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RESUMO

O docetaxel (DTX), um quimioterapico da classe dos taxanos, é reconhecido como
um medicamento essencial pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o
tratamento de vérios tipos de cancer, incluindo o de mama. Classificado na classe 1V
do sistema de classificacdo biofarmacéutica, 0 DTX possui baixa solubilidade em agua
(6 uM) e biodisponibilidade limitada. As formulacdes comerciais de DTX utilizam um
tensoativo ndo i6nico, o polissorbato 80, além de etanol para aumentar sua
solubilidade, o que pode agravar os efeitos colaterais da quimioterapia. Para superar
essas limitacdes, este estudo explora a complexacéo do DTX com hidroxipropil-gama-
ciclodextrina (HP-y-CD), uma estratégia promissora para melhorar a solubilidade do
farmaco. O complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD foi preparado pelo método de co-
solubilizagéo seguido de liofilizagc&o, na propor¢éo estequiométrica de 1:2, com tempo
de equilibrio de 6 horas. Técnicas de caracterizagdo como microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), calorimetria diferencial de varredura (DSC), espectroscopia de
infravermelho (FTIR), difracdo de raios X (DRX) e ressonancia magnética nuclear (*H-
RMN) com variagéo de gradiente de campo (DOSY) foram utilizadas. Os resultados
revelaram que a complexacdo aumentou a solubilidade aquosa do DTX em cerca de
25 vezes (150 pyM). A DSC demonstrou o desaparecimento do pico endotérmico do
DTX no complexo com HP-y-CD. As micrografias de MEV indicaram a perda da
estrutura cristalina do DTX com a complexacgéo, confirmada pela DRX, que revelou a
perda do padrdo cristalino do DTX complexado e alteragcdes nas dimensfes do
complexo (D=18,09, d=10,13 e h=8,07 A) em comparacdo com a HP-y-CD pura
(D=17,57, d=10,56 e h=8,96 A). Espectros de FTIR mostraram deslocamentos nas
bandas da carbonila do farmaco, sugerindo interac6es entre DTX e HP-y-CD. A
andlise de 'H-RMN (DOSY) indicou que 17% do DTX interagiu com HP-y-CD, com
uma constante de afinidade intermediaria (Ka) de 746 L/mol. Este estudo, o primeiro
a investigar a associacdo do DTX com HP-y-CD, sugere que o complexo formado é
uma estratégia promissora para aumentar a solubilidade aquosa do farmaco, com
potencial para se tornar uma nova formulagédo farmacéutica com efeitos colaterais
reduzidos e maior eficacia terapéutica contra o cancer.

Palavras-chave: cancer, docetaxel, ciclodextrinas, complexos de incluséo, sistemas
de liberag&o de farmacos, solubilidade aquosa.



ABSTRACT

Docetaxel (DTX), a chemotherapeutic agent of the taxane class, is recognized as an
essential medicine by the World Health Organization (WHO) for the treatment of
several types of cancer, including breast cancer. Classified as class IV in the
biopharmaceutical classification system, DTX has low water solubility (6 yM) and
limited bioavailability. Commercial formulations of DTX use a nonionic surfactant,
polysorbate 80, in addition to ethanol to increase its solubility, which can exacerbate
the side effects of chemotherapy. To address these limitations, this study explores the
complexation of DTX with hydroxypropyl-gamma-cyclodextrin (HP-y-CD), a promising
strategy to improve drug solubility. The DTX:HP-y-CD inclusion complex was prepared
by the co-solubilization method followed by lyophilization, in a stoichiometric ratio of
1:2, with an equilibrium time of 6 hours. Characterization techniques such as scanning
electron microscopy (SEM), differential scanning calorimetry (DSC), infrared
spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), and field gradient diffusion nuclear
magnetic resonance (*H-NMR) were used. The results revealed that complexation
increased the aqueous solubility of DTX by approximately 25-fold (150 uyM). DSC
demonstrated the disappearance of the endothermic peak of DTX in the complex with
HP-y-CD. SEM micrographs indicated the loss of the crystalline structure of DTX upon
complexation, confirmed by XRD, which revealed the loss of the crystalline pattern of
the complexed DTX and changes in the dimensions of the complex (D=18.09, d=10.13,
and h=8.07 A) compared to pure HP-y-CD (D=17.57, d=10.56, and h=8.96 A). FTIR
spectra showed shifts in the carbonyl bands of the drug, suggesting interactions
between DTX and HP-y-CD. H-NMR (DOSY) analysis indicated that 17% of DTX
interacted with HP-y-CD, with an intermediate affinity constant (Ka) of 746 L/mol. This
study, the first to investigate the association of DTX with HP-y-CD, suggests that the
complex formed is a promising strategy to increase the aqueous solubility of the drug,
with the potential to become a new pharmaceutical formulation with reduced side
effects and greater therapeutic efficacy against cancer.

Keywords: cancer, docetaxel, cyclodextrins, inclusion complex, drug delivery
systems, solubility.
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1. INTRODUCAO

O cancer é um grave problema de saude publica, sendo uma das principais
causas de morte e um obstaculo significativo para o aumento da expectativa de vida
em todo o mundo (DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2023; SIEGEL et al., 2023; SIEGEL
et al., 2024).

Globalmente, o cancer de mama € o mais comum entre as mulheres (OMS,
2021; CHAURASIA et al., 2023; SIEGEL et al., 2024). No Brasil, segundo o Instituto
Nacional de Céancer (INCA), é o mais prevalente entre as mulheres em todas as
regides do pais, superado apenas pelo cancer de pele ndo melanoma, sendo que,
73.610 novos casos sdo esperados até 2025 conforme estimativa do INCA (INCA,
2022).

A escolha do tratamento € baseada no grau, estagio e subtipo molecular do
cancer, promovendo uma terapia mais personalizada, segura e eficaz (COOMBES et
al., 2019; BURGUIN e DIORIO, 2021). A quimioterapia inclui varias familias de
medicamentos citotdxicos, como agentes alquilantes, antimetabdlitos e inibidores de
tubulina (CARVALHO, 2023). O docetaxel (DTX), cujo medicamento de referéncia € o
Taxotere®, é um quimioterapico da classe dos taxanos, administrado pela via
intravenosa para o tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de
mama (ANVISA, 2023; VASAN et al., 2023).

Apesar de ser um taxano importante utilizado em uma ampla gama de
canceres, o regime padrao de tratamento com DTX é realizado por formulacdes que
incluem polissorbato 80 e etanol como excipientes, devido a baixa solubilidade aquosa
do DTX, mas estes excipientes estdo associados a reacOes adversas graves
(MAZZAFERRO et al., 2011; AHMAD et al., 2014; IMRAN et al., 2020; CHEN et al.,
2021; WANG et al., 2024).

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos biocompativeis e
biodegradaveis obtidos a partir do amido e da ag¢do da enzima ciclodextrina-
glicosiltransferase (CGTase), sdo amplamente utilizadas na industria farmacéutica
devido a sua influéncia na solubilidade, taxa de dissolucéo, estabilidade quimica e
propriedades de absorcdo de farmacos através da formacdo de complexos de
inclusdo (DAS et al., 2019; FERREIRA et al., 2022). As CDs naturais, como alfa-

ciclodextrina (a-CD), beta-ciclodextrina (B-CD) e gama-ciclodextrina (y-CD), séo
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compostas por seis, sete e oito unidades de glicopiranose, respectivamente
(CARRIER et al., 2007; MATENCIO et al., 2020; CID-SAMAMED et al., 2022).

Com o0 avanco das tecnologias de sintese, além dos CDs naturais, também
foram desenvolvidas CDs quimicamente modificadas, como hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HP-B-CD), hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP-y-CD), sulfobutil-éter--
ciclodextrina (SBE-B-CD), dimetil-B-ciclodextrina (DM-B-CD), entre outras (MIHOUB
et al., 2018; ARRUDA et al., 2021; FERREIRA et al., 2022; JANSOOK e LOFTSSON,
2022; WANG et al., 2023). Essas modificagOes sao eficazes para aumentar ainda mais
a solubilidade das CDs e a capacidade de formacdo de complexos de incluséo, além
de ampliar as aplicacbes na industria farmacéutica (FERREIRA et al., 2022;
SARABIA-VALLEJO et al., 2023).

A HP-y-CD é um derivado hidroxialquilado da y-CD que combina uma alta
capacidade de encapsulamento com uma solubilidade elevada (> 500 mg/mL),
provavelmente devido a sua estrutura néo cristalina (BREWSTER e LOFTSSON,
2007). Estudos toxicoldgicos indicam que a HP-y-CD é amplamente segura em doses
terapéuticas (LU et al., 2024).

Complexos de inclusdo com HP-y-CD foram preparados por varios
pesquisadores, demonstrando vantagens em compara¢cdo com medicamentos nao
complexados. Por exemplo, um complexo de inclusdo 1:1 de trimetoprim e HP-y-CD
revelou aumento da estabilidade e solubilidade em comparagcdo com o trimetoprim
nao complexado (MACEDO et al.,, 2012). Estudos com bupropiona e HP-y-CD
sugerem que a HP-y-CD é uma ferramenta farmacéutica eficaz para encapsulamento
e liberacdo de farmacos (MISIUK, 2014). Além disso, a ceftazidima complexada com
HP-y-CD mostrou melhorias significativas em solubilidade, biodisponibilidade e
estabilidade em comparacdo com a ceftazidima livre (MISIUK, 2016). Complexos de
inclusdo de curcumina e HP-y-CD também demonstraram maior estabilidade em
solugéo aquosa do que o ativo livre (SHITYAKOQOV et al., 2017). A icarina, teve sua
solubilidade em agua aumentada em 654 vezes pela complexacdo com HP-y-CD,
melhorando significativamente sua dissolugdo e biodisponibilidade (DING, et al.,
2023).

Devido a importancia do DTX na terapia anticancerigena e as limitagdes
associadas ao seu uso, diversas investigacdes foram realizadas para tentar melhorar
sua solubilidade e reduzir os efeitos adversos (MAZZAFERRO et al., 2011; REN et al.,
2020; SADAQUAT e AKHTAR, 2020). Mazzaferro e colaboradores investigaram a
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interacdo do DTX com metil-beta-ciclodextrina (Me-B-CD), encontrando um aumento
significativo na solubilidade aquosa (MAZZAFERRO et al., 2011). Sadaquat e Akhtar
(2020) estudaram o efeito do 3-CD, HP-B-CD e SBE-3-CD na solubilidade e taxa de
dissolucdo do DTX, mostrando que o SBE-B-CD teve o maior efeito. Ren e
colaboradores prepararam complexos de inclusdo DTX-SBE-B-CD, observando
melhora na biodisponibilidade oral e na capacidade de inibir o crescimento de células
tumorais em comparacédo com o DTX puro (REN et al., 2020).

Considerando os estudos existentes, acredita-se que a combinagéo do DTX
com HP-y-CD, por meio da formacdo de complexos de inclusdo, pode ser uma
estratégia promissora para aumentar a solubilidade aquosa do medicamento. Vale
ressaltar que ndo foram encontrados estudos sobre a associagdo de DTX com HP-y-
CD na literatura. Esta abordagem tem o potencial de ser explorada no
desenvolvimento futuro de uma nova formulacdo de DTX, com efeitos secundarios

reduzidos e maior eficacia terapéutica contra o cancer.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Preparar o complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD e avaliar seu efeito na

solubilizacdo do DTX.
2.2. Objetivos especificos

= Caracterizar DTX livre por espectrofotometria UV-VIS;

= Determinar a solubilidade aquosa do DTX;

» Determinar o tempo de equilibrio e estequiometria ideal para formagédo do
complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD;

= Preparar o complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD, utilizando a técnica de co-
solubilizac&o, seguida de liofilizacéo;

= Determinar a solubilidade do complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD;

» Caracterizar o complexo formado (DTX:HP-y-CD), comparado ao farmaco néo
complexado, através de ensaios de calorimetria diferencial de varredura (DSC),

difracdo de Raios-X (DRX), microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
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espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e

ressonancia magnética nuclear com gradiente de campo (DOSY-'H-RMN).

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Cancer

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS, 2020) e
Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2022), o termo cancer, abrange mais de 100
diferentes tipos de doencas malignas, que podem afetar qualquer parte do corpo, as
guais tém em comum o crescimento desordenado de células que invadem tecidos e
orgaos, que podem se espalhar para outras regides do corpo, através de metastases
que tendem a ser agressivas e incontrolaveis. As células vao se diferenciar de acordo
com o local de invaséo e a multiplicacao celular vai variar de acordo com a velocidade
desse processo (DEZENA et al., 2023).

O céancer é um grande problema de saude publica em todo o mundo, sendo
uma das principais causas de morte e importante barreira para o aumento da
expectativa de vida (DE OLIVEIRA SANTOS et al.,2023; SIEGEL et al., 2023; SIEGEL
et al., 2024). Nos Estados Unidos é a segunda principal causa de morte entre as
pessoas com menos de 85 anos (SIEGEL et al., 2024). Ele surge quando uma célula
normalmente se transforma em uma célula tumoral em um processo de varios estagios
(Figura 1), que geralmente progride de uma lesdo pré-cancerosa para tumores
malignos (OPAS, 2020).

Figura 1 — Esquema representativo da forma¢&o do tumor.
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Fonte: Adaptado de INCA, 2022.

O numero de pessoas vivendo com o diagndéstico de cancer aumentou
globalmente devido a uma populagéo crescente e envelhecida, maior exposicéo a

fatores de risco, deteccéo precoce facilitada por métodos de triagem aprimorados para
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alguns tipos de cancer e avang¢os nos tratamentos, resultando em melhor progndstico
e sobrevida (FERRIS et al., 2023). Milhdes de novos casos de cancer séo
diagnosticados anualmente no mundo e, para ter melhores chances de controle e
sobrevida, os pacientes precisam iniciar tratamento o quanto antes (GUPTA et al.,
2023).

Estima-se que ocorram 1.680 mortes diarias por cancer nos Estados Unidos,
em 2024. O progresso na prevengao ainda permanece lento e a incidéncia continua a
aumentar em 6 dos 10 principais tipos de cancer, como mama, prostata, Utero,
pancreas, orofaringe, figado (em mulheres), rim, melanoma, além dos canceres de
colo do utero e de mama em jovens adultos. Entre adultos com menos de 50 anos, o
cancer colorretal tornou-se a principal causa de morte em homens e a segunda em
mulheres (atrds apenas do cancer de mama). Além disso, o perfil etario dos pacientes
com cancer tem mudado de idosos para individuos de meia-idade (SIEGEL et al.,
2024).

No Brasil, é esperado que até 2025 ocorram 704 mil casos novos de cancer,
ou 483 mil se excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma, que é o mais
incidente, com 220 mil casos novos (31,3%), seguido pelos canceres de mama, com
74 mil (10,5%); prostata, com 72 mil (10,2%); célon e reto, com 46 mil (6,5%); pulméo,
com 32 mil (4,6%); e estbmago, com 21 mil (3,1%) casos novos (INCA, 2022).

3.2. Cancer de mama

O cancer de mama descreve um grupo de doencas biologicamente e
molecularmente heterogéneas, com comportamentos distintos, sendo causado pela
multiplicacdo desordenada de células anormais da mama, que forma um tumor com
potencial de invadir outros orgaos (FENG et al., 2018; INCA, 2022).

A heterogeneidade deste céancer pode ser observada pelas diferentes
manifestagbes clinicas, morfolégicas, assinaturas genéticas e nas respostas
terapéuticas. O aparecimento de ndédulo, geralmente indolor, duro e irregular € o
sintoma mais comum, mas ha tumores que séo de consisténcia branda, globosos e
bem definidos. Outros sinais incluem: edema cutaneo semelhante a casca de laranja,
retragdo cutanea, dor, inversdo do mamilo, hiperemia, descamagéo ou ulceracdo do

mamilo e secrecdo papilar. A secrecdo associada ao cancer geralmente é
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transparente, podendo ser rosada ou avermelhada devido a presenca de glébulos
vermelhos, podem também surgir linfonodos palpaveis na axila (INCA, 2022).

Mundialmente, o cancer de mama é o tipo de cancer que mais acomete
mulheres (CHAURASIA et al., 2023; SIEGEL et al., 2024; WHO, 2021). No Brasil, € o
tipo mais incidente em mulheres de todas as regides, depois do cancer de pele ndo
melanoma. Com base na estimativa levantada pelo INCA em 2023, o numero
estimado de casos novos de cancer de mama no pais até 2025, é de 73.610 casos,
correspondendo a um risco estimado de 66,54 casos novos a cada 100 mil mulheres
(INCA, 2022).

Nos Estados Unidos, a incidéncia tem aumentado lentamente, cerca de 0,6%
por ano, desde meados da década de 2000, em grande parte devido a diagnésticos
de doenca localizada e positivos para receptores hormonais. Entre 2012-2019 o
aumento da incidéncia foi mais acentuado nas mulheres com menos de 50 anos (1,1%
por ano) do que naquelas com 50 anos ou mais (0,5% por ano), atribuido, em patrte,
a uma taxa de fertilidade decrescente e ao aumento da obesidade (SIEGEL et al.,
2024).

De acordo com Nolan et al. (2023), uma combinacéo de fatores genéticos e
nao genéticos influencia a incidéncia do cancer de mama. Este ultimo, inclui idade,
fatores de risco reprodutivos (por exemplo, menarca precoce e menopausa tardia),
hormdnios femininos exdgenos, estilo de vida (por exemplo, obesidade pGés-
menopausa e consumo de alcool) e exposicao a radiacao.

Ferris et al. (2023) afirma, que o cancer de mama contribui substancialmente
para a morbidade e mortalidade feminina, justificando esfor¢os de pesquisa no sentido
da busca por tratamentos mais eficazes e seguros.

O prognostico do cancer de mama depende do estadiamento da doenca
(Figura 2), das caracteristicas do tumor e quando diagnosticado no inicio, tem maior
chances de cura, pois possibilita tratamento em tempo oportuno, maior sobrevida e
menor morbidade (GARCIA-OLIVEIRA et al., 2021; INCA, 2022).

Diante da alta incidéncia e mortalidade do cancer de mama, especialmente
em paises de baixa e média renda, as estratégias de prevencao, diagnostico precoce
e tratamento individualizado sdo fundamentais para melhorar os desfechos clinicos
(CHAURASIA et al., 2023; WHO, 2021). Apesar dos progressos, desafios como a

desigualdade no acesso ao tratamento e o impacto de fatores sociais e econdmicos
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na saude das mulheres ainda precisam ser superados para garantir melhores
resultados globais (SIEGEL et al., 2024).

Figura 2 — Estadiamento do cancer de mama [a] Tumor tem até 2 centimetros e que nédo se espalhou;
[b] Tumor tem 2 a 5 centimetros e que pode se espalhar para os linfonodos préximos; [c] Tumor de
qualquer tamanho e que pode se espalhar para os linfonodos e parede toracica; [d] Cancer
metastatico que se espalhou para outros 6rgaos e/ou tecidos.

[a] [b]

[c] [d]

Fonte: Adaptado de INCA (2022).

As principais classificagbes dos canceres de mama sao determinadas pela
histopatologia e por caracteristicas moleculares (HARBECK et al., 2019; WAKS e
WINER, 2019). Histologicamente, o subtipo mais comum €é o carcinoma ductal
invasivo (50 - 75% dos pacientes), seguido por carcinoma lobular invasivo (5 - 15%
dos pacientes), carcinomas ductais/lobulares mistos e outras histologias mais raras
constituem o restante dos pacientes (WAKS e WINER, 2019).

Quanto as caracteristicas moleculares, a presenca e auséncia de marcadores
especificos: receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e o receptor
do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), separa o cancer de mama em
trés tipos basicos: receptores hormonais positivos (RH*), receptor do fator de
crescimento epidérmico humano positivo (HER2*) e canceres de mama triplo negativo
(FENG et al., 2018).
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A escolha do tratamento € baseada no grau, estagio e subtipo molecular
visando obter a terapia mais personalizada, segura e eficiente. Para o cancer de
mama ndo metastético, a terapia estratégica envolve a remoc¢ao do tumor por meio de
cirurgia completa ou conservadora da mama com radioterapia pré-operatéria
(neoadjuvante) ou pos-operatéria (adjuvante) e terapia sistémica, incluindo
guimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia. Para o cancer de mama metastatico,
sdo usadas as mesmas terapias sistémicas, objetivando conter a propagacdo do
tumor, uma vez que este tipo permanece incuravel (BURGUIN e DIORIO, 2021;
COOMBES et al., 2019).

A quimioterapia compreende varias familias de farmacos incluindo agentes
alquilantes, antimetabdlitos e inibidores de tubulina. No tratamento quimioterapico,
sdo inumeros os efeitos colaterais causados pela toxicidade das terapias adotadas
(insbnia, fadiga, déficit cognitivo, nauseas, vomitos, anemia, perda de peso) que

muitas vezes diminuem a qualidade de vida do paciente (CARVALHO, 2023).

3.3. Quimioterapicos taxanos

Os taxanos sdo uma classe de diterpenos amplamente conhecidos por suas
propriedades anticancerigenas, sendo derivados de plantas do género Taxus spp.
(familia Taxaceae) (ARRUDA et al., 2022). O primeiro taxano a receber aprovacao da
Food and Drug Administration (FDA) foi o paclitaxel (comercializado como Taxol®) em
1992, seguido pelo docetaxel (Taxotere®) (BRANDAO et al., 2010).

Por mais de quatro décadas, a atividade anticancerigena dos taxanos foi
atribuida principalmente a sua agéo sobre os microtubulos, estruturas essenciais para
a divisdo celular, uma vez que, esses farmacos estabilizam os microtibulos,
impedindo sua despolimerizacdo, o que leva a formacdo anormal do fuso mitético e
blogueia a progresséao da mitose. Como resultado, as células tumorais séo incapazes
de completar a divisdo celular, resultando em apoptose. Embora essa seja a
explicacdo classica baseada em estudos in vitro, pesquisas recentes em modelos
animais e em pacientes com cancer indicam que os taxanos podem induzir apoptose
de maneira independente da interrup¢cdo mitotica, ampliando o entendimento dos
mecanismos de acdo desses compostos em um contexto in vivo (Vennin et al., 2023).

Embora compartilhem um mecanismo de acéo semelhante, o docetaxel (DTX)

tem uma afinidade de ligagdo a subunidade beta () da tubulina quase duas vezes
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maior que o paclitaxel (PTX), o que pode contribuir para sua maior eficacia em
determinadas situacdes clinicas (BELANI, 2004).

Os taxanos sdo amplamente utilizados em protocolos de quimioterapia para
tratar varios tipos de cancer, com destaque para cancer de mama e cancer de pulmao.
No entanto, a terapia com taxanos esta associada a uma seérie de efeitos colaterais
significativos, como neuropatia periférica, que pode resultar em dor crénica e perda
de funcdo motora; neutropenia febril, que aumenta o risco de infec¢des graves; além
de convulsdes e encefalopatia, que podem comprometer a funcdo neuroldgica
(VENNIN et al., 2023). Esses efeitos adversos limitam o uso prolongado, exigindo
monitoramento cuidadoso e ajustes na dosagem para minimizar o impacto sobre a
qualidade de vida dos pacientes.

Do ponto de vista farmacotécnico, 0s taxanos sdo moléculas hidrofébicas que
requerem o0 uso de surfactantes para serem solubilizadas em formulacbes
intravenosas. Contudo, o uso desses excipientes, como o Cremophor EL® (para o
PTX) e o Polissorbato 80 (para o DTX), podem alterar a farmacocinética dos farmacos,
resultando em uma absor¢ao néo linear, além de reduzir a disponibilidade do farmaco
na corrente sanguinea, limitando sua eficacia terapéutica e como consequéncia
menos farmaco ativo atinge as células tumorais, o que pode comprometer o efeito
terapéutico (ARRUDA et al., 2022; ASHRAFIZADEH et al., 2020).

3.3.1. Docetaxel (DTX)

O docetaxel (DTX) é um analogo semissintético do paclitaxel (PTX), obtido a
partir da 10-desacetilbacatina-1ll (10-DAB), extraida das folhas da arvore Taxus
baccata (teixo europeu) (ARRUDA et al., 2021; SADAQUAT et al., 2021). Assim como
o PTX, o DTX esta listado como um dos medicamentos essenciais da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), sendo considerado um quimioterapico essencial para o
tratamento de diversos tipos de cancer (WHO, 2023).

O DTX foi aprovado pela primeira vez nos Estados Unidos em 1996,
inicialmente para o tratamento de cancer de mama avancado e cancer de pulméo de
células ndo pequenas (GRAY et al., 2023; PETRONILLE et al., 2020). Atualmente,
além dessas indicacdes, o DTX é amplamente utilizado para o tratamento de cancer

gastrico, de prostata, de cabeca e pescoco, seja em monoterapia ou em combinacéo
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com outros farmacos como a doxorrubicina, capecitabina e cisplatina (ANVISA, 2023;
VASAN et al., 2023).

A molécula de DTX (representada no Quadro 1) apresenta baixa solubilidade
em meio aquoso (2 a 4,93 mg/L), além de ser um composto altamente lipofilico (log P
> 3) e possuir uma massa molecular elevada (807,87 g/mol), o que contribui para sua
classificagdo como uma molécula "bola de graxa". Essas caracteristicas justificam sua
limitada solubilidade em agua (CARVALHO, 2023; FANG et al., 2015; MAZZAFERRO
et al., 2011).

Quadro 1 — Informag6es Docetaxel (DTX).

CH, O
Sl
H,C 0

Férmula estrutural DTX

H

0n hid

o]
Solubilidade em agua (mg/L) | 2a 4,93
Massa molar (g/mol) 807,87
Formula molecular Ca3Hs3NO14
Aspecto P¢ cristalino branco ou quase branco.
Solubilidade Praticamente insoltvel em &agua, liviemente solivel em etanol

anidro, soltiivel em cloreto de metileno.

Ponto de fusao (°C) 232
logP 4,1
pKa 10,97
Absorc¢édo no UV (nm) 232

Fonte: Adaptado de FANG et al. (2015); PUBCHEM (2023); USP (2020); MAZZAFERRO et al. (2011).
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De acordo com HOU et al. (2021), o DTX apresenta uma atividade antitumoral
potente, no entanto, sua aplicacéo clinica ainda € limitada por sua baixa solubilidade
em agua, distribuicdo seletiva insuficiente e rapida eliminagdo do organismo, o que
afeta sua eficacia terapéutica, exigindo o desenvolvimento de formula¢des otimizadas.
Além disso, as formulacdes disponiveis comercialmente contém excipientes, como o
polissorbato 80 e o etanol, que estdo associados a alta toxicidade, incluindo
hepatotoxicidade e reacdes de hipersensibilidade graves, como anafilaxia, mesmo
com o uso de pré-medicacdo com corticosteroides (AHMAD et al., 2014; CHEN et al.,
2021; MAZZAFERRO et al., 2011).

Alguns dos efeitos adversos relacionados ao DTX incluem neutropenia,
neuropatia periférica e estenose do ducto nasolacrimal, além de retencdo grave de
liquidos. A neutropenia, aumenta o risco de infec¢bes graves, sendo uma das
principais complicacbes hematoldgicas associadas. J4 a neuropatia periférica, pode
limitar a capacidade do paciente de realizar atividades diarias e é dose-dependente,
frequentemente piorando com o uso continuo do farmaco. A estenose do ducto
nasolacrimal pode causar lacrimejamento excessivo e desconforto ocular. Além disso,
a retencéo de liquidos pode resultar em edema, ascite e derrame pleural (AGUEROS
et al., 2009; HAGER et al., 2024).

Essas reacdes podem ser atenuadas com o uso de corticosteroides, como a
dexametasona, que auxilia na reducéo da inflamacao e previne a retencédo de liquidos.
No entanto, o uso prolongado de corticosteroides, especialmente em doses elevadas,
também estd associado a uma série de efeitos colaterais, como imunossupressao,
aumento do risco de infec¢des, osteoporose e hiperglicemia. Além disso, estudos
indicam que o uso cronico de corticosteroides pode aumentar a depuracao do DTX,
diminuindo sua eficacia antitumoral e potencialmente exigindo ajustes na dose para
manter a resposta terapéutica ideal (AGUEROS et al., 2009; HAGER et al., 2024).

Outro ponto critico é a presenca de etanol como excipiente, uma vez que pode
causar intoxicacéo alcodlica, principalmente em pacientes sensiveis, como aqueles
que ja apresentam disfuncdo hepatica ou comprometimento metabdlico. Casos de
intoxicagdo aguda por etanol durante a infusdo intravenosa ja foram relatados pelo
FDA, levando a recomendacdo de monitoramento rigoroso desses pacientes para
evitar complicacbes como sonoléncia, vertigem e, em casos mais graves, depressao
respiratoria (FDA, 2014).
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Embora existam bastante desafios clinicos, o DTX continua sendo um dos
medicamentos quimioterapicos mais lucrativos, gerando cerca de US$ 3,5 bilhdes em
receita global. O mercado de DTX esta projetado para crescer a uma taxa anual de
3,10% entre 2023 e 2031, com a Europa liderando esse aumento, devido a demanda
crescente por alternativas terapéuticas eficazes no tratamento de canceres resistentes
(BEHESHTIZADEH et al., 2024).

Até 2010, o DTX era comercializado na Europa em uma apresentacdo com
dois frascos separados: um contendo DTX, &cido citrico e polissorbato 80, e o0 outro
com etanol a 95% em agua para injecdo. Esse processo complexo de preparacao,
além de potencialmente gerar erros durante a mistura, também apresentava maiores
riscos de cristalizacdo. Em resposta a esses desafios, a Sanofi-Aventis, em 2010,
lancou uma nova apresentacdo em frasco Unico (solugcdo concentrada para
administracdo parenteral apods diluicdo). Essa reformulacéo, simplificou o processo de
preparo, reduziu o tempo de manuseio pelos profissionais de salde, mas nao eliminou
totalmente o risco de cristalizagdo (PETRONILLE et al., 2020).

No Brasil, o taxotere® continua sendo o medicamento de referéncia registrado
na ANVISA para a forma farmacéutica solucao injetavel (Tabela 1), disponivel em
apresentacoes de 20 mg/1,0 mL e 80 mg/4,0 mL. O processo de preparo da solucéo
para administracdo intravenosa, envolve a retirada da quantidade necessaria da
solucdo concentrada de taxotere®, essa quantidade é transferida, através de uma
injecdo Unica, para uma bolsa ou frasco de infusdo com 250 mL de solucao glicosilada
a 5% ou solucéo de cloreto de sédio 0,9%, a qual, deve ser utilizada dentro de 6 horas
(incluindo 1 hora de infusdo intravenosa), uma vez que é supersaturada, e portanto,

pode cristalizar com o tempo (ANVISA, 2023).

Tabela 1 — Formulacédo Taxotere®.

Componente Funcéo

Docetaxel Principio ativo
Polissorbato 80 Solvente/tensoativo
Alcool etilico Co-solvente/ veiculo
Acido citrico Agente corretor de pH

Fonte: Autor (2023).
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3.3.1.1. Mecanismo de acdo do DTX

O principal mecanismo anticancerigeno do DTX esta relacionado a sua
capacidade de interromper a funcédo dos microtubulos durante a progressao do ciclo
celular, especificamente na fase G2/M, levando a apoptose (YANG et al., 2022). Os
microtUubulos desempenham papéis cruciais na biologia celular, como manutencédo da
forma celular, motilidade e, principalmente, na divisdo celular (SOUZA, 2004). Eles
sao formados por dimeros de tubulina, compostos por subunidades alfa (a) e beta (B),
gue se polimerizam por meio da ligacdo a moléculas de GTP (guanosina 5' trifosfato),
formando a estrutura dos microtubulos (SOUZA, 2004; YANG et al., 2022).

O DTX se liga diretamente a subunidade B da tubulina, estabilizando os
microtubulos e impedindo sua despolimerizacéo (Figura 3). Esse bloqueio na dinamica
dos microtubulos interrompe a diviséo celular, resultando em apoptose (GUPTA et al.,
2023).

Figura 3 — Mecanismo de agéo proposto para o DTX (a) Representagdo de um microtubulo; (b)
Ligacao do docetaxel a subunidade (3 da tubulina, que compde o microtubulo.

Fonte: Adaptado de IMRAN et al. (2020); CARVALHO (2023).

O complexo formado entre os microtibulos e o DTX ndo tem a capacidade de
se desmontar, o que compromete a funcdo celular. A instabilidade dindmica dos
microtubulos, que envolve o encurtamento e alongamento constantes, € essencial
para a divisao celular. A interrupcao dessa dindmica nas fases de metafase e anafase
impede a divisao celular e resulta em morte celular (CHAURASIA et al., 2023; GAO et
al., 2015; GUPTA et al., 2023). Além de sua a¢do nos microtubulos, o DTX também
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inibe a angiogénese e afeta a via apoptotica, contribuindo para a morte celular tumoral
(CARVALHO, 2023; NERIS et al., 2016).

Além dos efeitos diretos sobre os microtubulos, o DTX induz a formacao de
agregados andmalos, causando estresse intracelular, o que intensifica a destruicdo
das células tumorais. Por isso, o DTX € amplamente utilizado no tratamento de
canceres solidos, como cancer de mama, préstata e pulméo, especialmente em
estagios avancados (FANG et al., 2015; MAZZAFERRO et al., 2011).

Além de suas propriedades citotdxicas, o DTX tem efeitos antitumorais
indiretos, como a inducao de senescéncia celular, impedindo que as células tumorais
avancem no ciclo celular mesmo sem apoptose imediata. Estudos também indicam
que o DTX pode modificar o microambiente tumoral, interferindo na angiogénese e na
invasdo celular, o que ajuda a reduzir a progressao tumoral, além de aprimorar a
resposta imunoldgica, promovendo a exposi¢do de antigenos tumorais e facilitando a
acao de células imunologicas contra as células cancerigenas (BEHESHTIZADEH et
al., 2024).

3.3.1.2. Farmacocinéticado DTX

A toxicidade do DTX depende da via de administracdo e de seu perfil
farmacocinético, o qual segue um modelo de trés compartimentos. Ele apresenta
trés fases diferentes com distintas meias-vidas: alfa (4,5 min), beta (38,3 min) e gama
(12,2 h). Inicialmente, hd uma rapida distribuicao para os tecidos periféricos, seguida
por uma fase terminal mais prolongada (FARHA, 2024).

A area sob a curva (AUC) é proporcional a dose administrada em infusdes de
75 mg/m? a 100 mg/m?, o que demonstra um comportamento linear dentro dessa
faixa de dosagem O DTX é tipicamente administrado por via intravenosa (semanal
ou a cada trés semanas), resultando em niveis elevados do medicamento no figado,
musculos, estbmago e ductos biliares, embora sua depuracdo ocorra rapidamente
nos primeiros 15 minutos apos a administracdo (BEHESHTIZADEH et al., 2024).

O volume de distribuicio em estado estacionario é estimado em
aproximadamente 113 litros, indicando uma ampla disseminacdo nos tecidos
corporais. O DTX liga-se predominantemente a lipoproteinas, albumina e outras
proteinas plasmaticas, com cerca de 94% a 97% do farmaco se ligando
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principalmente a a1-glicoproteina acida (AAG), o que limita a fracao livre disponivel
para sua acao terapéutica (BRADSHAW-PIERCE, 2007; FARHA, 2024).

Quando administrado por via oral, a concentracao significativa de glicoproteina
P no trato gastrointestinal e a forte tendéncia do DTX de se ligar a ela resultam em
uma biodisponibilidade oral inferior a 10% (BEHESHTIZADEH et al., 2024). O
metabolismo do DTX ocorre predominantemente no figado, mediado pela enzima
CYP3A4, que transforma o farmaco em metabalitos inativos. Aproximadamente 70%
a 80% do DTX é metabolizado por essa via, destacando a relevancia da funcéo
hepatica para sua eliminacdo (GAO et al., 2015; BRADSHAW-PIERCE, 2007). A
coadministracdo de medicamentos que inibem ou induzem a CYP3A4 pode alterar
significativamente a farmacocinética do DTX, aumentando o risco de toxicidade ou
diminuindo sua eficacia (BRADSHAW-PIERCE, 2007).

A excrecao do DTX ocorre predominantemente pelas fezes, com cerca de 75%
do farmaco sendo eliminado por essa via, e apenas 6% sendo excretado pela urina
(FARHA, 2024).

A meia-vida de eliminagéo terminal do DTX varia consideravelmente, com
valores médios na literatura entre 11 e 116 horas, sugerindo uma alta variabilidade
interindividual (BRADSHAW-PIERCE, 2007). Essa variabilidade destaca a
importancia de ajustar a dose em pacientes com comprometimento hepatico, que
podem ter uma meia-vida prolongada e, consequentemente, maior risco de
toxicidade (EMA, 2024).

3.3.1.3. Solubilidade do DTX

A solubilidade é uma das principais caracteristicas que determinam o
desenvolvimento de novos medicamentos, bem como a escolha da forma
farmacéutica e, consequentemente, a eficacia dos medicamentos. Por esse motivo, é
amplamente estudada por pesquisadores, tanto na industria quanto na academia, com
o objetivo de melhorar essa propriedade fisico-quimica, inerente a cada tipo de
molécula, e viabilizar formulacdes farmacéuticas que garantam seguranca e eficacia.
(DAS et al., 2020; DE VARGAS et al., 2012; GOMES et al., 2015).

Farmacos pouco soliveis em agua sao um desafio para o desenvolvimento

farmacéutico e aplicacdo clinica (LIU et al., 2023), visto que a solubilidade é
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fundamental para alcancar a concentracdo desejada do farmaco na circulagcéo
sistémica (NICOLETTI et al., 2023).

Em 1995, Amidon e colaboradores propuseram o Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica (SCB), que divide os farmacos de acordo com suas caracteristicas
de solubilidade e permeabilidade em quatro classes (Tabela 2) (AMIDON et al.,
1995). O SCB é uma abordagem cientifica baseada nas caracteristicas de
solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal da substéncia ou substancias
medicamentosas (FDA, 2022).

Tabela 2 — Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) proposto por Amidon et al. (1995).

Classe | Classe I Classe lll Classe IV
Solubilidade Alta Baixa Alta Baixa
Permeabilidade Alta Alta Baixa Baixa

Fonte: Adaptado de AMIDON et al. (1995).

De acordo com o FDA, um farmaco é considerado altamente solluvel quando
a sua maior dose € solavel em 250 mL (volume segundo o protocolo de estudos de
bioequivaléncia) ou menos, em meio aquoso na faixa de pH de 1,0-7,5. Caso contrario,
o farmaco é considerado pouco soluvel. Por outro lado, a classificacdo de
permeabilidade é baseada diretamente na extensao da absorcdo no intestino, in vivo
ou in vitro. Um farmaco permeavel é aguele em que a biodisponibilidade absoluta é =
85% ou ainda = 85% da dose administrada for recuperada na urina como inalterada
(FDA, 2022).

A baixa solubilidade em &gua limita a biodisponibilidade e a absor¢cédo de
farmacos (CHEN et al., 2011), além de afetar a estabilidade da formulacdo (KIPP,
2004). Moléculas hidrofobicas geralmente requerem altas doses e precisam de
regimes de alta dosagem para atingir as concentragdes plasmaticas terapéuticas apés
a administracao (BHALANI et al., 2022).

As formulacdes parenterais evitam o trato gastrointestinal, o que permite uma
melhor biodisponibilidade do farmaco em comparagdo com formulagbes orais,
caracteristicas que as torna extremamente Uteis na pratica clinica, pois fornecem uma
via alternativa para administrar medicamentos. No entanto, no desenvolvimento de

uma formulag&o parenteral, as propriedades intrinsecas do farmaco, principalmente a



28

baixa solubilidade, sdo um dos maiores desafios a serem superados, visto que a
maioria das formulacdes parenterais sdo a base de agua. Além disso, escolher os
excipientes certos para formulacdes pode ser extremamente dificil, especialmente
para farmacos pouco solaveis em dgua como 0s quimioterapicos, uma vez que alguns
excipientes como os surfactantes (apesar da melhora aparente da solubilidade em
agua do insumo ativo) podem causar intolerancia no local da injecéo (FERREIRA et
al., 2022).

O DTX é classificado como um farmaco de classe |V, caracterizado por baixa
solubilidade e baixa permeabilidade. Para melhorar sua solubilizacdo, utilizam-se
surfactantes ndo iénicos, como o polissorbato 80, e etanol (BHALANI et al., 2022;
AHMAD et al., 2014; MAZZAFERRO et al., 2011). O polissorbato 80 desempenha um
papel crucial nesse processo, formando micelas, estruturas esféricas em que as
partes hidrofébicas encapsulam o farmaco lipofilico no interior, aumentando sua
solubilidade em meio aquoso (BHALANI et al., 2022). O etanol, por sua vez, reduz a
polaridade do meio, facilitando ainda mais a solubilizagdo do DTX ao diminuir a tensao
superficial da solugdo (GHADI e DAND, 2017). No entanto, 0 uso desses solventes
pode resultar em toxicidade e reacfes adversas (AHMAD et al., 2014), conforme ja

mencionado acima.
3.4. Ciclodextrinas (CDs)

As CDs séo conhecidas ha muitas décadas. A primeira descrigéo cientifica foi
em 1891, por Antoine Villiers, que estudou a obtencdo de dextrinas cristalinas por
meio da digestdo enzimatica de amido de batata por Bacillus amylobacter
(LOFTSSON e DUCHENE, 2007). Em 1953, a primeira patente para 0 uso em
produtos farmacéuticos com CDs foi obtida por Freudenberg e colaboradores
(FERREIRA et al., 2022).

Uma pesquisa realizada na plataforma SciFinder, utilizando a ferramenta
Chemical Abstracts Service (CAS), revelou que ja foram publicadas cerca de 105.000
pesquisas em todo o mundo relacionadas a CDs em geral. Esses numeros refletem a
relevancia crescente das CDs, ndo apenas em pesquisas académicas, mas tambéem
em aplicagfes industriais e tecnoldgicas. Somente em 2024, foram publicadas 3.315
novas pesquisas (Figura 4). Além das publicacdes cientificas, um total de 36.000
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patentes relacionadas as CDs ja foram depositadas globalmente, indicando o forte

potencial comercial e a diversidade de aplicacdes.

Figura 4 — NUmero de publicac6es mundiais relacionadas com CDs, no periodo entre 1942 a 2024.

1942 2025
Fonte: SciFinder (2024).

CDs séo oligossacarideos ciclicos, formados pela degradacdo enzimatica
bacteriana do amido por acdo da enzima glicosiltransferase (CGTase). Elas sdo
compostas por pelo menos seis unidades de glicopiranose ligadas por uma ligacéo a.
As CDs mais abundantes e de ocorréncia natural contém seis, sete e oito unidades
de glicopiranoses e sédo denotadas a-CD, B-CD e y-CD (Figura 5), respectivamente
(CARRIER et al.,, 2007; CID-SAMAMED et al., 2022; MATENCIO et al., 2020;
SANTOS et al., 2017; YANG et al., 2022).

A estrutura do anel macrociclico da CD é cbnica, com uma cavidade interna
gue contém um esqueleto carbonico ligado a grupos hidroxilas e oxigénios por meio
de ligagOes glicosidicas orientadas para o interior do anel. Essa configura¢éo cria uma
zona de alta densidade eletrbnica dentro da cavidade, que é hidrofébica, enquanto as
hidroxilas voltadas para o exterior tornam a superficie externa hidrofilica (NICOLETTI
et al., 2023).

A dicotomia entre o interior hidrofébico e o exterior hidrofilico é uma das
propriedades mais marcantes das CDs, conferindo-lhes a capacidade de formar
complexos de inclusdo estaveis com uma ampla variedade de moléculas, tanto
hidrofébicas quanto anfifilicas, de maneira parcial ou total. Esse encapsulamento pode

aumentar significativamente a solubilidade aparente das moléculas em agua, além de
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melhorar sua estabilidade, protegendo-as de fatores como oxidacdo, luz e calor
(JANSOOK e LOFTSSON, 2022; FERNANDEZ et al., 2019).

Figura 5 — Formulas estruturais das CDs naturais.
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Fonte: Adaptado de NICOLETTI et al. (2023).

Entre as CDs naturais, a B-CD € a que apresenta a menor solubilidade, devido
a formacdao de ligacdes de hidrogénio intermoleculares, apresentando pouca interacéo
com as moléculas da agua. Essas interagcfes tornam a estrutura rigida e impedem a
sua hidratagao pelas moléculas de agua. Na a-CD, apenas quatro das seis possiveis
ligacdes de hidrogénio podem ser estabelecidas, porque uma unidade de glicose
encontra-se em posicéao distorcida. A y-CD, por possuir uma estrutura ndo coplanar é
a mais flexivel e a mais soltvel das CDs naturais (NICOLETTI et al., 2023).

A administragcao parenteral de B-CDs pode causar nefrotoxicidade, devido a
formacao de complexos insoluveis com colesterol, e hemolise de eritrocitos (MORAES
et al., 2007). Para mitigar esses efeitos, foram desenvolvidas CDs modificadas
(Tabela 3), como hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), hidroxipropil-y-ciclodextrina
(HP-y-CD), sulfobutil-éter-B-ciclodextrina (SBE-B-CD) e dimetil-B-ciclodextrina (DM-[3-
CD) (MIHOUB et al., 2018; ARRUDA et al., 2021; FERREIRA et al., 2022; JANSOOK
e LOFTSSON, 2022; WANG et al., 2023).
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Essas modificacdes sdo eficazes para aumentar ainda mais a solubilidade das
CDs e capacidade de formacdo de complexos de inclusdo, além de ampliar suas

aplicacdes na industria farmacéutica. (FERREIRA et al., 2022; SARABIA-VALLEJO et
al., 2023).

Tabela 3 — Comparacéo entre CDs naturais e quimicamente modificadas.

A Solubilidade
Tipo de L D|am§atro em agua Massa
. . Estrutura quimica da cavidade molecular
Ciclodextrina . A (mg/mL) a
interna (A) 55 °C (g/mol)
CDs naturais
a—ciclodextrina 4,5-5,3 145 972
HO f
E
O Om
'_'gm
B-ciclodextrina & on 6,0-6,5 18,5 1135
OH OHO
Y OH OH %)H
HC ()u(z é N
OH
y-ciclodextrina 7,5-8,3 232 1297

CDs quimicamente modificados
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[continua]
Tabela 3 — Comparagéo entre CDs naturais e quimicamente modificadas.
. Diametro Solub|,||dade Massa
Tipo de . . em agua
Ciclodextrina Estrutura quimica da cavidade (mg/mL) a molecular
interna (A) o (g/mol)
25°C
o
Hidroxipropil-y- ~ ®¢ 75-83 >500 ~1576
ciclodextrina S
R
OR
RO
Sulfobutil-éter- 6.0-65 >500 2163
B-ciclodextrina ' '
HyC
)
H,(C [
Q He :
(Eg—(:' ’ ""(I)"’ v 0
o )\n, ;
Dimetil-B- K on o\ P 6,0-6,5 >500 1331

ciclodextrina

Fonte: Adaptado de MIHOUB et al. (2018) e WANG et al. (2023).
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As CDs quimicamente modificadas de maior interesse farmacéutico incluem
aquelas resultantes da introdugdo do radical hidroxipropil na B-CD e y-CD,
substituindo as hidroxilas em C2, C3 e C6. Essas modificagbes aumentam a
solubilidade e a estabilidade dos complexos de inclusdo formados com farmacos.
Outro derivado de destaque € a sulfobutil-éter-B-ciclodextrina, um derivado
polianidnico cuja introdugéo do radical R= -(CH2)aSOsNa* permite a complexacéo de
moléculas neutras. Além disso, derivados metilados, como a dimetil-B-ciclodextrina,
também sdo amplamente empregados na industria farmacéutica devido as suas
propriedades aprimoradas de solubilizacdo (JANSOOK e LOFTSSON, 2008).

As aplicacdes das CDs abrangem diversos campos, como quimica, farmacia,
biologia, medicina, industria alimenticia, cosmetologia e biotecnologia. No entanto,
seu papel mais destacado esta na industria farmacéutica (CRINI e ALEYA, 2022).

Além de melhorar a solubilidade e estabilidade de farmacos, as CDs permitem
manipular compostos volateis, reduzir sabores e odores desagradaveis e minimizar
os efeitos irritantes de certos compostos. Além disso, elas podem atuar na modulacéo
da taxa de liberagdo dos farmacos, funcionando como excipientes para liberacédo
controlada. As CDs sédo frequentemente descritas como transportadoras eficientes,
mantendo compostos hidrofébicos em solucao e facilitando sua entrega a superficie
das membranas biol6gicas (MOKHTAR et al., 2018).

Estudos demonstram que farmacos pouco sollUveis em agua, como o DTX
gquando complexados com CDs, se dispersam de forma mais eficaz em matrizes
hidrofilicas, aumentando sua solubilidade, suas concentracbes sanguineas e,
conseguentemente, suas respostas bioldgicas (HUANG et al., 2011; FERRATI et al.,
2015; CRINI e ALEYA, 2022). As CDs também atuam como intensificadoras de
permeacdo, aumentando a concentracao de farmacos nas membranas biolégicas. No
entanto, devido a sua grande estrutura e carater hidrofilico, as CDs ndo atravessam
as membranas biolégicas por difusdo passiva, sendo sua baixa toxicidade uma
vantagem significativa em comparacao com outros excipientes. Essa baixa toxicidade
se deve a sua baixa absorcao sistémica e excrecao praticamente inalterada, o que
minimiza o risco de efeitos adversos (BREWSTER e LOFTSSON, 2007).

As vantagens oferecidas pelas CDs justificam sua inclusdo em diversas

formulacdes farmacéuticas ja disponiveis comercialmente (Tabela 4).

Tabela 4 — Exemplos de medicamentos que empregam CDs, disponiveis no mercado.
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Farmaco Forma Farmacéutica CD
Limaprost Comprimido a—CD
Aceclofenaco Comprimido B-CD
Acido salicilico Logéo topica B-CD
Cetirizina Comprimido mastigavel B-CD
Dexametasona Creme tépico B-CD
[continua]

Tabela 4 — Exemplos de medicamentos que empregam CDs, disponiveis no mercado.

Farmaco Forma Farmacéutica CD
Etinilestradiol Comprimido B-CD
Histamina Creme tépico B-CD
Meloxicam Comprimido, supositério B-CD
Metronidazol Gel vaginal B-CD
Nicotina Compr_lm_ldo subll_ng,ual, B-CD
comprimido mastigavel
Nimesulida Comprimido, saché oral B-CD
Omeprazol Comprimido B-CD
Piroxicam Comprllmldo, sup,05|tlor|o, B-CD
adesivo transdérmico
Minoxidil Solucdo tépica y-CD
Solugéo If\t/’(la IM, solucéo HP- B-CD
Diclofenaco sédico Oftaimica
Solucao oftalmica HP-y-CD
Hidrocortisona Solucéo oral HP- B-CD
Solugéo IV HP-y-CD
Itraconazol
Soluc¢éo oral, solucao IV HP- B-CD
Comprimido HP- B-CD
Voriconazol
Solucéo IV SBE-B-CD
Amiodarona Solucgéo IV SBE-B-CD
Carfilzomibe Solucéo IV SBE-B-CD
Aripiprazol Solugéo IM SBE-B-CD
Tc-99m Teoboroxima Solucéo IV HP-y-CD

Fonte: Adaptado de NICOLETTI et al. (2023) e PUSKAS, et al. (2023).

3.4.1. Hidroxipropil-gama-ciclodextrina (HP-y- CD)
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A HP-y-CD é um derivado modificado da y-CD. A modificacdo hidroxipropila
envolve a substituicdo de alguns dos grupos hidroxila (-OH) nas posi¢cées C2, C3 ou
C6 das unidades de glicose pela adicdo de grupos hidroxipropila (-CH,CH(OH)CH3).
Essa modificacdo ocorre por meio de uma reacdo de alquilacdo, onde agentes de
hidroxipropilacdo, como 6xido de propileno (BREWSTER e LOFTSSON, 2007).

A adicdo de grupos hidroxipropila aumenta substancialmente sua solubilidade
em agua, chegando a mais de 500 mg/mL, devido a sua estrutura amorfa e néo
cristalina, o que facilita a formacdo de complexos de inclusdo com moléculas
hidrofébicas. Esses complexos podem aumentar a biodisponibilidade dos farmacos,
especialmente aqueles com baixa solubilidade aquosa (LOFTSSON e DUCHENE,
2007).

Figura 6 — Estrutura da HP-y- CD.
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Fonte: PUBCHEM (2024).

Alguns exemplos de formula¢cdes comerciais em que a HP-y-CD é utilizada
incluem o diclofenaco de sddio/Voltaren (colirio) da Novartis, que utiliza a HP-y-CD
para aumentar a solubilidade e biodisponibilidade ocular, o Itraconazol (solucao
injetavel) da Altan, onde a HP-y-CD solubiliza esse antifungico lipofilico, e o Tc-99
Teboroxima/Cardiotec (solucdo injetavel) da Bracco, para diagndésticos cardiacos
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(PUSKAS et al., 2023). Essas formulacées demonstram a versatilidade da HP-y-CD
em medicamentos topicos e injetaveis.

Estudos toxicologicos indicam que a HP-y-CD é amplamente segura em
doses terapéuticas. Apos a administracéo, ela é eliminada pelos rins com baixo risco
de bioacumulagao. Em comparagao com a 3-CD, a HP-y-CD tem um perfil toxicolégico
superior, com menor incidéncia de irritacdo ou reacdes adversas, além de oferecer
uma solugcdo mais segura, uma vez que nao forma complexos cristalinos nos rins,
melhorando assim a tolerabilidade e seguranca, sendo apropriada para uma
variedade de formulac@es, incluindo uso tépico e injetavel (LU et al., 2024; MORAES
et al., 2007).

A HP-y-CD possui o status GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA
e € aprovada como excipiente pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA). Isso
garante sua seguranca para 0 uso em uma ampla gama de formulacdes
farmacéuticas, permitindo sua aplicacdo em produtos inovadores com alta demanda
de solubilidade e estabilidade de farmacos (BRAGA, 2019).

3.4.2. Complexos de inclusdo (Farmaco-CD)

A principal caracteristica das CDs é a sua capacidade de formar complexos
de inclusdo pelo fenébmeno de interacdo supramolecular. No complexo de incluséo, a
molécula hospede (farmaco) é inserida na molécula hospedeira (CD), sem que haja
rompimento ou formacédo de ligacdo covalente entre o farmaco e a CD. A fracéo
lipofilica total ou parcial do farmaco pouco sollvel em agua é aprisionada na cavidade
central hidrofobica da CD (Figura 7) (SHALABY et al., 2021; NICOLETTI et al., 2023;
SADAQUAT et al., 2021).

Figura 7 — Representacao de tipos de complexos de inclusdo CD-farmaco.

Complexo de Inclusao Complexo de Inclusao
1:1 1:2
Fonte: Autor (2023).
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As forcas motrizes para a formacdo do complexo incluem a liberacdo de
moléculas de agua ricas em entalpia da cavidade hidrofébica da CDs, interacdes de
van der Waals, interac6es hidrofébicas, ligagbes de hidrogénio e interacdes
eletrostaticas. O tamanho da molécula do farmaco é um fator critico para o0 mecanismo
de inclusdo porque elas devem caber na cavidade da CD (JANSOOK e LOFTSSON,
2022).

De acordo com Nicoletti et al. (2023), existem quatro conexdes
energeticamente favoraveis que ajudam a alcancar o equilibrio para formar o
complexo de incluséo:

1. Deslocamento das moléculas de agua da cavidade da CD.

2. Aumento do numero de ligagBes de hidrogénio formadas conforme a agua
retorna para cavidade.

3. Diminuicdo de conexdes repulsivas entre molécula-héspede hidrofébica e o
meio aquoso.

4. Aumento das interacdes hidrofébicas conforme a molécula-hdspede se insere
na cavidade da CD.

Vérios farmacos anticancerigenos ja foram complexados com CD naturais e
modificadas para melhorar suas propriedades fisicas e quimicas e aumentar a
solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade, dissolucdo e diminuir a toxicidade
(SADAQUAT et al., 2021).

A complexacdo de doxorrubicina com y-CD e HP-y-CD melhorou sua
permeabilidade através da barreira hematoencefalica (MONNAERT et al., 2004). A
complexacdo do Imitanibe com B-CD, aumentou sua solubilidade (BENI et al., 2007).
A estabilidade da doxorrubicina e do PTX também aumentou ap0s a complexagao
com HP-y-CD (SINGLA et al., 2002).

Esses resultados indicam que a formacéo de complexos de inclusdo com CDs
apresenta um impacto positivo sobre diversos aspectos dos farmacos. Com DTX,
como descrito anteriormente, ha trabalhos que indicaram vantagens na taxa de
dissolucéo, biodisponibilidade oral e toxicidade contra células tumorais, apés
complexacdo com Me-B-CD, B-CD, HP-B-CD e SBE-B-CD (MAZZAFERRO et al.,
2011; SADAQUAT e AKHTAR, 2020; REN et al., 2020). Porém nao ha, de nosso

conhecimento, estudos da complexacdo com HP-y-CD.
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Varios métodos podem ser utilizados para o preparo de complexos de inclusao
incluindo:  co-solubilizagdo, co-precipitacdo, co-evaporacdo, secagem por
pulverizacdo, malaxagem, moagem, fluido supercritico e liofiliza¢cdo. Os métodos de
complexacdo empregados constituem processos de relativa simplicidade, sendo a
selecdo da abordagem experimental uma decisdo que, de maneira crucial, se pauta
nas propriedades inerentes ao farmaco em questédo, bem como na determinacao se o
processo ocorrerd em ambito laboratorial ou industrial (BHALANI et al., 2022,
JANSOOK e LOFTSSON, 2022).

4. MATERIAIS e METODOS

O farmaco docetaxel (DTX) e todos os solventes e reagentes, foram
disponibilizados pelo Laboratério de Biomembranas, Instituto de Biologia/UNICAMP e
seus parceiros. A hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP-y-CD) (Cavasol W8 HP) foi obtida

através de doacao da empresa Ashland Brasil.
4.1. Caracterizacdo do DTX livre por espectrofotometria UV-VIS

A espectrofotometria de absor¢cdo molecular no ultravioleta/visivel (UV/VIS) é
um método analitico amplamente utilizado, que se baseia na capacidade de espécies
ibnicas ou moleculares absorverem luz na faixa de 200 a 700 nm (LYRA et al., 2010).

A intensidade da radiacdo absorvida pela amostra é medida e, por meio da Lei
de Lambert-Beer, pode ser diretamente relacionada a concentracdo da espécie
absorvente (ROCHA e TEIXEIRA, 2004).

De acordo com a Farmacopeia Americana, o DTX apresenta absor¢gdo maxima
de luz em 232 nm (USP, 2020). Para confirmar esse comprimento de onda, foi
preparada uma solucdo de DTX a 6 uM, correspondente a sua solubilidade em agua
(FANG et al., 2015). O espectro de absorcao foi obtido na faixa de 200 a 500 nm,
utilizando uma cela de 1 cm de caminho Optico no espectrofotometro Bio-Varian (Cary
50/Austrélia). O mesmo experimento foi realizado utilizando tampéo acetato 0,01 M
pH 5,0.

4.2. Determinacédo da solubilidade aquosa do DTX

A solubilidade de substancia pura em dado solvente, a temperatura constante,

€ parametro caracteristico da mesma, podendo servir para fins de identificacdo e
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avaliacdo de grau de pureza (ANVISA, 2019). A solubilidade do DTX em agua foi
determinada pela area do pico, em um Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
Waters Breeze (Waters Technol, MA/JEUA) de acordo com a condi¢cdes descritas na
(Tabela 5).

O experimento foi conduzido com dez concentracdes diferentes de DTX,
variando de 1 a 10 uM, em triplicata (KONCZOL, 2018). Com os dados obtidos, foram
construidas curvas de calibragcdo para avaliar o ponto de inflexdo, correspondente a

méaxima solubilidade aquosa.

Tabela 5 — Condi¢des utilizadas no CLAE para medida de solubilidade aquosa do DTX.

Paréametros Condicbes
Coluna C18 5u 150 x 4,60 mm (Luna)
Temperatura forno 30°C
Fase Movel Agua:Metanol, 30:70 (v/v)
Fluxo 1 mL.min?
Volume de Injecéo 20 pL
Comprimento de onda 232 nm

Fonte: Autor (2024).

4.3. Preparo do Complexo DTX:HP-y-CD
4.3.1. Tempo de Equilibrio

Um requisito muito importante para a complexacao, € que o grupo hidrofébico
da molécula a ser incluida se ajuste total ou parcialmente na cavidade da CD. Para o
complexo formado, em solugéo aquosa, é estabelecido um equilibrio dinamico entre
as moléculas do hospedeiro (CD) e convidado (farmaco), pois essas moléculas
associam-se e dissociam-se constantemente (KUBOTA et al., 2010). Desta forma, a
determinacdo do tempo minimo para atingir o equilibrio de complexacdo é um
parametro importante para otimizar e garantir a reprodutibilidade do preparo de
complexos de inclusao.

O tempo de equilibrio entre o DTX e a HP-y-CD foi determinado monitorando
as alteracfes na absorbéancia a 232 nm, com medicdes realizadas a cada hora durante
20 horas, seguidas de leituras adicionais em 24 e 48 horas. A solu¢ao de DTX (6 puM)
foi exposta a um excesso de HP-y-CD (30 uM), sob agitacdo a 350 rpm e a uma

temperatura de 25 °C.
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Mudancas nas propriedades oOpticas, como deslocamentos hipercrémicos
(aumento da intensidade de absorcdo) e hipsocromicos (deslocamento do
comprimento de onda para valores menores), sao frequentemente observadas
quando o farmaco é incorporado ao complexo de CD. Essas mudancas ocorrem
porque o ambiente dentro da cavidade do complexo é menos polar em comparacao

ao meio aquoso, o0 que altera a interacdo do farmaco com a luz (MURA, 2015).
4.3.2. Determinacao da estequiometria do complexo de incluséo

Um fator importante na complexacdo de farmacos € a estequiometria do
complexo de inclusédo. As CDs formam complexos relativamente ndo especificos com
uma grande variedade de substratos e a principal condicdo a ser atendida € que o
farmaco possa se adaptar a cavidade, ainda que parcialmente (VENTURINI et al.,
2008).

Um método bem estabelecido e bastante utilizado para determinar a
estequiometria de complexos € o de Job plot ou método de variacao continua (SAHA
et al., 2016; RAJBANSHI et al., 2023).

Este método, permite que um parametro fisico diretamente relacionado com a
concentracdo do complexo possa ser medido e representado graficamente em funcao
de (r), a razdo molar farmaco/CD (LYRA et al., 2010). O valor maximo para este
parametro ocorre em: r = m / (m+n), onde m é a propor¢cao molar do farmaco e n a
proporcao molar da CD no complexo, ou seja, se a estequiometria for 1:1 (m + n = 2)
o valor maximo para o parametro examinado é observado em r=0,5 (DOMINGUES,
2020).

Para o experimento, preparou-se solucdes estoques de DTX e HP-y-CD e a
partir delas foram feitas diluicdes em um volume final de 5 mL (completado com agua
deionizada) de modo que houvesse concentragdes crescentes de DTX e decrescentes
de HP-y-CD sendo a concentracdo molar final estabelecida em 6 pM (DTX + CD),
porém com razdes molares variando de 0:10 a 10:0 de DTX e HP-y-CD (CARVALHO,
2007).

As concentracdes foram utilizadas para encontrar o valor de (r) (razdo molar
DTX/ HP-y-CD) de acordo com a Equacéo [1] (PESSINE, 2012).
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[DTX]
{[DTX]total + [HPyCD]total}

(r) = [1]

Para andlise, frascos erlenmeyers, permaneceram sob agitacdo em
temperatura ambiente a 350 rpm, respeitando-se o tempo de equilibrio (6 h)
determinado como descrito no item 4.3.1. Ao final deste tempo, foram realizadas as
leituras em triplicata, por meio de espectrofotometria UV no comprimento de onda de
232 nm, objetivando observar mudancas na intensidade da absor¢ao por variagao na

concentracdo de DTX e HP-y-CD.
4.3.3. Preparo do complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD

O complexo de incluséo entre o DTX e a HP-y-CD foi obtido utilizando o método
de co-solubilizacdo, uma técnica amplamente descrita na literatura. Esse método é
eficaz para a formacdo de complexos de inclusdo e envolve a dissolucéo tanto do
farmaco quanto da CD em solventes adequados, seguidos pela mistura dessas
solugdes sob agitacdo continua. O principio basico dessa técnica é garantir que
ambos 0s componentes estejam completamente solubilizados em solugdes
compativeis antes da mistura, permitindo que as interacdes intermoleculares ocorram
de forma eficiente (RAO et al., 2006; MELO et al., 2007; FRACETO et al., 2007).

Para a preparacao do complexo de inclusao, 12,3 uM de DTX (considerando a
massa molecular de 807,87 g/mol) foram solubilizados em 10 mL de &lcool etilico
absoluto (Labsynth Ltda, Brasil). Em paralelo, 24,6 uM de HP-y-CD (com massa
molecular de 1570 g/mol) foram solubilizados em tampéao acetato 0,01 M (pH 5,0),
respeitando a estequiometria previamente determinada no item 4.3.2 de 1:2 (DTX:HP-
y-CD).

A solugéo contendo a HP-y-CD foi adicionada lentamente a solugéo contendo
o DTX, visando garantir uma complexacdo eficiente e evitar a precipitagdo ou
formacado de agregados indesejados e a mistura foi agitada em uma chapa magnética
(Fisatom, Brasil) a 350 rpm e 25 °C, até que a completa solubilizacdo e o tempo de
equilibrio de complexacéo fossem alcancados.

Apés a formacdo do complexo, a solucdo foi submetida a um rotaevaporador
(Heidolph Hei-VAP Value Digital, Alemanha) para a remocdo dos solventes,

resultando em um sélido, o qual foi ressuspenso em tampéo acetato.



42

O material obtido foi entéo fracionado em frascos ampola de vidro e submetido
ao processo de liofilizacdo para garantir sua estabilidade (GRILLO et al., 2008; JUG e
MURA, 2018).

Figura 8 — Esquema geral do preparo do complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD.
HP-y-CD
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N
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DTX Agitacao conforme tempo Evaporagao 0 solido & Liofilizacao
em etanol de equilibrio do solvente ressuspenso em agua
Fonte: Autor (2023).

4.3.4. Liofilizagdo do complexo DTX:HP-y-CD

A secagem do complexo de inclusdo formado foi realizada através da técnica
de liofilizacdo, levando a formacéo de pés amorfos com alto grau de interacdo entre o
farmaco e a CD. Na liofilizacdo a agua é removida por sublimacao, através do
congelamento e posterior secagem primaria e secundaria sob pressao reduzida
(KUMAR et al., 2011).

A liofilizacdo do complexo foi realizada no liofilizador (LyoStar 3, SP Scientific,
EUA). As amostras foram colocadas em frascos ampola de 10 mL, os quais foram

vedados com batoque semiaberto.

4.3.5. Determinacao da solubilidade do complexo DTX:HP-y-CD

A solubilidade do complexo foi determinada pela area do pico em 232 nm,
determinada por CLAE, de acordo com a condi¢des descritas na Tabela 5 do item 4.2.
Para isso foi preparada uma solucéo saturada de DTX:HP-y-CD (300 puM) e a
partir desta foram feitas diluicdes de 6 a 300 uM, de modo que, em volume final de 2
mL (completado com tampé&o acetato 0,01 M pH 5,0), houvesse pontos acima e abaixo

da solubilidade.
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ApoGs agitacdo e centrifugacédo, o sobrenadante de cada tubo foi lido em 232
nm em um Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Waters Breeze (Waters
Technol, MA/EUA) e os resultados de variagdo de area serviram para construcao das

curvas de calibragéo.
4.4. Caracterizacado do complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD

4.4.1. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Os métodos térmicos sdo amplamente utilizados na caracterizacdo de
complexos de incluséo, principalmente pela precisdo e rapidez das andlises. DSC
permite a deteccdo quantitativa de todos 0s processos que requerem energia
(FIGUEIRAS et al., 2007). O calorimetro é um instrumento analitico importante na
caracterizacdo de interacdes de farmacos e CDs no estado sélido (ARAUJO et al.,
2009). A formacéo do complexo de inclusao pode ser identificada nos perfis de DSC,
pelo desaparecimento de picos endotérmicos ou exotérmicos e por variaces
relevantes na entalpia do pico correspondente ao farmaco puro e complexado
(RIBEIRO et al., 2003; FIGUEIRAS et al., 2007).

As medidas de DSC foram realizadas no equipamento DSC Q100 (TA
Instruments, New Castle, EUA) do Instituto de Quimica da UNICAMP. Para anélise,
as amostras foram colocadas em cadinhos de aluminio hermeticamente selados. O
teste foi conduzido sob uma taxa de aquecimento de 10 °C/min na faixa de 25 a
250 °C. As seguintes amostras foram analisadas: HP-y-CD, DTX, complexo DTX:HP-
y-CD e a mistura fisica DTX/HP-y-CD.

4.4.2. Difragdo de Raio-X (DRX)

A DRX é um dos melhores métodos para a investigacdo de complexos de
inclusdo no estado solido pois permite ndo apenas detectar a formagédo do complexo,
como também conhecer sua estrutura e as interacdes que se estabelecem entre o
farmaco e a CD. Se ocorrer a formacgao de complexo, o difratograma é completamente
diferente da sobreposigao dos difratogramas dos componentes isolados (ARAUJO et
al., 2009, WUPPER, 2021).

As medicdes de difracdo de raios X em po para as amostras de DTX, HP-y-CD,
mistura fisica DTX/HP-y-CD, e complexo DTX:HP-y-CD foram realizadas no

equipamento 7000 Shimadzu de angulo largo de geometria Bragg-Bretano 8-8, no
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Departamento de Fisica da Universidade Federal do Parana (colaboracdo com Dr.
Fabiano Yokaichyia). O material do anodo no instrumento € feito de cobre e, por
conseguinte, a linha Ka com um comprimento de onda tipico de A(ka) = 1,5406 A foi
utilizada para as experiéncias de difracao.

Além disso, também foi utilizado um detector cintilador e fonte de radiagdo com
tensao e corrente reguladas para 40 kV e 20 mA, respectivamente. O difratograma de
raios X em po foi medido com um analisador de cristais de grafite pirolitico, a uma

velocidade de 2°/min, entre 26=5° e 90°, na configuragao 6-26.
4.4.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Em complexos de inclusdo, a MEV permite identificar o estado cristalino
resultante do processo de complexacdo, que difere daquele obtido pela simples
mistura do farmaco com a CD. As altera¢fes na cristalinidade das substancias puras
e complexadas auxiliam no melhor entendimento da complexacdo. Nas misturas
fisicas, é possivel distinguir os cristais do farmaco das particulas de CD; no entanto,
quando o complexo é formado, o estado cristalino resultante é distinto do observado
na mistura fisica das moléculas (MELO et al., 2007; LYRA et al., 2010).

As amostras DTX, HP-y-CD, mistura fisica DTX/HP-y-CD e complexo DTX:HP-
y-CD foram avaliadas no microscopio eletrénico de varredura (Jeol, modelo SM-
5800LV, Japao), do Laboratério de Microscopia Eletrbnica (LME) do Instituto de
Biologia da UNICAMP, utilizando uma ampliagado de 160x e escala de 100 um.

As amostras foram fixadas em porta-amostras de aluminio (stubs) por meio de
fita adesiva de carbono. O excesso das amostras foi retirado e os stubs foram
submetidos ao processo de sputtering, ou seja, as amostras foram metalizadas no
equipamento Sputter coater (SCD-050, Balzers, Liechtenstein) durante 120 s a 30 kV
e armazenados até a analise (XU et al., 2023).

4.4.4, Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR é muito Gtil para verificar a formacdo de complexos de
inclusdo no estado solido (DE FREITAS et al.,, 2021). Para isso, sédo verificadas
interacbes em nivel molecular, detectando-se mudancas significativas na forma e na

posicdo das bandas de absorbéancia, através do espectro vibracional dos diferentes
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grupos funcionais das moléculas de farmacos complexados ou livres (LYRA et al.,
2010).

O FTIR da amostra de DTX, HP-y-CD, mistura fisica DTX/HP-y-CD, e complexo
DTX:HP-y-CD foi realizado no Instituto de Quimica da UNICAMP utilizando-se o
espectrofotometro de infravermelho por transformada de Fourrier com reflectancia
total atenuada (ATR-FTIR) Agilent Carry 630, EUA. As especificacbes das medidas
foram: modo de transmitancia, 128 varreduras por analise e resolucéo de até 2,0 cm-
!, no intervalo de 4000 a 400 cm™.

4.4.5. Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN)

A RMN é uma excelente ferramenta para a caracterizacdo de complexos de
incluséo, pois fornece informacdes estruturais sobre a estequiometria, constantes de
ligacdo e a orientacdo molecular do farmaco dentro da cavidade da CD. Além disso,
a RMN permite investigar interacdes especificas entre o farmaco e a CD, o que é
crucial para entender a estabilidade e a eficiéncia do complexo (FRACETO et al.,
2007).

Nesta técnica, observam-se modificagcbes nos deslocamentos quimicos dos
sinais da CD, causadas pela associacdo com o farmaco. Essas mudancas refletem a
alteracdo no microambiente ao redor dos atomos de hidrogénio localizados no interior
da cavidade da CD, indicando a inclusdo do farmaco. De maneira semelhante, o
farmaco encapsulado também pode apresentar mudancgas nos sinais correspondentes
aos atomos que penetram nas cavidades da CD, oferecendo pistas sobre a
profundidade de incluséo e as interagdes intermoleculares (VENTURINI et al., 2008;
DE PAULA et al., 2011).

Para registrar os espectros de RMN de hidrogénio (*H-NMR) de cada amostra,
150 uM de DTX, HP-y-CD e do complexo DTX:HP-y-CD foram dissolvidos em 0,6 mL
de solvente deuterado (CDCI3s) com 4% de DMSO-d6.

Os espectros de RMN foram registrados em um espectrometro Agilent DD2 do
Laboratério Nacional de Biociéncias (Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais - CNPEM) operando na frequéncia Larmor de 499,726 MHz. 0,5 mM TMSP-
d4 (Sigma-Aldrich 3- (trimetilsilil)-2,2',3,3'-acidotetradeuteropropibnico) foi adicionado
como referéncia (0 ppm).
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4.45.1. Medidas de difusdo (DOSY-'H-RMN).

Os experimentos DOSY foram realizados para o DTX, HP-y-CD e para o
complexo DTX:HP-y-CD a 25 °C com a mesma diluicdo e equipamentos do item 4.4.5.

Os célculos do coeficiente de difusdo para cada pico foram efetuados com o
software Agilent VnmrJ V.4.2. A fracdo do farmaco complexado foi determinada
conforme descrito nas equacdes [2] e [3] (FRACETO, et al., 2010).

(Dl ivre — Dcompl)
f compl — l [2]
(Dlivre - Dmacro)

K. = fcompl
¢ ((1 — feompt)([molécula receptora] — fcompl[ligante])) =]

A equagao 2 descreve a fracdo de ligante complexada f,qm,, €M termos dos
coeficientes de difusdo: onde D;;,,. representa a fracdo do ligante no estado livre,
D¢omp1 € 0 coeficiente de difuséo do complexo e Dy, € 0 coeficiente de difusdo de
uma macromolécula de referéncia ou do complexo em seu estado maximo de ligacao.

A equacao 3 descreve a equacdo que define a constante de associacéo K,, a
qual representa a afinidade entre o ligante e o receptor. Ela é calculada a partir da

fracdo de ligante complexada f.,mp da concentragdo da molécula receptora e da

fracdo de ligante livre (1 — fcompl)([molécula receptoral — fcompl[ligante])
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao do DTX livre e complexado por espectrofotometria UV-VIS

Como evidenciado na Farmacopeia Americana (USP-35), o DTX livre tem um
maximo de absorgio em 232 nm. Este resultado também estd em consonancia com
demais compéndios consultados, como as Farmacopeias Britanica (2012) e japonesa
(2011), validando o método empregado (USP, 2020; BRITISH PHARMACOPOEIA
COMMISSION, 2011; JAPAN, 2011).

Os espectros das amostras DTX, HP-y-CD e complexo DTX:HP-y-CD estéo
mostrados na Figura 9, sendo possivel observar que a HP-y-CD em solugédo nao

apresentou picos de absorcao na regido analisada (entre 200-500 nm), enquanto a
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amostra DTX:HP-y-CD apresentou aumento significativo na intensidade de absorcéo,
guando comparada a solugcéo de DTX, na mesma concentracao.

Badi et al., (2023) destacam em seu estudo que quando o metilaminobenzoato
complexa com y-CDs, também é observado um deslocamento hipercromico, com um

aumento na absorbancia.

Figura 9 — Espectro de absorcédo no UV-VIS do DTX, livre e complexado com HP-y-CD (raz&o molar
1:2), apos 6 horas de agitacdo. O espectro de HP-y-CD também é dado, como controle.
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Fonte: Autor (2024).

Este deslocamento hipercrdmico é um indicativo de que os elétrons cromoforos
do DTX foram perturbados ao serem incluidos na cavidade da CD, o que é consistente
com a formacdo de complexos de inclusdo (SHEN et al., 2012; ZHAO et al., 2012;
MURA, 2015). A diferenga nas absorbancias é um indicativo da formacdo do
complexo, uma vez que o ambiente hidrofébico da cavidade da CD influencia
diretamente o comportamento eletrénico do DTX.

Além do exposto acima, o experimento foi replicado utilizando tampéao acetato
0,01M (pH 5,0) e os resultados obtidos foram similares aos descritos acima,

confrmando que o0 maximo de absorcdo em 232 nm ¢é consistente,

independentemente do meio utilizado.

5.2. Determinacédo da solubilidade aquosa DTX

A solubilidade do DTX em agua foi determinada seguindo o procedimento descrito

no item 4.2. O experimento foi conduzido utilizando dez concentragbes diferentes de
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DTX (Tabela 6) para avaliar a sua solubilidade em condi¢cdes aquosas. As amostras

foram preparadas em triplicata, garantindo a precisao dos resultados.

Tabela 6 — Resultados brutos do experimento de determinacéo de solubilidade em agua do DTX puro,

por CLAE.
n° Concentragdo DTX  Areal Area 2 Area 3 X{alib](c] O(alibllc]
(1M)

1 1 4229 5753 6108 5363 9,98E+02
2 2 9711 9296 9722 9576 2,43E+02
3 3 14885 13825 14458 14389 5,33E+02
4 4 17712 18501 18162 18125 3,96E+02
5 5 26308 25010 24099 25139 1,11E+03
6 6 30095 31706 28783 30195 1,46E+03
7 7 32439 30271 31960 31557 1,14E+03
8 8 33831 32029 33554 33138 9,70E+02
9 9 34585 34178 34838 34534 3,33E+02
10 10 37322 37647 37541 37503 1,66E+02

Fonte: Autor (2024).

O limite de solubilidade do composto foi determinado no ponto de inflexdo da

curva de Absorc¢ao vs concentragdo, como mostrado na Figura 10.

Figura 10 — Determinacéo da solubilidade aquosa do DTX puro.
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Fonte: Autor (2024).
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De acordo com os dados obtidos o limite de solubilidade do DTX em agua foi
de 6,0 uM (ou 4,8 mg/L), o que esta em boa concordancia com a literatura, uma vez
que, Fang et al. (2015) reportaram uma solubilidade de 4,93 mg/L para o DTX em
agua, valor muito préximo ao encontrado no presente estudo.

Mazzaferro et al. (2011) também observaram que a solubilidade aquosa do
DTX é bastante baixa, com valores ainda menores de 2 mg/L, o que reforca a

consisténcia dos dados.

5.2.1. Tempo de equilibrio

A determinacdo do tempo minimo necesséario para atingir o equilibrio de
complexacdo foi crucial para otimizar a formacdo do complexo e garantir a
reprodutibilidade do complexo de inclusao formado. Este parametro determina o ponto
em que o complexo se estabiliza, ou seja, quando ndo ha mais variacao significativa
na interacao entre o farmaco e a CD, indicando que a maxima complexacéo possivel
foi atingida (BREWSTER e LOFTSSON, 2007). No experimento, o tempo de equilibrio
foi definido como o periodo necessario para que a absorbancia, medida por
espectrofotometria UV-Vis, atingisse um valor constante, refletindo a estabilizacdo do
complexo DTX:HP-y-CD.

Durante o processo, foram realizadas medi¢des de absorbancia em intervalos de
tempo pré-determinados (Tabela 7), até que os valores ndo variassem mais

significativamente, indicando que o equilibrio havia sido atingido.

Tabela 7 — Resultados brutos da analise de tempo de equilibrio

Tempo Abs (232nm) Xl Olallblic]
(hora)
[a] [b] [c]
1 0,1503 0,1535 0,1526 1,52E-01 1,65E-03
2 0,1672 0,1675 0,1671 1,67E-01 2,08E-04
3 0,1721 0,1724 0,1712 1,72E-01 6,24E-04
4 0,1894 0,1891 0,1902 1,90E-01 5,69E-04
5 0,2034 0,2034 0,2033 2,03E-01 5,77E-05
6 0,1718 0,1715 0,1716 1,72E-01 1,53E-04

[continua]
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Tabela 7 — Resultados brutos da anélise de tempo de equilibrio

Tempo Abs (232nm) X{al(bllc] O/q][b]c]
(hora)
(a] [b] [c]

7 0,1601 0,1602 0,1602 1,60E-01 5,77E-05
8 0,1599 0,1597 0,1596 1,60E-01 1,53E-04
9 0,1582 0,158 0,1581 1,58E-01 1,00E-04
10 0,1479 0,147 0,1471 1,47E-01 4,93E-04
11 0,1421 0,1425 0,1423 1,42E-01 2,00E-04
12 0,141 0,1412 0,1412 1,41E-01 1,15E-04
20 0,1355 0,1356 0,1357 1,36E-01 1,00E-04
24 0,1299 0,1296 0,1293 1,30E-01 3,00E-04
48 0,1289 0,1299 0,1287 1,29E-01 6,43E-04

Fonte: Autor (2024).

Como mostrado na Figura 11, a intensidade de absorbancia tornou-se estavel

apos cerca de 6 horas, indicando que o complexo havia atingido o equilibrio.

Figura 11 — Determinagéo do tempo de equilibrio de formag&o do complexo DTX:HP-y -CD.
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Fonte: Autor (2024).

5.2.2. Determinacao da estequiometria do complexo DTX:HP-y-CD

A técnica de variagdo continua (Job plot) foi realizada para determinar a
estequiometria do complexo de inclusdo. Mudangas na absorbancia da DTX foram
plotadas em relacdo a razdo molar DTX:CD (r) como descrito no item 4.4.2.

O valor maximo de (r) foi determinado em 0,33, o que significa que a
estequiometria de complexacao foi de 1:2 (DTX:CD), como mostram a Tabela 8 e

Figura 12.
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O valor 0,33 indica a fragcdo molar (r) de DTX onde ha maxima alteracdo na
propriedade 6tica, com a complexacdo com a CD. A fracdo molar € uma medida da
proporcao entre os dois componentes (DTX e CD) na mistura. Neste caso, o valor
encontrado, indica que, no ponto de maior intensidade (o pico no gréfico), 1 molécula
de DTX se complexa com 2 de HP-y-CD. O grafico de Job atinge o valor maximo de
absorcdo quando a proporcao ideal de formacdo do complexo é alcancada, e nesse
caso, isso ocorre quando a fracdo molar de DTX é 0,33, confirmando a formacé&o de

um complexo na estequiometria 1:2.

Tabela 8 — Resultados dos testes em diferentes razdes molares DTX: HP-y-CD.

Testes Raz&o molar Abs (232nm) X{alb][c] G a](b]ic]
DTX:CD
[a] [b] [c]
Tl 00:01 0 0,0109 0,0108 0,0109 0,0109 5,77E-05
T2 01:05 0,16 0,1847 0,1854 0,185 0,185 3,51E-04
T3 01:02 0,33 0,2577 0,2582 0,2586 0,2582 4,51E-04
T4 01:01 0,5 0,1708 0,1693 0,1712 0,1704 1,00E-03
TS5 02:01 0,66 0,1436 0,1434 0,1432 0,1434 2,00E-04
T6 05:01 0,83 0,1475 0,1487 0,1478 0,148 6,24E-04
T7 01:00 1 0,1517 0,1503 0,152 0,1513 9,07E-04

Fonte: Autor (2024).

Figura 12 — Estequiometria da complexa¢&do do DTX com HP- y-CD pelo método de variagcdo continua
(job plot).
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Estudos como o de Ferrati et al. (2015) também utilizaram o Job Plot para
confirmar a estequiometria de complexos de inclusdo entre o DTX e a HP-B-CD na
razdo 1:2, destacando a importéncia dessa técnica. Nesse estudo, a proporgéo de 1:2
mostrou-se eficaz para maximizar a estabilidade do complexo e aumentar a
solubilidade do DTX.

5.2.3. Preparo do complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD

O complexo DTX:HP-y-CD foi preparado utilizando o método de co-
solubilizagéo, conforme descrito no item 4.3.3. Esse processo envolveu a
solubilizacdo do DTX e HP-y-CD em solventes adequados, respeitando a propor¢cao
molar de 1:2 entre 0 DTX e a CD. A mistura das solucdes foi mantida sob agitacao
constante respeitando o tempo de equilibrio de 6 horas, o0 que permitiu a interacdo dos
compostos e a formacgdo do complexo de inclusdo (Figura 13a)

Posteriormente, houve a rotaevaporacdo dos solventes, resultando em um
sélido que foi posteriormente ressuspendido em tampéao acetato 0,01 M pH 5,0 (Figura
13b). O material obtido foi entdo fracionado em frascos ampola e submetido a
liofilizac&o para garantir sua estabilidade.

Figura 13 — Imagens das etapas de formacgédo do complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD. [a] Complexo

de inclusdo apés 6 h de equilibrio, [b] Complexo de inclusdo ap0s rotaevaporacdo dos solventes,
previamente a liofilizacao.

Fonte: Autor (2024).

Diversos estudos tém aplicado o método de co-solubilizacdo para melhorar a
solubilidade de farmacos de baixa solubilidade. Rao et al. (2006) investigaram esse
método em complexos de inclusdo, evidenciando sua eficdcia para aumentar a

solubilidade de compostos hidrofobicos. Fraceto et al. (2007) também utilizaram o
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meétodo na preparacdo de nanoparticulas contendo anestésicos locais, destacando os
beneficios da técnica na formulacéo de sistemas controlados.

O método de co-solubilizagdo apresenta diversas vantagens em comparacao
com outros métodos de formacdo de complexos de inclusdo, uma vez que é
relativamente simples e eficiente, ndo requerendo equipamentos sofisticados e
permitindo a preparacao de complexos de forma rapida e em temperatura ambiente.

Além disso, por ndo envolver processos agressivos, como altas temperaturas,
a co-solubilizacédo preserva a integridade quimica dos compostos, tornando-a ideal

para formulacfes farmacéuticas estaveis e seguras (RASHEED et al., 2008).

5.2.4. Liofilizagcdo do complexo DTX:HP-y-CD

A liofilizacdo é amplamente utilizada para estabilizar complexos de incluséao,
especialmente devido a baixa estabilidade fisica e quimica das solu¢cdes. Esse
processo, remove a agua do complexo sem expor o material a temperaturas elevadas,
0 gque preserva suas propriedades estruturais e funcionais (REN et al., 2020).

No presente estudo, as amostras foram submetidas ao processo de liofilizacao
(Figura 14), seguindo o ciclo descrito na Tabela 9, que teve uma duracao total de
aproximadamente 46 horas. Esse ciclo foi composto por trés etapas principais:
congelamento, secagem primaria e secagem secundaria. Na fase de congelamento,
as amostras foram resfriadas para solidificar a agua presente no complexo de
inclusdo. A secagem primaria, também conhecida como sublimag&o, removeu a maior
parte da agua ao converter o gelo diretamente em vapor sob baixa presséao,
preservando a estrutura do complexo.

A secagem secundaria foi responséavel pela eliminagdo da agua residual,
garantindo que o material estivesse completamente desidratado sem comprometer

sua integridade fisica ou quimica.

Tabela 9 — Ciclo utilizado para liofilizacdo do complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD.

Etapa Temperatura Presséo Tempo
(°C) (bar) (min)
Congelamento -40 0 300
Secagem Primaria -10 150 1980
Secagem Secundaria 30 100 780

Fonte: Autor (2024).
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Figura 14 — Imagem de amostras do complexo de inclusao DTX:HP-y-CD liofilizado.
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5.2.5. Determinacao da solubilidade do complexo DTX:HP-y-CD

A solubilidade do complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD foi determinada e 0s
resultados de variacdo de area (Tabela 10) serviram para construgéo das curvas area
VvS. concentracdo, que apresentaram uma inflexdo (Figura 15), ocasionada pela
saturacdo (maxima solubilidade aquosa) do complexo. Na presenca de HP-y-CD a
solubilidade aquosa do DTX aumentou significativamente em 25 vezes (150 uM ou
121,18 mg/L) o que é mais uma evidéncia da formacdo do complexo de inclusédo

molecular entre o quimioterapico e a HP-y-CD.

Tabela 10 — Resultados brutos do experimento de determinacéo de solubilidade do complexo DTX:HP-
y-CD, por CLAE.

n° Concentragio Area 1 Area 2 Area 3 X(a1)a2]43]  O[a1][A2](43]
N1 (ufliw) 3907202 3907105 3907306 3907204 100,520313
N2 12 5004201 5103202 5013403 5040269 54695,7268
N3 18 8272715 8212143 8002967 8162608 141531,828
N4 24 9290395 9229708 9020133 9180079 141801,587
N5 30 9308109 9247306 9037332 9197582 142071,736
N6 60 10648689 10896769 10645128 10730195 144268,014
N7 90 11389575 11798171 11955703 11714483 292195,122
N8 120 11616618 11718682 11971033 11768778 182440,894
N9 150 14605152 14807283 13929297 14447244 459800,018

[continua]
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Tabela 10 — Resultados brutos do experimento de determinacéo de solubilidade do complexo
DTX:HP-y-CD, por CLAE.

n° Concentrag&o Area 1 Area 2 Area 3 X(a1)[42)[43] O(a1][42][43]
N10 (glf‘;/g 13355453 12947101 12832237 13044930 274984,871
N1l 210 18102410 16016419 15339360 16486063 1440151,19
N12 240 12849507 13690309 13228284 13256033 421087,307
N13 270 13150557 12923182 12759961 12944567 196174,124
N14 300 14120423 13977406 13666245 13921358 232218,534

Figura 15 — Determinacao da solubilidade aquosa do complexo DTX:HP-y-CD.
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Fonte: Autor (2024).

Estudos de Mazzaferro et al. (2011) demonstraram que a utilizacdo de
diferentes derivados de ciclodextrinas pode impactar significativamente a solubilidade
do docetaxel. Nesse trabalho, a Me-B-CD e a HP-B-CD promoveram aumento da
solubilidade do farmaco, alcancando 998.000 mg/L e 743.000 mg/L, respectivamente,
de forma complementar, Chen et al. (2021) avaliaram o uso de (3-CDs modificadas e
relataram solubilidades variando entre 41 e 48 mg/L, valores proximos aos obtidos no
presente estudo com HP-y-CD (~121 mg/L; 150 uM).

Embora a solubilidade obtida com HP-y-CD (150 uM) seja inferior a alcancada
em outros trabalhos, o aumento em relacéo a solubilidade do DTX puro é substancial.
Isso demonstra que a HP-y-CD é eficaz na formacdo de complexos de incluséo que
melhoram a solubilidade e, potencialmente, a biodisponibilidade do farmaco, o que é

crucial para o desenvolvimento de formulacfes farmacéuticas otimizadas para o DTX.
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Embora diferentes CDs apresentem variacdes nos resultados, a HP-y-CD ainda
oferece uma solucéo viavel e eficaz para melhorar as propriedades fisico-quimicas do

DTX.
5.3. Caracterizacdo do complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD

5.3.1. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de (DSC) do DTX, HP-y-CD, mistura fisica e complexo de inclusao
sdo apresentadas na Figura 16. A curva de HP-y-CD exibe um evento endotérmico
associado a evaporacao de moléculas de agua da cavidade, a 140,5 °C (DING et al.,
2023; TOGAMI et al., 2022). O DTX apresenta um pico endotérmico caracteristico a
169 °C (DA ROCHA et al., 2020; GIRI et al., 2021; LUIZ et al., 2021).

A curva da mistura fisica de HP-y-CD e DTX mostra o evento de desidratacao
da HP-y-CD e o pico de fusdo do DTX. Ja o complexo de inclusdo apresenta umas
transicbes de baixa intensidade, em torno de 113 °C; o pico do DTX desaparece,
evidenciando a perda de sua estrutura cristalina devido ao encapsulamento, o que
indica a formacéo de uma nova fase como resultado da complexacéo entre DTX e HP-

y-CD.

Figura 16 — Termogramas de DSC, obtidos com taxa de aquecimento de 10 °C.min-1, de:
hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP-y-CD), Docetaxel (DTX), Complexo docetaxel: hidroxipropil-y-
ciclodextrina (DTX:HP-y-CD) e Mistura fisica dos excipientes (MF).
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Fonte: Autor (2024).



57

5.3.2. Difracdo de Raio-X (DRX)

A difracdo de raios X é uma ferramenta muito poderosa para a detecdo da
formacdo de complexos de CD em p6 ou em estado microcristalino. O padrdao de
difracéo confirmou a natureza cristalina da DTX (Figura 17 a). A HP-y-CD apresentou
uma estrutura amorfa, como mostra a Figura 1b. As dimensdes do anel da HP-y-CD
(Figura 17 b) foram calculadas em D=17,57, d=10,56 e h= 8,96 A, sendo D e dos
didmetros externos e internos do anel macrociclico e h a altura do mesmo, em boa
concordancia com os dados descritos por Wipper, 2021.

O difratograma da mistura fisica DTX:HP-y-CD, assemelha-se a sobreposicao
do padrao cristalino do DTX e da difracdo do HP-y-CD, como mostra a Figura 17c,

onde se observam as posi¢cdes dos picos de difracdo de Bragg (setas na Figura 17

[d]).

Figura 17 — Padrao de difrac@o de raios X em pé de, [a] DTX, [b] HP-y-CD, [c] DTX/HP-y-CD,
mistura fisica, [d] complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD.
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Fonte: Autor (2024).

Por outro lado, o difratograma do complexo DTX:HP-y-CD mostrou que o
padréo cristalino do DTX foi perdido no complexo de inclusdo. Este resultado indica
uma estrutura néo cristalina, em que as 3 posi¢oes de pico representam dimensdes

da estrutura do complexo DTX:HP-y-CD, conforme detalhado na Figura 18. Pelos
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picos de difracdo, as dimensdes do complexo DTX:HP-y-CD foram calculadas em D=
18,09 A d= 10,13 A e h= 8,07 A. A comparacdo entre as dimensdes do anel no
complexo DTX:HP-y-CD com as da HP-y-CD pura indica que a presenca do DTX
aumenta ligeiramente o tamanho da cavidade externa da HP-y-CD e diminui tanto o
diametro da cavidade interna quanto a altura do cone da HP-y-CD. Da mesma forma,
registrou-se uma perda na intensidade do pico (da mistura fisica para o complexo).
Em conjunto, estes dados corroboram com os obtidos por DSC e FTIR, indicando a

complexacao entre o farmaco antineoplasico e a y-CD modificada.

Figura 18 — DRX: Detalhe dos difratogramas, comparando [a] HP-y-CD e [b] DTX:HP-y-CD quanto
ao diametro interno (d), externo (D) e altura (h) do cone da ciclodextrina. Os valores entre paréntesis
indicam erro experimental.
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Fonte: Autor (2024).

Estudos semelhantes, como o de Ren et al. (2020), também observaram a
perda de cristalinidade do DTX ap6s a complexacdo com diferentes CDs. No estudo
deles, houve uma reducdo na intensidade dos picos de difracdo de raios X no
complexo formado, confirmando que o DTX foi encapsulado na cavidade da CD,

resultando em uma estrutura menos cristalina.
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5.3.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia das amostras de DTX, HP-y-CD, mistura fisica e complexo
DTX:HP-y-CD foi avaliada por MEV (Figura 19). A micrografia do DTX (Fig. 19 a),
revela arranjo cristalino, tipico do farmaco e de acordo com o descrito na literatura
(GIRI et al., 2021). J& na amostra de HP-y-CD (Fig. 19 b) foram observadas particulas
esféricas amorfas, caracteristicas de CDs, que formam estruturas menos ordenadas
(DING et al., 2023).

Na micrografia da mistura fisica DTX/HP-y-CD (Fig, 19c) observam-se
particulas esféricas (da HP-y-CD) misturadas a uma distribuicdo mais irregular de
particulas menores, dos cristais de DTX. Diferentemente na micrografia do complexo
de inclusdo DTX:HP-y-CD (Fig. 19 d), a mudanca acentuada na aparéncia das
particulas e auséncia das estruturas cristalinas do DTX refletem a ocorréncia de uma

interacdo molecular, pela formacdo do complexo de incluséo.

Figura 19 — Micrografias (MEV) das amostras de: [a] DTX; [b] HP-y-CD, [c] Mistura fisica DTX:HP-y-
CD, [d] complexo DTX:HP-y-CD. Ampliacdo de 160 x.

18ky 1868um x1&68 18kl 186m

Fonte: Autor (2024).
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5.3.4. Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Foram realizadas as analises de FTIR do DTX, da HP-y-CD, da mistura fisica
DTX/HP-y-CD e do complexo DTX:HP-y-CD, para assim identificar as principais
bandas de absor¢céo de cada amostra.

Os resultados obtidos, apresentados na Figura 20 e na Tabela 11, revelam
alteracdes significativas nas bandas de absorcdo, especialmente nas regides
correspondentes ao estiramento C=0, ao anel benzénico e as vibracdes flexionais C-

O, evidenciando mais uma vez a formacéo do complexo de incluséo.

Figura 20 — Espectros de absor¢cdo no ATR-FTIR de: DTX, HP-y-CD, mistura fisica DTX/HP-y-CD e
complexo DTX:HP-y-CD.

DTX

3450 - 3328

DTX:HP-y-CD
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NUmero de onda (cm™)
Fonte: Autor (2024).

Tabela 11 — Frequéncias das bandas de absorcdo de amostras de: DTX, HP-y-CD, mistura fisica
DTX/HP-y-CD (MF) e complexo DTX:HP-y-CD.

Atribuicé@o das bandas DTX HP-y-CD MF DTX:HP-y-CD
(cm?) (cm?) (cm?) (cm?)
Estiramento O-H 3450-3328 3353 3353 3353
Estiramento C-H 2974-2969 2971-2923 2971-2923 2971-2923
Estiramento C=0 1734 -1712 - 1734 -1712 -

[continua]
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Tabela 11 — Frequéncias das bandas de absorcédo de amostras de: DTX, HP-y-CD, mistura fisica
DTX/HP-y-CD (MF) e complexo DTX:HP-y-CD.

Atribuicdo das bandas DTX HP-y-CD MF DTX:HP-y-CD
(cm™) (cm?) (cm?) (cm?)
- - - 1708
C=0 &cido carboxilico 1698 - 1698 -
Anel benzeno 1487 - 1487 -

Vibracao flexional -C-O éster 1269-1070 1269-1070 1269-1070 -

C-O - 1155 1155 1155
Acoplamento & (C-C-H), v(C- 1021 1021 1021
0), v(C-C) de anel aromatico

-C-H deformacéo 700 700 700

Fonte: Autor (2024).

A banda de estiramento C=0 do DTX, observada em 1712-1734 cm no
espectro, desaparece no espectro do complexo DTX:HP-y-CD, sendo substituida por
uma nova banda em 1708 cm™. Essa alteracdo indica uma forte interacdo entre o
grupo carbonilico do DTX e a HP-y-CD.

De maneira similar, Ren et al. (2020) observaram uma perda das bandas
associadas ao estiramento C=0 em complexos de DTX com CDs, corroborando os
dados deste trabalho.

A banda associada ao anel benzénico do DTX, presente em 1487 cm™,
também sofreu uma reducao na intensidade e deslocamento no espectro do complexo
DTX:HP-y-CD. Esses resultados sugerem que o anel aromatico do DTX esta envolvido
na interacdo com a cavidade da CD, o que pode indicar que parte da molécula
aromatica foi encapsulada no interior da HP-y-CD.

Estudos como o de Liu et al. (2024) relataram interagdes semelhantes entre
CDs e compostos aromaticos, como hexaconazol, onde o encapsulamento do anel
benzénico resultou em deslocamentos e diminui¢cdes na intensidade das bandas no
espectro de FTIR. Esse comportamento pode ser atribuido a interacdo da estrutura
aromatica com o ambiente hidrofébico da cavidade da CD, reduzindo a intensidade
de absorcao.

Ao comparar o espectro de FTIR do DTX puro com o da mistura fisica DTX/HP-
y-CD, observa-se a presenca das bandas caracteristicas do farmaco na mistura,
conforme esperado. Por exemplo, a banda de estiramento C=0 aparece na regiao de

1698-1734 cm™, que é atribuida ao grupo carbonilico presente na estrutura do DTX.
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Além disso, as bandas correspondentes ao anel benzénico do DTX, localizadas em
1487 cm™, juntamente com outras vibragdes como as de 1359 cm™ e 1236 cm™, que
podem estar associadas as vibracfes do esqueleto da molécula e as vibracdes de
flexdo C-O, também séo observadas na mistura fisica.

Essas observacdes confirmam que, na mistura fisica, os dois componentes
(DTX e HP-y-CD) mantém suas caracteristicas individuais, sem indica¢des claras de
interacao direta entre eles. As bandas do DTX permanecem praticamente inalteradas,
sugerindo que ndo ha formacao de complexo de inclusdo nessa etapa. Portanto, as
mudancgas mais significativas nas bandas de absorgéo ocorrerdo somente quando
houver uma interagdo direta entre o DTX e a HP-y-CD, como serd observado no
complexo DTX:HP-y-CD.

Esse comportamento foi igualmente descrito por Puskas et al. (2023), em um
estudo que investigou a complexacao de farmacos antineoplasicos com CDs, onde os
espectros das misturas fisicas ndo mostraram interacdo significativa, enquanto os
complexos de inclusédo apresentaram mudancas claras nos espectros de FTIR.

Ao comparar o espectro do complexo DTX:HP-y-CD com o da HP-y-CD pura,
verifica-se que o espectro da HP-y-CD ndo apresenta bandas associadas ao farmaco,
como era esperado, uma vez que a CD pura ndo contém DTX em sua estrutura. Além
disso, ambos o0s espectros (HP-y-CD e complexo) compartiham uma banda
caracteristica em 1021 cm™, que é atribuida as vibragbes associadas aos grupos C-
O-C da estrutura da CD. Esta banda estd presente tanto na CD pura quanto no
complexo, o que indica que a estrutura do anel da CD se mantém intacta apds a
formacao do complexo.

A literatura também descreve essa banda em torno de 1021 cm™ como sendo
tipica das vibrag6es do anel glicosidico das CDs. Moraes et al. (2007) destacam que
a banda C-O-C em CDs permanece praticamente inalterada apos a complexagédo com
farmacos, sugerindo que a formacdo do complexo ndo afeta significativamente o
esqueleto glicosidico da CD.

Da mesma forma, Liu et al. (2024) relataram que as CDs mantém sua estrutura
base apdés a formacdo de complexos de inclusdo, com a banda de 1021 cm™
aparecendo de forma consistente nos espectros de CD pura e complexada. Os
resultados de FTIR apresentados confirmam a formac&o do complexo de inclusao

entre o DTX e a HP-y-CD, com base nas alteracfes significativas observadas.
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5.3.5. Ressonancia Magnética Nuclear (*H-RMN)

Através da andlise de *H-RMN da amostra de DTX, HP-y-CD e do complexo
DTX:HP-y-CD, nao foi possivel observar mudancas nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios do farmaco ou da CD (Figura 21). A baixa solubilidade aquosa do DTX e
a sobreposicao espectral, podem ter dificultado essas medidas (Figura 21).

Figura 21 — Espectros de H-RMN do: [a] DTX em mistura de DMSO-agua, [b] da HP-y-CD e [c]
sobreposigéo espectral da amostra de DTX (azul) e do complexo DTX:HP-y-CD (marrom). Notar a ndo
variacdo nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios do farmaco (eg — aromaticos entre 7,25-8,25
ppm) e a grande sobreposicdo espectral que dificultou a analise dos deslocamentos quimicos
individuais.
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Fonte: Autor (2024).

5.3.5.1. Medidas de difusdo (DOSY-'H-RMN).

Os resultados de 'H-RMN obtidos utilizando-se a sequéncia de DOSY
(Diffusion Ordered Spectroscopy) foram mais satisfatorios. O resultado de DOSY
apresenta-se como pseudo-espectros de duas-dimensfes com deslocamentos
quimicos de 'H-RMN em um eixo e o gradiente de campo magnético no outro eixo

GILARD et al., 2008) como mostra a Figura 22. Através destas medidas foi possivel
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calcular a fracdo complexada (fcompl) € a constante de associagéo (Ka) DTX:HP-y-CD,

como mostra a Tabela 12.

Figura 22 — Espectros de 2D DOSY-1H-RMN para docetaxel (DTX) e o complexo DTX:HP-y-CD.
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Fonte: Autor (2024).

Tabela 12 — Coeficientes de difusdo do DTX, HP-y-CD e DTX:HP- y-CD, fragdo molar do complexo e
constante de associacdo DTX:HP-y-CD (Ka), conforme determinado por DOSY-'H-RMN.

Composto E Fracdo molar complexada Ka
(101°m2 s°1) (%) (L/mol)
DTX 4,29 - -
HP-y-CD 1,68 - -
DTX-:HP-y-CD 3,84 17 746

Fonte: Autor (2024).

O experimento DOSY-'H-RMN indicou que uma pequena fracdo do DTX (17%)
teve sua velocidade de difuséo diminuida em fungéo da complexacdo com HP-y-CD,
mostrando uma interacado de forca intermediaria (Ka) de 746 L/mol, mas o suficiente
para aumentar a solubilidade aquosa do DTX.

No estudo realizado por Franco de Lima, et al. (2012) utilizando a HP-B-CD
complexada com a tetracaina o valor de Ka foi de 845 L/mol, semelhante ao do
presente trabalho. Esse intervalo de Ka demonstrou uma boa estabilidade do

complexo sem impedir a liberacdo do farmaco, o que torna a estratégia de
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complexacdo promissora para aumentar a solubilidade e, consequentemente, a
eficacia terapéutica do DTX.

Sadaquat e Akthar (2020), observaram uma redugdo significativa nos
coeficientes de difusdo do DTX quando complexado com [B-CDs modificadas. No
estudo deles, o coeficiente de difusdo do DTX livre foi determinado como 4,12 x 107"°
m?/s, enquanto os complexos com B-CDs modificadas apresentaram coeficientes
variando de 3,15 x 107" m?/s a 3,45 x 107" m?/s, comprovando que o encapsulamento
contribuiu substancialmente para a melhoria da solubilidade do farmaco.

Além disso, a técnica DOSY-'H-RMN tem sido amplamente utilizada na
caracterizacdo de complexos de inclusdo entre farmacos e CDs, oferecendo
informacgdes valiosas sobre as interagdes moleculares e os coeficientes de difuséo,
permitindo a avaliagcdo da formacdo de complexos estaveis e suas implicacdes nas
propriedades fisico-quimicas dos farmacos (BEZAMAT, 2020). Um exemplo é a
caracterizagdo do complexo entre ropivacaina (RVC) e B-CD, onde a constante de
associacdo foi determinada em 555 M™, com 54% das moléculas de RVC
encapsuladas, resultando na diminuicdo da mobilidade molecular e, portanto,
confirmando o encapsulamento na cavidade da CD (FRACETO et al., 2007).

Estudos semelhantes demonstraram a eficacia de DOSY-'H-RMN na andlise
de complexos de anestésicos locais, como bupivacaina e lidocaina com HP-3-CD
(MORAES et al., 2007), assim como na complexacao da quercetina com HP-B-CD,
onde o coeficiente de difusao foi reduzido de 3,55 x 107'° m?/s para 3,09 x 107"° m?/s,
evidenciando o encapsulamento (BASARAN et al., 2022).

No estudo de Sadaquat e Akhtar (2020) o coeficiente de difusdo do DTX apds
a complexacao com SBE7-B-CD foi reduzido para 3,45 x 107'° m?#s, enquanto o valor
inicial do DTX livre era 4,15 x 107'° m?/s, confirmando o encapsulamento e o aumento
da solubilidade do farmaco.

Esses exemplos demonstram o valor da técnica DOSY-'H-RMN na
caracterizacdo de complexos de inclusdo e na melhoria das propriedades de
farmacos, particularmente no que se refere a solubilidade e seguranca, aspectos
criticos no desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas eficazes.

De fato, os resultados comprovam que os complexos de inclusdo em CDs séo
mantidos por interacdes fracas como ligagbes de van der Waals, ligacdes de
hidrogénio e interacdes hidrofébicas (BREWSTER e LOFTSSON, 2007) e a dindmica



66

de sua formacéao € rapida, o que pode ser uma vantagem para a liberacdo rapida do

ativo.

CONCLUSAO

Neste estudo, investigou-se a complexacdo do quimioterdpico docetaxel (DTX)
com hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP-y-CD) como uma estratégia para melhorar sua
solubilidade aquosa, um desafio crucial, dado que o DTX pertence a classe IV do
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica. O complexo de inclusdo DTX:HP-y-CD foi
preparado pelo meétodo de co-solubilizacdo seguido de liofilizagdo, com uma
estequiometria de 1:2. As técnicas de caracterizacao utilizadas, incluindo calorimetria
diferencial de varredura (DSC), difracao de raios-X (DRX), microscopia eletronica de
varredura (MEV), espectroscopia de infravermelho (FTIR) e H-RMN com variacéo de
gradiente de campo (DOSY-'H-RMN), confirmaram a formagdo do complexo de
inclusdo e demonstraram melhorias significativas nas propriedades fisico-quimicas do
DTX.

A complexacdo aumentou a solubilidade aquosa do DTX em 25 vezes,
atingindo 150 pM. Os resultados de DSC e DRX indicaram a perda da estrutura
cristalina do DTX, enquanto a andlise de FTIR revelou alteragbes nas bandas da
carbonila, compativeis com interacbes entre o farmaco e a ciclodextrina.
Adicionalmente, a andlise de 'H-RMN com variacédo de gradiente de campo mostrou
que 17% do DTX foi complexado com a HP-y-CD, indicando uma constante de
afinidade intermediaria (Ka de 746 L/mol).

Esses achados indicam que a complexacao do DTX com HP-y-CD representa
uma estratégia promissora para superar a limitacdo de solubilidade deste
quimioterapico. A formagdo do complexo de inclusdo ndo apenas aumentou a
solubilidade aquosa do DTX, mas também sugere potencial para reduzir os efeitos
colaterais associadas as formulagdes comerciais, que contém excipientes conhecidos
por desencadear reagcdes adversas significativas, como o polissorbato 80 e o etanol.
A substituicdo desses excipientes pela ciclodextrina modificada pode resultar em uma
formulacdo mais segura e toleravel, aumentando a adesédo dos pacientes ao
tratamento e melhorando a qualidade de vida durante a quimioterapia.

Além disso, a maior solubilidade obtida pode abrir portas para a administracao

oral do DTX, algo atualmente inviavel devido as suas caracteristicas fisico-quimicas
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desfavoraveis. Com isso, novas vias de administracdo poderdo ser exploradas,
facilitando o uso do farmaco em diferentes cenarios clinicos.

Contudo, para que essas descobertas sejam plenamente consolidadas,
estudos adicionais sao imprescindiveis. Testes de citotoxicidade serdo fundamentais
para avaliar se a eficacia antitumoral do DTX é mantida ou aprimorada na forma
complexada, sem aumentar os riscos de toxicidade para células saudaveis. Ensaios
de liberacdo controlada e perfil farmacocinético também serdo necessarios para
entender se o complexo DTX:HP-y-CD pode oferecer um perfil de liberagdo mais
estavel e previsivel, além de garantir uma biodisponibilidade otimizada.

Vale destacar que, até o momento, ndo foram encontrados estudos na literatura
sobre a complexagdo do DTX com HP-y-CD, o que confere a este trabalho um caréater
inovador e de grande relevancia no desenvolvimento de novas formulagbes de

guimioterapicos.
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