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1. INTRODUCAO

O cancer de mama € o que mais acomete as mulheres no Brasil, excluindo-se o cancer de pele nao
melanoma. Além disso, ele é também, uma das principais causas de morte em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento [1]. Um dos quimioterapicos utilizados no tratamento de cancer de mama é o Docetaxel
(DTX). O DTX é um medicamento com acdo antimitética, que atua nos microtlbulos, estabilizando-os. A
guebra do equilibrio celular altera a estrutura celular e suas fung¢des, resultando em apoptose [2]. Apesar de
sua eficiéncia na terapéutica anticAncer, o medicamento apresenta baixa solubilidade aquosa e é
comercializado na forma de uma preparacdo (Taxotere®) que tem alta toxicidade, por conter etanol e
surfactante (Tween 80®) como agentes solubilizantes [3].

As Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, obtidos a partir do amido e por agao da
enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) de microorganismos. As ciclodextrinas naturais mais
comuns sdo a a-, B- e y-CD, com 6, 7 e 8 mondmeros de glicose, respectivamente [4]. Além das CDs
naturais, promissores derivados semi-sintéticos com elevada capacidade de reconhecimento molecular e
solubilidade aquosa, como a sulfo-butiléter-B-CD (SB-BCD) e a hidroxipropil-B-CD séo aprovadas para uso
parenteral pelo FDA [4]. A B-CD e seus derivados sdo muito empregados para formar complexos de
inclusdo molecular com farmacos [5]. A SB-BCD, por exemplo, é hidrofilica e considerada nao téxica, por via
oral e endovenosa; sua capacidade de inclusdo é maior que a da B-CD devido a por¢éo butila hidrofébica
gue se estende da cavidade da CD [6], sendo essa uma vantagem da sua utilizacéo. A gama ciclodextrina
(y-CD) é muito utilizada na complexacdo de produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos. Seu anel
macrociclico € maior (contém 8 mondmeros de glicose) em comparagao a B-CD, permitindo acomodar
moléculas mais volumosas [7]. A y-CD é digerida e metabolizada como as dextrinas lineares ou amido e
apdés administracdo intravenosa é rapidamente excretada pela urina: ~ 90% em 24 h [7].

O objetivo desse trabalho foi o de complexar o quimioterapico Docetaxel com ciclodextrinas para
aumentar sua solubilidade e biodisponibilidade. Inicialmente haviamos proposto encapsular o complexo
obtido em lipossomas, mas por conta da pandemia da Covid-19 (acesso restrito aos laboratérios) esta
segunda etapa néo foi alcancada.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Docetaxel (MM = 807,87 g/mol) — Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda; Sulfo-Butil-B-ciclodextrina —
(massa molar = 1135 g) e gama-ciclodextrina (massa molar = 1297,2 g — CycloLab R&D Ltd); acetato de
sédio anidro — Synth; &cido acético — Sigma-Aldrich; alcool etilico absoluto — Dindmica. Equipamentos:
Espectrofotbmetro UV-visivel Cary 50 - Varian; pHmetro - Digimed DM-22; Liofilizador freeze-dry
system/freezone 4.5 - Labconco. Programas de dados: Origin 8,0 — Microcal Origin; Excell (Microsoft).

2.2 Métodos

2.2.1 Determinacéo das propriedades 6ticas do Docetaxel: absor¢cao no UV-VIS

O espectro de absorcdo do DTX foi medido no espectrofotbmetro Cary 50 Bio-Varian, variando-se 0s
comprimentos de onda de 200 a 500 nm, em cubetas de quartzo com 1 cm de caminho Optico a
temperatura ambiente (25 °C). Solucdes de DTX foram preparadas em etanol e tampé&o acetato (em pH =
4,5 ou 5,0). Os dados foram tratados nos programas Origin verséo 8.0 e Excel.
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2.2.2 Determinacéo de coeficiente de absortividade molar € (Curva de calibragao) em etanol

Preparou-se uma solucdo 1.104 mol.L'! de DTX em etanol e realizou-se a varredura para
determinacédo do comprimento de onda de maxima absorcado do composto. Com a varredura representada
na Figura 1/resultados), observou-se 0 maximo de absorcdo em A = 228 nm e, portanto, as medidas para
determinacdo de € foram realizadas nesse comprimento de onda (maxima absorcdo de DTX em etanol).
Foram preparadas dez solugBes, de concentracdes crescentes de DTX para a construgdo da curva de
calibrac@o em triplicata (Figura 2/ resultados).

2.2.3 Determinacéao de coeficiente de absortividade molar € (Curva de calibragao) em
tampdao acetato

O mesmo procedimento foi realizado com DTX em solucéo de tampéo acetato pH = 4,5 e pH 5,0. O
tampéao acetato foi preparado em uma concentra¢édo de 1.10-2 mol.L" em um bal&o volumétrico de 500 mL e
seu pH foi ajustado com pHmetro de bancada (Digimed DM-22), sob agitagdo magnética em béquer.
Preparou-se uma solugdo 1.10* mol.L! de DTX em tampdo acetato e realizou-se a varredura para
determinagdo do comprimento de onda de méxima absor¢cdo do composto. Observou-se o maximo de
absorcdo em A = 232 nm. Em seguida foram preparadas solu¢cdes de concentracdes crescentes de DTX
para (abaixo da solubilidade) para constru¢do da curva de calibracdo em triplicata. Este experimento por
concentracdo, conforme demonstrado na (Figura 5/resultados).

2.2.4 Ensaios de solubilidade

As diluicbes de DTX em tampéo acetato em pH 4,5 foram feitas para construcdo da curva de
calibracdo. Foram analisadas dez concentra¢fes de 0,01 a 0,1 mmol/L. A absorbancia do sobrenadante foi
lida no comprimento de onda de maxima absor¢éo do composto, no UV (ver abaixo).

2.2.5 Preparo do complexo de incluséo entre docetaxel e ciclodextrina

Foi preparada uma mistura com a propor¢do molar de 1:10 DTX:CD, isto é 12,3 mM (metade da
dose clinica, respectivamente 20 mg/mL ou 24,75 mM) de docetaxel para 123 mM de ciclodextrina. Para
tanto pesamos 0,1 g de docetaxel e 1,4 g (1,6 g) de Sulfo-butil-beta-cilclodextrina (gama-ciclodextrina). O
docetaxel foi diluido em etanol (10 mL) e as ciclodextrinas foram diluidas em agua desionizada (10 mL).
ApOs a solubilizagcdo dos compostos, as duas suspensdes foram misturadas em um Erlenmeyer de 50 mL, e
a mistura foi mantida com agitador magnético para equilibrio e posterior liofilizagdo. Adotamos o tempo de
equilibrio de 24 h para complexacéo.

Apos 24 h a liofilizagdo dos complexos foi realizada no liofilizador de bancada freeze-dry
system/freezone 4.5 (Labconco). As amostras foram colocadas em tubos tipo Falcon de 50 mL e o tubo foi
vedado com parafilm com alguns furos para prote¢cdo da amostra durante a liofilizacdo. Ap6s congelamento
em nitrogénio liquido as amostras foram transferidas rapidamente para o equipamento, produzindo-se
pressdo negativa com a amostra ainda congelada, para permitir sublimacdo da agua. O tempo total da
liofilizac&o foi de 24 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das concentracdes e medidas de absorbancia realizadas no comprimento de méaxima
absorcdo (228 nm, Figura 1), foi possivel tracar a curva de calibracdo do Docetaxel em etanol e,
conhecendo a equacéo da reta gerada, foi possivel determinar o coeficiente de absortividade molar, € (pela
inclinacdo da reta) muito importante para quantificar o Docetaxel em formulagfes a serem preparadas, com
ciclodextrina. Os dados da curva de calibracéo estéo apresentados na Figura 2 A,B.

3.1 Curva de calibracdo DTX em etanol
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Figura 1: Espectro de absorcdo do DTX diluido em etanol no UV-VIS, evidenciando Amax em = 228 nm.
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Figura 2: Curva de Calibragéo do DTX em etanol (A); dados da curva de calibra¢éo do composto DTX em etanol (B).
De acordo com a curva de calibracdo temos que a equacéo da reta € representada pela equagéo 1:
Iy = 3,04815E7° + 16,02411 x Q)
O coeficiente de absortividade molar (€) do DTX em etanol, determinado pelo coeficiente angular da
reta, foi determinado = 16024,11 Lmol-cm.

Absorbancia em 228 nm

3.2 Curva de calibracdo DTX em tampé&o acetato a pH =4,5
Preparou-se uma solucdo de DTX estoque (1.10* mol.L'1 ) em tampé&o acetato e realizou-se a
varredura para determinacdo do comprimento de onda de méxima absor¢éo do composto em pH 4,5
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Figura 3: Varredura de DTX entre 190-500 nm, em tamp&o Acetato pH= 4,5. Figura 4: Curva de calibrago e limite de solubilidade do DTX em
Amax = 232 nm tampéo acetato pH = 4,5.

As diluicdes de DTX em tampdo acetato em pH 4,5, foram feitas para constru¢cdo da curva de
calibrac@o, medida em 230 nm. Com os dados obtidos construimos as curvas de calibracdo apresentando
uma pequena inflexao, ocasionada pela saturacdo do composto (méxima solubilidade aquosa). O limite de
solubilidade do composto foi determinado no ponto de inflexdo, como mostrado na Figura 4.

De acordo com os dados obtidos o limite de solubilidade do DTX em pH 4,5 foi de 0,054 mmol.L2.

ApoOs determinado o limite de solubilidade, repetimos o experimento de determinacao do coeficiente
de absortividade molar, utilizando somente concentragfes abaixo da inflexdo / solubilidade aquosa (Figura
5).
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Figura 5: Curva de calibracdo do DTX em Tampéo acetato (A) pH = 4,5; Dados da curva de calibracao(B).
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De acordo com a curva de calibragdo no pH, temos que a equacdo da reta é representada pela
equacao 2:

v = 2,96894E 8 + 1,57437x )
Dessa forma o coeficiente de absortividade molar (€) do composto em tampéo Acetato pH 4,5 é
representado pelo coeficiente angular da reta, equivalente a 1574,37 Lmoltcm™.

3.4. Complexo de inclusédo entre docetaxel e Sulfo-butil-beta-ciclodextrina

Apbs preparo do complexo e sua liofilizacdo (conforme descrito em métodos), realizou-se medidas
de absorcdo no UV-Vis para observar se houve alteracdes importantes na absortividade (e solubilidade) do
docetaxel que seriam indicativos de complexagdo com ciclodextrina. Para tanto, o p6 do complexo
liofilizado foi diluido em tampé&o pH 4,5 ou etanol, para leitura no espectrofotdbmetro, como descrito a seguir.

3.4.1 Absorbéancia do complexo docetaxel:Sulfo-butil-beta-ciclodextrina diluido em etanol.

A partir do complexo liofilizado, foi preparada suspensédo na concentracdo de 7,55x10 M. Para isso
calculamos a proporcdo de DTX no complexo, somando as massas molares na propor¢cdo de 1:10
(1x807,79 +:10x1135 = 12157,9 chegando a 6,6%). Com isso pesamos 0,1833 g do complexo que foi
diluido em 20 mL de etanol. A medida de absorbancia entre 200-500 nm foi feita, determinando-se o
comprimento de onda de maxima absor¢éo em 228 nm (Figura 6):
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Figura 6: Varredura no UV-VIS do complexo DTX:SBE-BCD em etanol, ; max = 228 nm.

A leitura da absorbancia foi feita em triplicata no comprimento de onda de 228 nm, o0 mesmo

comprimento de onda maximo determinado para o docetaxel em etanol (Figura 1). A média das
absorbancias foi determinada em 0,3048. A partir da absor¢cdo média (0,3048) foi possivel calcular a
concentracdo exata de DTX na amostra do complexo, a partir da reta da curva padréo (equagéo 1),
determinando-se a concentracéo de 1,90.10-° M de docetaxel no complexo.
No complexo preparado na razdo molar 1:10 DTX:CD, a propor¢cdo em massa do docetaxel é de 7,118%
(SF-BCD). Considerando que a massa pesada do complexo foi de 0,1833 g, quando diluida em 20 mL a
concentracdo de DTX esperada seria de 7,5x10 caso a complexacdao tivesse sido de 100%, porém, com a
concentracdo obtida pela equacao da reta, significa que foi complexado 0,19x10* M. Isso quer dizer que foi
complexado menos DTX do que a massa total no complexo, quando a diluicéo foi feita em etanol.

Para verificar se as propriedades 6ticas do DTX néo se alteravam quando ele estava complexado,
em uma concentracao de 5x10- realizou-se duas varreduras para comparacéo do docetaxel livre em etanol
e do complexo liofilizado em etanol. Os resultados sdo dados na Figura 7A.
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Figura 7:Espectro de absor¢do no UV-VIS, do DTX (5.10°° M) livre e complexado com SB-ACD, em etanol (A) e em tamp&o acetato, pH 4,5 (B)
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O comprimento de onda se manteve muito proximo ao do DTX livre em etanol, entre 228-229 nm.
N&o houve variagéo significativa na intensidade de absorcéo.

3.4.2 Medidas de absorbancia do complexo (docetaxel + Sulfobutil-beta-ciclodextrina)
diluido em tampdao acetato pH 4,5

Foi feito o mesmo procedimento descrito acima, porém, dessa vez o pé liofilizado do complexo foi
diluido em tampéo acetato de pH 4,5. A partir da absorbancia média (0,3078) medida foi possivel calcular a
concentracdo exata utilizada, a partir da equacao 3, determinando-se concentragédo igual a 1,955.10%* M de
docetaxel solubilizado no complexo em tamp&o acetato, pH 4,5.

Este resultado é relevante pois, se ndo houve modificacdo da absorcdo do DTX (livre vs.
complexado) indica que foi possivel solubilizar 1,955.10* M, isto é concentracdo 3,6x maior que a
solubilidade do farmaco determinada neste pH (5,4.10-°M — Figura 4).

Para saber se houve variacdo na absorcéo do DTX, preparamos solu¢des de DTX na concentracao
de 5x10° M livre e complexado com SBE-B-CD, como mostrado na Figura 7B. Ao analisar as duas curvas,
observou-se que o comprimento de onda maximo do DTX em tampao quase né&o variou (230-231 nm —
Figura 7B), porém houve aumento da intensidade de luz absorvida (efeito hipercrémico) quando o DTX foi

incluido na cavidade da ciclodextrina, evidenciando a formacéo do complexo.

3.4.3 Complexo de inclusdo docetaxel:gama ciclodextrina

Assim como feito com a sulfo-butil-beta-ciclodextrina (SB-BCD) o mesmo procedimento foi realizado
com a gama ciclodextrina (y-CD) para o preparo do complexo e sua posterior liofilizacdo, mudando a massa
utilizada, pois a massa molar da y-CD (1297,2 g) e da SB-BCD (1135 g), sao diferentes.
3.4.3.1 Medida de absorbancia do complexo DTX em gama ciclodextrina diluido em etanol

A partir do complexo liofilizado, foi preparada uma solu¢cdo numa concentracdo de 9,97 x10° M.
Sabendo que a porcentagem de DTX no complexo de razdo molar 1:10 é de 5,683%, utilizando um balédo
volumétrico foi pesado 0,0275 g do complexo e diluido em 20 mL de etanol (correspondendo a
concentracdo de 1.10-°M de DTX) A medida da absorbancia foi medida no comprimento de onda de 230 nm
no UV-Vis e foi medida em triplicata, obtendo-se os seguintes resultados:

A suspensao ficou turma (houve dispersdo de luz), ou seja, a gama ciclodextrina ndo estava
totalmente sollvel visto que sua concentra¢do é 10 x maior que a do docetaxel diluido em etanol portanto,
durante o preparo observou-se uma turbidez e o espectro de varredura nao ficou claro.

3.4.3.2 Medida de absorbancia do complexo DTX:yCD diluido em tampé&o acetato pH 4,5

A partir de uma massa (0,0137g) do complexo liofilizado, isto é, contendo 5x10° M de DTX,
solubilizamos o0 mesmo em tampao acetato, pH 4,5 e medimos a absorbéancia do DTX:

A partir da equacéo 3, foi possivel fazer o célculo para chegar na concentragdo solubilizada, de
acordo com os dados de absorbéancia obtidos (0,4577). Considerando que ndo houve efeito hipercrémico,
calculamos a concentracdo de 2,9.10% M de docetaxel no complexo, o que indicaria a formacdo do
complexo, DTX:yCD, de forma que foi possivel solubilizar 2,9.10*M, isto € 5,3x mais que a solubilidade do
farmaco determinada neste pH (5,4.10°°M).

4. CONCLUSOES:

De acordo com o estudo realizado, concluimos que foi possivel obter complexos de inclusédo do
guimioterapico docetaxel com as ciclodextrinas SB-BCD e yCD e isso se faz promissor podendo ser utilizado
como uma nova forma farmacéutica para aumento de solubilidade do farmaco em questdo. Além disso,
ciclodextrinas possuem baixo custo e séo de facil acesso bem como, facil preparo da suspensao.
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