis is one of the preliminary
requirements for developing an inclusion complex of drugs in cyclodextrins as it
permits an evaluation of the affinity between the drug molecule and cyclodextrin. Many
researchers have used this approach to determine the exact molar ratio in which a drug
can form a complex with cyclodextrins (Connors and Higuchi, 1965; Loftsson et al.,
2005).

The solubility constant found in the present study for B-lap in the aqueous HP-
CD solution at 25 °C was almost identical to that previously reported (K1.1= 0.876 x 10°
M™) by Cunha-Filho and coworkers (2007a). Further, from our results it can be stated
that the stability constant for B-lap in HPB-CD solution is not influenced by the pH,
since a Ky.1= 0.94 + 0.08 x 10°M™ was found for the B-lap in the phosphate buffer HPB-
CD solution at 25 °C (Nasongkla et al., 2003). As shown in the results section, the
presence of HPB-CD hugely increased B-lap solubility in water (about 302 fold).
Moreover, it is necessary to evaluate the complexation efficiency (CE) of -lap in HP-
CD to determine the affinity of these molecules. The CE of p-lap in the aqueous HPf3-
CD solution was 0.1538, which means that 1 out of every 16.5 cyclodextrin molecules
forms a complex with the drug. A CE value of 0.1 means that 1 out of every 11
cyclodextrin molecules forms a complex with the drug, while a CE of 0.01 indicates
that only 1 out of every 100 cyclodextrin molecules forms a complex (Loftsson et al.,
2005). Our results thus suggest that only a small amount of HPB-CD is in a non-
complexed form in the B-lap in HPB-CD inclusion complex.

TG and DSC results of B-lap:HPB-CD inclusion complex compared to B-lap and
HPB-CD could be considered as evidence of the successful complexation procedure,
because the melting point is determined by the intermolecular interactions stabilizing
the crystalline structure of the compound. If 3-lap molecules are linked to HPB-CD, the

thermodynamic stability of the new structure should be determined by a new set of
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interactions, giving rise to a different thermal behavior. In addition, it can be seen that
the broad band related to the release of water molecules associated with HP-CD has
shifted towards lower temperatures. Thus, our results suggest that -lap could replace
water inside the cavity of HP-CD, occupying the strongly bonded sites as the decrease
in the broad band corresponds to the release of the weakly bonded water.

The formation of complexes containing pB-lap and HPB-CD was investigated by
comparing the thermal behavior of a 1:1 physical mixture of the constituents and the
final products. The TG and DSC curves of the physical mixture exhibit the
superposition of the characteristic features of the individual components. Thus, the mass
loss is divided into two consecutive processes related to the decomposition of p-lap and
HPB-CD, whereas the two endothermic peaks associated with each melting point are
clearly identified in the DSC curve. The main difference observed in the thermal
analysis of the physical mixture and the p-lap:HPB-CD complex is the absence of the
peak corresponding to the melting point of PB-lap. It may be noted that the
decomposition process exhibits the same two-step pattern, showing that p-lap
decomposes first and confirming the presence of this compound in the sample.

The characterization of the p-lap:HPB-CD inclusion complex through *H-NMR
analysis confirmed that in the presence of B-lap, the Hs and Hs protons of the HP3-CD
cavity are up field shifted, suggesting that the B-lap molecule is included inside the
HPB-CD cavity. These results corroborate those previously reported (Nasongkla et al.,
2003).

Taken together, all spectroscopic results confirmed the B-lap:HPB-CD inclusion
complex formation and suggested that B-lap was included in the cavity of HPB-CD
replacing the water molecules inside it. Furthermore, the molecular modeling results
corroborate this, since it was observed that the stability of the 3-lap:HPB-CD inclusion
complex is mainly related to major hydrogen bonds between the guest (B-lap) and the
host (HPB-CD).

Stable liposomes containing B-lap or the B-lap:HPB-CD inclusion complex were
obtained with a 1:28.48 molar drug/lipid ratio, lipid concentration of 117.6 mM and 1
mg/mL of B-lap. B-lap or B-lap:HPB-CD-loaded liposomes were homogeneous in size as
the polydispersity index was always lower than 0.35. These results point to almost
homogeneous f-lap liposomal formulations, as this index ranges from 0 for a

monodispersed sample up to 1 for a polydispersed sample (Hinrichs et al., 2006). These
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formulations were resistant to tests of accelerated stability and maintained their initial
properties even after 60 days in suspension form and up to 90 days in the lyophilized
form.

Regarding the influence of lyophilization in the particle size, the liposomes
submitted to this process usually increased significantly their size in comparison with
the initial vesicle size caused by the fusion of particles after rehydration (Cui et al.,
2006). However, in our experiments this process exerted almost no influence on the size
and size distribution of B-lap or B-lap:HPB-CD-loaded liposomes, which may indicate
that the concentration of the cryo-protectant (264 mM) was appropriate. In fact, B-lap or
B-lap:HPB-CD-loaded liposomes after lyophilization presented a better polydispersity
index and the encapsulation efficiency was almost the same as that of the liposomes in
suspension. Based on the results of Christensen et al. (2007), liposomal formulations
lyophilized with 211 mM trehalose and above had regained their initial particle size
after rehydration because the trehalose provided protection from the aggregation of the
vesicles. In fact, based on the literature, the freeze-drying technology might be suitable
for the production of rehydrated liposomes, because numerous studies of long-term
stability have been performed and shown the preservation of liposomes in the dried state
in the presence of sugars such as trehalose (Crowe and Crowe, 1988; Pinto-Alphandary
et al., 2000).

The encapsulation efficiency of B-lap in liposomes, above 90%, had a significant
advantage over other drug delivery systems described for encapsulation of B-lap, for
example, micelles of PLA-PEG that showed a maximum encapsulation efficiency of
41.9 £ 5.6 % (Blanco et al., 2007). This result could be due to the fact that liposomes
have a lipid bilayer that may contribute to an environment more appropriate for the
entrapment of B-lap than the monolayer structure of the micelles.

Regarding the in vitro release kinetics of B-lapachone from liposomes, two major
observations may be made. First, the initial faster drug release (almost 40 % in the first
4 h) from liposomes is attributable to their smaller size (100 nm), which is in agreement
with the results of Verma et al. (2003) and Maestrelli et al. (2006). Second, the B-lap
released from the B-lap:HPB-CD inclusion complex entrapped in the aqueous cavity of
liposomes was apparently higher than from the liposomal formulation with the drug
entrapped in the phospholipid bilayer. However, a more careful analysis, considering
the broad standard deviations of data, reveals that both kinetic profiles are similar.
These unexpected results can be explained by the destabilization of the membrane of
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liposomes caused by the presence of HPB-CD, leading to a fast drug release. In fact, the
ability of CDs to remove lipid components from liposome membranes by forming
inclusion complex with them is well established (Fatouros et al., 2001; Hatzi et al.,
2007; Puskas and Csempesz, 2007). According to Fatouros et al. (2001), this
destabilizing phenomenon of the liposome membrane by CD inclusion complexes might
cause a drug release similar to or greater than the release of the drug imbibed in the lipid
bilayer. In effect, membrane lipids may enter the hydrophobic CD cavity and displace
the drug from the complex, which in turn is release from the vesicles. Furthermore,
because of the higher solubility of the B-lap:HPB-CD inclusion complex, the presence of
the complex also in the continuous aqueous phase of the liposomal formulation should
not be neglected. This may contributed to the fast release of p-lap from the p-lap:HPp-
CD-loaded liposomes.

All the findings of the present study, indicate that the encapsulation of the f-
lap:HPB-CD inclusion complex into liposomes provides an alternative means of
overcoming the low solubility of B-lapachone, leading eventually to its practical use in

cancer therapy.
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6.0 - CONCLUSOES

e O diagrama de solubilidade de fases da PB-lapachona em 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPB-CD) apresentou curva do tipo A., mostrando assim uma
relagdo linear entre a solubilidade da B-lapachona e a concentragdo da HPB-CD;

e Complexos de inclusdo B-lap:HPB-CD foram obtidos pelo método de liofilizacdo
e comprovados por RMN H!, DSC, TG, IR e Raman;

e Os resultados da modelagem molecular sugerem a possibilidade da formacao do
complexo de inclusdo, indicando que a B-lap estd incluida na cavidade
hidrofébica da HPB-CD;

e Lipossomas contendo B-lapachona ou complexo de inclusdo B-lap:HPB-CD
permaneceram estaveis aos testes de estabilidade acelerada e ao armazenamento
na forma de suspensdo por aproximadamente 60 dias a 4 °C;

e A utilizacdo de trealose como agente crioprotetor foi eficiente em conservar as
caracteristicas iniciais das formulag6es lipossomais apos liofilizacdo por 90 dias;

e Os lipossomas contendo B-lap:HPB-CD apresentaram uma maior velocidade de
liberagao de B-lap comparado aos lipossomas contendo apenas o farmaco;

e A encapsulagdo de B-lap e complexo de inclusdo B-lap:HPB-CD em lipossomas
pode ser uma alternativa para aumentar a solubilidade da B-lap e, em

conseqiiéncia, viabilizar sua utilizacdo na terapéutica do cancer.
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7.0 - PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados neste trabalho, isto €, a associacdo dos complexos
de inclusdo aos lipossomas, aumenta a nossa curiosidade para investigar a
farmacocinética, biodistribuicdo, citotoxicidade e atividade antitumoral dos lipossomas
desenvolvidos, assim como, desenvolver sistemas furtivos e sitio-especificos que

permitam a utilizagdo da B-lap na terapia de cancer de forma eficaz e segura.
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9.0 - ANEXQOS
9.1- ANEXO A

RESUMOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS NACIONAIS E
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9.2-ANEXO B

NORMAS DA REVISTA

(International Journal of Pharmaceutics)
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reviewed on the assumption that all listed authors concur with the submission and that a
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artwork. Full instructions on how to use the online submission tool are available at the
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After final acceptance for publication, your revised manuscript on disk together with
two printed hard copies, should be submitted to the accepting editor. It is important
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Chief.
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(d) Abstract
An Abstract not exceeding 200 words (a single paragraph) should be provided typed
on a separate sheet.

(e) Keywords

A maximum of 6 keywords or short phrases suitable for indexing should be
supplied. If possible keywords should be selected from Index Medicus or Excerpta
Medica Index. Authors may also wish to refer to the Subject Index published in

International Journal of Pharmaceutics, for example, Vol. 287/1-2, pp. 205-219.

(f) Corresponding Author

The author to whom correspondence should be directed should be designated with
an asterisk (do not include the address unless different from that indicated by the
author's affiliation). Telephone, fax and e-mail address of the corresponding author

must be provided.

(g) Text

The text should be divided into main sections, such as the following: 1.
Introduction. 2. Materials and methods. 3. Results. 4. Discussion.
Acknowledgements. References, figure legends, tables and figures. These sections
must be numbered consecutively as indicated. Subdivisions of a section should also
be numbered within that section, for example, 2.1. Materials, 2.2. Relative humidity

measurement, 2.3. Sample preparation, etc.
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Standard nomenclature should be used throughout; unfamiliar or new terms and
arbitrary abbreviations should be defined when first used. Unnecessary or
ambiguous abbreviations and symbols are to be avoided. Data should be expressed

in Sl units.

(1) Figure Legends, Table Legends, Footnotes
Figure legends, tables and footnotes should be typed on separate sheets, lines double
spaced. Footnotes, to be numbered consecutively in superscript throughout the text,

should be used as little as possible.
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(j) References

See below for full details.

(2) Rapid Communications

(@) These articles should not exceed 1500 words or equivalent space.

(b) Figures should not be included otherwise delay in publication will be incurred.
(c) Do not subdivide the text into sections. An Abstract should be included as well

as a full reference list.

(3) Notes
Should be prepared as described for full length manuscripts, except for the
following:
(@ The maximum length should be 1500 words, including figures and tables.
(b) Do not subdivide the text into sections. An Abstract and reference list should be
included.

(4) Reviews and Mini-Reviews
Suggestions for review articles will be considered by the Editors-in-Chief. "Mini-
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assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document
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Figures and Tables
Figures
Line drawings (including graphs) should be drawn in black ink on white paper or on

tracing paper with blue or faint grey rulings; graduation will not be reproduced.
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Lettering should be large enough to permit photographic reduction. If figures are not
to be reduced, their format should not exceed 16 x 20 cm. Photographs (or half-tone
illustrations) must be of good quality, submitted as black and white prints on glossy
paper, and have as much contrast as possible. The magnification of micrographs
should be indicated by a scale bar in the figure. Figures should be clearly marked on
the reverse side with the number, orientation (top) and author's name; a soft pencil
or a felt-tipped pen should be used for marking photographs. The illustrations
should be numbered with Arabic numerals. The legends should be typed separately

with double spacing.

Colour illustrations should be submitted as original photographs, high-quality
computer prints or transparencies, close to the size expected in publication, or as 35
mm slides. Polaroid colour prints are not suitable. If, together with your accepted
article, you submit usable colour figures then Elsevier will ensure, at no additional
charge, that these figures will appear in colour on the web (e.g., ScienceDirect and
other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour
in the printed version. For colour reproduction in print, you will receive information
regarding the total cost from Elsevier after receipt of your accepted article. The 2008
price for color figures is EUR 285 for the first page and EUR 191 for subsequent
pages. For further information on the preparation of electronic artwork, please see

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting
colour figures to 'grey scale' (for the printed version should you not opt for colour in
print) please submit in addition usable black and white prints corresponding to all
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Tables

All tables must be numbered consecutively (with Arabic numerals) and be cited in
the text. Titles should be short but descriptive. Tables should be compiled on
separate sheets, together with a legend and/or footnotes identified by superscripts

a.b.c, etc. Do not use vertical lines and keep horizontal rules to a minimum.


http://www.elsevier.com/artworkinstructions

Cavalcanti, L M.F. Preparacao, caracterizagdo e cinética de liberagdo in vitro de lipossomas contendo f-lapachona... 100

DNA sequences and GenBank Accession numbers.

Many Elsevier journals cite "gene accession numbers™ in their running text and
footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA sequences about which
further information can be found in the databases at the National Center for
Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine.
Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error
in a letter or number can result in a dead link. Note that in the final version of
the electronic copy, the accession number text will be linked to the appropriate
source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source from the

article.
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Agreement’ (for more information on this and copyright see
http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the

widest possible dissemination of information. An e-mail (or letter) will be sent to
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‘Journal Publishing Agreement’ form or a link to the online version of this
agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including
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is required for resale or distribution outside the institution and for all other
derivative works, including compilations and translations (please consult

http://www.elsevier.com/permissions).

If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain
written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article.
Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult

http://www.elsevier.com/permissions.

Authors' rights
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One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding
author (if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post).
Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
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http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to
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Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from
the Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent
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inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely
your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your
article if no response is received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article
via e-mail or, alternatively, 25 free paper offprints. The PDF file is a watermarked
version of the published article and includes a cover sheet with the journal cover
image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use. Additional paper
offprints can be ordered by the authors. An order form with prices will be sent to the
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Authors who require information about language editing and copyediting services
pre- and post-submission please visit
http://www.elsevier.com/locate/languagepolishing or contact

authorsupport@elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither

endorses nor takes responsibility for any products, goods or services offered by
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please refer to our Terms & Conditions
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relating to proofs, are provided after registration of an article for publication.
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