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RESUMO

A B-Lapachona (C;sH;403, MM 242.3), conhecida quimicamente por (3,4-dihidro-
2,2-dimetil-2H-naftol[ 1,2-b]pirano-5,6-diona), ¢ uma ortonaftoquinona de ocorréncia
natural isolada do ipé roxo ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellandae Lor), da familia
Bignoneaceae. Pesquisas recentes tém demonstrado seu excelente potencial
antineoplasico, atuando por um mecanismo particular de apoptose contra diversos
tipos de cancer humano, em especial neoplasias de ciclo celular muito lento como € o
caso de algumas linhagens de prostata refratarias aos tratamentos convencionais. O
desenvolvimento de uma forma farmacéutica que produza uma melhor
disponibilidade do farmaco para a realizagdo de ensaios clinicos em humanos ¢ a
comprovagao da eficicia da B-Lapachona em terapias antineoplédsicas consiste em
um passo de grande interesse para a oncologia clinica. Este estudo propds o
desenvolvimento da forma farmacéutica capsula gelatinosa mole a base de -
Lapachona, seguindo procedimentos e normas preconizadas pelas Boas Praticas de
Fabricacdo e Controle, a partir de uma planificagdo qualitativa e quantitativa de
excipientes, visando sua incorporagao em protocolos de tratamentos quimioterapicos.
A etapa inicial foi a caracterizacdo fisico-quimica e farmacotécnica do principio
ativo onde ficou comprovada a importancia de se obter uma matéria-prima com alto
grau de pureza, sem a presenca de seu isdomero o-Lapachona. Neste trabalho foi
desenvolvida e validada uma metodologia analitica por CLAE (coluna C;g, fase
movel acetonitrila:acido acético 0,25% (1:1), fluxo de 2mL/min, detector a A
254nm), seguindo os parametros descritos na Resolucdo 899 da ANVISA, que
permite quantificar a matéria-prima e o produto acabado, além de impurezas e
produtos de degradagdo. Estudos de estabilidade do principio ativo demonstraram
que a B-Lapachona sofre degradacdo fisica em presenca de luz fluorescente. Lotes
em escala semi-industrial estdo sendo realizados para a otimizagdo da formulacao
desenvolvida de céapsula mole e estabilidade do produto frente a diferentes
constituintes de involucros. Na seqiiéncia sera realizada a transposicdo para escala

industrial.

Palavras-Chave: B-Lapachona, caracterizagdo, purificagdo, validagdo por CLAE,

estabilidade, capsula gelatinosa mole.



ABSTRACT

The B-Lapachone (C;sH;403, MM 242.3), designated chemically as (3,4-dihydro-2,2-
dimethyl-2H-naphtol[1,2-b]pyran-5,6-dione), is an o-naphtoquinone isolated from
the lapacho tree (Tabebuia avellandae), of the family Bignonaceae. Recent
researches have been demonstrating its excellent antineoplasic potential, acting
against several types of human cancer by a peculiar apoptosis mechanism, especially
the ones of very slow cellular cycle, as the case of some prostate lineages resistant to
the conventional treatments. The development of a new pharmaceutical form leading
to improved drug bioavailability, intending the accomplishment of clinical rehearsals
in humans and proving the effectiveness of the P-Lapachone in antineoplasic
therapies are subjects of great interest for the clinical oncology. This study proposed
the development of B-Lapachone soft gelatin capsules, following the procedures and
norms preconized by the Good Manufacturing Practices and Control, starting from a
qualitative and quantitative planning of the excipients, regarding its incorporation in
quimiotherapic treatment protocols. The initial stage consisted into the
physicochemical characterization and pharmacotecnics of the active, proving the
importance of obtaining a raw material with high degree of purity, without the
presence of its isomer a-Lapachone. In this work a HPLC analytical methodology
was developed and validated (column C;3, mobile phase acetonitrile:acetic acid
0,25% (1:1), flow 2mL/min, detector A 254nm), following the parameters described
at the Resolution number 899 from ANVISA, which allows quantifying the raw
material and the finished product, besides impurities and degradation products.
Stability studies of the active demonstrated that the B-Lapachone suffers physical
degradation in the presence of fluorescent light. Batch in semi-industrial scale are
being accomplished for the optimization of the developed soft capsule formulation
and stability of the product taking in account different involucres. After that, the

transposition to the industrial scale will be performed.

Word-key: B-Lapachone, characterization, purification, validation for hplc, stability,

soft gelatin capsules.
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INTRODUCAO

Novas drogas provenientes de extratos vegetais sdo isoladas e identificadas a cada
dia e, muitas vezes, servem de modelos para alteracdes moleculares que resultam em
compostos mais eficazes (FAVARO/1990). Alguns compostos com estruturas quimicas ja
elucidadas podem ser testados quanto a utilizacdo em novos tratamentos, revelando-se
agentes com eficacia terapéutica comprovada.

O Lapachol ¢ um farmaco de origem vegetal o qual sua estrutura quimica e rota de
sintese foram estabelecidas por Hooker, em 1896 (D’ALBUQUERQUE/1968), embora
novas rotas continuem sendo investigadas (ALVES/1999). Pode ser extraido de diversas
plantas (JACOME/1999, KHAN/1999), sendo mais abundante numa arvore tropical
conhecida como ipé roxo ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellandae Lor), da familia
Bignoneaceae, de ocorréncia muito comum no Brasil, que ¢ utilizada inclusive na
ornamentacao de ruas e pragas. Partindo-se do Lapachol chega-se a um derivado semi-
sintético, uma quinona conhecida como B-Lapachona, de nome quimico 3,4-dihidro-
2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona. A B-Lapachona pode ser obtida por uma
termorreagdo controlada ou por hidrélise acida do Lapachol (D’ALBUQUERQUE/1972).

A B-Lapachona tem demonstrado numerosos efeitos farmacologicos, sendo bastante
conhecidas suas atividades antibacteriana (D’ALBUQUERQUE/1972), antifungica
(GUIRAUD/1994), antitripanossdmica (BOVERIS/1978) e antiviral (FAVARO/1990). Estudos
recentes, demonstrando seu excelente potencial antineopldsico contra o crescimento
celular de varias linhagens, tanto in vitro quanto in vivo (em modelos animais),
estimularam a pesquisa clinica para sua utilizagdo como um quimioterapico
antineoplésico (DI GIANNI/1997). Mesmo assim, a [3-Lapachona nunca chegou a ser
comercializada devido a dificuldade de obten¢ao de uma forma farmacéutica estavel.

As neoplasias tém etiologia ainda pouco conhecida, surgindo quando algumas
células de determinado tecido ou 6rgdo comecam a se proliferar em velocidade muito
superior que a normal, gerando uma massa desordenada que constitui os tumores,
benignos ou malignos. O tratamento do cancer depende da localizacdo do tumor, da
linhagem de células envolvida e do estagio de desenvolvimento da doenga, podendo ser
realizado através de cirurgia, radioterapia ou quimioterapia. A quimioterapia destaca-se
por ser, dentre os trés, o unico método capaz de eliminar as células cancerosas que

sofreram metastase (ROBBINS/1996).
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Os mecanismos de agdo dos fairmacos envolvidos na terapia antineoplésica ainda
ndo estdo totalmente elucidados, ndo sendo diferente no caso da B-Lapachona. Diversos
estudos demonstram a efetividade da B-Lapachona contra cancer de prostata, ovario,
mama, pulmao, cdlon, pancreas e alguns tipos de leucemias e linfomas, inclusive
algumas linhagens tumorais que se mostraram refratdrias as drogas comuns, foram
sensiveis a -Lapachona. Seu modo de acdo ¢ diferente do empregado pela maioria das
drogas antineoplasicas atualmente disponiveis no mercado. Sabe-se que inibe a DNA
Topoisomerase I, inibindo a replicagdo de células cancerigenas através do bloqueio do
ciclo celular nas fases Go/G; e que induz a apoptose, morte celular programada de
células cancerigenas, por um mecanismo particular, independente da expressao das
proteinas p53, p2l e da super expressdo ectopica da proteina bcl-2 (LI/1995,
PLANCHON/1995). Estudos recentes propdem um novo mecanismo de acdo onde o alvo
principal seria a inibigdo catalitica irreversivel da Topoisomerase II por induzir a
religacdo e dissociacdo da enzima com o DNA na presenca de adenosina trifosfato
(ATP) (KRISHNAN & BASTOW/2000).

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica necessdria para o aprofundamento
dos ensaios toxicologicos e clinicos para a comprovacao da eficacia da -Lapachona em
terapias antineoplasicas consiste em um passo de grande interesse para a oncologia
clinica, por tratar-se de uma nova alternativa terapéutica.

Este trabalho, portanto possibilitou a obtencdo da forma farmacéutica capsula
gelatinosa mole a base de B-Lapachona. Foi realizada a caracterizagdo fisico-quimica e
farmacotécnica do principio ativo, onde ficou comprovada a necessidade de
investigagdo da presenca de seu isomero a-Lapachona através de algumas técnicas
analiticas como cromatografia em camada delgada, andlise térmica e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Por isso foi desenvolvida e validada, uma
metodologia por CLAE que permite quantificar a matéria-prima e o produto acabado,
além de impurezas e produtos de degradacao. Foi realizado um estudo de estabilidade
para determinagdo das condi¢des de armazenamento do principio ativo.

Uma vez desenvolvida a forma farmacéutica cépsula gelatinosa mole, esta
possivelmente representara além de um avango no tratamento de alguns tipos de cancer,
um impacto na industria farmacéutica nacional, tendo em vista uma possivel
comercializagdo pelo Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco S/A

(LAFEPE), o qual ja produz seu precursor Lapachol.

13



OBJETIVOS



Alves, G.M.C., Desenvolvimento de Capsulas Gelatinosas Mole de -Lapachona para Terapias Antineoplasicas em Humanos.

Objetivos

OBJETIVOS

Objetivo Geral

O projeto visa o desenvolvimento de cépsula gelatinosa mole a base de B-Lapachona

para sua utilizagdo em terapias antineoplasicas em humanos.

Obijetivos Especificos

Caracterizagao do ativo;

Purificagdo e determinacao de pureza;

Estudo da estabilidade do principio ativo sob diferentes condicdes de
armazenamento;

* Validacao de metodologia analitica seletiva para doseamento da matéria-prima;

* Desenvolvimento da tecnologia de obtencdo de capsula gelatinosa mole;

* Defini¢do das especifica¢des de produto acabado;

* Estudo de estabilidade de produto acabado;

* Transposicao de escala de produgdo para lotes semi-industrial.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Caracteristicas Quimicas

As naftoquinonas s3o compostos organicos que possuem como principal
caracteristica a presenga de dois grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado
com pelo menos duas ligagdes duplas C-C. Apresentam-se geralmente com estrutura
cristalina de cor amarela a vermelha, sio amplamente distribuidas na natureza e podem
ser extraidas principalmente das familias Bignoniaceae, Juglandaceae, Ebenaceae,
Droseraceae, Boraginaceae, entre outras (JACOME/1999, KHAN/1999, SIMOES/2000). No
Brasil, a familia prevalecente é a Bignoniaceae, sobretudo os géneros Tabebuia e
Tecoma, tendo como nome popular pau-d’arco ou ipé roxo, também conhecido em
paises latino-americanos como “lapacho” (PIO CORREA/1984, OLIVEIRA/1990).

O Lapachol conhecido como 2-hidroxi-3-(3-metil-2butenil)-1,4naftoquinona foi a
primeira naftoquinona descrita em 1882 por Patern6 (PATERNO/1882 apud
MORRISSON/1970). Sua rota de sintese foi estabelecida por HOOKER em 1896, embora
novas rotas continuem sendo desenvolvidas (ALVES/1999).

Em 1956 GONCALVES DE LIMA, observou que havia uma progressiva
diminui¢do de atividade antibiotica a medida que aumentava o grau de pureza da
substancia Lapachol, obtida do cerne do ipé roxo (Tabebuia spp). Orientados por essa
observacdo chegaram enfim a isolar um dos compostos responsaveis pela maior
atividade do Lapachol bruto, a B-Lapachona, dando inicio a varias pesquisas sobre essa
nova descoberta. Mais tarde foi evidenciado que apés a absor¢do gastrintestinal, por
administracao oral em ratos, o Lapachol ¢ rapidamente metobolizado e grande parte
transformado em P-Lapachona, o que impulsionou ainda mais as pesquisas direcionadas
para este novo fitofarmaco (NAYAK/1968).

A B-Lapachona (C;sH;403, MM 242.3), ¢ uma ortonaftoquinona isémera do
Lapachol, conhecida quimicamente por (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[ 1,2-b]pirano-
5,6-diona) que apresenta forma cristalina laranja-avermelhada com ponto de fusdo
caracteristico em 154,5-155,5°C e ¢ estruturalmente estavel em pH de 3-9 (SILVA/1997).
Por estar presente em pequenas quantidades in natura, ela pode ser obtida através de
uma semi-sintese do Lapachol através de acdao controlada do calor
(D’ALBUQUERQUE/1968) ou hidrélise a frio com 4cido sulftirico p.a. (GONCALVES DE
LIMA/1962, D’ALBUQUERQUE/1972). No processo de obtencao por hidrdlise 4dcida tem que
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se ter cuidado, pois ¢ comum acontecer contaminagdes pelo seu isoOmero
paranaftoquinona a-Lapachona conhecida por (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[2,3-
b]pirano-5,10-diona). Embora quimicamente estes dois compostos se assemelhem
bastante por serem isomeros, a o-Lapachona ndo apresenta atividade biologica
significativa in vitro nem in Vivo (GONCALVES DE LIMA/1962, SANTANA/1968,

LOPES/1978; DOCAMPO/1978) (Figura 01).

(0]

Lapachol a-Lapachona

B—Lapachona

Figura 01 - Estruturas quimicas do Lapachol, a.-Lapachona e 3-Lapachona.

2. Atividades Farmacoldgicas gerais da B-Lapachona

Diversos estudos vém atribuindo alguns efeitos farmacologicos a B-Lapachona e
tentando esclarecer seus mecanismos de acao.

Os primeiros estudos foram em relagdo a sua atividade antimicrobiana, relevante
principalmente contra alguns Gram-positivos, como B. subtilis e S. aureus, ¢ Gram-
negativos, como os do género Brucella (GONCALVES DE LIMA/1962). Em experimentos
descritos por D’ALBUQUERQUE em 1968 ¢ 1972, a B-Lapachona demonstrou uma
excelente atividade contra diversas cepas tais como B. subtillis 9 e 27, S. aureus W e
ATCC, Str. Hemolyticus, B. anthracis, M. citreus, Sar. lutea, Br. melitensis ATCC, Br.
Abortus ATCC e Br. Suis ATCC. Ja no caso das espécies como E. coli N, K.
pneumoniae, S. typhosa, Sh. P. dysenteriae e Ps. aeruginosa nio houve atividade
significativa.

Diferente dos resultados obtidos por GONCALVES DE LIMA em 1962 que ndo
constatou antividade antifingica significativa para a -Lapachona, foi comprovado por
GUIRAUD em 1994, que os fungos sao mais sensiveis a 3-Lapachona que as bactérias,
demonstrando ser mais eficiente que o cetoconazol utilizado como padrao. Para 9 das 10
espécies estudadas (Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicallis, Cryptococcus
neoformans, Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum, Tricophyton

interdigitatum, T. mentagrophytes, T. rubrum) a p-Lapachona apresentou MFC
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(Minima Concentragdo Fungicida) menor que o cetoconazol ¢ com excecao do
Epidermophyton floccosum, ela também foi mais eficiente que o Lapachol. Para a
Torulopsis glabrata, o valor de MFC foi igual, 128 pg/mL, para a B-Lapachona,
Lapachol e cetoconazol. Segundo o autor essas variagdes dos resultados encontrados sdo
atribuidas a diferenca na parte experimental, particularmente na composi¢do do meio de
cultura utilizado nos primeiros experimentos, pois poderia ter inativado as moléculas
estudadas, ja que estas diferencas de resultados também foram detectadas em relagao a
outros compostos (CAMPOS-TAKAKI/1992 apud GUIRAUD/1994).

DOCAMPO em 1977 em pesquisas in Vvitro sobre epimastigotas de Trypanosoma
cruzi verificou que células tratadas com a P-Lapachona apresentavam-se com a
cromatina arranjada de forma anormal, além de observacdes de alteracdes das
membranas citoplasmaticas, nuclear e mitocondrial, com inchago nas mitocondrias.
Estes resultados sugerem uma a¢do da B-Lapachona nas membranas biologicas, como
também uma reducdo na taxa respiratoria e inibicado da oxidag¢dao da glucose e do
piruvato. A partir destes estudos preliminares foi iniciada a pesquisa da B-Lapachona
para o tratamento da infec¢do causada pelo Trypanosoma cruzi, devido ao seu
mecanismo relacionado ao ciclo redox, na tentativa de introduzi-la como um
quimioterdpico antichagésico (BOVERIS/1978). Foi entdo observada a capacidade da (-
Lapachona de gerar oxi-radicais, induzindo a liberagdo de O” (anion superoxido) e
H,0, (peroxido de hidrogénio), pelas células infectadas, que s3o responsaveis pela
desestabilizacdo das membranas dos epimastigotas que em contato com a [3-Lapachona
promove uma significante peroxidagao de lipideos. (DOCAMPO/1978 e PAHN/1988). Porém
DUBIN em 1990 encontrou resultados diferentes, verificando que a B-Lapachona em
concentragdes micromolares inibe a peroxidagao de lipideos em microssomos de figado
de rato catalizadas pelo citocromo P-450. A B-Lapachona possui a capacidade em
desarranjar as cromatides do Trypanosoma cruzi, provocando degrada¢des de DNA,
RNA e proteinas, irreversiveis ou ndo, dependendo da concentracdo utilizada
(GOIIMAN/1985).

Foi demonstrado por MOLLINA-PORTELA em 1996 que a -Lapachona cataliza
in vitro a oxidagdo da dihidrolipoamida, um agente redutor de quinonas, gerando
radicais livres, ocasionando a inibicdo respiratoria celular em parasitos das espécies

Crithidia fasciculata e Leptomonas seymouri.
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A B-Lapachona demonstrou ser um inibidor potente, in vitro, da atividade da enzima
transcriptase reversa dos virus mieloblastico de avicola e da leucemia de Rauscher,
interagindo diretamente com os grupos tiol (-SH) de algumas proteinas enzimaticas,
como ¢ o caso das DNA polimerases (SCHUERCH/1978). Estes resultados foram
comprovados in vivo por SCHAEFFNER-SABBA em 1984, quando foi observado um
prolongamento no tempo de sobrevida de camundongos Balb/c, infectados com o virus
da leucemia de Rauscher tratados com 125mg/Kg via oral de B-Lapachona durante 5
dias por 4 semanas, ao inibir a replicacdo do RNA. Também foram avaliadas galinhas
infectadas pelo sarcoma-virus de Rous, as quais também apresentaram um
prolongamento no tempo de sobrevida apds a administragdo de B-Lapachona com doses
de 31,3 ou 15,6mg/Kg de peso.
Estudos in vitro mostram que a B-Lapachona bloqueia a transcri¢do do virus da
imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) através de um mecanismo do bloqueio seletivo da

expressao génica da repeticdo longa terminal viral (LTR) (L1/1993).

3. Cancer x p-Lapachona

Nos organismos multicelulares a taxa de proliferacdo celular ¢ controlada com
precisdo por um sistema altamente integrado que permite a replicacao apenas dentro dos
estreitos limites, que mantém a popula¢do normal em niveis homeostaticos. Como na
grande maioria dos tecidos e 6rgdos ha uma divisdo celular continua, através de uma
série de eventos bioquimicos conhecidos como ciclo celular, para restaurar as perdas
decorrentes do processo de envelhecimento das células, a replicagdo celular ¢ uma
atividade essencial. Porém, essa replicacdo deve seguir um controle rigido imposto ao
sistema, pois se feita para mais ou para menos ocorre uma quebra do equilibrio. Uma
das caracteristicas principais das neoplasias ¢ justamente a proliferacao celular
descontrolada. Contudo as neoplasias sdo proliferagdes anormais de células que tém
crescimento autobnomo e tendem a perder sua diferenciagdo (BRASILEIRO/1998,
FUCHS/1998, HARVEY/1998).

Embora as células neoplasicas tendam a apresentar a mesma constituicdo basica das
células normais de origem, pode haver diferencas importantes. As principais
caracteristicas das neoplasias malignas sdo: morfologia celular menos diferenciada;
crescimento ilimitado (alto indice mitdtico) insensivel aos mecanismos de controle

normais que limitam o crescimento e divisoes celulares em tecidos diferenciados; menor
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adesividade entre as células apresentando uma motilidade consideravel podendo se

deslocar com facilidade e infiltrar os tecidos adjacentes, penetrar em vasos sangiliineos e

linfaticos. Este é o primeiro passo para a sua disseminacdo a distdncia com tendéncia a

propagar-se metastaticamente em regides remotas do organismo, esta invasao de tecidos
normais e crescimento entre células normais € o que torna o cancer letal (ROBBIS/96).

A funcdo primaria do ciclo celular gira em torno da sintese do DNA para duplicagao
cromossomica e metas subseqiientes. Como a doenca neopldsica maligna ¢
caracterizada por proliferagdo celular descontrolada, o alvo logico da quimioterapia ¢ o
DNA. A maioria das drogas interferem em sua biossintese e quebra de estrutura de
proteinas vitais associadas com a divisdo celular ou produzem danos quimicos na
molécula, capazes de alterar sua replicagcdo (D’ANGIA/1995, FUCHS/1998, CAMARGO/2000).
O mecanismo exato pelo qual esses danos levam a morte celular ndo ¢ claro. Em
algumas células, a exposicdo a agentes antineoplasicos desencadeia o processo de
apoptose (morte celular programada), ao passo que em outras a morte decorre
diretamente do dano molecular causado pela droga (D’ANGIA/1995, BRASILEIRO/1998,
FUCHS/1998, SILVA/1998, CAMARGO/2000).

A diferenga na suscetibilidade de células normais e malignas as drogas citotoxicas
associa-se ao fato de que as primeiras, em propor¢cao maior, encontram-se na fase nao
replicativa do ciclo celular (Gg), onde se mostram menos sensiveis as lesdes. Além
disso, existem evidéncias de que células canceriginas ndo dispdem de mecanismo de
controle (checkpoints) do ciclo celular, os quais, em condi¢des normais, favorecem a
reparacao de lesdes causadas por quimioterapia, como quebras em hélices do DNA,
delecdo de bases e outras. A maioria dos antineoplasicos atua sobre células contidas no
ciclo celular que compreende as fases G; (pré-sintética), S (sintese e duplicagdo do
DNA), G, (pés-sintética) e M (mitose). (RAMOS JUNIOR/1984, ROBBINS/1996,
FAUCI/1998).

No Brasil, o cancer constitui na segunda causa de morte por doenca, ficando atrés
apenas das doengas do aparelho circulatério, sendo em 2000 responsavel por 12,73%
dos 946.392 obitos registrados.

O cancer de prostata ¢ a sexta ocorréncia mais freqiiente de casos novos de
neoplasia maligna no mundo, e a terceira causa de morte mais freqiiente entre os
homens, representando 9,7% das neoplasias malignas. No Brasil, o cancer de prostata ¢
a segunda causa de 6bitos por cancer em homens, sendo superado apenas pelo cancer do

pulmao. O aumento observado tanto nas taxas de incidéncia como nas de mortalidade
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pode ser parcialmente justificado pela evolu¢do dos métodos diagnosticos, pela
dosagem de substancias produzidas pela prostata: a fracdo prostatica da fosfatase acida
(FAP) e o antigeno prostatico especifico (PSA); e ao aumento da expectativa de vida da
populacdo. Em Pernambuco a taxa estimada ¢ de 26,34 casos de cancer de prostata para
cada 100.000 homens (Instituto Nacional do Cancer - INCA).

As causas ainda permanecem obscuras, porém varios estudos mostram que homens
com histéria familiar de cancer de prostata de pai ou irmao antes dos 60 anos de idade
pode aumentar o risco de vir ter a doenga em 3 a 10 vezes em relagdo a populacdo em
geral. Hébitos alimentares e fatores ambientais também estdo relacionados com o
surgimento da doenga (INCA, ROBBINS/1996, FAUCI/1998).

Na maioria dos casos, o tumor apresenta um crescimento lento, de longo tempo de
duplicacdo, levando cerca de 15 anos para atingir 1 cm?® e acometendo homens acima de
50 anos de idade, o que torna o tratamento mais dificil pois geralmente ndo se detecta a
doenca na fase inicial. Por isso ¢ necessdria a prevencdo através dos exames
laboratoriais de homens assintomaticos (INCA, ROBBINS/1996, FAUCI/1998).

Em 1968, SANTANA e cols. verificaram atividade antineoplésica na (3-Lapachona,
apresentando inibi¢ao de crescimento tumoral em tumores experimentais induzidos em
ratos. As linhagens testadas foram Carcino-sarcoma de Walker 256 e Sarcoma de
Yoshida na dose de 7mg/Kg, via oral, apresentando uma inibi¢ao de 33,54% e 16,2 %,
respectivamente. O aumento da dose ndo proporcionou aumento significativo da acdo
antineoplasica e sim elevacdo de sinais de toxicidade. Novos estudos foram realizados
para avaliacdo da acdo antineoplédsica da B-Lapachona em Sarcoma de Yoshida, dessa
vez por via intra-peritonial, nas concentracdes de 10mg/Kg e 11,5mg/Kg, inibindo 50 e
62% dos tumores, respectivamente (D’ALBUQUERQUE/1972).

BOOTHMAN e cols. em 1987 observaram um sinergismo entre a -Lapachona e
radiosensibilizadores de halogenados de pirimidina em células de carcinoma
epidermoide de laringe humano (HEp-2), por inibi¢do do reparo do DNA aumentando
assim a letalidade das células. Em 1989, o mesmo autor, utilizando a mesma linhagem
de células e células de melanona maligno humano radioresistente (Ul1-Mel), tentou
definir o mecanismo da inibicdo do reparo do DNA pela 3-Lapachona descobrindo que
havia uma ativagdo da Topoisomerase I das células eucaridticas sem alterar as
atividades da Topoisomerase II eucaridtica, DNA ligase I e II, ou intercala-se com o

DNA. Foi verificado um aumento da sensibilidade dessas células neoplasicas aos Raios
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X, semelhante ao que acontece com a Camptotecina, que ¢ um inibidor especifico da
Topoisomerase I (BOOTHMAN/1989).

FAVARO e cols. em 1990 realizaram estudos in vitro utilizando linhagem celular
KB, para avaliagdo da 3-Lapachona, solubilizada em DMF (dimetilformamida), obtendo
resultados satisfatorios com DIsy de 0,22 pg/mL (dose capaz de inibir o crescimento
celular em 50%).

Como o mecanismo de acdo da (-Lapachona ainda ndo era totalmente conhecido,
DEGRASSI e cols. em 1993 acreditando que a P-Lapachona era um ativador da
Topoisomerase I, investigaram suas agdes cromossomais em diferentes estagios do ciclo
celular de uma linhagem de células de ovario de Hamster chinés. Os efeitos da (-
Lapachona foram dependentes do ciclo celular da célula, onde foi observado na fase S e
na fase G, levando a crer que seu mecanismo de ag¢do ¢ muito semelhante ao da
Camptotecina, um inibidor da Topoisomerase 1. Foi entdo que Li e cols. no mesmo ano
sugeriram que na verdade a B-Lapachona inibe esta enzima, o que foi posteriormente
comprovado.

Sabendo que a -Lapachona inibe a Topoisomerase I, enzima envolvida no processo
de replicagdo celular, e que os inibidores da Topoisomerase I sdo conhecidos por
causarem reagdes apoptoticas, PLANCHON e cols. em 1995, investigaram a
possibilidade da B-Lapachona mediar a apoptose em linhagens de células humanas de
prostata, leucemia promielociticas (HL-60) e de cancer de mama (MCF-7:WS-8). Nas
células de cancer mamario, as concentracdes utilizadas ndo resultaram em apoptose
detectavel. Com as células de cancer de prostata e de leucemia promielocitica resultou
no bloqueio do ciclo celular nas fases Go/Gj, confirmando a ndo dependéncia da
expressdo de p53 para a apoptose celular mediada pela B-Lapachona, diferentemente do
que ocorre no tratamento com topotecam ou camptotecina, que também causam
apoptose, mas com bloqueio na fase S do ciclo celular.

A B-Lapachona em concentragdes inferiores a 8uM induz a morte de células com
caracteristicas apoptoticas, in vitro, em linhagem de células de céancer de prostata
humano (PC-3, DU145 e LNCaP) e em uma linhagem de células humanas de leucemia
promielocitica (HL-60), agindo como um novo inibidor do DNA Topoisomerase 1. A
inducdo a apoptose da P-Lapachona ¢ independente da expressdo das proteinas
nucleares p53 e p21 e da super expressdo ectopica da proteina bcl-2, ou seja, por um

mecanismo diferente da radiacdo ionizante e quimioterapia convencional, o que pode
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significar maior dificuldade para que estas células desenvolvam resisténcia ao
tratamento com [-Lapachona. Entre outras linhagens de células humanas de carcinoma
e adenoma testados, os carcinomas de mama e ovario humanos mostraram sensibilidade
ao efeito citotoxico da B-Lapachona sem manifestar sinais de apoptose. Estes resultados
sugerem que a B-Lapachona ¢ um composto potencial para ser somada a quimioterapia
de cancer, particularmente para cancer de prostata (L1/95).

WUERZBERGER e cols. em 1998 realizaram um estudo comparativo in vitro com
células de cancer de mama MCF-7:WS8 tratadas com camptotecina (CTP) ou B-
Lapachona. Ficou claro que embora ocorresse uma resposta no tratamento com CTP
devido a um aumento dos niveis das enzimas nucleares p53/p21, responsaveis por
desencadear a apoptose, o percentual de morte celular alcangado foi muito baixo,
possivelmente devido a ocorréncia de um “chekckpoint” no ciclo. A B-Lapachona por
sua vez, eliminou as células cancerosas MFC-7, exclusivamente através de apoptose
celular, sem induzir uma resposta das enzimas nucleares p53/p21.

A quimioterapia antineoplasica combinada consiste no emprego de dois ou mais
farmacos no tratamento do cancer, com diferentes mecanismos de acdo, baseia-se no
conceito do sinergismo terapéutico. O objetivo principal ¢ evitar o aparecimento
precoce de resisténcia. O uso de associagdes de antineoplésicos resulta em maior taxa de
resposta quando comparado a monoterapia. (FUCHS/1998, HARVEY/1998, SILVA/1998). A
associagdo In vitro de P-Lapachona nas concentracdes de 2 a 4 uM, ao taxol nas
concentragdes de 0,1 e 0,2 uM, reduziu drasticamente a sobrevida de uma variedade de
células de cancer humano (mama, célon, pulmio, prdstata, pancreas, melanoma e
ovario). Quando utilizadas isoladamente, nas mesmas concentragdes, as drogas foram
menos efetivas. Ao serem testadas in vivo, a f-Lapachona isolada na dose 25-50mg/Kg,
via intraperitoneal, reduziu o nimero de tumores em camundongos imonodeprimidos
inoculados com células de cancer de ovario humano. Quando administrada associada ao
taxol, os resultados foram mais satisfatorios, observando a auséncia quase que total dos
nodulos tumorais (L1/1999).

As primeiras comprovagdes sobre o alvo intracelular da B-Lapachona em células
tumorais propde que sua toxicidade deve-se a expressdo da enzima NAD(H):quinona
oxidoredutase (NQO1), que atua ativando a cisteina protease (PINK/2000a). No mesmo
ano a mesma equipe de pesquisadores afirmou que a B-Lapachona pode induzir pelo

menos dois mecanismos apoptdticos diferentes em células de cancer de mama

22



Alves, G.M.C., Desenvolvimento de Capsulas Gelatinosas Mole de B-Lapachona para Terapias Antineoplasicas em Humanos.
Revisdo Bibliogréafica
dependendo da concentragdo. Em baixas concentra¢des, a [-Lapachona ativa um
mecanismo mediado pela caspase, similar a outros inibidores da Topoisomerase I;
porém em concentragdes mais altas, supde a existéncia de um outro mecanismo
apoptdtico célcio-dependente, que pode vir a se tornar uma forma de direcionar o
tratamento clinico do cancer de mama. Estes resultados podem justificar as diferentes
respostas obtidas quando diferentes linhagens sdo testadas quanto a resposta com a f3-
Lapachona (PINK/2000b).

KRISHNAN & BASTOW, em 2000 propuseram, in vitro, um novo mecanismo de
acdo para [-Lapachona onde o alvo principal seria a inibi¢ao catalitica irreversivel da
Topoisomerase II por induzir a religacdo e dissociacdo da enzima com o DNA na
presenga de adenosina trifosfato (ATP). Em 2001, os mesmos autores utilizando, in
vitro, células de tumor de nasofaringe, reafirmaram a agdo da P-Lapachona sobre o
Topoisomerase II (KRISHNAN & BASTOW/2001).

CHAU em 1998 com o objetivo de demonstrar que a morte e diferenciagdo da célula
induzida pela B-Lapachona tinha um envolvimento do stress oxidativo, realizaram
estudos em células de leucemia humana (HL-60) comprovando uma elevagao
consideravel de H,O, que em contato com antioxidantes como a N-acetil-L-cisteina
preveniu a apoptose induzida, sugerindo que a geracdo de H,O, intracelular tem um
papel crucial na morte celular induzida pela PB-Lapachona. O mesmo grupo de
pesquisadores em 2001 realizou estudos utilizando células de cancer de prostata
humano onde mostraram que a (-Lapachona induz a apoptose independente do Stress
oxidativo na morte celular, sugerido que o dano causado no DNA ocorre por indugdo da
expressdo das cinases de proteina dependente de ciclina (com expressdes génicas p21 e
p27), com subseqiiente estimulacao de caspase-7 (DON/2001).

Como podemos perceber, apesar de tantas pesquisas ainda ha muito para se
esclarecer em relacdo ao exato mecanismo de agdo da P-Lapachona e seu alvo
intracelular. Tornam-se necessarias pesquisas mais aprofundadas in vivo para que seja
possivel a definicdo posoldgica nos tratamentos com 3-Lapachona, pois ¢ indiscutivel o

potencial terapéutico desse novo fitofarmaco.
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- Resumo

A B-Lapachona ¢ um produto obtido do Ipé Roxo que tem demonstrado excelente
potencial antineopldsico, agindo por um mecanismo particular de apoptose contra
diversos tipos de cancer. O presente trabalho propde a determina¢do da carta de
identidade da [-Lapachona através da sua caracterizacdo fisico-quimico e
farmacotécnica. Foi realizado um processo de purificacdo e isolamento de um
contaminante onde ficou comprovado tratar-se da a-Lapachona. Através de um estudo
de estabilidade foi possivel determinar as condi¢cdes de armazenamento ideais para a [3-
Lapachona matéria-prima, principio ativo de interesse para os estudos de pré-

formulacao para obtencao de diferentes formas farmacéuticas.

- Palavras Chave: pB-Lapachona; a-Lapachona; Caracterizago.

1. Introducéo

A B-Lapachona (C;sH1403, MM 242.3) conhecida quimicamente por 3,4-dihidro-
2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona, ¢ uma ortonaftoquinona de ocorréncia
natural isolada do ipé roxo ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellandae Lor), da familia
Bignoneaceae, crescente principalmente no Brasil [1-4]. E um produto vegetal simples
que tem demonstrado excelente potencial antineopldsico, agindo por um mecanismo
particular de apoptose contra diversos tipos de cancer, em especial algumas linhagens

de prostata refratarias aos tratamentos convencionais [5-8]. Estd sendo desenvolvido
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pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco LAFEPE, como parte
integrante de seu elenco oncoldgico, um medicamento a base de B-Lapachona na forma
farmacéutica capsula gelatinosa mole.

Para isso ¢ de suma importancia a caracterizagdo fisico-quimica do principio ativo,
pois dessa forma se permite estabelecer a carta de identidade do produto, sendo possivel
sua padronizagdo e avaliagdo de pureza, tornando-se adequado para realizacdo de
estudos de pré-formulagdo, principalmente por se tratar de um produto vegetal novo
oriundo de uma semi-sintese.

Este trabalho relata métodos especificos para a determinacdo de pureza da -
Lapachona e sua caracterizagdo fisico-quimica e farmacotécnica, por diversas

metodologias.

2. Métodos Experimentais

2.1. Equipamentos

Na purificag@o dos lotes 402 e 702 de B-Lapachona foram utilizados uma estufa de
secagem Fanem® Modelo 315/3 e luz ultravioleta Spectroline® Modelo ENF-240C para
revelacdo das placas cromatograficas de camada delgada.

Para os testes analiticos realizados na caracterizagdo da -Lapachona lote 103 foram
utilizados os seguintes equipamentos: analises microscopicas - microscopio Optico
Zeizz Axiolab® com cdmara acoplada MC 80; ponto de fusio - fusidmetro Polax®
WRS-1; umidade por perda por incineracdo - balanga Metter Toledo® HB43 Hologen
Moisture Analyzer, e por Karl Fischer - Mettler® DL-18; analise granulométrica -
microscopio optico Lieka - Leitz Bimed® com objetiva de 40x.

O sistema cromatografico utilizado para o doseamento consiste num cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia HP (Hewlett-Packard®) Série 1100 equipado com sistema de
bombas quaterndrio, degaseificador por ultra-som, detector UV-VIS e injetor
automatico, acoplado a um integrador de dados HP 3395 (Hewlett-Packard®). A coluna
utilizada foi uma Shim-pack 100 CLC(M) ODS (C,,) de fase reversa, com 46mm Xx
25c¢m e particulas esféricas de Spm de didmetro (Shimadzu ).

As curvas de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC convencional) foram
obtidas num calorimetro Shimadzu® modelo DSC-50 interligado aos softwares

Shimadzu® TA-60WS/TA-50WS. O sistema de DSC-fotovisual foi constituido pelo
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mesmo equipamento utilizado no DSC convencional acoplado a um microscopio
Olympus® conectado a uma camara fotografica Sanyo® de alta resolu¢io modelo VCC-
D520, com imagem interligada ao software Intel Smart® Video Record II. As curvas de
Termogravimetria (TG) foram obtidas numa termobalanga Shimadzu® modelo TGA-
50H.

Os espectros de Infravermelho (IVTF) foram realizados em Espectrofotometro de
IVTF Bruker® modelo IFS66 (Fourier Tranform-FT) utilizando pastilhas de KBr. O
espectro de varredura no Ultravioleta foi obtido em Espectrofotdmetro Shimadzu® UV-
VIS 2401 PC. As Ressonancias Magnéticas Nucleares Protonicas (RMN'H) e de
carbono 13 (RMN'*C) foram realizadas em Espectrometro Varian®, modelo Unity plus-
300MHz, utilizando cloroformio deuterado (Tedia®) como solvente. Para a
Espectometria de Massa (EM) foi utilizado um Espectrometro Finnigan GCQ Mat tipo
quadrupolo fon-trap, acoplado a um cromatdgrafo a gas HP® 5890 Series II.

Para o estudo de estabilidade dos cristais foi utilizada uma camara climatica Fanem®

modelo 345, dessecador Satelit® HS 320 e refrigerador Electrolux® modelo R130.

2.2. Materiais

Foram utilizados dois lotes P-Lapachona matéria-prima, produzidos pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), L. 402
e L. 702, e um lote produzido através da purificagdo dos dois lotes anteriores, L. 103.
Foi utilizado também um Padrdo Secundério de B-Lapachona produzido pela UFPE,
padronizado a partir do padrio primario Sigma® Lote 31K 1558.

Na etapa de purificagdo foram utilizados etanol P.A., acetato de etila e tolueno
(Merck™) e placas cromatograficas pré-fabricadas com camada adsorvente de dioxido de
silicio poroso sintético e silica gel 60 F,s4, depositada em uma lamina de aluminio
(Merck®).

Acetonitrila, grau HPLC (Tedia®), gua ultrapurificada pelo sistema Milli-Q® Plus
(Millipore®) e 4cido acético glacial (Merck®) foram utilizados para preparagio da fase
movel, amostras ¢ curva controle, na realizacdo dos doseamentos.

Membranas tipo HV com 47mm de didametro e 0,45um de didmetro do poro
(Supelco®) e unidades filtrantes Millex ™ tipo HV com 13mm de didmetro e 0,45um de

diametro do poro (Millipore®), foram utilizadas para filtracio da fase movel e das
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amostras, respectivamente. Papel de filtro quantitativo com 125,0 £ 1,0mm também foi

utilizado no preparo das amostras (Framex®).

2.3. Processo de Purificacao

Os dois lotes de B-Lapachona contaminados, L. 402 e L. 702, foram utilizados para
obtenc¢do de um terceiro lote puro, L. 103. Os lotes contaminados foram solubilizados a
quente no solvente utilizado no processo de semi-sintese da -Lapachona, etanol PA.
Ap6s recristalizacdo os cristais formados foram filtrados a vacuo e colocados em estufa
até completa secagem a 80°C. A pureza foi verificada através da analise de
cromatografia em camada delgada (CCD). A fase modvel utilizada foi composta de
Tolueno:Acetato de etila (9:1). A revelagdo das placas foi realizada através de luz
ultravioleta a 254nm.

O contaminante foi isolado por cromatografia em coluna de silica gel, 70-230 mesh,
60 A (Aldrich Chemical®) utilizando o mesmo sistema eluente da CCD e foi
identificado por espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear Protonica (RMN'H)

e de Infravermelho (IVTF).

2.4. Caracterizacao
Toda a caracterizagdo foi realizada com o lote 103 purificado, seguindo as

especificagdes para cada método.

2.4.1. Condicg6es cromatograficas utilizadas para o doseamento

O doseamento foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
fase moével foi obtida realizando uma mistura de acetonitrila:acido acético 0,25%
(50:50, v/v). A razao do fluxo da fase movel foi de 2mL/min, o volume de inje¢ado foi de
20uL utilizando um comprimento de onda fixado em 254nm. A coluna deve ser mantida
a uma temperatura de 25°C. As amostras de P-Lapachona foram preparadas em
acetonitrila com posterior diluigdo em fase movel obtendo uma concentragao final de
Sug/mL.

Para cada corrida cromatografica realizada, foi feita uma curva de calibragdo, para
obtencdo das concentracdes das amostras do dia. Inicialmente foi preparada uma

solugdo mae de P-Lapachona padrio secunddrio em acetonitrila obtendo-se uma
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concentragdo de 10ug/mL. Posteriores diluigdes em fase movel foram feitas para

obtencdo das seguintes concentracdes: 0,125; 1 e Sug/mL.

2.4.2. Estudo Calorimétrico

Antes de iniciar as analises de DSC e DSC-fotovisual o equipamento foi calibrado,
em relagcdo a temperatura, com os padrdes indio (156,6°C £ 0,2) e zinco (419,5°C £ 0,3)
através de seus pontos de fusdo. O fluxo de calor e entalpia foram calibrados com o
calor de fusdo do indio (28,58J/g + 0,30) usando as mesmas condi¢des das amostras. O
fator de correg¢do foi calculado de acordo com os procedimentos e especificacdes da
Shimadzu®.

A curva de DSC convencional foi obtida com uma atmosfera de nitrogénio de
50mL.min"" e razdo de aquecimento de 10°C.min"', numa faixa de temperatura de 25 -
400°C. As amostras foram colocados em uma célula de aluminio fechada com massa de
2mg + 0,03. As fotos do DSC-fotovisual foram obtidas com razdo de aquecimento de
10°C.min"", numa faixa de temperatura variando 25°C - 240°C, com célula de aluminio
aberta.

A curva TG foi obtida em atmosfera de ar sintético com fluxo de 20 mL.min'l, na
razio de aquecimento de 10°C.min”', numa faixa de temperatura de 25 — 900°C,
utilizando os softwares Shimadzu TA-60WS / TA-50WS. A amostra foi empacotada

numa célula de alumina com massa de 5,12 mg.

2.4.3. Caracterizacdo Farmacotécnica

As propriedades de compactagdo da P-Lapachona foram obtidas através da
determinagdo da capacidade de compactagdo, densidade aparente (dap) € densidade de
compactacdo (dcp). Este ensaio foi realizado com 100g de B-Lapachona em um
compactador automatico (desenvolvimento local) provido de uma proveta normatizada.
O equipamento promove uma compactagao do pd através de movimentos verticais
repetidos na proveta. O volume inicial (Vo) ocupado pelo produto foi medido, com
posterior medicao apds 10 compactacdes, necessarias para acomodacao do pd (Vip), 500
compactagdes (Vsoo) € 1250 compactagdes (Vizso). Ao final das compactacdes foi
possivel a determinagdo da capacidade de compactagdo pela subtragdo de Vo - Vi2s0,
onde valores acima de 20mL s3o considerados inadequados para manipulacao de formas

solidas, pois dificultaria o enchimento de camaras ou de capsulas. A relacdo entre a
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massa de P-Lapachona ¢ o volume ocupado pelo pd antes e apds a compactagdo
determinou as densidades aparente e de compactacdo, respectivamente [9].

O Indice de Carr exprime em forma percentual a capacidade de compactabilidade e

compressibilidade de um pd ou granulado, ¢ dado pela equacao [10]:

Icarr (%) = (dcp—dap)*100/dcp

Equagio 01 — Determinagio do Indice de Carr.

Tabela 01 - Interpretagio do indice de Carr (1967) para fluxo de pés

Indice de Carr (%) Fluxo
5-15 Excelente
12-16 Bom
18-21 Razoavel
23-35 Pobre
33-38 Muito Pobre
>40 Péssimo

Um indice similar, de interpretacdo mais simples, foi proposto por Hausner (1967):

Inausner = dcp / dap

Equagio 02 — Determinagdo do indice de Hausner

Onde valores menores que 1,25 indicam bom fluxo; valores maiores que 1,5
indicam fluxo ruim; valores entre 1,25 e 1,5 exigem a adicdo de lubrificantes para
melhorar o escoamento [10].

Estes indices sdo determinagdes pontuais, exprimindo apenas o potencial de
compactagdo/compressao, € ndo a facilidade ou velocidade com que estas ocorrem. Para
este tipo de avaliacdo temos o angulo de repouso e o tempo de escoamento [10].

O angulo de repouso ¢ um parametro que tem como finalidade avaliar a dificuldade
que um péd tem para fluir livremente através de um orificio para uma superficie livre.
Deixando um p6 fluir livremente através de um orificio sobre uma superficie plana, serd
formado um cone, onde o angulo da base desse cone ¢ chamado de angulo de repouso,
ou seja, ¢ a relagdo entre a altura (h) e o raio (r) do cone formado. Considera-se que um
po tem boas propriedades de escoamento quando possui angulo de repouso igual ou
inferior a 30°. Angulos superiores a 40° sugerem dificil fluxo [9]. Foi determinado pelo

cone resultante do escoamento de 100g de p6 em um funil normatizado, cuja abertura de
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saida encontrava-se a 20 cm de altura, sobre uma folha de papel milimetrado. Foi
calculado o valor médio de trés determinagdes. Paralelamente ao dngulo de repouso, foi
determinado o tempo de escoamento, onde resultados acima de 10 segundos sdo

considerados com tempo de escoamento infinito.

2.5. Estudo de Estabilidade dos Cristais

Os cristais de B-Lapachona foram colocados em cinco condi¢des de armazenamento
diferentes com o proposito de monitorar as instabilidades ocorridas em cada condigdo:
temperatura ambiente protegido da luz, temperatura ambiente exposto a luz
fluorescente, dessecador, refrigerador com temperatura de 2 = 2°C e camara climatica
com temperatura de 40 + 2°C e umidade relativa de 75 + 5%, com o objetivo de
aumentar a velocidade de degradacdo quimica e modificagdes fisicas.

Os tempos de andlises do estudo foram de 0, 30, 60, 90 e 180 dias onde foram
realizadas avaliagdes macroscopicas, microscopicas, por CCD e por CLAE, com os

mesmos parametros utilizados anteriormente [11].

3. Resultados e Discussao

3.1. Processo de Purificacao

Na andlise de CCD foi possivel verificar a diferenga de pureza entre as amostras
antes e apds o processo de purificacdo, através da observacdo da presenga de
contaminagdo pelo isomero a-Lapachona, originado no processo de semi-sintese nao
padronizado da droga, que foi identificado por espectroscopia de RMN'H e de IVTF
estando de acordo com a literatura (ANEXOS 01 e 02) [12, 13]. Foram necessarios trés
ciclos de recristalizacdo para obtencdo de uma matéria-prima livre de a-Lapachona

quando analisadas por CCD (Figura 01).

Figura 01 - Foto da CCD da B-Lapachona padrio secundario e lotes 103, 402 e 702.

Quimica Nova 30



Alves, G.M.C., Desenvolvimento de Capsulas Gelatinosas Mole de -Lapachona para Terapias Antineoplasicas em Humanos.
Artigo |

Propriedades Fisicas dos Espectros da o-Lapachona:

RMN'H (CDCls, 300MHz/5 ppm): 1,43(s, 6H), 1,82(t, j=6,59Hz, 2H), 2,62(t,
i=6,59Hz, 2H), 7,65(t,d, j=7,49Hz e j=1,79Hz, 1H), 7,69(t,d, j=7,49Hz e j=1,79Hz,
1H).8,06(d,d, j=7,19Hz e j=1,79Hz, 1H), 8,09(d,d, j=7,19Hz e j=1,79Hz, 1H)

IVTF (KBr/ecm™): vC-H (Ar) 2967,3 cm™, vC-H (Alif) 2901,0 cm™, v C-O-C(Assim.)
1303,7 cm™, v C-O-C(Sim.) 1107,0 cm™, vC=C 1590,0 cm™, vC=0 1650 cm"

3.2. Caracterizacao
A B-Lapachona se caracteriza com forma bem definida de cristais aciculares,

laranja-avermelhado, visiveis a olho nu (figura 02).

Figura 02 - Microscopia Optica dos cristais de B-Lapachona na Objetiva 4x.

Os cristais observados no microscopio Optico para analise granulométrica tinham
um tamanho praticamente uniforme originando um tamanho médio de 233,1um como

observado na Figura 03.

Analize Cranulometrica
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Figura 03 - Grafico da analise granulométrica.
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A umidade residual encontrada no Karl Fischer foi de 0,4247%, enquanto que a
encontrada pela perda por dessecacdo foi de 0,36%. Esses resultados indicam que a [3-
Lapachona possui uma boa protecdo contra alteragdes que possam ser provenientes de

uma higroscopicidade elevada como ¢ o caso de hidrolises.

O teste de metais pesados foi realizado seguindo os métodos gerais da F. Bras. IV

estando de acordo com a especificacdo colorimétrica [14].

O doseamento por CLAE comprovou mais uma vez a pureza da substancia obtendo

um cromatograma com apenas o pico caracteristico da B-Lapachona, com um teor de

100,77% (Figura 04).

[-Lapachona

T——

Figura 04 - Cromatograma da 3-Lapachona pura.

A curva de DSC mostrou um pico endotérmico caracteristico de fusdo em 155,46°C,
com um calor de fusdo de 91,01)J/g e pureza de 99,67% demonstrando uma boa
qualidade do processo de purificacdo da droga. Houve duas etapas de perda de massa
detectadas pela curva da TG, a primeira com perda percentual de 70,6% e a segunda
com 26,8%. Em seguida ocorreu um processo de decomposi¢do iniciado a 191°C e
finalizado em 250°C, confirmado pelo DSC-fotovisual. A faixa de fusdo da droga
também foi confirmada pelo DSC-fotovisual nas temperaturas de 154,0°C a 156,0 °C,
estando de acordo com a literatura e com a andlise realizada em fusidmetro que

apresentou valores de 154,5°C - 155,4°C [13].
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Figura 05 - Fotos A (25°C), B (148°C), C (151°C), D (153°C), E (154°C),
F (156°C), G (230°C) e H Curvas TG/DSC da B-Lapachona

As analises da [B-Lapachona por Espectroscopia de Infravermelho (IVTF), de
Ressonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN'H) e de Carbono 13 (RMN"H) ¢
Espectrometria de Massa (EM) e Ultravioleta confirmaram a pureza e estrutura do
composto através de seus picos, absorcdes e fragmentagdes caracteristicas.

O espectro de IVTF da amostra B-Lapachona apresentou banda de absorgao
caracteristica de deformagao axial de C-H aromatico e alifatico na regido de 2977 cm’e
2909 cm’ respectivamente. Verificou-se a presenca de harménicas de combinagdo entre
2000 ¢ 1800 cm™ e de banda em 1591 referente a deformagio axial C=C do anel.
Podem ainda ser destacadas, duas bandas na regido de 1313,7 e¢ 1117,0 cm’!
correspondentes as respectivas deformagdes axial assimétrica e simétrica de C-O-C. Foi
observado também o sinal na regido de 1694 cm™ atribuido a banda de deformagéo axial
de C=0; esta banda de absorcdo situada numa freqiiéncia menor pode ser explicada pela
forte influéncia do angulo de ligacdo do anel que contem a carbonila. No caso da -
Lapachona o angulo ¢ menor que 120 graus [12, 13].

A partir da anéalise de RMN'H da amostra foi observado um singleto em 1,448 ppm
corresponde aos dois grupos metila. Os protons dos dois grupos metilenicos do éster

ciclico s@o encontrados na forma de tripleto em 1,84ppm e 2,554 ppm respectivamente.
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Os proétons referentes ao anel aromético sdo encontrados como duplo dupleto em 8,034
ppm (mais desblindado pela proximidade com a carbonila), 7,988 ppm, 7,63 ppm e
7,488 ppm.

O espectro de Massa da amostra de B-Lapachona analisado revela o pico do ion
molecular (M) em m/e 243, com 14% de abundancia relativa. O pico de base m/z 159,
fragmento i6nico proveniente da abertura e rearranjo do ciclo com perda da parte
alifatica e de C=O0.

A varredura espectofotométrica por absor¢do Ultravioleta mostrou um esprectro
idéntico ao obtido na literatura, com pico de absor¢do maxima em 256,00nm [15]

(ANEXO 03).

Propriedades Fisicas:

IVTE.(KBr/em™): vC-H (Ar) 2977,3 cm™,vC-H (Alif) 2909,3 cm™, vC-O-C(Assim.)
1313,7 em’, vC-O-C(Sim.) 1117,0 ecm™, vC=C 1591,0 cm”, vC=0 1694,5 cm’
(ANEXO 04).

RMN'H (CDCls, 300MHz /8 ppm): 81,455ppm(s, 6H), 81,84 1ppm(t, j=6,5598Hz, 2H),
02,554ppm(t, j=6,5598Hz, 2H), 88,038ppm(d,d, j=7,798Hz e j=1,49Hz, 1H),
87,798ppm(d.d, j=7,798Hz e j=1,49Hz, 1H), §7,63ppm(t,d, j=7,798Hz ¢ j=1,49Hz, 1H),
07,48ppm(t,d, j=7,798Hz e j=1,49Hz, 1H) (ANEXO 05).

RMN"C (CDCl/8 ppm): 16,04(CH,), 26,64(2CH;), 31,44(CH,), 79,20(CH),
112,56(CH), 123,98(C),128,39(CH-ar), 129,95(CH-ar), 130,55(C-ar), 132,47(CH-ar),
134,71(CH-ar), 161,96(C-ar), 178,42(C=0), 179,74(C=0) (ANEXO 06).

ES (m/z, intensidade relativa): 243 (14, M"), 227 (10,86, [M"-CH3]"), 214 (55,17 [M"-
C,Hi]h), 159 (100 [C100-H7])), 131 (24 [base - C=0]"), 102 (97,35 [ CsH¢]"), 91(9
[C7H7]"), 76 (48,5[CeH4]"), 50 (42,15 [C4H,]") (ANEXO 07).

A B-Lapachona demonstrou uma capacidade de compactagdo de 6mL, com
densidade aparente e de compactacao de 0,54 ¢ 0,57 g/mL, respectivamente. Em relacdo
a determinacdo do Indice de Carr e do Indice de Hausner os valores obtidos foram Icarg

= 5,26% e Iyausner = 1,06. O resultado encontrado para tangente entre altura e raio
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formados pelo escoamento do pd formou um angulo de 28,73° com um tempo de
escoamento de 7,66 segundos. Estes valores indicam que apesar da forma cristalina a [3-
Lapachona apresenta propriedades de fluxo e compactacio adequadas para

desenvolvimento farmacotécnico.

3.3. Estudo de Estabilidade dos Cristais

Foi verificada uma instabilidade dos cristais expostos a luz fluorescente com
mudanga da cor de laranja para vinho logo com 30 dias de estudo. Essa coloragdo se
intensificou com o passar do tempo. Ao atingir 180 dias de estudo foram realizadas
analises de RMN'H, RMN!*C e IVTF, ANEXO 08, 09 e 10, onde ficou comprovado
que havia ocorrido apenas uma alteragdo fisica de cor, sem alteragdes quimicas
detectavel pelos métodos utilizados. Os cristais submetidos as outras condigdes de
armazenamento nao sofreram alteragdes visiveis.

Microscopicamente ndo houve diferenga entre a morfologia dos cristais nas
condigdes de armazenamento do estudo realizado nos tempos avaliados.

Através da andlise de CCD foi possivel perceber que em todas as condigdes
estudadas nao houve degradacdo das amostras em qualquer outra substincia capaz de
ser identificada através do sistema utilizado, apresentando somente uma mancha com

fluorescéncia laranja caracteristica da B-Lapachona (Figura 06).

Figura 06 — Foto da CCD das amostras: Padrao Secundario, Temperatura Ambiente,

Dessecador, Refrigerador, Camara Climatica e Exposta a Luz ultravioleta.

As andlises realizadas por CLAE demonstraram que ndo houve diferengas
significativas entre as condi¢des de armazenamento e os tempos avaliados, quando
tratadas estatisticamente por analise de varidncia two-way, pois o F calculado foi menor
que o F critico com um intervalo de confianca de 95% (Tabelas 2 e 3). Nao houve
diferenca entre os cromatogramas das analises por CLAE, apresentando apenas o pico

caracteristico da 3-Lapachona como demonstrado no doseamento.
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Tabela 02 — Resultados do estudo de estabilidade dos cristais de
B-Lapachona em diferentes condi¢des de armazenamento.
Temp. Dessecador Refrigerador Camara Exposto a Luz
Tempo/Condigdes ~ Ambiente (ng/mL) (ng/mL) Climatica (ng/mL)
(ug/mL) (ug/mL)
TO 5,003 5,091 5,039 5,086 5,031
T30 5,045 5,056 5,046 5,060 5,042
T60 5,026 5,046 5,088 5,075 5,074
T90 5,070 5,065 5,045 5,021 5,049
T180 5,022 5,060 4,988 4,988 5,034

Tabela 03 - Tratamento estatistico por andlise de varidncia two-way do

estudo de estabilidade dos cristais de B-Lapachona.

Fonte de variagdo MQ F calculado F critico
Tempo 0,001327  1,18837 3,007
Condi¢oes 0,002496 0,8857 3,007
Residual 0,000705

Concluséo

Os resultados obtidos mostram que o método de purificacdo utilizado ¢ satisfatorio
para a obten¢do de uma matéria-prima com alta qualidade de pureza, comprovada
através da CCD que possibilita a separacdo do isdomero a-Lapachona um contaminante
para a amostra em estudo. Dependendo da concentracdo de contaminacao torna-se
necessario a repeticdo do processo para a obten¢do de uma matéria-prima pura. O
sistema eluente utilizado possibilitou a separagdo das duas substancias, sendo possivel a
identificad¢do do contaminante como o-Lapachona. A matéria-prima purificada
apresentou-se com padrdes de qualidade para ser utilizada no processo de obtengdo de
uma forma farmacéutica. O estudo de estabilidade dos cristais de B-Lapachona mostrou
que ndo houve diferenga entre as condigdes avaliadas, com exce¢do da amostra
submetida a exposi¢do a luz que causou uma instabilidade fisica de coloragdo, devendo-
se assim recomendar manter o produto sempre armazenado em frasco ambar para evitar

este desvio de qualidade.
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- Resumo

A B-Lapachona ¢ um produto vegetal simples que tem demonstrado excelente potencial
antineoplésico, agindo por um mecanismo particular de apoptose contra diversos tipos
de cancer. O presente trabalho propde a avaliacdo de pureza em diferentes lotes de [3-
Lapachona através da sua caracterizagdo térmica e por cromatografia em camada
delgada (CCD). Os estudos de DSC apresentaram curvas com picos endotérmicos de
fusdo diferentes dependendo do grau de pureza da matéria-prima. Os dados foram
confirmados por DSC-fotovisual. O método de CCD possibilitou a separacdo do

isomero a-Lapachona, que é um contaminante para a amostra em estudo.

- Palavras Chave: B-Lapachona, CCD, DSC-Photovisual

1. Introducéo

A B-Lapachona (CisH;403;, MM 2423), ¢ uma ortonaftoquinona de ocorréncia
natural isolada do ipé roxo ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellandae Lor), da familia
Bignoneaceae, crescente principalmente no Brasil, ou pode ser obtida por hidrolise
acida a partir do seu isdmero Lapachol, de ocorréncia natural mais abundante [1-3].
Devido ao seu mecanismo particular de apoptose contra diversos tipos de cancer, em
especial algumas linhagens de prostata refratdrias aos tratamentos convencionais, a 3-

Lapachona tem sido alvo de diversos estudos [4-6].
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Por se tratar de um fitofarmaco obtido por um processo de semi-sitese, torna-se
essencial a determinagdo da pureza, pois ¢ comum a contamina¢do do produto com seu
isomero a-Lapachona [7].

O estudo calorimétrico ¢ uma ferramenta poderosa no ensaio de pureza e
determinagdo de estabilidade de produtos [8-10]. A calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) é um método onde se mede a diferenca de energia absorvida ou liberada a uma
substancia e um material de referéncia em fun¢do de uma programacgao controlada de
temperatura, verificando as variagdes das propriedades fisico-quimicas do produto. O
sistema de DSC-fotovisual ¢ uma técnica auxiliar capaz de verificar as variacdes que
ocorrem na amostra durante a exposi¢ao a temperaturas elevadas, que ndo sdao possiveis
de serem detectados s6 utilizando a técnica de DSC convencional [11-17]. H& poucos
estudos térmicos relatados com substancias naturais isoladas de plantas [18,19].

A cromatografia em camada delgada ¢ uma técnica rapida e pratica muito utilizada
para separagdo de compostos, o que depende dos sistemas de solventes e das afinidades
diferentes dos solutos pelo adsorvente da placa. Essa afinidade estd relacionada com a
polaridade. Sob condi¢des constantes qualquer soluto desloca-se com uma razdo
constante em relacdo a frente de solvente. Esta razdo ¢ conhecida como Ry (frente
relativa) [20].

O presente trabalho utilizou técnicas de DSC, DSC-photovisual e CCD como
metodologias analiticas para determinacdao de pureza em diferentes lotes de PB-

Lapachona.

2. Experimental

Foram utilizados dois lotes P-Lapachona matérias-primas, produzidos pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE): lotes
402 e 702, e outro lote obtido através de um processo de purificacdo dos lotes
anteriores, lote 103. Foi utilizado também um Padrdo Secundario de [-Lapachona

produzido pela UFPE, padronizado a partir do padrio primario Sigma® Lote 31K 1558.

2.1. Estudo Calorimétrico
O DSC foi calibrado, em relagcdo a temperatura, com os padrdes indio (156,6°C *
0,2) e zinco (419,5°C % 0,3) através de seus pontos de fusdo. O fluxo de calor e entalpia

foram calibrados com o calor de fusao do indio (28,58J/g + 0,30) usando as mesmas
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condicoes das amostras. O fator de correcdo foi calculado de acordo com os
procedimentos e especifica¢des da Shimadzu®.

As curvas de DSC convencional foram obtidas num calorimetro Shimadzu® modelo
DSC-50, com atmosfera de nitrogénio de 50mL.min"' e razdo de aquecimento de
10°C.min™", numa faixa de temperatura de 25 - 400°C, interligado aos softwares
Shimadzu® TA-60WS / TA-50WS. As amostras foram colocadas em uma célula de
aluminio fechada com massa de 2mg + 0,03. O sistema de DSC-fotovisual foi
constituido pelo mesmo equipamento utilizado no DSC convencional acoplado a um
microscopio Olympus® conectado a uma cimara fotografica Sanyo® de alta resolugdo
modelo VCC-D520, com imagem interligada ao software Intel Smart® Video Record I,
com razio de aquecimento de 10°C.min"', numa faixa de temperatura variando 25°C -

240°C, com célula de aluminio aberta.

2.2. Cromatografia em Camada Delgada

As analises de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foram realizadas usando
placas cromatograficas pré-fabricadas da Merck®, com camada adsorvente de dioxido
de silicio poroso sintético e silica gel 60 F,s4, depositada em uma lamina de aluminio. A
fase movel utilizada foi composta de Tolueno:Acetato de etila (9:1) (Merck®). A

revelagdo das placas foi realizada através de luz ultravioleta a 254nm (Spectroline®

Modelo ENF — 240C)

3. Resultados e Discussao

3.1. Estudos calorimétricos

As curvas de DSC dos lotes fornecidos e padrio secundario de [B-Lapachona
avaliados, mostram diferentes picos endotérmico para fusdo, que varia dependendo do
grau de pureza do produto.

O lote 103, considerado com maior grau de pureza, 99,67%, apresentou um ponto de
fusdo em 155,46°C com calor de fusdo de 91,01 J/g, enquanto que o padrdo secundario
com pureza de 99,26%, apresentou um ponto de fusdo em 156,07°C com calor de fusao
de 85,60 J/g, o que demonstra a boa qualidade no processo de purificagao da droga. Os
dois outros lotes, 402 e 702, contaminados pelo isdmero a-Lapachona [7], apresentaram

pureza de 98,45%, ponto de fusdo em 154,99°C com calor de fusdo de 77,51 J/g e
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96,99%, ponto de fusao em 153,17°C com calor de fusdao de 76,75 J/g, respectivamente

(Figure 01 e 02).
Os picos de fusdo para as matérias-primas avaliadas estdo de acordo com a faixa
descrita na literatura [1, 7], com excec¢do do lote 702 que se apresentou abaixo por

conseqiiéncia de seu grau de contaminacgao.

DSscC
mw
0,

Jo00 96,99% 702

98,45% 402
0.00¢

99.67% LK

Padrio 2°
99.26%
-10.00¢
| 1 1 1 | 1 1 1 | L 1 1 1 | 1 1 1 L |
0.00 100.00 200.00 300.00 A00.00

Temp[C]

Figura 01 - Curvas de DSC da B-Lapachona lotes 702, 402, 103 e padrdo secundario.

DsC
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1 - B-Lapachona Lote:103
? - B-Lapachona Lote:402
.00t 3-B-Lapachona Lote:702
4 - B-Lapachona padréo 2!
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Temp[C]

Figura 02 - Curvas de DSC da pB-Lapachona lotes 702, 402, 103 e padrao secundario,
destacando o processo de fusao.

O DSC acoplado ao sistema fotovisual confirmou os pontos de fusdo dos diferentes
lotes e padrdo secundario de (-Lapachona, sendo possivel a visualizacdo da faixa de
fusdo, que se torna mais extensa a medida que aumenta o grau de impureza.
Posteriormente, foi verificada a decomposi¢do do tipo liquido-gés da droga restando

somente residuos carboxilados (Figura 03).
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702 402 103 Padrao 2°

Figura 03 - Fotos do DSC-fotovisual das -Lapachonas — (A,) temperatura ambiente, (B, a C,) faixa de
fusdo e (Dy) decomposigdo. 702: (B a C;) 150,0°C a 156,0°C e (D) 206,0°C - 402: (B, a C,) 151,0°C a
156,0°C e (D5) 206,0°C - 103: (B; a C;) 155,0°C a 156,0°C e (D3) 230,0°C - Padréo Secundario: (B4 a Cy)
154,0°C a 156,0°C e (D) 230,0°C.

3.2. Cromatografia em Camada Delgada

A revelagdo da placa cromatografica mostra uma boa separagdo de dois compostos
nas amostras com menor grau de pureza, 402 e 702, respectivamente. O primeiro
composto apresentou fluorescéncia laranja, quando observado em lampada ultravioleta
de 254nm, caracteristico da B-Lapachona com um R¢ de 0,25. O segundo composto
trata-se de uma contaminagdao pelo isoOmero o-Lapachona apresentando uma
fluorescéncia amarela caracteristica, com um R de 0,50 [7].

A amostra 103 e padriao secundario apresentaram apenas a mancha caracteristica da

B-Lapachona, comprovando a qualidade e pureza do produto (Figura 04).

Figura 04 - Foto da CCD da -Lapachona padréo secundario e lotes 103, 402 ¢ 702.
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4. Concluséo

O DSC ¢ um método quali e quantitativo, rapido e confidvel na determinacdo do
grau de pureza de farmacos, onde se determina a curva de fusdo da amostra originando
o percentual de pureza. Quanto maior a concentragdo de impurezas na amostra, o0 pico
de fusdo sera mais largo e o calor latente para essa fusao ¢ reduzido. Os dados sao
confirmados de forma mais clara por DSC-fotovisual.

O método de CCD possibilita a separagdo do isémero o-Lapachona, que ¢ um
contaminante para a amostra em estudo, originado durante o processo de semi-sintese
ndo padronizado [7]. Apesar de apresentar algumas vantagens ¢ um método mais
qualitativo para avaliacdo de pureza.

Os resultados obtidos demonstraram a importancia das trés andlises para a
determinagdo da pureza da matéria-prima e qualidade do produto acabado, que esta em
fase de desenvolvimento no LAFEPE, na forma farmacéutica de cépsula gelatinosa

mole.
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- Resumo

A B-Lapachona ¢ uma ortonaftoquinona que tem demonstrando excelente potencial
antineoplasico. Estudos na 4rea de tecnologia farmacéutica necessitam do
desenvolvimento de um método analitico para quantificagdo da P-Lapachona. Foi
desenvolvido um método de doseamento, por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
rapido, exato, preciso e seletivo; o qual foi validado segundo parametros descritos pela
International Conference on Harmonization (ICH) Q2b e Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria (ANVISA) RE 899. Um processo de validacdo deve garantir, por
meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigé€ncias das aplicagdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. O método desenvolvido

consistiu em uma coluna ODS (C ;) de fase reversa, com 46mm x 25cm e particulas

esféricas de Sum de didmetro, tendo como fase movel o sistema acetonitrila-acido
acético 0.25% (50:50; v/v) (pH* 3.61) com fluxo de 2ml/min, detector UV num
comprimento de onda 254nm, volume de inje¢do de 20ul e temperatura de 25°C,
apresentando um tempo de retencdo de 6.9 min. Desta forma, o método demonstrou
possuir requerimentos de qualidade, podendo ser incorporado a rotina dos laboratorios
de controle, possibilitando um avango para producao industrial deste farmaco promissor

na oncologia.

- Palavras Chave: -Lapachona; a-Lapachona; HPLC; Validagao.
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1. Introducgéo

A B-Lapachona (C;sH;403, MM 242.3) ¢ uma ortonaftoquinona com estrutura
quimica diferente das drogas antineoplasicas atuais. De ocorréncia natural podendo ser
prontamente isolada da planta conhecida popularmente como ipé roxo ou pau d’arco
roxo (Tabebuia avellandae Lor.), da familia Bignoneaceae crescente principalmente no
Brasil, ou ¢ facilmente sintetizada do lomatiol, isolada de sementes de lomatia crescente
na Australia [1-3]. Porém por estar presente em pequenas quantidades in natura, é
comum a realizagdo de uma semi-sintese do seu isdmero Lapachol em B-Lapachona,
através de uma termorreagao controlada [4] ou hidrélise com acido sulftrico a frio [5-
7]. (Figura 01).

A B-Lapachona tem demonstrado ter uma variedade de efeitos farmacoldgicos como
agente antiviral [4, 6], antifugico [4, 7, 8], antiparasitario [9] e uma excelente atividade
antineoplasica, especialmente em tumores refratarios aos tratamentos convencionais, em
particular neoplasias de ciclo celular muito lento, como ¢ o caso do cancer de prostata,
colon e alguns tipos de ovario e mama. Embora o mecanismo exato de sua agdo
antineoplésica ainda seja obscuro, estudos reportaram que a (-Lapachona possui um
modo de acdo diferente do empregado pela maioria das drogas antineoplésicas
atualmente disponiveis. Atua por inibigdo da DNA Topoisomerase 1 impedindo a
replicagdo de células cancerosas nas fases Go/G; do ciclo celular e que induz a apoptose,
morte celular programada de células cancerigenas, por um mecanismo particular,
independente da expressao das proteinas p53, p21 e bel-2. [2, 5, 10, 11, 12, 13].

Seu isomero o-Lapachona embora quimicamente semelhante a -Lapachona ndo
apresenta atividade bioldgica significativa in vitro nem in vivo [14, 15], e pode ser um
contaminante da semi-sintese [7].

Neste trabalho reportamos um método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com fase reversa para determinar a concentracdo e¢ pureza da [-Lapachona
baseado em estudos anteriores relatados por Awang [16]. O método foi validado
seguindo os parametros descritos nos Compéndios Oficiais, como International
Conference on Harmonization (ICH) Q2A e Q2b e Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) RE 899 [17, 18, 19].

O objetivo de uma validagdo ¢ demonstrar que o método ¢ apropriado para a
finalidade pretendida. A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais

fornecendo evidéncias documentadas, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes
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analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados [19, 20]. Todos os parametros

avaliados foram tratados estatisticamente por analise de variancia, Teste t de Student e a
linearidade pelo método dos minimos quadrados [21].

Na realizacdo do estudo de estabilidade da B-Lapachona em solucido degaseificada
contendo alcoois observa-se que quando exposta a luz, a f-Lapachona pode ser reduzida
a um radical semiquinona [3].

Sendo assim, os resultados dessa validagdo mostram que a -Lapachona pode ser
identificada usando a metodologia por CLAE com seletividade para os compostos de
degradacdo e contaminante a-Lapachona, além de apresentar um tempo de retengdo

curto e viavel para a industria farmacéutica.

—Lapachone
P-Lap a—Lapachone

Figura 01 - Estruturas do Lapachol, a-Lapachona e -Lapachona.
2. Materiais e Métodos

2.1. Equipamentos

O sistema cromatografico consiste num cromatografo liquido de alta eficiéncia HP
(Hewlett-Packard®) Série 1100 equipado com sistema de bombas quaternario,
degaseificador por ultra-som, detector UV-VIS e injetor automatico, acoplado a um
integrador de dados HP 3395 (Hewlett-Packard®). A coluna utilizada foi uma Shim-
pack 100 CLC(M) ODS (C,,) de fase reversa, com 46mm x 25cm e particulas esféricas
de 5pum de diametro (Shimadzu®).

Para a reprodutibilidade foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu® equipado com sistema de bombas quaternario modelo LC - 10ADyp,
degaseificador a gas hélio modelo DGU — 2A, detector UV-VIS modelo SPD — 10Ayp,
forno modelo CTO — 10ASyp, injetor automatico modelo SIL — 10ADVP e controlador

modelo SCL — 10AVP. Os dados foram tratados através do software Shimadzu® Class

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 47



Alves, G.M.C., Desenvolvimento de Capsulas Gelatinosas Mole de -Lapachona para Terapias Antineoplasicas em Humanos.
Artigo 111
VP — V6.12 SP1. A coluna utilizada foi uma LiChrospher 100 RP-18 de fase reversa,

com 40mm x 25cm e particulas esféricas de Spum de didmetro (Merck®).

2.2. Materiais

Foram utilizados dois lotes P-Lapachona matéria-prima, um produzido pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) lote 702
(contaminada com o-Lapachona) e outro obtido através da purificagdo desse lote, lote
103. Para constru¢do da curva controle foi utilizado um Padrdo Secundério de B-
Lapachona produzido pela UFPE, padronizado a partir do padrdo priméario Sigma® Lote
31K1558.

Acetonitrila, grau HPLC (Tedia®), gua ultrapurificada pelo sistema Milli-Q® Plus
(Millipore®) e 4cido acético glacial (Merck®) foram utilizados para preparagio da fase
movel, amostras e curva controle.

Membranas tipo HV com 47mm de diametro e 0.45um de didmetro do poro
(Supelco®) e unidades filtrantes Millex ™ tipo HV com 13mm de didmetro e 0.45um de
diametro do poro (Millipore®), foram utilizadas para filtracio da fase movel e das

amostras, respectivamente.

2.3. Condic¢des Cromatograficas

A fase movel foi obtida realizando uma mistura de acetonitrila-acido acético 0.25%
(50:50, v/v) (pH* 3.61). A razdo do fluxo da fase movel foi de 2ml/min, o volume de
injecdo foi de 20ul utilizando um comprimento de onda fixado em 254nm. A coluna

deve ser mantida a uma temperatura de 25°C.

2.4. Preparacdo das Amostras
As amostras de P-Lapachona foram preparadas em acetonitrila com posterior

dilui¢do em fase movel obtendo uma concentracgao final de Spg/ml.

2.5. Construcéo da Curva de Calibracéo
Para cada parametro avaliado no processo de validagdo foi feita uma curva de
calibragdo, para obtencdo das concentragdes das amostras do dia. Inicialmente foi

preparada uma solucdo mae de B-Lapachona padrao secundario em acetonitrila obtendo-
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se uma concentragdao de 10ug/ml. Posteriores diluigdes em fase movel foram feitas para

obtencdo das seguintes concentracdes: 0.125, 1 e 8ug/ml.

3. Resultados e Discussdes

No processo de validagao desta metodologia analitica foram avaliados os seguintes
parametros: robustez, linearidade, precisdo, especificidade e seletividade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e exatiddo. A confiabilidade dos parametros pode ser
observada pelo coeficiente de variacdo (CV%) de uma série de medidas. Para os estudos

realizados foi estipulado um CV % inferior a 2% [19].

3.1. Robustez
Foram analisadas amostras, em triplicata, para os parametros: propor¢do da fase
movel (F.M.), observando a variagdo do pH, além do fluxo da F.M., pois poderiam

resultar em variacdes deliberadas sobre a resposta do método (Tab. 01).

Tabela 01 - Resultados da Robustez.

Proporg¢do da Fase Movel Média (ng/ml) CV (%)

Acetonitrila:Acido Acético 0,25%
(55:45) (pH*3.5)

Acetonitrila:Acido Acético 0,25%
(50:50) (pH*3.61) 5.0374 0.1360

Acetonitrila:Acido Acético 0,25%

5.0452 0.1193

(45:55) (pH*3.71) 5.0384 0.2130
Fluxo (ml/min)
1.5 5.0247 0.0795
2.0 5.0166 0.0925
2.5 5.0261 0.0707

Os valores foram tratados estatisticamente por analise de varidncia one-way para
os dois parametros. Nos dois casos o F calculado foi menor que o F critico
monstrando que ndo ha diferengas estatisticamente significativas, num intervalo de
confianga de 95%, evidenciando a robustez do método para as condicdes estudadas

(Tab. 02).
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Tabela 02 - Resultados da Andlise de Varidncia one-way da Robustez.
MQ F calculado
Fonte F critico
de variacio Propor¢do da  Fluxoda  Propor¢doda Fluxoda
¢ F. M. F. M. F. M. F. M.
Entre grupos 0.0000546  0.0000797 0.826 4.768 5.143

Dentro dos grupos  0.0000661  0.0000167

Houve um deslocamento esperado do tempo de retengdao (Tr) da PB-Lapachona
quando se variou a proporcao da fase movel devido a mudanca da polaridade, quanto
mais apolar a fase movel maior a afinidade da B-Lapachona, sendo menor o Tr. O
mesmo aconteceu quando se variou o fluxo da fase mével, quanto menor o fluxo da fase

moével maior o tempo de interacdo com a fase estacionaria, sendo maior o Tr (Tab. 03).

Tabela 03 - Tempos de Retengdes da Robustez.

Proporcao da Fase Movel Tr (min)

Acetonitrila:Acido Acético 0,25% 510
(55:45)

Acetonitrila:Acido Acético 0,25% 6.90
(50:50)

Acetonitrila:Acido Acético 0,25% 9.40
(45:55)

Fluxo (ml/min)

1.5 9.02

2.0 6.90

2.5 5.40

3.2. Linearidade

A faixa de variagdo do estudo foi de 2.5% a 160%. O ensaio foi realizado com a
analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados dos pontos médios de
quatro curvas auténticas contendo 7 pontos nas concentracdes de 0.125, 0.250, 0.500, 1,
2,4 e 8ug/ml.

A andlise de regressdo linear demonstrou um coeficiente de correlagio muito
proximo da unidade, R* 0.99995, afirmando que ha correlagio linear entre as variaveis
X e 'Y, o que significa que 99,99% da variacgao total em torno da média ¢ explicada pela
regressdo, restando 0,01% para ser explicado pelos residuos. Apresentou coeficiente
angular (a) 474284,3 + 3215,445 e coeficiente linear (b) de 6728,509 + 11226,34 com

95% de intervalo de confianca.
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A analise de variancia dos resultados (ANOVA) esta agrupada na Tab. 04, onde se

comprovou a razao linear e o ajuste da curva.

Tabela 04 - Resultados da ANOVA da Linearidade.

Fonte SQ GL MQ F calculado  F critico Conclusdes
Modelo 4.43826E+13 1 4.43826E+13 91927.06 4225 . Regressdo
significativamente
Residual 12552851367 26 482801975.7 representativa
Falta de ajuste 2044115950 5 408823190  0.816967 2.685 Néo hd falta de
Erro puro 10508735417 21 500415972.2 ajuste
Total 4.43951E+13 27 1.64426E+12
3.3. Precisédo

A precisao foi analisada em trés niveis:
e Repetibilidade (precisdo intra-corrida): A repetibilidade do método foi verificada

pela determinagdo de 6 amostras auténticas, apresentando uma média de 5.0458ug/ml e

um CV de 0.4012%.

e Precisdo intermediaria (P.I.) (precisdo inter-corridas): Para sua determinagdo foram
realizadas analises em 2 dias diferentes com analistas diferentes e os resultados estdo

descritos na Tab. 05.

Tabela 05 - Resultados das Precisdes Intermediarias.

Precisdo Intermediaria 1 M¢édia (ug/ml) CV (%)

Analista 1 5.0056 0.8284
Analista 2 5.0455 0.1678

Precisdo Intermediaria 2

Analista 1 5.0427 0.6811
Analista 2 5.0481 0.5043

Foi realizado tratamento estatistico pelo Teste t de Student entre os analistas e dias,
sabendo que a precisdo dos analistas era a mesma calculada pelo teste F, para verificar
se havia diferenca entre as médias. Como t calculado foi menor que o t critico, observa-
se que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos analistas em

dias diferentes, para o mesmo intervalo de confianga (Tabela 06).

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 51



Alves, G.M.C., Desenvolvimento de Capsulas Gelatinosas Mole de -Lapachona para Terapias Antineoplasicas em Humanos.

Artigo 111
Tabela 06 - Tratamento Estatistico da Precisdo Intermediaria.

Comparagoes t calculado t critico
Comparagédo entre o Analista 1 e 2 do 1° dia 0,309
Comparagdo entre o Analista 1 ¢ 2 do 2° dia 0,038
Comparacao entre o Analista 1 nos dois dias 0,233 2776
Comparacao entre o Analista 2 nos dois dias 0,024
Comparagao entre o Analista 1 do 1° dia com o Analista 2 do 2° dia 0,285
Comparagdo entre o Analista 2 do 1° dia com o Analista 1 do 2° dia 0,023

e Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): Foi realizada em triplicata
comparando os resultados obtidos no Laboratério Farmacéutico da Estado de
Pernambuco (LAFEPE) e no Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético
(NUDFAC) na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os resultados e o
tratamento estatistico por andlise de varidncia one-way estdo descritos na Tab. 07, os
quais demonstraram que ndo ha diferenga entre as analises em laboratorios e
equipamentos diferentes, pois F calculado foi menor que o F critico com um intervalo

de confianga de 95%.

Tabela 07 - Resultados da Reprodutibilidade.

Laboratorio Média (ug/ml)  CV (%)

LAFEPE 5.0105 0.1349
UFPE 5.0306 0.3054
Fonte de variagfo MQ F calculado  F critico
Entre grupos 0.0006073
Dentro dos grupos 0.0001408 4.312 7.709

3.4. Especificidade e Seletividade

Para andlise quantitativa (teor) e analise de impurezas, a especificidade foi
determinada, em triplicata, pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras
(farmaco) contaminadas com o isomero a-Lapachona e amostras puras, demonstrando

que o resultado do teste ndo foi afetado (Figuras 02 e 03).

[ B-Lapachona

Figura 02 - Cromatograma da 3-Lapachona pura.
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L B-Lapachona

[’ga-Lapachona

Figura 03 - Cromatograma da f-Lapachona contaminada por a-Lapachona.

Foram realizados também ensaios de fotodegradacao da B-Lapachona em metanol,
na concentracao de 4pg/ml por 30 dias de exposicao a luz fluorescente, onde ficou claro
a separagdo de um produto de degradacdo, que segundo a literatura seria a
transformagdo da B-Lapachona em um radical semiquinona [3], o que ndo aconteceu em

amostras na auséncia de luz (Figura 04).

’ Degradacao
|

L B-Lapachona
—

Figura 04 - Cromatograma da fotodegradagdo da B-Lapachona em metanol.

3.5. Limite de Detecc¢do e Limite de Quantificacdo

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados pela razao
entre o desvio padrdo dos coeficientes lineares (b) das quatro curvas de calibragdo dos
ensaios de linearidade pelas médias dos coeficientes angulares (a) das respectivas
curvas multiplicado por 3 e 10, respectivamente. De acordo com o tratamento descrito
os valores de LD e LQ obtidos foram 0.0212 e 0.0707upg/ml, respectivamente,

mostrando que o método ¢ bastante sensivel a B-Lapachona.

3.6. Exatidéo

A exatiddo do método foi determinada apds o estabelecimento da linearidade, do
intervalo linear e da especificidade, sendo verificada a partir de 9 (nove) determinagdes
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentragdes: baixa
(50% - 2.5ug/ml), média (100% - 5.0pg/ml) e alta (150% - 7.5pug/ml), com 3 (trés)

replicatas cada, apresentando-se com média em torno de 100%. Foi realizado tratamento
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estatistico pelo Teste t de Student com comparagdo entre uma média e um valor padrao

para cada concentracdo o que comprovou a exatidio do método com intervalo de

confianga de 95% (Tab. 08).

Tabela 08 - Resultados da Exatiddo.

Concentragdo (%)  Recuperagdo (%) £ CV (%)  t Calculado t Critico
50 99.24 £ 0.4421 2,959
100 100.26 £ 0.1337 0,200 4,303
150 100.04 + 0.0295 2,064
4. Conclusao

O método apresentado ¢ considerado método de escolha para dar continuidade aos
estudos realizados com este ativo, visto que os resultados obtidos mostraram que o
método atende aos requisitos de Boas Praticas de Fabricagao e Controle, apresentando
sensibilidade, especificidade, precisdo, robustez, linearidade (faixa de trabalho) e
exatiddo, o que demonstra a confiabilidade requerida para um método analitico, tdo

necessario a rotina de analises da Industria Farmacéutica.

Agradecimentos

Os autores agradecem a Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), ao Laboratodrio de Tecnologia dos Medicamentos (LTM/UFPE), ao Nucleo de
Desenvolvimento Farmacéutico ¢ Cosmético (NUDFAC /UFPE) e ao Laboratorio

Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE/PE).

Referéncias

[1] S.C. Hooker, J Am Chem Soc, 58 (1936) 1181-1190.

[2] A.R. Schuerch and W. Wehrli, Eur J Biochem , 84 (1978) 197-205.

[3] V.L. Glen, et al, J. Chromatogr. B, 692 (1997) 181-186.

[4] LL. D’Albuquerque, Rev. Inst. de Antibidticos, Recife-UFPE, 8 (1968) 73-87.

[5] C.J. Li, C. Wang; A.B. Pardee, Cancer Research, 55 (1995) 3712-15.

[6] I.LL. D’Albuquerque, et al, Rev. Inst. Antibidticos, Recife-UFPE, 12 (1972) 31-40.
[7] O. Gongalves de Lima, et al, Rev. Inst. Antibioticos, Recife-UFPE, 4 (1962) 3-17.
[8] P. Guiraud, et al, Letters, In: Planta Med., 60 (1994) 373-374.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 54



Alves, G.M.C., Desenvolvimento de Cépsulas Gelatinosas Mole de B-Lapachona para Terapias Antineoplésicas em Humanos.
Artigo 111

[9] E.M. Pahn, M.P. Molina Portela & A.O.M., Rev. Argentina Microb., 20, n. 3 (1988)
107-118.

[10] D.A. Boothman, D.K. Trask, A.B. Pardee, Cancer Research, 49 (1989) 605-612.

[11] S.M. Planchon, et al, Cancer Research, 55 (1995) 3706-3711.

[12] D.A. Boothman, S. Greer, A.B. Pardee. Cancer Research, 47, (1993) 263-267.

[13] C.J. LI, L. Averboukh, A.B. Pardee, The J. Biol. Chem., v. 268, n. 30 (1993b)
22463-22468.

[14] C.F. Santana, et al, Rev. Inst. Antibidticos, Recife-UFPE, 8 (1968) 3-17.

[15] R. Docampo, et al, Parasitology Research, v. 57, n. 3 (1978) 189-198.

[16] D.V.C. Awang, D. Kindack, B.A. Dawson, J. Chromatogr., 368 (1986) 439-443.

[17] ICH, International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceutical for Human Use. ICH Q2A: “Text on Validation of
Analytical Procedures” (1994). (http:www.ifpma.org/ichSq.html#Validation, Acesso
em: 07/01/04).

[18] ICH, International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceutical for Human Use. ICH Q2B: “Validation of Analytical
Procedures: Methodology” (1996). (http:www.ifpma.org/ichSq.html#Validation,
Acesso em: 07/01/04).

[19] ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Resolu¢do RE 899, de 29 de
maio de 2003, Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, Brasil,
junho de 2003 .

[20] U.S. Pharmacopoeia, 25rd U.S. Pharmacopoeia Convention, Rockville, 2002,
p.2256-2259.

[21] B. de Barros Neto, et al. Como fazer experimentos. Sdo Paulo: Unicamp, 2001.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 55



ARTIGO IV



Alves, G.M.C., Desenvolvimento de Capsulas Gelatinosas Mole de -Lapachona para Terapias Antineoplasicas em Humanos.

Artigo 1V

DESENVOLVIMENTO DE CAPSULA GELATINOSA MOLE DE B-LAPACHONA

.. . 1 F Ty . 2 ;. , . .
Geisiane Maria Cavalcante Alves', Jos¢ Ricardo Domingues”, Flavia Patricia Morais de
Medeirosm, Pedro José Rolim Neto'

'LTM - Dept® de Ciéncias Farmacéuticas / UFPE, Rua Prof. Arthur de Sa, S/N, Cidade
Universitaria, Recife-PE, Brasil, CEP: 50740-52; 2Relthy Laboratorios, Av. José Vieira,
446, Distrito Industrial D. Giomi Cx Postal 2200, Indaiatuba-SP, Brasil, CEP: 13347-
360; *Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco LAFEPE, Largo de Dois

Irmaos, 1117, Dois Irmaos, Recife-PE, Brasil, CEP: 52171-010.
e-mail: geisiane _al@hotmail.com, prolim@ufpe.com

- Resumo

A B-Lapachona (C;sH;403, MM 242,3), ¢ uma ortonaftoquinona de ocorréncia natural,
que também pode ser obtida por hidrélise 4cida a partir do Lapachol, isolado do ipé
roxo ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellandae Lor), da familia Bignonaceae. Pesquisas
recentes t€ém demonstrado que a B-Lapachona tem excelente potencial antineoplésico.
Devido a B-Lapachona se tratar de um principio ativo com caracteristicas lipofilicas, a
tecnologia para o desenvolvimento de uma formulacao estavel ¢ um ponto fundamental
para a continuidade das pesquisas deste principio ativo. A forma farmacéutica aqui
desenvolvida trata-se de uma capsula gelatinosa mole de B-Lapachona seguindo
procedimentos € normas preconizadas para Boas Praticas de Fabricagcdo na industria
farmacéutica, a partir de uma planificacdo quanti e qualitativa, visando sua incorporacao
em protocolos de tratamentos quimioterapicos em pacientes portadores de linhagens de
cancer de prostata refratdrias, cujo tratamento ¢ dificultado devido ao seu crescimento

celular muito lento.

Palavras Chave: 3-Lapachona, Capsulas Gelatinosa Mole, Estabilidade.

1. Introducéo

A B-Lapachona (C;sH1403, MM 2423) ¢ uma ortonaftoquinona, obtida com
pequeno rendimento dos extratos alcodlicos e acetonicos da Tabebuia avellandae Lor,
popularmente conhecida como ipé roxo [1-3]. Uma outra via de obten¢do mais eficaz ¢
sua semi-sintese a partir da hidrolise acida do seu isomero Lapachol, encontrado em

maior quantidade naturalmente [4,5]. A natureza lipofilica da [-Lapachona ¢
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responsavel por sua baixa solubilidade na 4agua e compostos polares, tornando-se
facilmente soliivel em compostos apolares e oleosos [6].

Recentes estudos comprovam a excelente atividade antineopléasica da B-Lapachona,
principalmente para as linhagens de cancer refratdrias aos tratamentos convencionais,
como o cancer de prostata, agindo por um mecanismo diferente dos apresentados por
drogas antineoplasicas utilizadas em esquemas terapéuticos. Sabe-se que ela inibe a
DNA Topoisomerase I impedindo a replicagcdo de células cancerosas nas fases Go/G; do
ciclo celular e que induz a apoptose por um mecanismo particular, independente da
expressdo das proteinas p53, p21 e bcl-2. Esta inibi¢do provavelmente ¢ mediada por
uma interacdo direta de P-Lapachona com a DNA Topoisomerase 1 no lugar da
estabilizacdo de um complexo [7-13].

Apesar de todas as comprovagdes de seu excelente potencial antineoplasico através
dos estudos ja divulgados, nao ha na literatura relatos sobre o desenvolvimento de
formas farmacéuticas a base de -Lapachona.

Esse trabalho vem mostrar o desenvolvimento de uma forma farmacéutica solida,
capsula gelatinosa mole, que tem como caracteristica principal para sua escolha a
possibilidade de seu contetido ser constituido por substancias oleosas, melhor forma de

veiculagdo da B-Lapachona devido as suas propriedades fisico-quimicas.

2. Materiais e Métodos

2.1. Equipamentos

Os testes de dissolucdo das capsulas gelatinosas foram realizados no Dissolutor
Erweka® DT 80.

O sistema cromatografico utilizado consiste num cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia HP (Hewlett-Packard®) Série 1100 equipado com sistema de bombas
quaternario, degaseificador por ultra-som, detector UV-VIS e injetor automatico,
acoplado a um integrador de dados HP 3395 (Hewlett-Packard®). A coluna utilizada foi
uma Shim-pack 100 CLC(M) ODS (C,,) de fase reversa, com 46mm x 25cm e
particulas esféricas de 5um de didmetro (Shimadzu®).

Para o estudo de estabilidade do contetdo da capsula mole foi utilizada uma camara

climatica Fanem® modelo 345, nas condi¢des de 40 + 2°C de temperatura e 75 + 5% de

umidade relativa (UR).
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As analises microscopicas foram realizadas em microscopio optico Zeizz Axiolab®

com camara acoplada MC 80.

2.2. Materiais

B-Lapachona purificada lote 103 foi utilizada para a realizacdo de todo o trabalho.
Para constru¢do da curva controle, quando necessario a realizacdo de doseamento, foi
utilizado um Padrdo Secundario de -Lapachona produzido pela UFPE, padronizado a
partir do padrio primario Sigma® Lote 31K 1558.

Para a preparacdo das solu¢des tampdes utilizadas na determinacdo da solubilidade
da B-Lapachona foram utilizados os seguintes reagentes: acido cloridrico, hidroxido de
sodio, biftalato de potassio, fosfato de potassio monobassico, cloreto de potassio, acido
bérico, 4cido acético glacial e acetato de sédio (Merck®). Também para o teste de
solubilidade foram utilizados 4alcool isopropilico, metanol, etanol, acetonitrila
diclorometano e cloroférmio (Merck®). Também foi utilizado lauril sulfato de sodio
(Nuclear®) como tensoativo no meio de dissolugéo.

Acetonitrila, grau HPLC (Tedia®), 4gua ultrapurificada pelo sistema Milli-Q® Plus
(Millipore®) e 4cido acético glacial (Merck®) foram utilizados para preparagio da fase
movel, amostras e curva controle, na realizacao dos doseamentos.

Membranas tipo HV com 47mm de didmetro e 0,45um de diametro do poro
(Supelco®) e unidades filtrantes Millex ™ tipo HV com 13mm de didmetro e 0,45um de
didmetro do poro (Millipore®), foram utilizadas para filtragio da fase movel e das
amostras, respectivamente. Papel de filtro quantitativo com 125,0 £ 1,0mm também
foram utilizados no preparo das amostras (Framex®).

Na preparacdo dos pilotos das capsulas foram utilizados os seguintes excipientes:
Amido 1500 (Colorcon®), Sorbitol 70% (Getec®), Oleo de amendoim e Oleo de girassol
(Gerbras®), Oleo de ricino (SMC Pharma Nova®), Oleo de ricino hidrogenado (A.
Azevedo®), Polietilonoglicol 400 e Propilenoglicol (Dinalab®), Crospovidona 30 (ISP
Technologics®), Alcool etilico p.a. (Merck®), Oleo de soja (Sigma®), Oleo de ricino
ctoxilado 35 e 50 (Croda®), Gelatina Farmacéutica Bovina (Gelita do Brasil®),
Glicerina Bidestilada (Essencial Produtos Quimicos Ltda/SP®), Metilparabeno e
Propilparabeno (MCHEM®), Didxido de Titanio (Sachtleben®), Corante Vermelho

Ponceau e Corante Amarelo Crepusculo (Warner J enkinson®)
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2.3. Condicdes cromatograficas
A fase movel foi obtida realizando uma mistura de acetonitrila:acido acético 0,25%
(50:50, v/v). A razdo do fluxo da fase movel foi de 2mL/min, o volume de injecdo foi de
20uL utilizando um comprimento de onda fixado em 254nm. A coluna deve ser mantida

a uma temperatura de 25°C.

2.4. Construcéo da Curva de Calibracao

Para cada corrida cromatografica realizada foi feita uma curva de calibragdo, para
obtengdo das concentragdes das amostras do dia. Inicialmente foi preparada uma
solucdo mae de [-Lapachona em acetonitrila obtendo-se uma concentracdo de
10pg/mL. Posteriores diluigdes em fase movel foram feitas para obtencdo das seguintes

concentragdes: 0,125; 1 e 8ug/mL.

2.5. Solubilidade

Solugdes tampdes foram preparadas seguindo a U.S. Pharmacopoeia, 25rd
U.S.(2002), para a realizagdo da solubilidade da P-Lapachona: tampdes de acido
cloridrico pH de 1,2 a 2,2; tampdes de acido ftalato pH de 2,4 a 4,0; tampodes de ftalato
neutralizado pH de 4,2 a 5,8; tampdes fosfato de potdssio monobésico pH de 6,0 a 8,0;
tampdes borato alcalino pH de 8,2 a 10,0; tampdes acetato de sodio pH de 4,5 a 5,5
(Merck®) [14]. Foi determinada a solubilidade também numa solucio de agua:alcool
isopropilico (1:1), além dos solventes organicos: metanol, etanol, acetonitrila,
diclorometano e cloroformio (Merck®).

Para cada solvente foram preparadas amostras em triplicata no solvente estudado,
em temperatura ambiente, sonicando por 15 minutos obtendo uma concentragao de
500pug/mL. Foi realizada uma filtragdo em papel de filtro quantitativo com posterior
dilui¢do em fase movel obtendo uma concentracdo final de Sug/mL. As amostras foram

analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.6. Capsula Gelatinosa (CG)
Com o objetivo de veicular a PB-Lapachona numa forma farmacéutica soélida,
melhorando sua solubilidade em solu¢des aquosas foi desenvolvido um piloto de CG

contendo 250mg de B-Lapachona e125mg de amido de milho, com o intuito de se obter
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um revestimento dos cristais do ativo, com o agente hidrofilico, aumentando sua
molhabilidade [15].

Testes de dissolugdo foram realizados utilizando como meios de dissolugdo agua,
acido cloridrico (HCI) 0,1N e tampao fosfato de potassio monobassico pH 5,8 e pH 7,4.
Para cada meio foram realizados também dissolu¢des do principio ativo isolado como
objetivo de avaliar a eficiéncia da formulacdo em questdo. Os parametros do teste de
dissolugdo foram 900mL de meio, aparato 2 (pa), 100rpm, 37 + 0,5°C durante 60
minutos.

Apds a observacdo dos resultados foi realizado mais um teste de dissolugdo
utilizando como meio agua com 1% de lauril sulfato de so6dio (LSS) objetivando a
diminui¢do da tensao superficial existente entre o ativo € o meio, aumentando o teor
dissolvido de principio ativo. Os parametros do teste foram os mesmos citados acima.

Todas as amostras dos testes de dissolucdo foram analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com diluicdo em fase mdvel para atingir a concentracdo de
2,77ug/mL.

Mais uma vez apos a analise dos resultados pesquisou-se tecnologicamente uma
maneira de incrementar o percentual dissolvido da B-Lapachona. Iniciou-se o estudo
com uma forma farmacéutica a qual permitisse ter o principio ativo administrado ja
dissolvido, sem fugir da forma sélida, motivo para a escolha da forma farmacéutica

capsula gelatinosa mole.

2.7. Capsula Gelatinosa Mole (CGM)

2.7.1. Desenvolvimento da Capsula Gelatinosa Mole

Inicialmente foram avaliados alguns compostos oleosos ou que poderiam ser usados
como solventes. A concentra¢ao de B-Lapachona utilizada variou de 1,0 a 4,0%, onde se
observou a solubilidade, formagao de cristais ou turvagdo. Todos os experimentos foram
realizados a temperatura de 70 = 3°C, com o intuito de acelerar a solubiliza¢do tendo
cuidado para ndo ocorrer degradacao da -Lapachona.

Foram testados: sorbitol 70%, glicerina, 6leo de amendoim, 6leo de girassol, 6leo de
soja, 6leo de ricino, 6leo de ricino hidrogenado, 6leo de ricino etoxilado 50, 6leo de

ricino etoxilado 35, propilenoglicol e polietilenoglicol 400.
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ApoOs a analise dos resultados foram realizados estudos binarios de pré-formulacao
com modifica¢des quali e quantitativas dos componentes. Foi utilizado como veiculo o
polietilenoglicol 400 e como solvente e estabilizante da formulagdo dleo de ricino com
grau de etoxilacdo diferente (35 ou 50), alterando quantitativamente a concentragdo de

B-Lapachona entre 2,0 e 2,5%.

2.7.2. Estudo de Estabilidade do Contetudo da Cépsula Gelatinosa Mole

Foram avaliados dois tipos de estudo de estabilidade preliminares com o conteudo
da capsula gelatinosa mole contendo 2,0% de B-Lapachona: 1- Estudo de Estabilidade
Acelerada realizado em camara climatica com o objetivo de aumentar a velocidade de
degradagdo quimica e modificacdes fisicas, usando condi¢cdes forcadas de
armazenamento de 40 + 2°C e 75 £ 5% UR; 2- Estudo de Estabilidade de Longa
Duragdo realizado a 30 = 2°C e 70 = 5% de UR com o proposito de monitorar as
instabilidades nas condi¢des reais de armazenamento [16].

Os tempos de andlises para os dois estudos foram de 0, 30, 60, 90 e 180 dias da data
de manipulagdo do conteido, onde foram avaliados macroscopicamente e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. As amostras foram preparadas, em triplicata,
em acetonitrila e posterior dilui¢do em fase movel obtendo uma concentragdo final de

Sug/mL.

2.3.3. Manipulacéo da Capsula Gelatinosa Mole

Ap6s o término dos estudos de estabilidade preliminares com o conteudo da cépsula,
foram realizadas a producdo de dois lotes em escala piloto de CGM contendo uma
solugdo oleoso com 2,0% de B-Lapachona em seu contetido, com modificagcdes quanti e
qualitativas do involucro. As formulagdes utilizadas foram desenvolvidas através de
uma parceria do Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos LTM/UFPE, Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco LAFEPE e Relthy Laboratorios Indaituba/SP.

No lote piloto I o involucro foi composto de gelatina farmacéutica bovina, glicerina
como plastificante, conservantes metil e propilparabeno, opacificante dioxido de titanio,
corantes vermelho ponceau e amarelo creptsculo e 4gua destilada.

A preparacdo da gelatina foi feita sob efeito de vacuo e aquecimento (80°) em reator

de ago inoxidavel AISI-316 polido e posteriormente armazenada em recipiente de agco
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AISI-316, equipado com um termostato para a manutencdo das condigdes ideais de
temperatura a 47°C.

O conteudo foi composto de [-Lapachona, 6leo de ricino etoxilado 50 e
polietilenoglicol 400. Durante todo o processo de manipulacdo a temperatura foi
mantida em 70 + 3°C, pois temperaturas superiores podem levar a uma degradacdo da
B-Lapachona. Apds a manipulagdo a solugao foi resfriada até atingir 50°C.

O processo de encapsulagao foi realizado por gravidade do involucro e do conteudo.
O invdlucro passa por um dispositivo dosador chamado de caixa de espalhamento,
responsavel por controlar o escoamento da gelatina para os boxes, onde sofre um
resfriamento ficando com a temperatura em torno de 5 — 6°C, formando fitas de gelatina
com espessura controlada 0,9mm. As fitas de gelatina passam por um banho de 6leo
lubrificante, guiadas pelos rolos orientadores, caindo entre o cunho de inje¢do e as
matrizes rotativas.

O contetdo a ser encapsulado, por gravidade, cai numa bomba de pistdo que
bombeia a quantidade adequada a ser encapsulado para o cunho de injecdo e as matrizes
rotativas. No cunho de inje¢do ¢ aquecida a 37 — 41,5°C para que ocorra a selagem da
capsula, por pressdo e temperatura. Apos a manipulagdo as capsulas foram transferidas
para area de secagem que mantém a temperatura entre 16 — 27°C e umidade de 20 —
80%.

O mesmo procedimento foi utilizado para a manipulac¢do do lote piloto II, inclusive
a composi¢do do conteudo da CGM, havendo apenas alteracdo na composi¢ao do
involucro, diminuindo o percentual de agua e modificando quali e quantitativamente o

plastificante para propilenoglicol.

3. Resultados e Discussoes

3.1. Solubilidade

Os resultados da solubilidade estdo descritos na Tabela 01 e confirmam a natureza
lipofilica da B-Lapachona que ¢ responsavel por sua baixa solubilidade em compostos
polares, sendo altamente soliivel em compostos apolares.

Nao foi possivel a determinagao da solubilidade nos tampdes ftalato pH de 2,4 a 4,0
e ftalato neutralizado pH de 4,2 a 5,8, pois o biftalato de potassio possui 0 mesmo

tempo de reteng¢ao que a -Lapachona interferindo na determinacao da area.
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Tabela 01 - Resultados da Solubilidade da B-Lapachona em diferentes solventes.

SOLVENTES TEOR DISSOLVIDO
=  Tampdes USP 25
- Acido Cloridrico pH de 1,2 2 2,2 3,00 -3,75%
- AcetatopH de 4,52 5,5 1,25-1,5%
- Fosfato pH de 6,0 a 8,0 1,5-1,75%
- Borato Alcalino pH de 8,2 a 10,0 2,25%
= H,0 0,75%
= HCIO0,IN 1,75%
= H,0:Alcool Isopropilico 1,5%
=  Metanol, Etanol, Acetonitrila, 100,25 -101,50%

Diclorometano e Cloroférmio

3.2. Capsula Gelatinosa

Nao houve diferencas significativas entre os meios de dissolugdo inicialmente
avaliados. Com o acréscimo do amido de milho podemos verificar que o teor dissolvido
praticamente duplicou em todos os meios avaliados, porém permanecendo um valor
inaceitavel para uma forma farmacéutica. Quando adicionado LSS ao meio de
dissolu¢do obteve-se um teor dissolvido de aproximadamente 45% (Tabela 02). A

analise dos dados foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tabela 02 - Resultados da Dissolugdo da CG e f-Lapachona em diferentes meios.

Meio de dissolugdo B-Lapachona Capsula
(Teor dissolvido) (Teor dissolvido)
Agua destilada 7,1% 15,3%
HC10,IN 8,0% 14,7%
Tampdo Fosfato pH 5,8 7,0% 14,9%
Tampao Fosfato pH 7,4 6,9% 14,3%
Agua + 1% de LSS - 44.,20%

3.3. Capsula Gelatinosa Mole

3.3.1. Desenvolvimento da Capsula Gelatinosa Mole
A B-Lapachona na concentragdo de 2,0% ndo foi soliivel nos seguintes solventes:

sorbitol 70%, glicerina, 6leo de amendoim, o6leo de girassol e 6leo de soja. No
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propilenoglicol apods o resfriamento da solugdo houve formacao de cristais. Ja no oleo
de ricino hidrogenado ocorreu uma solidificagdo da solugdo apos o resfriamento.

No 6leo de ricino, nas concentracdes de 1,0; 2,0 e 4,0% de B-Lapachona, ndo houve
formacao de cristais, formou cristais com 3 dias e formou cristais imediatamente o
resfriamento, respectivamente. No polietilenoglicol 400, nas concentragdes de 2,0; 3,0 e
4,0% de B-Lapachona, houve formagao de cristais com 15 dias, 3 dias e imediatamente
o resfriamento, respectivamente. Nos oOleos de ricino etoxilados 35 e 50, na
concentragdo de 2,0%, houve formacao de cristais com 5 e 15 dias, respectivamente.

Foram avaliadas seis formulagdes todas utilizando polietilenoglicol 400 como
veiculo. Em quatro dessas formulacdes foram variados a concentragdo de 3-Lapachona,
o grau de etoxilagdo do 6leo de ricino e concentragdo desse 6leo. As duas formulagdes
onde se utilizou o 6leo de ricino etoxilado 35 houve uma separagdo de fases. Por isso foi
escolhido o 6leo de ricino etoxilado 50 para prosseguir com os estudos, pois com ele
nao houve turvagdo, separagdo de fases, nem formagao de cristais, na formulagdo com
2,0% de B-Lapachona.

Com o objetivo de aumentar a concentracao da B-Lapachona, na formulagdo com
0leo de ricino etoxilado 50, foi utilizado alcool p.a. como co-solvente, porém houve
formagdo de cristais com 3 dias. Foi utilizada a crospovidona 30 na tentativa de
melhorar a estabilidade da formulagdo, porém ela ndo foi solavel.

Ficou definido que a formulacdo ideal para da inicio aos estudos de estabilidades do
conteado da CGM seria a composta de polietilenoglicol 400 como veiculo, 6leo de
ricino etoxilado 50 como solvente e estabilizante e B-Lapachona como o ativo na

concentragdo de 2,0%.

3.3.2. Estudo de Estabilidade do Conteudo da Cépsula Gelatinosa Mole

Nao houve instabilidade macroscopica nos dois modelos de estabilidade realizados
nos tempos avaliados, permanecendo uma solugdo limpida de cor laranja forte, sem
apresentar turvagdo, separacao de fases ou cristalizacao.

Foi observado um decaimento acentuado no teor de B-Lapachona com 60 dias na
camara climatica (modelo acelerado), porém com 90 dias ocorreu a mesma perda de

teor na condi¢do ambiente de armazenamento (modelo de longa duracdo) (Figuras 01 e

02).
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Ao final do estudo de estabilidade acelerada foi possivel verificar uma perda de
5,28% do teor de B-Lapachona e 4,72% na estabilidade de longa duragdo, o que leva a
crer que o produto esta apto a ser colocado em escala semi-industrial e industrial para

desenvolvimento da CGM.

3.3.3. Manipulacéo da Capsula Gelatinosa Mole

Antes de iniciar o processo de encapsulacdo, o conteudo da capsula foi analisado
microscopicamente, apresentando-se como uma solucdo limpida e viscosa com cor
laranja forte.

Apbés o processo de encapsulagio do lote piloto I observou-se, macro e
microscopicamente, a formacao de cristais de B-Lapachona no conteido da CGM. Os
cristais se apresentaram com a forma original da -Lapachona em tamanho menor. Esse
processo de cristalizagdo deve-se provavelmente a uma instabilidade fisica ocorrida
entre o conteudo e o involucro da cépsula, devido ao elevado teor de agua da
composi¢do do invélucro que no momento da manipulagdo passa para o conteudo, além
da baixa solubilidade da B-Lapachona na glicerina.

No lote piloto II, devido as alteragdes do invélucro, ndo houve instabilidade no
processo de encapsulacdo, originando uma capsula gelatinosa mole oblonga tamanho 22

de cor laranja opaca, que encontrasse em fase de otimizacao.
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4. Concluséo

O teste de dissolugdo de formas farmacéuticas solidas reflete in vitro o processo de
absor¢do in vivo. Devido sua forma lipofilica a B-Lapachona apresenta uma baixa
solubilidade em compostos aquosos o que afeta sua dissolugdo quando veiculada na
forma de cristais levando a uma dificuldade de absor¢do, impossibilitando a
manipulacdo de uma CG.

Por outro lado sua solubilidade em oleo facilita o desenvolvimento de Cépsula
Gelatinosa Mole que tem como caracteristica apresentar em seu conteudo substancias
ndo aquosas, normalmente composto por 6leos ou outra substidncia viscosa, como 0s
polietilenoglicéis, se tornando uma maneira pratica, precisa ¢ segura de se obter uma
forma farmacéutica sélida a partir de uma composi¢ao liquida. Porém, tem-se que levar
em consideracdo também o invdlucro, pois dependendo de sua composicao pode ser

fonte de instabilidade da forma farmacéutica final.
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Conclusoes

CONCLUSOES

O método de purificagdo utilizado foi satisfatorio para a obtengdo de uma matéria-
prima com alta qualidade de pureza, comprovada através da cromatografia em camada
delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia e andlise térmica por calorimetria
exploratdria diferencial convencional e acoplada ao sistema fotovisual.

Foi realizada a separacdo do contaminante da amostra em estudo por cromatografia
em coluna utilizando o sistema eluente tolueno:acetato de etila (9:1). Sendo possivel sua
identificagdo como o isdmero a-Lapachona por ressoniancia magnética nuclear
protonica e de carbono e por infravermelho.

A matéria-prima purificada apresentou-se com padrdoes de qualidade para ser
utilizada no processo de obtengdo de uma forma farmacéutica, onde foi estabelecida a
carta de identidade deste novo principio ativo.

O estudo de estabilidade dos cristais de B-Lapachona em diferentes condi¢des de
armazenamento mostrou que quando exposta a luz a P-Lapachona sofre uma
instabilidade fisica com mudanca de coloragdo, devendo-se assim recomendar manter o
produto sempre armazenado em frasco ambar para evitar este desvio de qualidade. Por
outro lado, a B-Lapachona foi estavel em temperaturas de 2°C, 40°C com 75% de
umidade relativa, em condigdes ambientes e em dessecador.

O método analitico de doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia
desenvolvido e validado atendeu aos requisitos de Boas Praticas de Fabricagdo e
Controle, apresentando sensibilidade, especificidade, precisdo, robustez, linearidade
(faixa de trabalho) e exatidao propostas pela ICH e ANVISA.

Devido sua caracteristica lipofilica a B-Lapachona apresenta uma baixa solubilidade
em compostos aquosos o que afeta sua dissolugdo. Por outro lado, possui uma boa
solubilidade em o6leo, o que possibilitou o desenvolvimento de Cépsulas Gelatinosas

Mole que se encontra em fase de otimizagao.
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Perspectivas

PERSPECTIVAS

Otimizacao da Capsula mole, com modificagdo na composi¢do do invélucro;
Validacao da metodologia analitica de doseamento para produto acabado;
Realizagdo de estudo de estabilidade acelerado e de longa duragdo do produto
acabado a partir de diferentes composigdes de involucros;

Transposic¢ao de escala de produgdo para lote industrial;

Estudo de pré-formulagdo de uma solugdo injetavel de pequeno volume a base de
[-Lapachona;

Desenvolvimento, validacao e estabilidade da metodologia bioanalitica para estudo
de biodisponibilidade em plasma da -Lapachona;

Realizag¢do de ensaios clinicos em humanos portadores de cancer de prostata, em
estados avancados ndo respondendo mais a terapias convencionais. Serdo

selecionados pacientes do Hospital Sirio-Libanés em Sao Paulo.
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ANEXO 01 — Espectro de RMN'H da o-Lapachona.
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ANEXO 02 — Espectro de IVTF da a-Lapachona.
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PURITY ANALYSIS OF B-LAPACHONE USING THIN LAYER CHROMATOGRAPHY
AND THERMAL ANALYSIS FOR DIFFERENTIAL SCANNING CALORIMETRY (DSC)

ALVES, G.M.C.}*: CUNHA FILHO, M.S.S.!

MEDEIROS, F.P.M.}3: MONTEIRO, D.B.;

NASCIMENTO, T.G.%, MACEDO, R.0.%; ROLIM NETO, P.J.** LEITE, A. C. L', BRONDANI, D.J.*
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Introduction: B-lapachone (C;sH;40;, MW
242.3) is an orthoquinone naturally found in
the red ipe or the red pau d’arco (Tabebuia
avellandae  Lor), from the family
Bignonaceae. It is found principally in Brazil
but may be obtained by acidic hydrolysis
from its isomer lapachol, found naturally in
greater abundance. Recent research has
demonstrated an excellent anti-neoplastic
potential through apoptosis of a variety of
types of cancer, particularly some forms of
prostate cancer resistant to conventional
treatments (1).

Aim: The aim of this was to determine the
purity of different batches of [-Lapachone
using thin layer chromatography and thermal
analysis.

Methods: Four raw materials were used and a
second standard, all from the same supplier.
These were submitted to thermal analysis
using Differential scanning calorimetry
(DSC) and Thin-layer chromatography
(TLC). The DSC studies were performed
using the Shimadzu model DSC-50, with a
nitrogen atmosphere of 50ml/min and a
heating ratio of 10C/min, in a temperature
range of 25-400C, connected to the Shimadzu
TA-60WS/TA-50WS softwares. The samples
were coupled in an hermetically sealed
aluminum cell with a mass of 2mg+0.03. The
TLC analysis was performed using pre-
fabricated chromatographic plates (Merck),
with an absorbent layer of synthetic porous
silicon dioxide and silica gel 60 F254,
deposited in an aluminum lamina. The mobile
phase was composed of Toluene:Ethyl acetate
(9:1). The plates were developed using
ultraviolet light (254nm).

Results: From the analyses it was possible to
determine differences in purity between the
different samples. The percentage purity in
the DSC was determined using sample fusion
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(fig 1). In the TLC contamination with the
isomer a-Lapachona originating from the
semi-synthesis of the drug, was observed (2),
with a greater intensity as the purity
diminished (fig 2).
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Fig. 1 -DSC. p-Lapachones 202001
Conclusion: The DSC 1s a method that 1s
quantitative, rapid and reliable in the
determination of drug purity, where the
sample fusion curve determines the
percentage purity.

As the concentrations of impurities increases
so the fusion peak becomes smaller and
wider, and the latent heat for the fusion is
reduced. @~ The TLC method enables the
separation of the isomer o-Lapachona, that is
a contaminant for the current study,
originating during the non-standardized semi-
synthetic process. Despite presenting some
advantages it is a qualitative method to
evaluate purity. The results obtained
demonstrate the importance of the two
analyses for the determination of the purity of
the raw material and the final product. The
product is in the development phase at
LAFEPE, in the soft capsule form and small
volume solution for injection forms.
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