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RESUMO 

 

 

MELO, C.M. Caracterização físico-química do protótipo epiisopiloturina e incremento do 

seu perfil de dissolução através da obtenção de complexos de inclusão. Dissertação (Mestrado 

em inovação Terapêutica). Programa de Pós Graduação em Inovação Terapêutica. Universidade 

Federal de Pernambuco, 2015. 

A epiisopiloturina (EPI), um alcalóide extraído do resíduo de produção da pilocarpina, tem 

demonstrado promissora atividade anti-leishmaniose e esquistossomicida in vitro (doenças 

negligenciadas). Entretanto, por se tratar de um protótipo à fármaco, suas características físico-

químicas ainda são pouco esclarecidas. A literatura indica ainda que EPI apresenta baixa 

solubilidade aquosa, condição que se apresenta como um entrave na dissolução deste protótipo, 

podendo repercutir na sua absorção e biodisponibilidade. Uma das alternativas tecnológicas para 

incrementar tal propriedade é a complexação com ciclodextrinas (CDs), polímero capaz de 

interagir com o fármaco hidrofóbico, aumentando a solubilidade. Assim, este trabalho tem como 

objetivo realizar a caracterização físico-química da EPI, verificar sua compatibilidade físico-

química frente a excipientes farmacêuticos e incrementar seu perfil de dissolução por meio da 

obtenção de complexos de inclusão (CI) com as seguintes CDs: βCD, sulfobutiléter-βCD e 

hidroxipropilmetil- βCD, por liofilização. A análise por Infravermelho e o perfil térmico da EPI 

obtido estão de acordo com a literatura, confirmando a identificação da molécula. A caracterização 

por Difração de Raios-X e Microscopia Eletrônica de Varredura evidenciou o comportamento 

cristalino da EPI. A obtenção da cinética de degradação não-isotérmica revelou uma reação de 

ordem 1, com energia de ativação de 88,95 kJ.mol-1. O pKa da EPI, detectado por meio do Sirius 

T3®, foi de 7,29, demonstrando que a molécula se encontra em sua maior parte ionizada no meio 

durante toda a extensão do trato gastrintestinal. No perfil de dissolução, aos 15 minutos, a EPI 

apresentou 97,34% de dissolução em pH 1,2  e 48,1% em meio pH 6,8. No estudo de 

compatibilidade, verificou-se que EPI é compatível com todos os excipientes testados (lactose 

monohidratada; Amido de milho; Celulose Microcristalina; Polivinilpirrolidona K-30 e 

Hidroxipropil metil celulose. A formação de CI da EPI com as CDs foi confirmada pelas mesmas 

técnicas de caracterização, que evidenciaram indícios de fortes interações entre o protótipo e todas 

as CDs testadas, repercutindo em incremento do perfil de dissolução da EPI em pH 6,8 (1,8 vezes). 

Observou-se também a interessante associação da EPI com as CDs na forma de mistura física, sem 

o processamento das amostras. O contato destes materiais foi favorável a molhabilidade da EPI o 

que proporcionou aumento na taxa de dissolução da EPI. Assim, é possível concluir que a 

caracterização do protótipo forneceu subsídios para compreensão de suas limitações e vantagens, 

e que a EPI se mostrou compatível frente aos excipientes empregados na obtenção de formas 

farmacêuticas sólidas. A complexação com CDs incrementou de forma satisfatória o perfil de 

dissolução do protótipo, sendo estes potenciais excipientes para o ajuste desta propriedade. 
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ABSTRACT 

 

MELO, C.M. Caracterização físico-química do protótipo epiisopiloturina e incremento do 

seu perfil de dissolução através da obtenção de complexos de inclusão. Dissertação (Mestrado 

em inovação Terapêutica) Programa de Pós Graduação em Inovação Terapêutica. Universidade 

Federal de Pernambuco, 2015. 

 

The Epiisopiloturine (EPI), an alkaloid extracted from the residue production of pilocarpine, has 

shown promising anti-leishmaniasis activity in vitro and schistosomicidal (neglected diseases). 

However, in the case of a prototype the drug, its physical and chemical characteristics are still 

unclear. The literature also indicates that EPI has low aqueous solubility, a condition that appears 

as a barrier for the dissolution of this prototype and can pass on their absorption and bioavailability. 

One of the technological alternatives to increase the property is complexation with cyclodextrins 

(CDs) polymer capable of interacting with the hydrophobic drug by increasing the solubility. 

Thereby, this study aims to define the physical-chemical characterization of EPI, check their 

physical and chemical compatibility against pharmaceutical excipients and increase its dissolution 

profile by obtaining inclusion complexes (IC) with the following CDs: βCD, sulfobutylether-βCD 

and hydroxypropyl-βCD by lyophilization. The infrared (IR) analysis and the thermal profile of 

the EPI obtained are according to the literature, confirming the identification of the molecule. The 

characterization by X-ray diffraction and scanning electron microscopy showed the crystalline 

behavior of EPI. Obtaining the non-isothermal degradation kinetics revealed a reaction order 1, 

with activation energy of 88.95 kJ.mol-1. The pKa of EPI detected by Sirius T3® was 7.29, showing 

that the molecule is mostly ionized in the medium for the entire length of the gastrointestinal tract. 

In the dissolution profile, after 15 minutes, The EPI presented 97.34% dissolution at pH 1.2 and 

48.1% in medium pH 6.8. In compatibility study, it was found that EPI is compatible with all the 

tested excipients (lactose monohydrate, maize starch, microcrystalline cellulose, 

Polyvinylpyrrolidone K-30, hydroxypropyl methyl cellulose. The IC formation of EPI with DCs 

was confirmed by the same characterization techniques, which showed evidence of strong 

interactions between the prototype and all tested CDs, reflecting the increase in EPI the dissolution 

profile at pH 6.8 (1.8 times). Also noted up the interesting combination of EPI with the CDs in the 

form of physical mixture, without the sample processing. The contact of these materials was 

favorable wettability of EPI which provided increased dissolution rate of EPI. Thus, we conclude 

that the characterization of the prototype provided information for understanding its limitations 

and advantages, and that EPI proved compatible front of the excipients employed in producing 

solid dosage forms. The complexation with the CD satisfactorily increased dissolution profile of 

the prototype, with these potential excipients for adjusting this property. 

 

 

Key Words: Epiisopiloturine. Increase Solubility. Cyclodextrins. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As doenças negligenciadas são aquelas que acometem predominantemente a população de 

maior índice de pobreza do mundo, e no âmbito industrial não representam um mercado lucrativo 

para as grandes indústrias, em comparação a doenças cardíacas, obesidade e doenças psiquiátricas, 

como a depressão. (CASTRO, 2012). As doenças negligenciadas incapacitam ou matam milhões 

de pessoas e representam uma necessidade médica importante que permanece não atendida (INCT, 

2014). Embora responsáveis por 11,4% da carga global de doenças, apenas 1,3% dos novos 

medicamentos registrados entre 1975 e 2004 foram desenvolvidos para esta finalidade (DIAS; 

DESSOY, 2009).  

Assim, as plantas medicinais sempre foram objeto de estudo na tentativa de descobrir novas 

fontes de obtenção de princípios ativos. (MONTANARI; BOLZANI, 2001). Neste contexto, o 

jaborandi (Pilocarpus Microphyllus) é umas das espécies mais exploradas comercialmente, devido 

à produção do alcaloide pilocarpina, o qual possui finalidades terapêuticas diversas, tais como: 

redução da pressão intraocular, combate a xerostomia e estímulo da musculatura lisa 

gastrointestinal (SAWAYA et al., 2011). Apesar do vasto conhecimento desta espécie, a extração 

de porte industrial da pilocarpina gera ao final do processo uma biomassa rica em diversos 

compostos não aproveitados para a saúde (MIURA, 2009). Dentre estes compostos, a 

epiisopiloturina (EPI) é o alcaloide de maior rendimento e apresentou promissoras atividades 

frente às doenças negligenciadas, tais como leshimaniose (MIURA, 2009) e esquistossomose 

(VERAS et al., 2012), além das suas atividades anti-inflamatória  e antinoceptiva (SILVA et al., 

2013). 

Entretanto, por se tratar de um protótipo, a EPI não possui parâmetros de qualidade 

definidos, sendo poucas as informações a respeito de suas propriedades físico-químicas, o que se 

torna um entrave na tentativa de transformá-la numa futura forma farmacêutica visando o 

tratamento de tais doenças negligenciadas. Neste contexto, torna-se de fundamental importância o 

emprego de técnicas de caracterização, que permitem conhecer profundamente os candidatos à 

fármaco (VIEIRA et al 2013; LYRA et al 2010).  

Dentre estas técnicas, pode-se destacar a Espectroscopia de absorção na região do 

infravermelho, Difração de Raio-X, Microscopia Eletrônica de Varredura e análise térmica 

(Termogravimetria, Calorimetria exploratória Diferencial). O somatório de resultados obtidos 

através destas técnicas torna possível a obtenção de informações sobre o comportamento das novas 
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entidades químicas, como: Cristalinidade, propriedades físico-quimicas das substâncias, 

informações sobre interações fármaco-excipientes, determinação parâmetros cinéticos, entre 

outras (MAXIMILIANO et al., 2010; MOYANO; BROUSSALIS; SEGALL, 2010).  

Guimarães e colaboradores (2013) evidenciam em seus estudos a baixa solubiludade 

aquosa da EPI, e na tentativa de contornar este entrave, destaca-se a utilização de técnicas capazes 

de proporcionar o incremento da solubilidade e consequentemente o aumento da taxa de dissolução 

de compostos lipossolúveis (LYRA et al., 2010). As mais utilizadas incluem a formulação de 

formas amorfas sólidas, nanopartículas, microemulsões, dispersões sólidas, extrusão por fusão, 

formação de sal e obtenção de complexos de inclusão (SOARES-SOBRINHO 2009). Aumentando 

através destas a solubilidade aparente de fármacos pouco solúveis (LAFTSSON; 

HREINSDÓTTIR; MÁSSON, 2005). 

Neste contexto, as ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclios, oriundos da degradação do 

amido, que apresentam em seu interior uma cavidade de caráter hidrofóbico e uma superfície 

externa hidrofílica (devido à presença de hidroxilas livres). Esta característica atribui as 

ciclodextrinas a propriedade de complexar em seu interior moléculas lipossolúveis, formando 

assim complexos de inclusão com estas. A partir deste processo, é possível observar uma melhoria 

na dissolução de compostos de baixa solubilidade (Del Valle 2004; ZHANG; MÁ, 2013; XU et 

al., 2014). 

Assim, este trabalho tem como objetivo caracterizar o protótipo, bem como promover o 

incremento da solubilidade aquosa da EPI atraves da complexação deste com algumas 

ciclodextrinas, pelo método de liofilização. Os resultados obtidos serão um valioso instrumento 

para eluidação de suas caracteristicas e assim ser possível traçar estratégias para o 

desenvolvimento racional de uma formulação segura e de qualidade. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Realizar a caracterização físico-química da molécula epiisopiloturina e promover o 

incremento do seu perfil de dissolução por meio de complexos de inclusão. 

 

 2.2 Objetivos Específicos 

 

➢ Caracterizar o protótipo epiisopiloturina através de ensaios quimicos e fisico-químicos;  

➢ Determinar o pKa por Sirius T3®; 

➢ Otimizar o método analítico de quantificação da epiisopiloturina;  

➢ Avaliar a compatibilidade físico-química do protótipo frente a excipientes farmacêuticos e 

Ciclodextrinas; 

➢ Obter complexos de inclusão com diferentes tipos de ciclodextrinas pelo método de liofilização; 

 Caracterizar os complexos obtidos através das técnicas de Difração de Raios-x, 

Espectroscopia de absorção na região do infra-vermelho e análise térmica; 

 Determinar a cinética de liberação por meio do perfil de dissolução dos complexos formados. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 
3.1 ALCALÓIDES COMO ALTERNATIVA PARA O TRATAMENTO DAS DOENÇAS 

NEGLIGENCIADAS  

 

As doenças negligenciadas representam um dos principais problemas de saúde pública em 

mais de 70 países tropicais e subtropicais (STEINMANN et al., 2006) e, mesmo representando 

80% da população mundial, correspondem apenas a 20% das vendas globais de medicamentos 

(ATAS, 2003). Os investimentos do governo brasileiro para pesquisa e desenvolvimento 

destinados a doenças negligenciadas giram em torno de 75 milhões de reais, anualmente 

(SANTOS et al., 2012), porém o conhecimento produzido não é revertido em avanços terapêuticos 

(novos fármacos, métodos de diagnósticos e vacinas) devido ao baixo potencial de retorno 

lucrativo de seu público alvo (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 

A bioprospecção de plantas para uso como protótipos de novos medicamentos ganha 

espaço no desenvolvimento de fármacos destinados ao tratamento das doenças negligenciadas. 

Segundo Funari e Ferro (2005), a exploração ética da biodiversidade brasileira se faz de grande 

relevância dado o conhecimento popular abundante do país, principalmente quando destinadas ao 

tratamento deste tipo de enfermidades, pois a opção de conduzir pesquisas a partir da indicação de 

plantas utilizadas por comunidades encurta o percurso do desenvolvimento de uma nova droga, já 

que os pesquisadores dispõem, antes mesmo de iniciarem os estudos científicos, de uma indicação 

de qual atividade biológica esta droga poderia apresentar. 

O conhecimento dos alcalóides pelo homem data, aproximadamente, de 4 mil anos atrás e, 

desde então, têm sido utilizados no fabrico de medicamentos em poções, chás e venenos. Relata-

se, por exemplo, que a morte de Sócrates, em 399 a.C., deveu-se à ingestão de uma solução 

contendo coniina (Conium maculatum) e que Cleópatra utilizava extratos de Hyoscyamus muticus, 

contendo atropina, para fins estéticos. Ainda, muitas culturas antigas, como os gregos e romanos, 

faziam uso do extrato seco do curare (Chondodendron tomentosum), contendo o alcalóide 

tubocurarina, e a famosa estricnina extraída de Strychnos nux-vomica para serem usados como 

veneno em pontas de flechas empregadas na caça e em guerras (MARINHO, 2001). 

Apesar do seu uso na medicina ser antigo, só no início do século XIX se conseguiu isolar 

algumas destas substâncias. A primeira droga a ser investigada quimicamente foi o ópio, extraída 
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da planta Papaver somniferum, utilizada há séculos devido às suas propriedades analgésicas e 

narcóticas. Em 1803, Derosne isolou um alcalóide semi-puro a partir do ópio e, em 1805, 

Sertürner, farmacêutico alemão, isolou e caracterizou este constituinte como morfina, 

reconhecendo a sua natureza básica (ROBERTS; WINK, 1998). 

Atualmente, a literatura descreve varias aplicações terapêuticas para os alcalóides. Pérez e 

colaboradores (2003) verificaram, em seus estudos, a atividade antioxidante dos alcalóides 6-

acetonildihidroqueleritrina, queleritrina e dihidroqueleritrina, extraídos da casca da Bocconia 

arbórea. Petkov e Stancheva (1980), por sua vez, descobriram a variedade da atuação 

farmacológica do alcaloide glaucina, como antitussígeno, antinociceptivo, anticonvulsivante e 

neuroléptico, após extração de Glaucium flavum Crantz, conhecida popularmente como papoula 

de chifres amarelos. 

O gênero Tabernaemontana (família Apocynaceae) é rico em alcalóides indólicos 

monoterpênicos. Estes apresentam atividades antitumoral, antimicrobiana, anti-hipertensiva e 

estimulante do sistema nervoso central (HEIJDEN; VERPOORTE, HARKES, 1989). A partir dos 

estudos realizados na Tabernaemontana salzmannii (A. DC.) por Figueirêdo e colaboradores 

(2010), foi possível identificar e isolar nove alcalóides em sua casca, dois destes (isovoacangina e 

voacangina) mostraram-se capazes de induzir a morte celular por apoptose em células leucêmicas 

humanas THP-1. 

Desta forma, o mercado farmacêutico dispõe de vasta gama de medicamentos a base de 

alcaloides, os quais são destinados ao tratamento de diversas doenças. Por exemplo, a vincristina 

e a vinblastina, antineoplásicos bastante aplicados na terapia de diversos tipos de câncer, são 

considerados de grande importância para a indústria farmacêutica, pois possuem valores de 

mercado estimados em U$ 6.000/g (vincristina) e U$ 12.000,00/g para a vimblastina. Outros 

exemplos são a ergotamina, a ioimbina e a reserpina, destinados ao tratamento da enxaqueca, 

desordens do fluxo sanguíneo e depressão, respectivamente (GOMES, 2008). 

Outros estudos mostram a eficácia de alguns alcaloides frente às doenças negligenciadas. 

Gonzáles e colaboradores (2005) comprovaram a atividade in vitro de alcaloides diterpenóides 

contra a forma promastigota do parasita Leishmania infantum. Este efeito também foi verificado 

por Giorgio (2004) em seus estudos com os alcaloides: Harmane, harmina e harmalina. 

Extraído da planta Galipea longiflora, o alcaloide 2- fenilquinolina (2Ph) apresenta 

atividade Leshimanicida, além de atuar nas células T do sistema imunológico, regulando a 
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processo de inflamação (MAGARIÑOS, 2013). De acordo com Leverrier e colaboradores (2013), 

híbridos sintetizados a partir de alcaloides apresentaram promissora atividade frente ao T. cruzi. 

Recentemente, estudos realizados com o alcaloide epiisopiloturina (EPI), extraído das 

folhas de P. microphyllus, apresentaram sua promissora atividade frente ao S. Mansoni e 

Leishmania amazonenses em estudos in vitro (MIURA, 2009). Adicionalmente, estudos com esta 

mesma substância realizados por Silva e colaboradores (2013) demonstram sua também 

promissora atividade anti-inflamatória e antinoceptiva. Diante dos resultados apresentados por 

estes autores, a EPI pssou a ser objeto de estudo deste trabalho. 

 

3.1.1 Epiisopiloturina: Protótipo para o tratamento de doenças negligenciadas 

 

A flora amazônica é rica em espécies medicinais de grande potencial econômico para a 

extração de princípios ativos (SABÁ et al., 2002). Dentre as espécies de maior interesse mundial 

destaca-se o jaborandi, pertencente ao gênero Pilocarpus e à família das Rutaceae. Há 16 espécies 

descritas para este género (SKORUPA, 1996), dentre estas 13 podem ser encontradas no Brasil e 

11 ocorrem exclusivamente no território brasileiro (SANTOS; MORENO, 2004). O Pilocarpus 

microphyllus é considerado o “jaborandi legítimo” por apresentar o mais alto nível de alcaloides 

em suas folhas (CORRÊA, 1984). 

O Jaborandi foi primeiramente descrito no livro O Tratado da Terra do Brasil, elaborado 

por Fernão Gandim, português membro da corte de João Alvares Cabral, em meados de 1500 d.C. 

Entretanto, sua aplicação no tratamento de doenças foi mencionado apenas após os relatos do 

viajante naturalista Gabriel Soares de Souza, autor do livro O Tratado Descritivo do Brasil, onde 

destinava o uso da planta para o tratamento de feridas e na doença de Chagas. Adicionalmente, 

índios tupi-guaranis o denominaram de ia-mbor-endi, que significa “planta que faz babar”, por 

induzir a salivação (CORRÊA, 1984).  

P. microphyllus (Figura 1) é uma planta arbustiva e bastante ramificada, apresentando 

altura média de dois metros, com folhas compostas medindo, em média, 40 cm e folíolos coriáceos, 

de forma lanceolada (HENRIQUES et al., 2000). As flores são pequenas, dispostas em rácimos 

(cachos) compactos. Os frutos são arranjados em cachos brancos contidos em cápsulas de córtex 

acinzentado e liso. Esta planta é nativa da América do Sul, encontrada predominantemente no 

Paraguai, na Argentina e no Brasil, sendo comum nos estados de São Paulo, Paraná, Santa Catarina 

e Rio Grande do Sul (MARQUES; COSTA, 1994).   
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Figura 1 – Jaborandi jovem (Pilocarpus microphyllus). 

 

Fonte: MIURA, 2009. 

 

Esta espécie é um exemplo de planta que fez a transição entre o conhecimento popular para 

sua produção em larga escala (MIURA, 2009) devido à suas aplicações terapêuticas, sobretudo do 

alcaloide pilocarpina. Este fitofármaco é utilizado na medicina humana e veterinária desde 1874 

e apresenta finalidades terapêuticas diversas, com destaque a redução da pressão intraocular, 

combate a xerostomia e estímulo da musculatura lisa gastrointestinal (LARSSON et al., 

2008 ;SAWAYA et al., 2011; MIURA, 2009; VERAS et al., 2012). 

Estas e outras aplicações terapêuticas fazem com que a exploração do jaborandi seja 

responsável por uma grande demanda de recursos nas regiões Norte e Nordeste do Brasil, 

movimentando nestas cerca de 220 toneladas, que custam aproximadamente R$ 562.000,00 de um 

total de R$ 3,7 bilhões referentes ao extrativismo vegetal realizado no país, de acordo com 

pesquisa realizada em 2006 (IBGE, 2006). 

 A extração e o isolamento da pilocarpina ocorrem em parceria entre a empresa Anidro 

Extrações do Brasil S.A. (Parnaíba, PI, Brasil) e a companhia farmacêutica Merck (Darmstadt, 

Alemanha) e envolve a produção de 10.000 kg de folhas por ano e rendimento médio de 1% deste 

fitofármaco (PINHEIRO, 2002). Após sua extração, é gerado um grande volume de resíduo 

(biomassa) composto por grande número de outras moléculas, a exemplo da isopilocarpina, 
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pilocarpidina, isopilocarpidina, pilosina, isopilosina, epiisopilosina e epiisopiloturina (Figura 2) 

(SANTOS; MORENO, 2004).   

 

Figura 2 –  Estrutura dos alcalóides encontrados no gênero Pilocarpus 

 
Legenda: (1) pilocarpina, (2) isopilocarpina, (3) pilocarpidina, (4) isopilocarpidina, (5) pilosina, (6) isopilosina, (7) 

epiisopilosina, (8) epiisopiloturina, (9) 13-nora-7(11)-dehidro-pilocarpina (10) N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina, (11) 

N,N-dimetil-triptamina, (12) plastidesmina, (13) (1H)-4-metoxi-2-quinolone e (14) dictamina. Fonte: SANTOS e 

MORENO, 2004. 
 

 

 

A epiisopiloturina (EPI) é a molécula mais abundante desta biomassa, com rendimento 

calculado em cerca de 2 kg para 1500 Kg das folhas de jaborandi. Trata-se de um alcaloide 

imidazólico que foi identificado em 1978 por Voightlander e colaboradores e seu isolamento 

permitiu a realização de estudos para elucidação de suas atividades biológicas.  
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3.1.1.1 Atividade esquistossomicida 

 

De acordo com Veras e colaboradores (2012), a EPI possui promissora atividade 

esquistossomicida quando avaliada em comparação ao tratamento de escolha atual, que faz uso do 

Praziquantel (PZQ). Apesar de a dose e o período de tratamento da EPI terem sido maiores que o 

PZQ, o protótipo apresenta maior extensão de atuação quanto as diferentes fases do ciclo de vida 

dos vermes de S. Mansoni. Adicionalmente o tratamento com a EPI inibiu irreversivelmente 100% 

da aptidão reprodutiva (ovoposição) dos vermes. O Quadro 1 apresenta as vantagens visualizadas 

pelos autores nos estudos realizados. 

 

 
Quadro 1 – Atividade esquistossomicida da EPI. 

 

 
Grupo controle 

positivo (PZQ) 

Grupo controle 

negativo (DMSO 

0,5%) 
Epiisopiloturina 

Vermes adultos 

Dose de 5µg/ml 

matou todos os 

vermes em 24 

horas 

--- 
Doses de 200 e 150µg/ml mataram todos 

os vermes em 72 e 120 horas, 

respectivamente. 

Aptidão reprodutiva        

(ovoposição) 
--- --- 

Usou-se as doses no intervalo entre 25 e 

100 µg/mL, todas mostraram uma 

diminuição significativa e irreversível, 

sendo a de maior valor capaz de inibir 

100% da ovoposição. 

Esquistossômulos em 

diferentes idades  

(3 h a 1, 3, 5, e 7 dias) 
--- --- 

Doses de 300 µg/mL mataram todos os 

esquistossômulos em 120 horas 

Fonte: Veras et al., 2012. 

 

 

3.1.1.2 Atividade leishmanicida 

 

Miura (2009) demonstrou, através de ensaios in vitro, que a EPI apresentou significativa 

atividade contra a forma amastigota, fase parasitária real que causa a infecção em seres humanos 

e cães, do Leishmania amazonenses, na concentração de 128 µg/mL. Tal resultado merece 

destaque, uma vez que os medicamentos disponíveis no mercado para o tratamento desta doença 

atuam apenas na fase promastigota (BANETH; SHAW, 2002; ORDÓÑEZ-GUTIÉRREZ et al., 

2007). 
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3.1.1.3. Atividade anti-inflamatória 

 

 Com base nos resultados obtidos por Silva e Colaboradores (2013), foi possivel verificar 

uma significativa atividade anti-inflamatoria da EPI (pelo método de edema de pata e migração de 

neutrofilos). Sendo visualizada, nas três primeiras horas após a administração da EPI uma redução 

de 55, 70 e 85% do edema, enquanto que o grupo controle (utilizando como referência o 

medicamento Indometacina) apresentou uma inibiçao máxima de 55%, no mesmo intervalo de 

tempo, mostrando uma satisfatória atividade anti-inflamatoria desta NEQ. Adicionalmente foi 

visto que o efeito anti-inflamatório da EPI depende da inibição de neutrofilos e leucocitos em 

liberarem citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α e IL-1β. 

 

3.1.1.4 Atividade antinoceptica 

 

 Ainda nos estudos de Silva e Colaboradores (2013), foi avaliada também a atividade 

antinoceptiva. Neste, a EPI foi capaz de diminuir as contorções abdominais de camundongos (teste 

de contorção por ácido acético) em 64% enquanto a substância padrão testada apresentou inibição 

de 98,3%. Além disto, viu-se que o mecanismo de inibição sensorial da dor não é feito de forma 

central (pelo teste com placa quente e ensaio com formalina). 

 

 

3.2 TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA E IDENTIFICAÇÃO DE 

FÁRMACOS 

 

O conhecimento das características físico-químicas de uma matéria prima farmacêutica 

cumpre papel significativo na antecipação de problemas de formulação, além de auxiliar na 

identificação de rotas viáveis na tecnologia de obtenção de medicamentos (LACHMAN; 

LIEBERMAN; KANIG, 2001; ARAÚJO, 2003; RODRIGUES et al., 2005; SOARES, 2011).  

 A caracterização é o foco principal dos estudos de pré- formulação (LAU, 2011), realizado 

nas etapas de pesquisa pré-clínica e clínica, visando acumular o máximo de informações sobre o 

comportamento do fármaco (RODRUIGUES et al 2005), e a partir de então, serem desenvolvidas 

formulações mais eficazes e seguras e, consequentemente, com maiores possibilidades de êxito 

(COSTA, 2010; MAXIMIANO; COSTA; SOUZA, 2010). Neste processo, os protótipos a 

fármacos merecem destaque (SOVIZI, 2010), pois representam candidatura a novas alternativas 

terapêuticas para a sociedade, mas não possuem parâmetros de qualidade estabelecidos. 
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Vieira e colaboradores (2013) evidenciam em seus estudos a importância da identificação 

e caracterização físico-química de novas entidades químicas (como o caso do GQ-130), além de 

estudos que norteiem sobre sua estabilidade. Onde a partir destes, é possível estabelecer um padrão 

de identificação da molécula para que posteriormente seja possível sua intervenção tecnológica de 

forma racional e assim garantir a sua qualidade. 

Para tanto, são empregadas diversas técnicas analíticas na caracterização de fármacos no 

estado sólido, sendo as mais utilizadas: Espectometria de absorção na região do infravermelho, 

difração de raio-X, microscopia eletrônica de varredura e análise térmica. 

 

 

3.2.1 Espectrometria de Absorção na Região do Infravermelho  

 

Define-se espectroscopia de absorção na região do infravermelho (IV) como a medida da 

absorção, por parte de compostos químicos analisados, de uma radiação eletromagnética em que 

o comprimento de onda se situa na faixa de 10–4 a 10–2 cm, sendo este espectro único para cada 

substância com exceção aos isômeros ópticos que em solução apresentam espectros idênticos 

(KOROLKOVAS, 1984; COSTA, 2009). 

O espectro infravermelho de uma substância é considerado uma de suas propriedades 

físico-químicas mais características e, portanto, através das bandas dos grupos funcionais, essa 

técnica é capaz de identificar compostos. Além disso, pode ser utilizadas na análise quantitativa 

de misturas de compostos através da intensidade da banda característica de um composto da 

amostra (BRITTAIN et al., 1991). Sendo possível verificar a interação entre duas substâncias 

através da comparação de seus espectros. Eventos como desaparecimento, surgimento ou 

deslocamento de bandas características fornecem indicativos de interações que podem ser 

prejudiciais, ou não para o produto formado. 
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3.2.2 Difração de Raios-X 

 

Entre as várias técnicas experimentais disponíveis para a identificação de formas sólidas, 

incluindo polimorfos, solvatos, sais, co-cristais e formas amorfas, a difração de Raio-X (DRX) se 

destaca no estudo de formas sólidas. A DRX é baseado na lei de Bragg, em que o padrão de 

difração apresenta uma série de reflexões, as quais são identificadas no difratograma pelo ângulo 

(2θ) ou pela distância interplanar (d) contra a sua intensidade. Estando este padrão relacionado 

com a composição química e com o ordenamento cristalino das moléculas no cristal (JENKINS; 

SNYDER, 1996; BRITTAIN, 1999; CUFFINI et al., 2007; SYKULA-ZAJA et al., 2011). 

 Sua aplicação durante o processo de desenvolvimento de fármacos vai desde os estudos 

de descoberta até o controle de qualidade dos lotes. Fornecendo informações sobre a estrutura do 

material seja esta de carater cristalino ou amorfo (IVANISEVIC, MCCLURG, SCHIELDS, 2010).  

Portanto, DRX de pós é uma técnica eficaz para a identificação de fármacos sólidos cristalinos 

(PHADNIS, CAVATUR, SURYANARAYANAN, 1997).  

Além disso, essa técnica combina especificidade com um alto nível da exatidão para a 

caracterização dos fármacos sólidos e é um método especialmente útil para descrever o possível 

comportamento polimórfico de fármacos. Igualmente permite a identificação simultânea de 

ingredientes ativos múltiplos em formulações farmacêuticas diferentes (KOUNDOURELLIS et 

al., 2000). 

 

3.2.3 Microscopia Eletrênica de Varredura 

 

A Microscopia eletrônica de varredura (MEV) é usada frenquentemente para observar o 

aspecto morfologico, a nível microscopico, de diferentes tipos de componentes, como fármacos e 

ciclodextrinas, por exemplo (NAIDU et al., 2004; SOARES-SOBRINHO et al., 2012). Dando 

suporte para o desenvolvimento e a produção de medicamentos (NICHOLS, 2012). Constitui uma 

ferramenta importante na detecção de mudanças cristalinas em decorrência de variações no 

processo de síntese ou mesmo do processamento farmacêutico, que podem vir a formar outras 

formas polimórficas do fármaco (RIBEIRO et al., 2008). Além de se mostrar uma técnica versátil 

e de fácil interpretação (JOY, 1997). 
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3.2.4 Análise Térmica 

 

 Dentre as técnicas aplicadas na atualidade para caracterização de insumos farmacêuticos, 

a análise térmica possui vasta aplicação. Trata-se de um conjunto de técnicas que permite avaliar 

as propriedades físicas de um composto e/ou seus produtos de reação, enquanto este é submetido 

a um programa controlado de temperatura (MENDONÇA et al., 2014; MOYANO; 

BROUSSALIS; SEGALL, 2010). As variações propositais nas propriedades físicas dos compostos 

diante do emprego programado de calor permite a obtenção de diversos parâmetros, que estão 

diretamente relacionados com a qualidade final de um produto farmacêutico (OLIVEIRA; 

YOSHIDA; GOMES, 2011). 

 Segundo Bernal e colaboradores (2002), os principais pontos analisados são as variações 

de massa e de entalpia, mensuradas através da Termogravimétrica (TG) e da Calorimetria 

Exploratória Diferencial (DSC), respectivamente. Estas técnicas em associação permitem elucidar 

uma série de eventos como fusão, ebulição, sublimação, vaporização, dessolvatação, transição de 

fase sólido-sólido, degradação química, cristalização e decomposição (COSTA, 2010). 

A literatura descreve, ainda, que a interpretação destes dados pode evidenciar outras 

características, tais como a pureza do material analisado (ARAÚJO, 2010; SOARES-SOBRINHO, 

2010; COSTA et al., 2013; VIEIRA, et al., 2013), compatibilidade entre duas ou mais substâncias 

(TIŢA et al., 2008, OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011; COSTA et al., 2013; VIEIRA, et al., 

2013), identificação de polimorfismo, estabilidade intrínseca de compostos e/ou formulações e 

decomposição térmica de fármacos e medicamentos (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011). 

Entretanto, a análise térmica deve ser realizada em associação com técnicas complementares, tais 

como IV, DRX, MEV, dentre outras, para evitar o estabelecimento de conclusões equivocadas 

(SOARES, 2011; JÚLIO et al., 2013 ; MELO et al., 2014). 

Adicionalmente, a determinação da cinética de degradação também se insere dentre as 

aplicações de destaque deste conjunto de análises. Esta tem como finalidade principal a 

determinação dos mecanismos e parâmetros cinéticos das reações de decomposição (energia de 

ativação, ordem de reação e fator frequência) (TIŢA et al., 2008; SOVIZI, 2010; VIEIRA et al., 

2013; MELO et al., 2014), nos quais podem predizer a estabilidade e fornecer informações 

fundamentais a respeito do tempo e das condições de armazenamento dos fármacos e 

medicamentos, sendo uma alternativa rápida ou complementar para estimava do prazo de validade 

(RODRIGUES et al., 2005; FELIX et al., 2009; SOVIZI, 2010).  
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3.2.4.1 Estudo de compatibilidade por Análise Térmica 

 

 

O contato entre duas ou mais substâncias está susceptível ao estabelecimento de interações 

físicas e químicas. Em se tratando de insumos farmacêuticos, uma interação física pode promover 

alterações nos parâmetros físico-químicos do fármaco, tais como solubilidade, taxa de dissolução 

e, consequentemente, biodisponibilidade. Já numa interação química há modificação da estrutura 

molecular do fármaco, que irá repercutir na toxicidade do produto (formação de produtos de 

degradação) ou comprometimento de sua eficácia (perda de potência) (CHADHA; BHANDARI, 

2014). Assim, o estudo de compatibilidade fármaco-excipiente é importante no desenvolvimento 

de novos medicamentos, pois fornece contribuições importantes para garantir a segurança e 

eficácia destes produtos (MOYANO; BROUSSALIS; SEGALL, 2010).  

O uso de uma técnica rápida, segura e precisa para testar e selecionar os excipientes mais 

apropriados para o desenvolvimento do produto constitui um avanço significativo na pré-

formulação da indústria farmacêutica (JÚLIO et al., 2013; MENDONÇA et al., 2014). A recente 

inserção da análise térmica nas etapas iniciais do estudo de pré-formulação tem contribuído 

significativamente na redução do tempo de desenvolvimento de novas formulações. Para esta 

aplicação, o DSC é descrito como a técnica mais comumente utilizada, pois é versátil e possui 

baixo custo, além de permitir análises diretas com amostras de preparo e condições experimentais 

simples (JÚLIO et al., 2013). 

 DSC é uma técnica que envolve a aplicação ou retirada de calor de uma amostra, cujo 

comportamento é comparado ao comportamento de uma substância. Quando esta substância sofre 

um evento térmico, a diferença entre o fluxo de calor na amostra e na substância referência é 

contabilizada frente ao tempo ou a temperatura em que ocorreu, sob uma atmosfera específica. 

Como resultado, tem-se as temperaturas e energias envolvidas nos vários eventos térmicos 

ocorridos, tais como fusão, temperatura de transição vítrea e cristalização, dentre outros 

(MOYANO; BROUSSALIS; SEGALL, 2010). 

 

 

 Entretanto, os resultados obtidos por DSC devem ser interpretados cuidadosamente, pois a 

técnica apresenta resultados inconclusivos (JÚLIO et al., 2013). Frequentemente, após uma 

triagem realizada por DSC, outras técnicas são aplicadas para, em associação, fornecerem 

resultados que levem a uma resposta (JÚLIO et al., 2013; COSTA et al., 2013). 
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A interpretação sobre possível incompatibilidade entre substâncias a partir da curva DSC 

é realizada de modo comparativo, onde dados da substância ativa isolada são comparados com os 

dados obtidos para substância ativa quando na mistura. Os principais parâmetros avaliados são a 

aparência, mudança ou desaparecimento de picos endotérmicos ou exotérmicos e/ou variações dos 

valores de entalpia dos eventos envolvidos (TITA et al., 2011).  

Para uma substância cristalina, o foco principal é dado nas características do pico 

endotérmico referente ao seu evento de fusão, já que a modificação de seus parâmetros e/ou 

alteração da entalpia está relacionada com alterações nas forças das ligações intermoleculares que 

sustentam o cristal. Se esta é enfraquecida, é necessário menor quantidade de energia para romper 

sua estrutura (fusão) (STULZER et al., 2008), o que é prejudicial para sua estabilidade. 

  Entretanto algumas substâncias farmacêuticas são capazes de antecipar o evento de fusão 

do fármaco (enfraquecer o cristal) e retardar o processo de degradação do mesmo, como um 

mecanismo de proteção térmica por parte do excipiente. Este fenômeno foi descrito por Vieira e 

colaboradores (2013) ao avaliar a compatibilidade entre o protótipo LPSF/GQ-130 e os excipientes 

PVP K-30, MYRJ 59 e Compritol 888 ATO. Outra particularidade, quando se tratam de polímeros, 

é a capacidade que estes possuem em realizar interações fortes com o fármaco frente ao 

aquecimento, onde a liquefação do excipiente leva a solubilização do fármaco, o qual se expressa 

com a ausência do pico de fusão do fármaco na curva DSC (SALVIO NETO; NOVAK; MATOS, 

2009; TIŢA et al., 2010; TIŢA et al., 2011; COSTA et al., 2013).  Entretanto, esta alteração na 

curva não representa necessariamente uma incompatibilidade, mas demonstra a miscibilidade 

entre os dois componentes. 

Neste contexto, a avaliação da compatibilidade entre duas ou mais substâncias deve ter em 

sua proposta de estudo a análise termogravimétrica onde, a partir dela, é possível mensurar as 

variações de massa em função da temperatura ou tempo quando esta é submetida a uma 

programação controlada de calor (TAKAHASHI et al., 2013). Deste modo, a antecipação da 

temperatura de degradação funciona como mais um indício de incompatibilidade, enquanto que 

seu retardo afasta esta possibilidade. 
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3.2.4.2 Determinação da cinética de degradação dinâmica de compostos farmacêuticos 

 

 A degradação térmica de substâncias, também denominada termólise, é definida como uma 

reação química na qual compostos são quebrados em pelo menos duas outras substâncias quando 

submetidos ao aquecimento. Esta reação é frequentemente expressa através de evento 

endotérmico, uma vez que requer calor para quebrar as ligações químicas dos compostos sujeitos 

a decomposição (SOARES-SOBRINHO et al., 2010). Uma vez que a ação do calor funciona como 

um catalisador para realização dos mecanismos naturais de degradação das substâncias, a obtenção 

da cinética de decomposição térmica fornece informações importantes sobre a estabilidade destes 

compostos em temperatura ambiente, seja isolado ou em associação com excipientes.  

Assim, a cinética de degradação térmica tornou-se um elemento fundamental na análise 

térmica, onde o objetivo principal é determinar o mecanismo de reação de decomposição e os 

parâmetros da equação de Arrhenius, a saber: energia de ativação, fator de frequência e ordem de 

reação (TIŢA et al., 2008; SOVIZI, 2010; SOVIZI; HOSSEINI, 2013; COSTA et al., 2013). O 

parâmetro fator freqüência ou pré-exponencial (A) fornece uma medida da freqüência de 

ocorrência de uma situação da reação, em geral considerando como um fator intrínseco a 

freqüência de vibração na coordenada de reação. Já a energia de ativação (Ea) é descrita como a 

barreira energética requerida para converter reagentes em produtos. E por fim, a ordem da reação 

pode ser definida como a variação da velocidade da reação com a concentração dos reagentes 

(LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).  

Os métodos dinâmicos (ou não isotérmicos) de predição de uma taxa de degradação foram 

desenvolvidos desde 1950 (OLIVA; LLABRÉS; FARIÑA, 2011), onde aquele descrito por 

Ozawa, feito por aproximação linear, é muito empregado (RODANTE et al., 2001; RODANTE; 

CATALANI; VECCHIO, 2002; CIDES et al., 2006).  Neste método, a razão de aquecimento é 

utilizada como uma variável para obtenção de cada uma das curvas TG, devendo-se submeter as 

amostras a pelo menos quatro razões de aquecimento constantes que, por aproximação linear 

baseada em cálculos integrais a partir da equação de Arrhenius (Equação 1), permite determinar 

os parâmetros cinéticos (OZAWA, 1965; CHENG et al., 2001; RODANTE et al., 2001; 

RODANTE; CATALANI; VECCHIO, 2002; CIDES et al., 2006; FELIX et al., 2009). 
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𝐾(𝑇) = 𝐴𝑒
−𝐸𝑎
𝑅𝑇  (Equação 1) 

 

(Equação 1) 

  

Legenda: “A” representa o fator freqüência ou termo pré-exponencial, “Ea” a energia de ativação, “R” a constante 

geral dos gases (8,31 J.mol-1.K-1) e “T” a temperatura absoluta (K). 

 

 Dentre os parâmetros obtidos através desta abordagem, a Ea é o de maior interesse para 

avaliar a estabilidade de compostos farmacêuticos (VECCHIO et al., 2001; NETO, 2013), 

podendo ser utilizada para o estabelecimento de um perfil comparativo de estabilidade entre vários 

fármacos e suas associações,  onde quanto maior a Ea, maior a estabilidade térmica do composto 

(SOVISI et al., 2010). Esta comparação tem sido realizada por diversos autores na literatura, a 

exemplo de Felix e colaboradores (2009) e Costa e colaboradores (2013), dentre muitos outros. 

 

3.2.5 Determinação do pKa 

 

 As propriedades físico-químicas dos fármacos interferem diretamente nos parâmetros 

farmacocinéticos (absorção, distribuição, metabolismo e excreção) e na interação com o receptor 

(BARREIRO; FRAGA, 2008). Entre essas propriedades, estão a lipofilicidade e a ionização, que 

influenciam na sua absorção e consequentemente em sua biodisponibilidade (PEREIRA et al., 

2011). Os fármacos geralmente se apresentam como ácidos ou bases fracas nas soluções estando 

estes nas formas não-ionizadas (moleculares) ou ionizadas (GOODMAN;  GILMAN, 2006). 

Desta forma, os valores de pKa  refletem o grau de ionização das moléculas em diferentes 

valores de pH e corresponde ao valor de pH no qual 50% das moléculas encontram-se na sua forma 

ionizadas e 50% na molecular, quando em solução. O conhecimento deste parâmetro é essencial 

para a estimativa de propriedades farmacocinéticas, dado que a absorção e a distribuição são 

altamente afetadas pela ionização do composto. Isso acontece devido à diferente solubilidade e 

lipofilicidade das formas ionizadas (mais solúvel em meios aquosos) e neutras das moléculas 

(menos solúvel em meios aquosos) (VÖLGYI et al., 2007). 
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3.3 CICLODEXTRINAS COMO ALTERNATIVA PARA O INCREMENTO DO PERFIL DE 

DISSOLUÇÃO DE FÁRMACOS 

 

O uso de fontes biodegradáveis para o desenvolvimento de novas matérias-primas tem 

despertado bastante interesse em diferentes setores. Podem ser utilizados em embalagens de 

fabricação, materiais descartáveis e até mesmo na preparação de micro e nanocápsulas para a 

libertação controlada de fármacos. Os biopolímeros inovadores tem cada vez mais atingido lugar 

de destaque no cenário mundial, onde após muitos anos de pesquisa e desenvolvimento, este grupo 

de materiais tem tido um sucesso crescente no mercado, principalmente devido ao menor custo, à 

preservação dos recursos limitados, à proteção do ambiente e clima, bem como ao resultado dos 

impostos para a eliminação e reciclagem (DEORSOLA et al., 2014). 

Neste contexto estão inseridas as ciclodextrinas (CD’s), oligossacarídeos cíclicos, 

compostos por unidades de glucose ligadas por unidades α (1-4). Sua produção é decorrente da 

degradação do amido pela ação da enzima glicosiltransferase (CGT), presente em alguns 

microorganismos (LYRA et al., 2010; FREITAS et al., 2012; LIU et al., 2014).  

Uma das propriedades mais importantes deste grupo de moléculas é a sua capacidade para 

formar complexos de inclusão com uma grande variedade de moléculas hóspedes (compostos 

inorgânicos ou orgânicos de natureza neutra ou iónica) em solução (SINGH et al., 2010 ; 

SOARES-SOBRINHO et al., 2011). Podendo ser utilizadas em um vasto ramo de atuação 

(cosméticos, alimentos, na indústria farmacêutica, entre outros) (DEORSOLA et al., 2014). 

As CDs têm sido particularmente exploradas por desempenhar um papel crucial no que diz 

respeito à liberação controlada de fármacos. Os sistemas de entrega de fármacos (Drug Delivery 

System), oferecem inúmeras vantagens quando comparados  a outros de dosagem convencional 

(FERREIRA; ROCHA; SILVA 2009). Na indústria farmacêutica, CDs são utilizadas 

principalmente para melhorar a estabilidade e solubilidade de princípio ativo (PA) e suas 

propriedades organolépticas, como o sabor e odor em formulações farmacêuticas. Podendo 

também ser utilizadas para mascarar o cheiro e sabor desagradáveis de alguns fármacos, líquidos 

de processo em compostos sólidos bem como reduzir a sua volatilidade (GUEDES et al., 2008; 

SOARES-SOBRINHO et al., 2011; RUZ et al., 2012; XU et al., 2014). 
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3.3.1 Histórico e conceito das ciclodextrinas 

 

A descoberta das primeiras CD’s data de aproximadamente 117 anos atrás, quando o 

cientista A. Villiers, em 1891, relatou em seus estudos ter isolado e identificado uma substância 

cristalina chamada “cellulosine", a partir da degradação bacteriana de amido, sendo este o primeiro 

caso descrito na literatura, Figura 3 (VILLIERS, 1891; GUEDES et al., 2008; DEORSOLA et al., 

2014).  

 

Figura 3 - Formação de dextrinas cíclicas e acíclicas a partir do amido. a) amido b) dextrinas cíclicas e acíclicas. 

  

Fonte: Saenger, 1980. 

 

Franz Schardinger, em 1903, publicou um artigo no qual ele descreve ter isolado duas 

substâncias cristalinas, a partir da degradação do amido de batata, originalmente chamadas de 

"dextrinas cristalinas" e, posteriormente, as nomeou de ciclodextrina α e β, sendo a do tipo γ 

isolada apenas em 1935 (Del VALLE, 2004). Este estudo teve como base as várias linhagens de 

bactérias que sobrevivem ao processo de cozimento, estudadas por terem sido ditas como 

responsáveis por alguns casos de intoxicação alimentar. Schardinger descobrira então, que uma 

dessas bactérias "termófilas", denominadas de tensão II, resistente ao calor, foi capaz de dissolver 

o amido e formar polissacarídeos cristalinos (dextrina). 

A partir de então, foram desenvolvidos vários sistemas de fracionamento para a produção 

de CDs. Porém as suas estruturas ainda não tinham sido confirmadas (STELLA, RAJEWSKI 

1997; MABUCHI, NGOA 2001), até que em 1942 as moléculas de α e βCD tiveram seu perfil 
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cristalino conhecido por DRX. Quatro anos mais tarde foi possível a elucidação, também por esta 

técnica, da γCD (Del VALLE, 2004). 

 

 

 

3.3.2 Características das Ciclodextrinas. 

 

 

Devido ao impedimento estérico, não é possível a obtenção de CD’s com menos de seis 

unidades de glucose (UG) em sua estrutura e apesar de já ter sido relatado à existência de CD’s 

com mais de oito UG (nove, dez, onze e doze, denominadas respectivamente, de  δ, ε, ζ, η e θCD) 

estes homólogos são pouco utilizados devido ao difícil e, consequentemente, oneroso, processo de 

purificação (CHALLA et al., 2005; SINGH et al., 2010).  

Esta informação corrobora com os dados presentes na literatura, que relatam que as CDs 

mais comuns e com maior rendimento são as do tipo α- ciclodextrina (αCD), β-ciclodextrina (βCD) 

e γ-ciclodextrina (γCD), também chamadas de ciclodextrinas naturais, sendo estas formadas por 

6, 7 e 8 UG, respectivamente (figura 4) e (tabela 1) (GUEDES et al., 2008; RASHEED et al., 2008; 

LAZAROWSKA; JÓZEFOWICZ; HELDT, 2012; LIU et al., 2014; LOUIZ et al., 2015).  

 

 

Figura 4 - a) Estrutura molecular geral das CDs. O radical n representa o local de adição das unidades de glicose, 

formando assim os diferentes tipos de CDs. b) estrutura das ciclodextrinas naturais. 

 
 

Fonte: adaptado de a) Britto et al. (2004); b) Ferreira, Rocha e Silva (2009). 
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Tabela 1 - Características físico-quimicas das ciclodextrinas naturais. 

Propriedades Fisico-quimicas α Β Γ 

Nº de unidades de glucopiranose 6 7 8 

Peso Molecular 972 1135 1297 

Diâmetro da cavidade central (Å) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3 

Solubilidade em água a 25ºC (g/100mL) 14.5 1.85 23.2 

pKa (25°C) 12.33 12.20 12.08 

Fonte: Adaptado de Singh et al (2010). 

 

 

 

No estado natural as CDs são moléculas rígidas, cristalinas e homogêneas, que oferecem 

inúmeras utilidades em função do seu tamanho, forma e grupos funcionais livres (FERREIRA; 

ROCHA; SILVA, 2009). A partir da elucidação de sua estrutura tridimensional foi possível 

comprovar que as CDs se apresentam na forma espacial cônica, cuja superfície externa apresenta 

características hidrofílicas, devido à posição ocupada pelas hidroxilas primárias unidas ao átomo 

de carbono C6 e as hidroxilas secundárias ligadas aos átomos de carbonos C2 e C3 (figura 5). No 

entanto, o posicionamento do oxigênio das ligações glicosídicas e dos hidrogênios das unidades 

de glicosidicas, estando estes, voltados para a parte interna da estrutura, faz com que as CDs 

tenham uma cavidade interna de caráter hidrofóbico (Del VALLE, 2004; PIRES, 2011). 

Propriedades esta que torna estes açúcares capazes então de encapsular em seu interior moléculas 

lipofílicas, aumentando assim a solubilidade em água, a estabilidade e biodisponibilidade de 

fármacos (CUNHA-FILHO; SÁ-BARRETO, 2007; ALEEM et al., 2008; YANG et al. 2013; 

ZHANG et al 2013a). 
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Figura 5 - representação esquemática da estrutura funcional das ciclodextrinas. 

 

 
Fonte: Ferreira; Rocha e Silva (2009). 

 

 

3.3.3. Ciclodextrinas naturais  X  Ciclodextrinas modificadas  

 

Entre os três tipos de ciclodextrinas naturais, a de maior destaque é a βCD, pois esta 

apresenta uma maior eficiência na complexação de fármacos (ZHANG et al., 2010) e relativa 

facilidade de síntese e produção em larga escala, sendo este processo mais simples e 

financeiramente mais atrativo (KURKOV; LOFTSSON, 2013).  

Utilizada para fins farmacêuticos, extendendo a sua aplicação em diferentes campos de 

atuação, como por exemplo: nas eletroanalises (CHEN et al., 2011), na biotecnologia (YANG et 

al., 2009), na proteção de ambientes (ZHANG et al., 2012), bem como em  produtos alimentares 

(HU et al., 2012a ; HU et al., 2012b).  Neste ultimo, Hicks e colaboradores (1996) já relatava a 

utilização da β-CD para inibir o processo de escurecimento enzimático de sucos de pêra, maçã e 

uva branca. Kollengode e Hanna (1997), buscavam a estabilização de compostos aromáticos 

presentes no café que se apresentam quimicamente instáveis e com alta volatilidade, sendo 

vantajosa a complexação com a β-CD visto ao aumento da estabilidade térmica destes compostos. 

  Apesar da sua vasta aplicação, a β-CD apresenta uma baixa solubilidade em água 

(aproximadamente 2%) (DAVIS; BREWSTER, 2004; QIU et al., 2014). Adicionalmente, em 

determinadas concentrações, esta apresenta uma grande afinidade com colesterol podendo carreá-

lo da membrana lipídica de células e, em concentrações suficientemente altas, pode causar 

hemólise dos eritrócitos (DRUNKLER; FETT; LUIZ, 1999). Sua administração parenteral não é 
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possível devido a sua baixa lipofilicidade, que a faz precipitar como microcristais nos rins, além 

do fato de formar complexos com o colesterol que se acumulam e danificam os néfrons 

(FERREIRA; ROCHA; SILVA 2009; LUKE et al., 2010; XU et al., 2014). 

Devido a estes efeitos adversos, o uso farmacêutico das ciclodextrinas naturais vem sendo 

gradativamente substituído pelos seus derivados semi-sintéticos (GUEDES et al., 2008) levando 

também a busca de derivados mais solúveis e relativamente mais seguros, que ofereçam maior 

capacidade de inclusão, solubilidade aquosa, estabilidade e menor toxicidade, devido às alterações 

das suas propriedades físico-químicas originais (DE MELO et al., 2008). 

Estes derivados, mais conhecidos como ciclodextrinas modificadas, podem ser sintetizadas 

a partir da α, β e γCD através da substituição dos hidrogênios das hidroxilas ligadas ao carbono 6 

por grupos hidroxipropila, metila e sulfobutila principalmente (figura 6) (PIRES, 2011). Loftsson 

e Duchene (2007) citaram que substituições de qualquer grupamento OH por moléculas 

hidrofóbicas tais como grupos metoxi resultam em drástico aumento de sua solubilidade aquosa.  

 

Figura 6 - Substituintes de maior destaque, utilizados nas substituições dos hidrogênios presentes nas hidroxilas das 

CDs.

 

Fonte: Pires, 2011. 

 

 

Posteriormente tornaram-se disponíveis CDs com derivados hidroxipropil e sulfobutileter. 

Outros autores relatam aumento da solubilidade aquosa de furosemida com compostos derivados 

de βCD, tais como HPβCD e SBβCD. Esses derivados apresentam aumento na seguranca e nas 

propriedades de solubilidade comparadas a  βCD (SPAMER et al., 2002; ROGÉRIO et al., 2010). 

A HPβCD é largamente utilizada como agente complexante (RUAN et al., 2008), devido 

a sua  expressiva solubilidade aquosa (ZHANG et al., 2013b), em torno de 60% superior a do tipo 

beta (QIU et al., 2014).  Sendo esta a primeira CD a ser aprovada pela FDA (FRANZINI, 2011).  

É bem tolerada em seres humanos, mostrando uma baixa toxicidade por via oral, não sendo 
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visualizada assim a toxicidade renal e atividade hemolítica vista com a βCD (LIU et al., 2006; MA 

et al., 2012; ZOELLER et al., 2012). Além disso, tem sido utilizada para sistemas de liberação de 

fármacos oftálmicos. Estudos in vitro e em in vivo mostram que CIs de droga com baixa 

solubilidade aquosa, utilizando esta CD, aumentam a solubilidade, estabilidade, permeabilidade 

da córnea refletindo na sua maior biodisponibilidade oftálmica (BOZKIR; DENLI; BASARAN, 

2012; ZHANG et al 2013a).  

Juntamente a HPβCD pode-se destacar a SBβCD, uma excelente modificação da βCD que 

também apresenta uma ótima solubilidade em água com baixa toxicidade (LIU et al., 2014; XU et 

al., 2014). Das varias derivações das CDs naturais, estes dois tipos são as de maiores interesses 

farmacêuticos, sendo largamente aplicados (FRANZINI 2010; PIRES 2011; RASHEED et al., 

2008). 

 

 

3.3.4 Formação de complexos de inclusão. 

 

A presença da cavidade interna hidrofóbica das CDs faz com que elas tenham a capacidade 

de alojar uma molécula hóspede formando complexos ou compostos de inclusão com uma 

variedade de substâncias hidrofóbicas (Del VALLE, 2004).   

Para a formação de complexos com CDs é necessario que a molécula hóspede entre em 

contato com a cavidade da CD para que seja formada uma associação estável (LIRA, 2007). A 

inclusão do fármaco nesta cavidade baseia-se nos princípios da química supramolecular, na qual 

a interação entre os dois componentes em um arranjo organizado é feita por forças 

intermoleculares fracas, tipo Van der Waals, ligações de hidrogênio, interações eletrostáticas ou 

hidrofóbicas (DUCHÊNE et al., 1990; SAENGER, 1980; PAULA et al., 2005).    

Quando em solução aquosa de CD, as moléculas de água preenchem a cavidade da CD, 

estando em um estado energeticamente menos favorável são substituidas por moléculas do 

fármaco (figura 7).  Desta forma a cavidade central da CD atua como uma molécula “hospedeira”, 

podendo alojar em seu interior uma molécula “hóspede” total ou parcialmente (BUDAL 2003; 

ASTRAY et al., 2009) 
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Figura 7 - representação esquemática da formação de complexos de inclusão entre a molécula hóspede e a CD 

 

Fonte: Adaptado de Astray et al,. 2009. 

 

Quando o CI é administrado, independente da via escolhida, ocorre dissociação deste 

complexo com consequente liberação da molécula hóspede. Se estabelece assim um equilíbrio 

dinâmico entre as formas livres da CD, do fármaco e do CI. A liberação depende da quantidade de 

líquido que circunda o complexo, e se dá pelo processo de diluição deste ou pelo deslocamento 

competitivo com substâncias lipofílicas, endógenas no organismo, e que possuam maior afinidade 

com a cavidade (LOFTSSON; DUCHENE, 2007). Ocorrendo a dissociação, o fármaco encontra-

se na forma livre e apto para que seja absorvido e distribuído pelo organismo, uma vez que 

complexado ele não conseguiria atravessar as membranas devido à característica hidrofílica da 

CD, o que justifica a sua baixa toxicidade. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 

 

4.1 PARTE 1 - IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DO 

PROTÓTIPO EPIISOPILOTURINA 

 

4.1.1 MATERIAL 

 

A epiisopiloturina foi extraída e isolada pela indústria Anidro do Brasil Extações S. A., 

situada em Parnaíba (PI), conforme metodologia descrita por Veras e colaboradores (2013).  

 

4.1.2 MÉTODO 

 

 4.1.2.1 Identificação por Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho 

 

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer® (Spectrum 

400) com dispositivo de reflectância total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike Technologies 

Spectroscopic Creativity) com cristal de seloneto de zinco. As amostras a serem analisadas foram 

transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR em triplicata. Foram obtidas 

com varreduras de 650 a 4000 cm-1 de resolução de 4 cm-1. 

 

4.1.2.2 Determinação do pKa 

 

 O pKa experimental da EPI foi realizado no equipamento Sirius T3® com auxílio do  

software SiriusT3Control, aplicando-se o procedimento chamado de Fast UVpKaÒ previamente 

desenvolvido com base no método de titulação espectrofotométrica (UVmetricÒ) já relatado na 

literatura (TAM; TAKÁCS-NOVÁK, 2001) e que teve sua confiabilidade comprovada em estudos 

anteriores (SIRIUS ANALYTICAL INSTRUMENTS,1995; TAM; TAKÁCS-NOVÁK, 2001; 

BOX et al., 2003). Uma solução 100 mM do protótipo foi preparada em DMSO. Em seguida, 5 

μL dessa solução foram retirados e 25 μL de uma solução tampão denominada de Sirius Neutral 

Linear UVÒ foram adicionados para facilitar a estabilização do pH da solução após cada titulação. 

Executaram-se três titulações da mesma amostra, sempre do menor pH para o maior, cobrindo 

uma faixa de pH entre 2 e 12. Como agentes titulantes, foram utilizados o HCl e KOH 0,5 M. As 
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titulações foram executadas em água ultra-purificada.  Os espectros de absorção no UV da solução 

foram monitorados continuamente na amostra a cada titulação por uma sonda de fibra óptica de 

imersão, realizando-se, desta forma, uma varredura da amostra entre 118 e 1100 nm para construir 

um gráfico absorvância versus pH e, deste modo, determinar o pKa do protótipo. Os dados 

coletados foram analisados através do software SiriusT3RefineÒ e apenas os dados obtidos entre 

250 e 275 nm foram incluídos na análise. O número de valores de pKa foram obtidos com auxílio 

da análise do Target Factor AnalysisÒ (TFA), um recurso matemático do programa. A temperatura 

em 25°C e uma atmosfera de nitrogênio a 50 mL.min-1 foi mantida durante todo experimento. Os 

níveis de CO2 também foram monitorados durante todo o experimento para que não interferissem 

com os resultados. O experimento foi realizado em triplicata. 

 

4.1.2.3 Difração de Raios-X 

Os difratogramas do protótipo foram obtidos no difratômetro SIEMENS® (X-Ray 

Diffractometer, D-5000), equipado com ânodo de cobre. As amostras foram analisadas no 

intervalo de ângulo 2ϴ (graus) de 5-60 a uma velocidade de digitalização de 0,02º. As amostras 

foram analisadas em triplicata em suportes de vidro com uma fina camada de material do pó sem 

solvente. 

 

4.1.2.4 Microscopia Eletrônica de Varredura 

Para esta análise, a amostra foi montada em fita dupla-face de carbono, e metalizada com 

ouro por 15 minutos. Realizada em microscópio FEI®, modelo Quanta 200F, com 200kV de 

voltagem de aceleração, baixo vácuo (0.5torr), emissor FEG e elétrons secundários como modo 

de aquisição de imagem. 
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4.1.2.5 Análise Térmica 

 

A caracterização térmica da EPI foi realizada a partir de termobalança Shimadzu®, modelo 

DTG-60H, em atmosfera de nitrogênio com fluxo de 50 mL.min-1, razão de aquecimento de 

10°C.min-1 e faixa de aquecimento de 25 a 600°C. Para este método foi utilizado massa das 

amostras de 3 mg (± 0,3), acondicionadas em porta-amostra de alumínio. Antes dos ensaios 

verificou-se a calibração do instrumento empregando-se uma amostra de oxalato de cálcio 

monoidratado com perdas de massa definidas. Os dados termoanalíticos foram analisados por meio 

do software TA-60WS® (Thermal Analysis) versão 2.20 da Shimadzu®. 

O estudo cinético não-isotérmico foi realizado conforme método de Ozawa (1965), com 

aquecimento das amostras no intervalo de 30º a 600°C, e razões de aquecimento de 2,5; 5; 10; 20 

e 40°C.min–1. Para o tratamento dos dados, foi utilizado o modelo proposto por Ozawa (1965), 

conforme programa de análise cinética desenvolvido pela Shimadzu®. O coeficiente angular 

(slope) do gráfico que correlaciona log A vs 1/T (K-1) fornece a Ea do processo. Os valores do 

fator freqüência (A) e ordem de reação também são obtidos neste estudo cinético, a partir do 

gráfico que correlaciona a massa residual da amostra pelo tempo reduzido em minutos (OZAWA, 

2000; RODANTE; CATALANI; VECCHIO, 2002; CIDES et al., 2006).  

As curvas DSC para a Epiisopiloturina e todas as misturas físicas foram obtidas por meio de 

uma calorímetro da marca Shimadzu®, modelo DSC-60, em atmosfera de nitrogênio com fluxo de 

50 mL.min–1, sendo a massa das amostras analisadas de 3mg (± 0,2) acondicionadas em porta-

amostras de alumínio hermeticamente fechados. As curvas DSC para caracterização térmica do 

protótipo foram obtidas, respectivamente, com razão de aquecimento de 10°C.min–1, até a 

temperatura de 300°C, em triplicata. Antes dos ensaios realizou-se calibração do DSC via ponto 

de fusão do Índio (156,6 ± 0,3ºC) e Zinco (419,6ºC ± 0,3). O fluxo de calor e entalpia foram 

calibrados via ponto de fusão do Índio (18,59 J.g-1 ± 0,3), sob as mesmas condições das amostras. 

Os dados termoanalíticos foram analisados por meio do software TA-60WS® (Therma Analysis) 

versão 2.20 da Shimadzu®. 
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4.1.2.6 Otimização do método de quantificação da epiisopiloturina por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE) 

 

 

Foram realizadas algumas alterações no método de partida desenvolvido por Avancini e 

colaboradores (2003), visto os problemas apresentados em sua reprodução. Diante disto, alguns 

parâmetros foram avaliados, sendo eles: temperatura do forno, volume de injeção da amostra, 

proporção de metanol na fase móvel (FM) e variação do pH da FM. 

Nesta etapa, fez-se uso dos seguintes reagentes: ácido fosfórico (Merck®), Trietilamina 

(Dinâmica®), hidróxido de sódio (Acros organics®), ácido fórmico (Merck®), fosfato de potássio 

monobásico (Dinâmica®) e de Metanol grau HPLC (J.T. Baker®). A água utilizada foi 

ultrapurificada pelo equipamento MilliQ Millipore® (Milli-Q® System, Massachusetts, USA). As 

vidrarias volumétricas (Satelit®) foram calibradas, segundo certificado de calibração emitido pelo 

fabricante.  

Os equipamentos utilizados no estudo foram: Balança Analítica Bioprecisa®, modelo 

FA2104N; Ultra-som 1.500 Barnson® (70 W potência); e Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência 

(CLAE-DAD) modelo DGU-20 A5, Shimadzu®. 

A condição inicialmente tratada, descrita por Avancini e colaboradores (2003), tinha como 

FM a proporção 90:10 (V/V) de fase aquosa (FA) e Metanol, respectivamente, sendo esta FA 

preparada a partir da adição de 3 mL de Trietilamina e 13,5mL de ácido fosfórico (H3PO4) em 1 

litro de água ultrapurificada. Esta FA era então neutralizada com uma solução de NaOH a 0,2M  

até atingir o pH 3,0.  

As demais condições descritas por este método de partida incluíam: fluxo de 1mL/min, 

forno mantido à temperatura ambiente e volume de injeção das amostras de 20µL. A coluna 

utilizada como fase estacionária foi uma coluna C18 (4,6 x 250 mm; 5 μm) Supelco®. 

 

 

 

Alteração da fase móvel (FM): substituição do ácido fosfórico por ácido fórmico 

 

Dada a não reprodutibilidade do método proposto por Avancini e colaboradores (2003) e 

visto as vantagen com relação a utilização do ácido fórmico frente ao ácido fosfórico previamente 

descrita por Fiorucci, Soares e Cavalheiro (2015), foi realizada a substituição deste componenete 
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visando a obtenção de uma solução final de mesmo pH 3. Baseado nestes aspectos, foi estabelecido 

como procedimento para a elaboração desta fase aquosa a adição do mesmo volume de 

Trietilamina (3 mL) no volume total de água ultrapurificada (1000 mL) e, em seguida,  a adição 

de ácido fórmico até alcance do pH 3,0, ao qual foi atingido após adição de 3mL do ácido fórmico.  

 

 

Determinação dos demais parâmetros do método de quantificação 

 

 

Realizada a alteração supracitada em um dos componenetes da FM, outros parâmetros 

analíticos foram analizados com vistas a otimização do método de quantificação. Quanto à 

temperatura do forno, esta foi modificada para 30 ºC; os volumes de injeção analisados foram de 

20 e 60 µL; o percentual da FA e de metanol (fase orgânica) na FM foram variados entre 90:10 e 

60:40 (V/V); e, por fim, o pH da FM foi testado em pH 3,0 e 5,0 por meio de modificações no 

volume de ácido fórmico adicionado na fase aquosa. A escolha destes parâmetros levou em 

consideração a área do pico da EPI e o seu tempo de retenção. 

 

Preparo das amostras 

 

As amostras de EPI foram preparadas utilizando como solvente o meio de dissolução a ser 

testado na parte 3 deste trabalho: tampão pH 6,8 (USP, 2011). Foram feitas três soluções-mãe 

(triplicata) visando a obtenção de uma solução final na concentração de 40 µg/mL. Para garantir a 

total solubilidade da EPI, as amostras foram levadas ao ultrasom por 15 minutos, até completa 

solubilização. Em seguida foram filtradas em filtro Millipore® e acondicionadas em vials. 

 

4.1.2.7 Avaliação do perfil de dissolução da epiisopiloturina  

 

Para a determinação do perfil de dissolução do protótipo o meio de dissolução escolhido 

foi o tampão pH 6,8 preparado segundo descrição da USP (2011): 6,805 g de fosfato de potássio 

monobásico e 0,0896 g de NaOH, sendo o volume completado para 1 L de água destilada. 
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4.1.2.8 Preparo das amostras 

 

 O perfil de dissolução da EPI foi obtido em quadruplicata. As amostras foram pesadas com 

o equivalente a 0,1% da concentração de saturação da EPI no meio aplicado, visando respeitar a 

condição sink e a oferta de amostra.  

 

 

4.1.2.9 Condições empregadas na dissolução 

 

O teste foi realizado utilizando em cada cuba um volume de 250 mL do meio (pH 6,8), a 

50 RPM de rotação, com o aparato II da USP (aparato pá).  Os pontos de coleta foram 5, 15, 30, 

60 e 90 min. Para cada ponto da curva foi retirada alíquotas de 3 mL do meio de dissolução, com 

o auxilio de uma seringa, com posterior reposição do volume de meio de dissolução.  A altura da 

coleta das amostras foi fixada conforme especificado no método geral de dissolução da 

Farmacopéia Brasileira (5 ed, 2010). Ao final, as amostras obtidas foram filtradas em membranas 

filtrantes millipore® com abertura do poro de 22 µm, e transferidas diretamente para vials. Para 

quantificação por CLAE utilizando o método otimizado. 

Para fins de comparação entre os perfis de dissolução obtidos foi calculada a Eficiência de 

Dissolução (ED%) dos mesmos, conforme Equação 2 (KHAN, 1975): 

 

ED% =  As  x 100 / At                (Equação 2) 

 

Onde “As” representa a área sombreada e “At” representa a área total do retângulo. Os 

valores da área sob a curva (ASC) e área total foram calculados no software OringPro®. 
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4.2 PARTE 2 - ESTUDO DE COMPATIBILIDADE FRENTE A EXCIPIENTES 

FARMACÊUTICOS 

 

 

 

4.2.1 MATERIAL  

 

Foram testados alguns excipientes importantes para a obtenção de uma forma farmacêutica 

sólida, sendo eles: lactose monohidratada (Pharma Nostra®), Amido (Colorcon®), Celulose 

Microcristalina (Blanver Farmoquímica Ltda®
); Polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-30) (Xiamem®) 

e Hidroxipropil metil celulose (HPMC).  

 

 4.2.2. Obtenção das Misturas Físicas 

 

As misturas físicas (MF) foram obtidas a partir de trituração dos compostos durante 1 

minuto, com o auxílio de grau e pistilo. A proporção 1:1 (p/p) foi empregada para maximizar as 

interações entre os compostos, uma vez que os excipientes estarão em proporções menores em 

uma formulação farmacêutica (SOARES-SOBRINHO et al., 2010). 

 

4.2.3 Estudo de Compatibilidade Protótipo-Excipiente 

 

 O fluxograma (Figura 8) apresenta o procedimento utilizado para avaliação da estabilidade 

térmica da EPI frente a excipientes farmacêuticos. Inicialmente, foram comparadas as curvas DSC 

do protótipo isolado (massa = 3 mg ± 0,3) e das misturas físicas EPI:excipiente (1:1) (massa = 6 

mg ± 0,3), a partir da avaliação dos parâmetros envolvidos no evento de fusão do protótipo.  Em 

caso de sinal de interação, foram obtidas as curvas TG com o objetivo de comparar o evento de 

degradação do protótipo isolado e em mistura. Nas amostras em que o sinal de interação persistiu, 

realizaram-se as análises de DRX e IV, na tentativa de explicar a fundamentação destes sinais de 

interação. Por fim, em caso de resultados inconclusivos, foi calculada a cinética de degradação 

não-isotérmica, na intenção de comparar a energia de ativação envolvida neste processo para o 

fármaco isolado e em mistura. 
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Figura 8 – Fluxograma do estudo de compatibilidade térmica 

 

Fonte: produção própria 

 

Os ensaios referentes à elucidação das interações (cinética de degradação, IR e DRX) 

seguem a mesma metodologia aplicada na caracterização da matéria-prima, mencionados na parte 

1 (mateial e métodos) deste trabalho.  
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 4.3 PARTE 3. OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE COMPLEXOS DE INCLUSÃO A 

BASE DE EPIISOPILOTURINA 

 

4.3.1 Obtenção dos complexos de inclusão e misturas-física 

 

Os complexos de inclusão (CI’s) e as misturas-físicas (MF’s) foram obtidos respeitando a 

proporção equimolar (EPI:CD). De acordo com o peso molecular das ciclodextrinas utilizadas e 

da EPI, tabela 2. 

 

 

Tabela 2 - Quantidade equimolar de CD’s utilizadas na formação de complexos de inclusão (CI) com a EPI. 

Ciclodextrinas 
Peso Molecular 

Βcd 1113,4g/mol 

HPβCD 1500g/mol 

SBβCD 2120g/mol 

Epiisopiloturina 286g/mol 

Fonte: produção própria. 

 

 

 

Os CI’s foram preparados a partir da obtenção de MF`s entre o protótipo e a CD 

correspondente com o auxílio do grau e pistilo, sendo trituradas por um minuto. A estas MFs foi 

adicionada quantidade suficiente de água destilada, sob agitação constante por 3 horas, seguida de 

sonicação por 15 minutos, onde foi possível visualizar a total solubilização dos dois componentes 

presentes em cada associação, formando para os três casos uma solução completamente límpida e 

transparente.  

As soluções obtidas foram então mantidas em ultrafreezer a temperatura média de -80ºC por 

48 horas, até total congelamento das amostras e, em seguida, as mesmas foram submetidas ao 

processo de liofilização, uma das técnicas empregadas na obtenção de CI. Após 48 horas, as 

amostras foram retiradas do liofilizador, armazenadas em frasco âmbar e mantidas em dessecador. 

4.3.2 Caracterização físico-química dos complexos de inclusão obtidos 
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 Os produtos obtidos foram caracterizados através de técnicas físico-químicas, visto a sua 

importância na avaliação da eficiência da complexação (FREITAS et al., 2012). As técnicas 

escolhidas foram as mesmas utilizadas na parte 1 do trabalho, sendo elas: DRX, IV, Análise 

térmica (TG e DSC) e a determinação do perfil de dissolução dos três CIs formados. 

 

4.3.2.1 Avaliação do perfil de dissolução da epiisopiloturina versus complexos de inclusão 

 

A partir da obtenção do perfil de dissolução do protótipo, parte 1 deste trabalho, foi possível 

realizar além do estudo comparativo entre a taxa de dissolução da EPI frente aos CIs obtidos com 

a βCD, SBβCD e HPβCD, analisar qual o tipo de CD se mostrou mais eficiente para o incremento 

da sua solubilidade. 

As amostras analisadas e as condições empregadas para o teste de dissolução dos CIs e 

suas respectivas MFs foram obtidos nas mesmas condições descritas na parte 1 do trabalho.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 PARTE 1 - IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DO  

PROTÓTIPO EPIISOPILOTURINA 

 

5.1.1 Aspecto macroscópico da EPI 

A EPI se apresenta na forma de um pó fino, branco (figura 9) e inodoro.  

Figura 9 - Aspecto Macroscopico da EPI.    

        

Fonte: produção própria  

 

5.1.2 Identificação por Espectrometria de Absorção na Região do Infravermelho 

 

A análise de espectrometria por IV permite a identificação dos principais grupos funcionais 

presentes em uma molécula a partir das vibrações características de cada grupo. De acordo com o 

espectro de IV (Figura 10) é possível identificar uma banda de alta intensidade em 1766 cm-1 

atribuído a C = O do anel lactônico. A banda bem definida em 1385 cm-1 é referente à forma 

vibracional do grupo álcool secundário ligado à molécula orgânica.  A β-lactona é identificada 

pela banda em 1184 cm -1, em 775 cm-1 o C-H fora de fase do benzeno. O grupamento N-C-N 
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pode ser visualizada apela presença da banda em 1524 cm-1 e em 1587cm-1  tem-se a banda 

referente a ligação C-C no benzeno. As bandas apresentadas confirmam a identidade química da 

molécula, conforme Véras e colaboradores (2013). 

 

Figura 10 - Espectro de absorção na região do infravermelho da Epiisopiloturina 

 

Fonte: produção própria 

 

5.1.3 Determinação do pKa 

 

 A determinação experimental do pKa através do equipamento Sirius T3® faz uso de uma 

solução tampão denominada de “sirius neutral linear UV”, que possui absorbância em 

comprimento de onda inferior a 240 nm (BOX et al., 2003).  Assim, o comprimento de onda 

convencional para leituras da EPI (216 nm) (VERAS et al., 2013) não pode ser aplicado. Como a 

maioria dos alcalóides, EPI apresenta outro ponto de absorbância máxima em seu espectro em 255 

nm. Apesar de este comprimento de onda apresentar o incoveniente de um coeficiente de extinção 

molar muito pequeno, foi possível adquirir resultados confiáveis, em triplicata.   

 O estudo experimental mostrou apenas a formação de uma espécie em meio líquido, 

denominada B+. O equilíbrio em percentual de presença entre as duas espécies ocorre no pH 7,29  

(figura 11), que é por definição o pKa da molécula. Assim, pode-se afirmar que neste valor de pH 
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50% das moléculas estão na sua forma ionizada e 50% estão na sua forma molecular. A forma 

iônica é prevalente em pH ácido, podendo-se concluir que a EPI é uma base fraca, como já 

esperado em virtude dos próprios grupamentos químicos da molécula.  

 Uma vez que o caminho percorrido por um fármaco administrado por via oral enfrenta o 

pH estomacal (1–1,2), duodenal (4,4-4,8) e intestinal (6,8-7,0), é factível que EPI se encontrará, 

em sua maioria, na sua forma ionizada no corpo. Além disso, a solubilidade da molécula tende a 

ser maior em pH ácido, de modo que, ao se aproximar do pH do duodeno, a precipitação do 

protótipo não é improvável. Assim, o estudo do pKa permitiu a compreensão de que EPI apresenta 

dois problemas em potencial: a permeabilidade, pois a depender do mecanismo de permeação da 

substância o fato de ela se encontrar na forma ionizada pode ser prejudicial; e a solubilidade, pois 

a queda brusca de solubilidade entre o pH estomacal e intestinal pode levar a precipitação da 

substância no intestino, e assim ser excretada. 

 

Figura 11 - Distribuição das espécies: ionizada e molecular, no valor de pKa estabelecido a partir do equipamento 

Sirius T3®. 

 

 

5.1.4 Difração de Raios-X 

 

De acordo com o difratograma (Figura 12), a EPI apresenta vários picos bem definidos, 

dos quais são principais aqueles expressos em: 11,1; 19,58; 20,56; 21,32; característicos de 

material cristalino. 

 

 

 



65 
 

 

MELO, C.M. Caracterização físico-química do protótipo epiisopiloturina e incremento do seu perfil de 

dissolução através da obtenção de complexos de inclusão. Dissertação (Mestrado em Inovação Terapêutica) 

Programa de Pós Graduação em Inovação Terapêutica. Universidade Federal de Pernambuco, 2015. 

 

Figura 12 - Difratograma da EPI 

 

Fonte: produção própria 

 

5.1.5 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

A partir da MEV (figura 13), foi possivel observar a morfologia dos cristais da EPI, que se 

apresentam na forma de cristais irregulares. O perfil cristalino observado corrobora com o 

resultado obtido pelo DRX. 

 

Figura 13 - Microscopia eletrônica de varredura da EPI, sob aumento de 2.300 vezes. 

 

Fonte: produção própria 
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5.1.6 Análise Térmica  

 

5.1.6.1 Calorimetria exploratória diferencial  

 

O perfil térmico dos cristais de EPI foi determinado a partir do somatório de informações 

obtidas através das curvas DSC e TG/DTG. Assim, o pico endotérmico agudo evidenciado na 

curva DSC (Figura 14), com faixa de fusão de 221,72 a 228,24°C (ΔE = - 148,75 J.g1), em 

concordância com os estudos anteriores realizados por Veras e colaboradores (2013). 

 

Figura 14 – Curva DSC da EPI, sob razão de aquecimento de 10°C.min-1 e fluxo de nitrogênio de 50 mL.min-1. 

 
Fonte: produção própria 

 

 

5.1.6.2 Termogravimetria  

 

Adicionalmente, as curvas TG/DTG, figura 15, obtidas demonstram que a degradação do 

protótipo se inicia em aproximadamente 224 °C, com perda de massa (Δm) de 79,27%, logo após 

o pico referente ao evento de fusão da EPI, evidenciado no DSC. Deste modo, pode-se identificar 

a faixa de temperatura na qual o protótipo apresenta-se termicamente estável. 
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Figura 15 - Curva TG, DTG e DTA da EPI, sob razão de aquecimento de 10°C.min-1 e fluxo de nitrogênio de 50 

mL.min-1. 

 

Fonte: produção própria. 

 

 

Uma vez que as curvas TG apresentaram variação de massa, foi possível calcular a cinética 

de degradação térmica não isotérmica da EPI aplicando-se o modelo de Ozawa (BROWN, 2001; 

TIŢA et al., 2008; SOARES-SOBRINHO et al., 2010). Vieira e colaboradores (2013) destacam a 

importância do conhecimento a cerca das propriedades de decomposição térmica de fármacos e 

excipientes, pois, este compreende um dos requisitos para o desenvolvimento de novos produtos 

farmacêuticos, uma vez que determinam parâmetros de grande interesse para avaliação de sua 

estabilidade.  

A partir dos ensaios da análise cinética obtiveram-se as curvas TG (Figura 16) que 

proporcionaram a correlação de logA x 1.K-1 (Figura 17a), a partir do modelo proposto por Ozawa 

em 1965. Assim, foi possível a obtenção do gráfico G(x) x tempo reduzido (min) (Figura 17b), 

onde através deste foram calculados os parâmetros cinéticos: energia de ativação (Ea) de 88,95 

kJ.mol-1 e fator frequência (A) de 1,165 x 108 min-1. A ordem de reação foi estimada de acordo 

com a linearidade da reta obtida para o gráfico G(x) versus o tempo reduzido (Tabela 3), o que 

demonstrou ser uma reação de primeira ordem. Segundo Florence e Attwood (2011), uma reação 

de primeira ordem é assim caracterizada quando a velocidade da reação é dependente da 

concentração do substrato. 
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Figura 16 - Curvas TG da EPI nas diferentes razões de aquecimentos (2,5; 5; 10; 20 e 40º C), sob fluxo de nitrogênio 

de 50 mL.min-1 

 

Fonte: produção própria 

 

 

Figura 17 - a) Gráfico log A vs. K-1; b) Gráfico da função G(x) vs. Inverso da temperatura de EPI 

 

Fonte: produção própria 

 

 

 

 

 

 

 



69 
 

 

MELO, C.M. Caracterização físico-química do protótipo epiisopiloturina e incremento do seu perfil de 

dissolução através da obtenção de complexos de inclusão. Dissertação (Mestrado em Inovação Terapêutica) 

Programa de Pós Graduação em Inovação Terapêutica. Universidade Federal de Pernambuco, 2015. 

 

Tabela 3 - Linearidade das diferentes ordens de reação da cinética de degradação da EPI 

Ordem da reação Parâmetros r2 

0 
G(x) 0,14 0,28 0,44 0,56 0,65 

0,9728 
TR 0,26 0,4 0,59 0,78 1 

1ª 
G(x) 0,17 0,32 0,58 0,81 1,02 

0,9961 
TR 0,26 0,4 0,59 0,78 1 

2ª 
G(x) 0,18 0,35 0,78 1,26 1,87 

0,9878 
TR 0,26 0,4 0,59 0,78 1 

Fonte: produção própria 

 

 

5.1.7. Perfil de dissolução da epiisopiloturina 

 

  A dissolução pode ser definida como o processo pelo qual o principio ativo é liberado, 

quando em sua forma farmacêutica, torna-se disponível para ser absorvido pelo organismo. Em 

função disso, os estudos de dissolução in vitro tornaram-se fundamentais para o desenvolvimento 

e otimização de novas formulações sólidas orais. Dessa forma, a velocidade pela qual o processo 

de dissolução ocorre determinará a liberação do fármaco e a sua absorção (BANAKAR, 1992; 

MANADAS et al., 2002; NERY et al., 2007). 

No caso de novas moléculas, torna-se importante avaliar o impacto de fatores que 

interferem em sua dissolução, realizando testes in vitro que permitam visualizar o seu 

comportamento em do tempo a fim de diminuir os possíveis problemas que esta possa apresentar 

em relação à biodisponibilidade (ARANCIBIA et al., 1992). 

A avaliação do perfil de dissolução em diferentes meios na faixa de pH fisiologico é 

recomendada como suporte no desenvolvimento e otimização do método de dissolução, bem como 

no estabelecimento de correlações in vivo - in vitro (FDA, 1997; LIMA et al 2009). Nesse estudo, 

o perfil de dissolução da EPI foi determinado em dois valores de pH (1,2 e 6,8) a fim de verificar 

a influência deste no processo de dissolução do protótipo. 

A partir dos resultados obtidos, em pH ácido foi possível visualizar uma taxa de dissolução 

de 88,24% da EPI nos primeiros 5 minutos (Figura 18), e de 97,34% em 15 minutos, seguido da 
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formação de um platô na curva.  A FDA (Food and Drug Administration) relaciona este tipo de 

perfil, em ensaios de dissolução em meio ácido, para drogas que se comportam como solução, 

quando mostram uma taxa de dissolução de pelo menos 85% em 15 minutos, e por isso, não devem 

apresentar quaisquer tipo de problemas de biodisponibilidade.  

 

Figura 18 - Perfil de dissolução da EPI em pH 1,2.

 

Fonte: produção própria. 

 

Já em pH 6,8 (Figura 19), a EPI mostrou um comportamento diferente, podendo-se 

visualizar uma reta ainda crescente, apresentando um ponto máximo apenas no último tempo de 

coleta (90 minutos) no qual foi observado um percentual de 84,11%. Desta forma o seu perfil de 

dissolução em pH básico se mostrou mais lento, sendo dissolvido apenas 39% aproximadamente, 

nos primeiros 5 minutos. Assim, pode-se pressupor que a EPI, embora solúvel em pH 1,2, possa 

sofrer recristalização ao alcançar o duodeno e o intestino, ou até mesmo, com a mudança brusca 

de pH, pode haver uma precipitação do protótipo. 
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Figura 19- Perfil de dissolução em meio pH 6,8.

 

Fonte: produção própria. 

 

Gonsales e colaboradores (2013), através de análises para extração ácido-base do 

propanolol e da nimesulida a partir de comprimidos comprovaram que a solubilidade do 

propranolol em meio aquoso ácido deve-se à presença da amina secundária na molécula, a qual 

atua como uma base fraca de Brönsted-Lowry. Após a protonação da amina forma-se o sal de 

amina quaternária que permite a formação de interações intermoleculares do tipo íon-dipolo entre 

esta substância e a água, além das ligações de hidrogênio. São todas estas interações atuando 

conjuntamente que permitem a solubilização do fármaco em meio aquoso ácido. No processo de 

extração, a alcalinização do meio desprotona a amina quaternária fazendo com que as interações 

íon-dipolo deixem de existir, reduzindo a solubilidade do propranolol em água, que 

consequentemente precipita como molécula neutra. Estas informações podem ser atribuídas a EPI, 

visto a presença de grupos receptores de hidrôgenio, passíveis a protonação. 

 

5.1.8. Otimização de método de quantificação da epiisopiloturina por CLAE 

 

Na tentativa de utilizar uma técnica mais simples para a quantificação da EPI, em ensaios 

preliminares fez-se uso de um espectrofotômetro UV/VIS. Porém, no andamento das analises não 

foi possível à quantificação do protótipo por este método, visto o comprimento de onda que o 

mesmo é absorvido (216nm). Esta região apresenta muitos interferentes que impossibilitaram a 

obtenção dos valores de absorbância do protótipo. Desta forma, viu-se a necessidade de dosear a 

EPI através de uma técnica mais sensível,  sendo então escolhido o CLAE-DAD. 
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A literatura traz para quantificação de alcalóides por CLAE o método proposto por 

Avancini e colaboradores (2003), onde o mesmo foi utilizado para quantificação da EPI em 

estudos já publicados por Barnabé (2009). Neste último, foi realizada uma analise comparativa 

entre a quantificação da pilocarpina e epiisopiloturina extraídas por uma nova metodologia 

utilizando fluidos supercríticos. A partir destes resultados, o método se mostrou eficaz nas 

condições usadas para identificação dos dois componentes e a EPI apresentou um tempo de 

retenção de 5,5 minutos (figura 20). Entretanto, em nossas condições laboratoriais, o método não 

se apresentou reprodutível para quantificação, além de ter provocado entupimento sucessivos no 

equipamento devido provavelmente a reação entre o ácido fosfórico e o metanol, presentes na FM. 

 

Figura 20 - Cromatograma da mistura de padrões de pilocarpina (pico 1) e de epiisopiloturina (pico 2), diluídas em 

água. 

 

Fonte: Barnabé (2009). 
 

 

Além deste, Veras e colaboradores (2013) aplicaram outra metodologia para a 

quantificação do protótipo, onde o mesmo apresentou um tempo de retenção em 50 min, tornando-

o pouco prático e econômico. Por se tratar de um protótipo e a literatura apresentar apenas estes 

dois métodos já utilizados para a sua quantificação, foi preferível recorrer ao proposto por 

Avancini e colaboradores (2003), sendo assim necessária a realização de algumas adaptações 

visando a sua otimização e a melhor qualidade das medidas realizadas. 
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5.1.8.1 Alteração da fase móvel (FM): substituição do ácido fosfórico por ácido fórmico 

 

O método inicial apresenta como constituintes da FM a associação do ácido fosfórico e 

trietilamina (presentes na fase aquosa), além do metanol (fase orgânica). O ácido fosfórico é 

reconhecido como um ácido fraco (Ka = 7,6 x 10-3) e, associado a trietilamina, formam uma 

solução tampão capaz de ajustar o pH da FM para garantir a manutenção da amostra em solução.  

Em levantamento bibliográfico sobre a identificação e separação dos alcaloides presentes 

no jaborandi por meio de técnicas de HPLC-ESI–MS/MS, foi visto que o ácido fórmico é utilizado 

com bons resultados como constituinte da FM (ABREU et al., 2007; SAWAYA et al., 2011). 

Assim, estes trabalhos nortearam uma possível substituição do ácido fosfórico pelo ácido fórmico 

na tentativa de averiguar o não entupimento do sistema, já que o ácido fórmico também é um ácido 

fraco (Ka = 2,05 x 10-4), mas que sua base conjugada entra em equilíbrio prótico quando 

dissociada, evitando assim a formação de precipitados (FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 

2015).  

A alteração realizada se mostrou eficaz, sendo possível observar na figura 21 o pico 

caracteristico da EPI em 8,42 min e sem a ocorrência de entupimentos. Por se tratar de uma 

molécula pouco conhecida, ainda não se tem informações a respeito da sua estabilidade e, 

consequentemente, dos possíveis produtos de degradação formados em condições de estresse. 

Desta forma, este trata-se também de um ensaio inicial, que servirá como base para o futuro 

desenvolvimento de um método indicativo de estabilidade, uma vez que oferece o tempo de 

retenção da EPI em uma margem confiável. 
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Figura 21 – Cromatograma obtido após alteração da fase móvel. EPI apresentando um tempo de retenção de 8,42 

min, fluxo da fase móvel de 1mL/min, com volume de injeção de 20µL 

 

Fonte: produção própria. 

 

 

5.1.8.2 Determinação dos demais parâmetros do método de quantificação 

  

Os dois métodos de quantificação da EPI utilizados como base nesta etapa do trabalho 

utilizavam a temperatura ambiente para execução do experimento. Uma vez que o método não se 

apresentou reprodutível, optou-se não só pela modificação na fase móvel supracitada, como 

também pelo ajuste na temperatura do forno, que passou a ser de 30 ºC a fim de evitar fontes de 

erro. 

A fim de garantir medidas mais seguras, optou-se também por aumentar o volume de 

injeção das amostras de 20 µL para 60 µL. Na tabela 4 é possível observar o aumento na área do 

pico, fator este facilmente explicado pelo maior volume injetado da amostra. Pode-se destacar o 

valor de pratos teóricos superior para a amostra de 60µL/mL. Este parâmetro está diretamente 

relacionado à eficiência da coluna. Então, quanto maior o número de pratos teóricos, maior a 

eficiência da coluna e consequentemente, haverá uma melhor desempenho na separação dos picos 

(LANÇAS, F.M, 2009). 

 Adicionalmente, o tempo de retenção da EPI foi antecipado para 3,47 min. provavelmente 

em virtude do aumento da temperatura do forno então utilizado (30 °C). Desta forma, estas 

alterações mostraram ser vantajosas na quantificação do protótipo, uma vez que um dos grandes 
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desafios para a quantificação de fármacos em amostras derivadas de estudo de liberação in vitro 

consiste em reduzir o tempo de análise, devido à elevada quantidade de amostras a serem 

avaliadas, além de torná-lo mais rápido e economicamente viável (VELLOSO et al., 2009).  

Levando-se em consideração as respostas desejadas, relacionadas à área do pico e tempo 

de retenção da EPI, esta alteração se mostrou eficaz, pois foi possível diminuir o tempo de análise, 

com a melhora da resposta.  

 

 

Tabela 4 – Dados cromatográficos para a EPI frente a modificação na temperatura do forno e volume de injeção 

 Área Nº de Pratos teóricos Fator de Cauda Tempo de Retenção (min.) 

20µL/mL 1006142 1356.417 1.408 8.42 

60µL/mL 1352600 1811.104 1.560 3.47 

Fonte: produção própria. 

 

 

 

Figura 22 - Cromatográficos para a EPI frente à modificação na temperatura do forno e volume de injeção 

 

Fonte: produção própria 

 

 

A composição da FM tem influência significativa na performance cromatográfica e na 

separação das substâncias presentes na solução a ser analisada (FB 5, 2010). Portanto, partindo do 
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pressuposto de que a EPI apresenta baixa solubilidade em água (GUIMARÃES et al., 2013), viu-

se a importância de avaliar o seu comportamento frente a uma maior proporção de fase orgânica 

(MeOH). Sendo assim, foram testadas as proporções 90:10 e 60:40 de FA:MeOH (v/v) (figura 23a 

e 23b). Nesta avaliação foi possível perceber que quanto maior a proporção de metanol, menos 

favoráveis são os parâmetros área e fator de cauda (Tabela 5). Além disso, neste último, a redução 

do seu tempo de retenção não se mostrou interessante ao método, pois no tempo 2,43 min, o pico 

da EPI se encontra no volume morto, região onde é possível verificar picos referentes à FM, 

sofrendo assim muitas interferências. 

 

 

 

Figura 23 - Cromatogramas da EPI nas proporções de FM (a) 90:10 e (b) 60:40 (fase aquosa:MeOH). 

 

Fonte: produção própria 

 

 

Tabela 5 - Dados cromatográficos para a EPI frente à variação quanto à proporção de fase orgânica na FM. 

 Area Nº de Pratos teóricos Fator de Cauda Tempo de Retenção (min.) 

90:10 1352600 1811.104 1.560 3.47 

60:40 969600 1098.010 1.604 2.43 

Fonte: produção própria 
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O equipamento utilizado na execução destes experimentos apresenta como limite mínimo 

um pH de FM igual a 3,0. Neste contexto, avaliou-se também a real interferência do pH na 

quantificação da EPI, uma vez que valores mais altos poderiam ser menos prejudiciais ao 

equipamento. Assim, foram testados os pHs para fase aquosa da FM de 3,0 e 5,0. Nas análises 

realizadas em pH 5,0 (figura 24) fica visível o significativo alargamento do pico da EPI, uma 

característica indesejável para a cromatografia líquida, que ocorreu provavelmente em virtude da 

menor solubilidade da EPI na FM com o aumento do pH desta, o que favorece a maior interação 

do protótipo com a fase estacionária, causando o alargamanto do pico visualizado.  

 

 

 

Figura 24 – Cromatograma da EPI frente à mudança de pH da FM para 5,0. 

 

Fonte: produção própria. 

 

 

Todas as quantificações avaliadas neste tópico foram realizadas em triplicada, sendo os 

valores obtidos correspondentes à média das três determinações.  

Com base em todas as alterações testadas e avaliadas, o método de escolha para a 

quantificação da EPI nas etapas seguintes deste trabalho terão os seguintes parâmetros:  FM na 

proporção 90:10 (V/V), em pH 3, com um volume de injeção da amostra de 60µL e temperatura 

do forno estabelecida em 30°C. Sendo estas as melhores condições encontradas para a 

quantificação da EPI, levando em consideração as respostas consideradas (área do pico e tempo 

de retenção).  
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5.2 PARTE 2 - ESTUDO DE COMPATIBILIDADE TÉRMICA FRENTE AOS EXCIPIENTES 

FARMACÊUTICOS 

 

5.2.1 Estudo de Compatibilidade Protótipo-Excipiente 

 

5.2.1.1 DSC 

  

No estudo de compatibilidade (Tabela 6, Figura 25) percebe-se que todos os excipientes 

provocaram uma variação na temperatura inicial de fusão da EPI (TonsetF). Para as MF de 

EPI:lactose e EPI:HPMC esta alteração foi mais expressiva, nas quais foram apresentados valores 

de TonsetF antecipados em 19,82 , 7,25 e 37,38°C respectivamente. Segundo Stulzer e colaboradores 

(2008), esta antecipação indica que, na presença destes excipientes, os cristais de EPI tornam-se 

mais susceptíveis à degradação, pois uma quantidade inferior de energia é requerida para desfazer 

a rede cristalina. Por outro lado, este fenômeno também pode refletir no incremento da solubilidade 

aquosa da substância, sedo assim um benefício para a EPI, já que a mesma se apresenta insolúvel 

em água, segundo Guimarães (2013).  

 

 

 

Figura 25 – Curvas DSC da EPI e suas misturas físicas, sob razão de aquecimento de 10°C.min-1 e fluxo de 

nitrogênio de 50 mL.min-1.  

 

Fonte: produção própria. 
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Tabela 6 – Valores extraídos das curvas DSC para a EPI e suas misturas físicas. 

Amostra TonsetF (°C) ΔTonsetF (°C) 
ΔE (J.g-1) 

EPI pura 221,66 - 
-152,44 

EPI:amido 221,19 -0,47 
-74,46 

EPI:lactose 201,84 -19,82 -90,58 

EPI:PVP K-30 - - 
- 

EPI:celulose 

microcristalina 
220,70 0,96 

-75,95 

EPI:HPMC 214,15 -7,25 
-60,01 

Legenda: TonsetF  ( temperatura inicial de fusão);  ΔTonsetF ( variação da temperatura inicial de fusão); ΔE ( variação 

de energia); O sinal (-) é utilizado para sinalizar uma antecipação da temperatura, em relação a EPI, enquanto o sinal 

positivo significa um retardo. Fonte: produção própria. 
 

 

 

A curva DSC típica da lactose apresenta seu primeiro evento como um pico endotérmico 

em 140,02°C, que se refere à perda de água de cristalização, tornando-se α-lactose anidra. Em 

seguida visualiza-se um evento exotérmico, característico da recristalização de α-lactose em β-

lactose (208,12°C), com posterior degradação em 198,65°C (LAVOR et al., 2013). Entretanto, na 

curva DSC da MF EPI:lactose percebe-se que a antecipação do evento de fusão da EPI, com 

consequente degradação, se sobrepôs ao segundo pico de fusão da lactose (β-lactose), assim como 

descreve Rolim e colaboradores (2012) em seu estudo de compatibilidade com o citrato de 

dietilcarbamazina.   

Para a MF EPI:PVP K-30, o ponto de fusão da EPI desapareceu (Figura 25). Este fenômeno 

é um indicativo de interação entre os dois compostos frente ao aquecimento, observado também 

em diversas outras situações na literatura (SALVIO NETO et al., 2009; TIŢA et al., 2010; TIŢA 

et al., 2011; COSTA et al., 2013; MELO et al., 2014). Estes estudos evidenciaram que esta 

interação não representa necessariamente uma incompatibilidade, mas demonstra a miscibilidade 

entre os dois componentes quando o PVP K-30 é fundido, repercutindo assim em ausência ou 

redução da intensidade do pico de fusão na curva DSC. 
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5.2.1.2. TG 

 

Diante dos resultados apresentados pelas curvas DSC, foi avaliado o comportamento da 

curva TG e DTG das MF propensas à interação. Para a MF EPI:PVP-K30 (Tabela 7, Figura 26), 

percebe-se que houve retardo da temperatura inicial de degradação do protótipo em 9,76°C. Neste 

caso, a estabilidade térmica da EPI foi prolongada, uma vez que a mistura física necessita de 

temperaturas mais altas para iniciar o processo de degradação. Este fenômeno de proteção da 

substância ativa é alcançado quando ocorre sua incorporação na malha polimérica do excipiente 

(SOVIZI et al., 2010; VIEIRA et al., 2013; COSTA et al., 2013; MELO et al., 2014). 

 

 

 

Figura 26 – Curvas TG da EPI, PVP K-30 e sua mistura física, sob razão de aquecimento de 10°C.min-1 e fluxo de 

nitrogênio de 50 mL.min-1 

Fonte: produção própria. 
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Tabela 7 - Valores extraídos das curvas TG para a EPI e as misturas físicas. 

Amostras 
TonsetD (°C) ΔTonsetD (°C) 

EPI pura 224.98 - 

EPI: lactose 198,04 -26,94 

EPI:PVP K-30 234.74 +9.76 

Legenda: TonsetD ( Temperatura inicial de degradação); ΔTonsetD ( Variação da temperatura inicial de degradação). 

O sinal (-) é utilizado para sinalizar uma antecipação da temperatura, em relação a EPI, enquanto o sinal positivo 

significa um retardo. Fonte: produção própria. 

 

 

Por outro lado, a curva TG da mistura física EPI:lactose (Figura 27), evidencia antecipação 

da TonsetD da EPI em 26,94 °C, o que incentiva a hipótese do estabelecimento de interação 

prejudicial à estabilidade da EPI (MELO et al., 2014). 

 

 

 

 

Figura 27 – Curvas TG da EPI, lactose e sua mistura física, sob razão de aquecimento de 10 °C.min-1 e fluxo de 

nitrogênio de 50 mL.min-1. 

 

Fonte: produção própria. 
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5.2.2. Análises complementares 

 

5.2.2.1 Cinética de degradação térmica da Mistura Física EPI: lactose (1:1) 

 

Devido ao sinal de interação evidenciado na curva TG, foram realizadas análises 

complementares e desta forma, obteve-se a cinética de degradação térmica não isotérmica da 

mistura física entre EPI e lactose nas mesmas razões de aquecimento a que foi submetida à EPI 

isolada. As curvas TG obtidas para a MF (Figura 29) também proporcionaram uma boa correlação 

para plotagem do gráfico logA x 1.K-1(Figura 30a, Tabela 8), a partir do modelo proposto por 

Ozawa (1965). Assim, também foi possível a obtenção do gráfico G(x) x tempo reduzido (min) 

(Figura 31b). Conforme demonstram os resultados, a mistura física EPI:lactose apresenta uma 

cinética de decomposição de 2ª ordem, onde a velocidade da reação é determinada pelas 

concentrações de duas espécies de reagentes (FLORENCE; ATTWOOD, 2011).  

 

 

 
Figura 29 - Curvas TG da mistura física EPI: lactose nas diferentes razões de aquecimentos (5; 10; 20 e 40º C), sob 

fluxo de nitrogênio de 50 mL.min-1. 

 

Fonte: produção própria. 
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Figura 30 - a) Gráfico log A vs.K-1; b) Gráfico da função G(x) vs. Inverso da temperatura de EPI 

 

Fonte: produção própria. 

 

 

Tabela 8 - Linearidade das diferentes ordens de reação da cinética de degradação da mistura física EPI:lactose. 

Ordem da reação Parâmetros r2 

0 
G(x) 0,38 0,47 0,57 0,65 0,71 

0,9515 
TR 0,73 1,34 2,35 3,86 5,15 

1ª 
G(x) 0,46 063 0,85 1,07 1,23 

0,9783 
TR 0,73 1,34 2,35 3,86 5,15 

2ª 
G(x) 0,61 0,91 1,33 1,91 2,43 

0,9989 
TR 0,73 1,34 2,35 3,86 5,15 

Fonte: produção própria. 

 

 

 

Ao inverso do que foi especulado através da interpretação das curvas DSC e TG, nota-se 

que a análise da cinética de degradação da MF EPI:lactose não comprovou esta incompatibilidade, 

uma vez que houve um  incremento na energia de ativação do sistema (Ea = 93,21 kJ.mol-1) e no 

fator frequência  (4,18x108 min-1).  
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 5.2.2.2.  Espectroscopia de absorção na região do Infravermelho e Difração de Raio-X. 

 

As análises complementares de infravermelho e DRX também não demonstraram 

alterações que justificassem incompatibilidade (Figura 31 e 32), já que na primeira nota-se que as 

bandas referentes ao protótipo e excipiente mantiveram-se preservadas, mesmo após aquecidas até 

150°C. Já no difratograma de raios-X, percebe-se uma variação discreta quando na mistura física, 

porém ainda insuficiente para concluir incompatibilidade. Assim, o somatório de resultados 

colabora com a interpretação de que EPI e lactose são compatíveis. 

 

 

 

Figura 31– Espectros de infravermelho da EPI, lactose e sua mistura física antes e após aquecimento até 150°C.

 

Fonte: produção própria. 
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Figura 32 – Difratogramas da EPI, lactose e mistura física 

 

Fonte: produção própria. 

 

 

5.3 PARTE 3 - OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE COMPLEXOS DE INCLUSÃO A 

BASE DE EPIISOPILOTURINA 

 

 

5.3.1  Obtenção de complexos de inclusão por liofilização 

  

Existem vários métodos para a preparação de complexos de inclusão, por exemplo a 

liofilização, co-precipitação, atomização, spray-drying e fluidização supercrítica. Dentre estes, o 

método por liofilização consiste na eliminação de solvente dos sistemas em solução através de um 

prévio congelamento e posterior secagem a pressões reduzidas. Esta técnica permite a obtenção 

de CIs com elevado rendimento e um baixo estresse térmico. Geralmente são obtidos pós secos, 

amorfos e com elevado grau de interação fármaco:CD (CUNHA-FILHO; SÁ-BARRETO, 2007; 

CAO et al., 2005; VENTURA et al., 2005; RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2006; PIRES, 2011).  

Estudos descritos na literatura ja relatam os melhores resultados pelo método de liofilização, frente 

a outras técnicas já utilizadas. Como é possível verificar nas análises realizadas Rama e 

colaboradores (2006) e Soares Sobrinho (2011). 
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Em relação aos aspectos macroscopicos, para os três casos de complexos obtidos, foi 

visualizado a formação de um pó branco entrelaçado, com aspecto semelhante à de um algodão 

(Figura 33), onde, após a maceração, passaram a apresentar características particulares de acordo 

com a CD utilizada.  

 

Figura 33 - Complexo EPI: βCD, exemplificando o aspecto da amostra antes da retirada do liofilizador. 

 

Fonte: produção própria. 

 

O complexo EPI: βCD (Figura 34) apresentou-se visualmente como um pó fino, branco, 

mais denso que os demais, além da aparente facilidade para formar “grânulos” e bastante 

higroscópico, características semelhantes àquelas apresentadas pelo pó de EPI puro. 
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Figura 34 - Aspecto macroscópico do complexo EPI: βCD (a) em comparação com a imagem da EPI pura (b), 

evidenciando a semelhança entre as duas amostras.  

 

Fonte: produção própria. 

 

Os CI EPI: SBβCD (figura 35a) e CI EPI: HPβCD (figura 35b) também se apresentam 

como pós finos e brancos, entretanto é possível observar a formação de cristais translúcidos para 

o CI EPI: SBβCD (aspecto semelhante aos cristais de sacarose). 

 

Figura 35 - Aspecto macroscópico dos complexos EPI: SBβCD (a) e EPI: HPβCD (b). 

 

Fonte: produção própria. 
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5.3.2  Caracterização físico-química dos complexos de inclusão obtidos 

 

5.3.2.1. Espectrometria de Absorção na Região do Infravermelho 

 

A Figura 36 foi dividida em quatro regiões, que correspondem aos picos mais intensos da 

EPI. Nesta é possivel verificar as possiveis interações entre as amostras contendo βCD. Nas 

regiões 1, 3 e 4 é possivel visualizar a presença dos picos caracteristicos da EPI nas amostras da 

MF e do CI, sem apresentar deslocamento significativo. Já na região 2, houve o total 

desaparecimento do pico relacionado ao grupamento álcool secundário ligado à molécula 

orgânica, em 1385 cm-1. Provavelmente, este grupamento químico é o que melhor representa a 

interação entre EPI e βCD. Além disso, é possível perceber o desaparecimento de picos menores 

presentes no espectro da EPI, que podem contribuir para esta interação entre o protótipo e a CD 

(FREITAS et al., 2012).  

Figura 36 - Espectro de infra-vermelho das amostras de CI EPI:βCD e MF EPI:βCD, sendo comparadas com as 

amostras de EPI e βCD isoladas.

 

Fonte: produção própria. 
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Para o CI EPI:SBβCD, visualiza-se na figura 37 o desaparecimento de picos caracteristicos 

nas regiões 1 e 3, sendo o primeiro o mesmo visualizado para o CI EPI: βCD.  Além deste, a 

ausência do pico em 771 cm-1, referente à ligação C-H fora de fase do benzeno, evidenciam as 

principais regiões possíveis de interação entre o protótipo e a SBβCD. A significativa ausência de 

picos relativos ao protótipo traz um forte indício de interação entre esses componentes. 

 

Figura 37 - Espectro de infra-vermelho das amostras de CI EPI:SBβCD e MF EPI:SBβCD, sendo comparadas com 

as amostras de EPI e SBβCD isoladas.  

  

Fonte: produção própria. 

 

No caso da HPβCD, visualmente a MF e o CI mostraram entre si perfis bastante 

semelhantes, onde também se verifica a ausência dos principais picos da EPI (figura 38). Na região 

1, evidencia-se o desaparecimento do pico em 1385 cm-1, grupamento este igualmente não 

visualizado em nenhum dos três tipos de CD, sendo este resultado de fundamental importância por 

oferecer um indício de potencial interação entre o protótipo e CDs avaliadas. Na região 2, tem-se 

a presença de picos com menor intensidade, porém não se pode afirmar que estes se referem a EPI 

ou a HPβCD isolados, ou mesmo a junção dos dois.  
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Figura 38 - Espectro de infra-vermelho das amostras de CI EPI:HPβCD e MF EPI:HPβCD, sendo comparadas com 

as amostras de EPI e βCD isoladas. 

 

Fonte: produção própria.  

 

5.3.2.2. DRX 

 

De acordo com os difratogramas obtidos (Figura 39), é possível perceber o comportamento 

cristalino nas MFs EPI:HPβCD e EPI:βCD, justificado pela presença de picos bem definidos. Para 

a MF EPI:SBβCD os picos estão menos intensos devido a uma redução no tamanho das partículas 

durante a preparação da MF, porém ainda é possível a sua visualização e conclusão do seu caráter 

cristalino.   
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Figura 39 - Difratogramas da EPI, complexos de inclusão e misturas físicas. 

 

Fonte: produção própria 

 

Já em todos os CIs é possível perceber a completa amorfização do material, caracterizada 

pela ausência dos picos caracteristicos do protótipo.  Esta falta de cristalinidade fornece evidências 

da formação de complexos de inclusão (WILLIAMS, MAHAGUNA, SRIWONGJANYA, 1998), 

pois uma vez que a molécula de EPI está inserida na cavidade da CD, este se encontra 

impossibilitada de interagir com outras moléculas de EPI para formação de sua estrutura cristalina. 

Desta forma, o produto final apresenta-se completamente amorfo, perfil este caracteristico das 

CDs. 
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5.3.2.3 Compatibilidade Protótipo-CD para obtenção de complexos de inclusão 

 

5.3.2.3.1 DSC  

 

Em estudos realizados por Melo e colaboradores (2014), foi realizada a caractericação 

termica da EPI. Neste foi determinada a faixa de fusão do protótipo (221,72 a 228,24°C), sendo 

esta informação fundamental na análise dos resultados. 

As informações obtidas nas curvas DSC são de grande importância para evidenciar a 

complexação de moléculas do protótipo na cavidade hidrofílica das CDs,  utilizando como  

principais parâmetros a mudança da temperatura ou o desaparecimento do evento endotérmico, 

relacionado a fusão ou sublimação, da molécula pura quando na forma de complexos (TROTTA, 

ZANETTI, CAMINO 2000; Al-RAWASHDEH; AL-SADEH; AL-BITAR, 2013). 

A MF EPI:βCD apresenta dois eventos endotérmicos: o primeiro, com temperatura inicial 

de 94,34ºC, característico do processo de desidratação da βCD (Al-RAWASHDEH; AL-SADEH; 

AL-BITAR, 2013) e na temperatura de 219°C visualiza-se o segundo pico bem definido,  referente 

ao processo de fusão do protótipo, evidenciando uma antecipação da temperatura inicial de fusão 

da EPI de 2,09ºC (Figura 40, tabela 9).  já no CI EPI: βCD (Figura 40, tabela 9) houve o 

desaparecimento do primeiro evento endotérmico, presente na MF, e a redução significativa da 

intensidade do segundo pico, sugerindo um grau de complexação entre a EPI e a βCD, devendo 

ser confirmada após a realização de técnicas complementares (FREITAS et al., 2012).  

Em relação a MF EPI:HPβCD (Figura 40, tabela 9) percebe-se um pico endotérmico largo 

em torno de 72°C, também referente a desidratação da CD (LIU et al., 2014), porém com menor 

intensidade para o CI correspondente. Para os dois casos não foi possível visualizar a presença do 

pico referente a fusão do prototipo, sendo este total desaparecimento um forte indicativo de 

interação entre a EPI e a HPβCD, podendo sugerir também a sua complexação (LIU et al., 2014; 

CHADHA et al., 2011;  FREITAS et al., 2012).  
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Figura 40 - Curvas DSC da EPI e das MFs e CIs obtidos, sob razão de aquecimento de 10°C.min-1 e fluxo de 

nitrogênio de 50 mL.min-1. 

 

Fonte: produção própria 

 

 

Tabela 9 - Valores extraídos das curvas DSC para a EPI, CI e suas misturas físicas. 

Amostra TonsetF (°C) ΔTonsetF (°C) ΔE (J.g-1) 

EPI pura 221,66 - -152,44 

CI EPI+ SBβ 178,10 -43,56 -23,61 

MF EPI+ SBβ 184,28 -37,38 -8,93 

CI EPI+ βCD 214,18 -7,49 -3,12 

MF EPI+βCD 219,57 -2,09 -13,69 

CI EPI+ HPβCD --- ---- ---- 

MFEPI+ HPβCD --- ---- ---- 

Legenda: TonsetF  ( temperatura inicial de fusão);  ΔTonsetF ( variação da temperatura inicial de fusão); ΔE ( variação 

de energia); O sinal (-) é utilizado para sinalizar uma antecipação da temperatura, em relação a EPI, enquanto o sinal 

positivo significa um retardo. Fonte: produção própria 
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Em relação à MF EPI:SBβCD, o CI mostrou um comportamento diferente dos demais 

(Figura 40). Em sua curva DSC foi evidenciado dois picos endotérmicos bem definidos. O 

primeiro evento é referente à fusão do prototipo, que aparece antecipado em 43,56ºC, Tabela 9. O 

segundo pico está relacionado ao evento de fusão da CD, como já relatado na literatura 

(FRANZINI 2011). Desta forma, para melhor entender este comportamento e se o mesmo pode 

ser considerado como um indicativo de interação, técnicas adicionais são requeridas para esta 

avaliação.  

 

5.3.2.3.2 TG 

 

As curvas TG/DTG dos CIs EPI:βCD (Figura 41), EPI:HPβCD (Figura 42) e EPI:SBβCD 

(Figura 43), demonstraram retardos significativos na temperatura inicial de degradação da EPI 

isolada (Tabela 10). Este fenômeno é amplamente relatado na literatura (Del VALLE 2004; 

CARRIER; MILLER; AHMED, 2007; GARCIA-FERNANDEZ et al., 2013; XU et al., 2014), 

visto que as ciclodextrinas tem a capacidade de proteger substâncias associadas da ação do calor. 

Assim, pode-se afirmar que esta é uma característica benéfica, pois permite que o protótipo suporte 

temperaturas mais elevadas sem sofrer o processo de degradação, aumentando assim sua 

estabilidade térmica. 

 

Figura 41 - Curvas TG da EPI, βCD, CI e MF EPI:βCD, em razão de aquecimento de 10°C, sob fluxo de nitrogênio 

de 50 mL.min-1.

 

Fonte: produção própria 
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Figura 42 - Curvas TG da EPI, HPβCD, CI e MF EPI:HPβCD, em razão de aquecimento de 10°C, sob fluxo de 

nitrogênio de 50 mL.min-1.  

 

Fonte: produção própria 

 

 

Figura 43 - Curvas TG da EPI, CI e MF EPI:SBβCD, em razão de aquecimento de 10°C, sob fluxo de nitrogênio de 

50 mL.min-1.F 

 

Fonte: produção própria 
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Tabela 10 - Valores extraídos das curvas DSC para a EPI, CI e suas misturas físicas. 

Amostras TonsetD (°C) ΔTonsetD (°C) 

EPI pura 
224,98 - 

CI_EPI:SBβCD 
342,80 +117,82 

MF_EPI:SBβCD 
345,23 +120,25 

CI_EPI:βCD 
297,40 +72,42 

MF_EPI:βCD 
311,40 +86,42 

CI_EPI:HPβCD 
315,10 +90,12 

MF_EPI:HPβCD 
315,10 +90,12 

Legenda: TonsetD (Temperatura inicial de degradação); ΔTonsetD (Variação da temperatura inicial de degradação). 

O sinal (-) é utilizado para sinalizar uma antecipação da temperatura, em relação a EPI, enquanto o sinal positivo 

significa um retardo. Fonte: produção própria 

 

 

Correlacionando os resultados obtidos a partir das curvas DSC, TG e DTG, pode-se inferir 

que não há indícios de incompatibilidade da EPI frente os três tipos de CDs testadas. Assim, os 

eventos indicativos de interação entre os componentes parecem estar mais relacionados à 

complexação do protótipo na cavidade das CDs. Para uma melhor análise, se faz nescessária a 

investigação com outras técnicas. 

Confrontando os dados obtidos para estes CIs, na análise térmica ainda foi possível 

visualizar picos de fusão do fármaco, indicando a presença do protótipo ainda em seu estado 

cristalino (CI EPI: SBβCD). Enquanto pela técnica de DR-X, este apresenta um comportamento 

completamente amorfo, podendo este farto ser atribuído à diferença de sensibilidade entre as 

técnicas em questão (MEDEIROS, 2013). Sabe-se que a estrutura dos complexos no estado sólido 

não é idêntica àquela dos complexos em solução. Em solução, a molécula “hóspede” está 

localizada dentro da cavidade da CD e todo complexo é rodeado por múltipla camada de 

hidratação. No estado cristalino, as moléculas “hóspedes” estão localizadas não somente no 

interior da cavidade da CD, mas também entre seus anéis, na forma de anéis inclusos entrelaçados 

(DRUNKLER; FETT; LUIZ, 1999).  
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No estado sólido, há disponibilidade de moléculas de EPI na parte externa à CD, que devido 

a maior sensibilidade observada pelo DSC (MEDEIROS, 2013), estas podem ser suficiente 

detectadas, repercutindo na presença de picos de fusão do protótipo nos termogramas obtidos. Esta 

constatação não compromete os resultados satisfatórios a respeito da formação de CI.  

                                                                         

5.3.2.3  Avaliação do perfil de dissolução da epiisopiloturina versus complexos de 

inclusão 

 

A complexação com CDs têm desempenhado um papel muito importante na formulação 

de drogas fracamente solúveis em água. Visto que a solubilidade constitui um requisito prévio à 

absorção e obtenção de resposta clínica para a maioria dos medicamentos administrados por via 

oral. Os efeitos observados a partir da formação de CIs sobre as propriedades de dissolução de um 

fármaco podem ser atribuídos a fatores como mudança no seu estado cristalino e aumento da sua 

molhabilidade, refletindo diretamente na sua solubilidade aparente  (SPRICIGO et al., 2008).  

Estes fatores reforçam a importância e a necessidade da realização dos estudos de dissolução, para 

então, ser possível melhor avaliar a eficácia da complexação. 

Visando a obtenção de uma forma farmacêutica de liberação imediata, os estudos de 

dissolução podem ser classificados em três categorias, que permitem avaliar e comparar a 

eficiência de dissolução de um determinado produto, sendo elas: 1) ensaio de um único ponto; 2) 

ensaio de dois pontos; 3) perfis de dissolução. Neste último se avalia a porcentagem dissolvida da 

molécula em diferentes tempos de amostragem, o que permite uma análise mais detalhada e 

conclusiva (SERRA; STORPIRTIS, 2007).  

A eficiência de dissolução (ED%) sugerida inicialmente por Khan e Rhodes (1975) pode 

ser definida como a área sob a curva de dissolução (AUC) em um determinado intervalo de tempo, 

permitindo a comparação mais fidedigna entre dois produtos. Além disso, este parâmetro está 

relacionado com a quantidade real de fármaco que se encontra dissolvida no meio e, desta forma, 

pode-se ter um melhor prognóstico dos resultados in vivo (SKOUG et al., 1997; OFOEFULE et 

al., 2001). 
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Com base nas informações obtidas através da determinação do pKa do protótipo, percebe-

se que, apesar de completamente dissociada em pH 1,2, a EPI está na sua forma ionizada no 

ambiente estomacal, sendo este um empecilho para sua absorção nesta região. Assim, é fatalmente 

esperado que a EPI seja absorvida na região do duodeno-intestino. Uma vez que o prototipo se 

encontra em seu maior percentual não ionizado no pH 6,8, esta condição foi escolhida para avaliar 

os beneficios oferecidos pela complexação com as CD, além de demonstrar ser um meio mais 

discriminativo que o pH ácido.  

Os perfis de dissolução, neste estudo, foram obtidos através de coletas seriadas nos 

intervalos de tempo pré-definidos, de acordo com a tabela 11 e figura 44, e a partir destes, foi 

possível estabelecer a eficiência de dissolução (ED%) de cada amostra analisada.  

 

Tabela 11- valores obtidos a partir da dissolução das amostras analisadas, em pH 6,8. Eficiência de dissolução de EPI 

dissolvido, nos tempos 0; 5; 15 ; 30 ; 60 e 90 min. Representadas em valores percentuais. 

Tempo 

(min) 
EPI 

MF 

EPI:βCD  
CI EPI:βCD 

MF 

EPI:HPβC

D 

CI 

EPI:HPβCD 
MF 

EPI:SBβCD 
CI 

EPI:SBβCD 

0 0 0 0 0 0 0 0 

5 29,5 72,7 ± 4,40 69,2 ± 7,44 96,1 ± 2,84 99,99 ± 3,75 99,99 ± 3,46 99,99 ±  5,95 

15 48,1 76,88 ± 1,34 94,72 ± 4,03 98,46 ± 0,45 97,92 ± 3,03 100,47 ± 7,45 91,38 ± 1,42 

30 56,21 75,58 ± 2,21 87,64 ± 4,5 99,99 ± 2,94 98,17 ± 2,57 93,69 ± 7,01 94,11 ± 13,47 

60 66 77,72 ± 1,34 89,13 ± 5,66 99,67 ± 2,98 95,53 ± 3,14 91,45 ± 11,06 94,8 ± 9,80 

90 71,64 87,05 ± 1,11 99,99 ± 6,83 98,14 ± 4,06 93,87 ± 3,79 98,53 ±  2,04 93,56 ± 9,08 

Fonte: produção própria. 
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Figura 44 – Perfil de dissolução de todas as amostras analisadas. 

 

Fonte: produção própria 

 

 

Quando comparados com o protótipo puro, todas as amostras analisadas (CIs e MFs) 

apresentaram uma melhora no perfil de dissolução. Entre os CIs o resultado mais satisfatório foi o 

obtido com a βCD, apresentando um notável incremento no perfil de dissolução da EPI, sendo este 

superior ao visualizado para a sua MF. A área sob a curva, tabela 12, permite inferir que a 

complexação com a βCD aumentou em 1,8 vezes a dissolução do fármaco (AUC = 473,13). Além 

disso, o produto obtido foi capaz de conferir a EPI uma liberação imediata, visto que em 15 min 

foi possível atingir 94,7% de protótipo em solução.  
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Tabela 12 - Valores de AUC obtidos para os CIs e MFs 

Eficácia de Dissolução (AUC) 

 CI MF 

EPI: βCD 859,1 845,13 

EPI: HPβCD 810,279 960,99 

EPI: SBβCD 685,9 753,95 

Fonte: Autor próprio 

 

Já os CIs EPI:HPβCD e EPI:SBβCD demostraram um comportamento bastante semelhante 

(tabela 11; figura 44). Ambos foram capazes de dissolver 99,99 % da EPI já nos primeiros 5 

minutos de análise. Adicionalmente, através da área sobre a curva, percebe-se que suas respectivas 

MFs também apresentaram um eficiente incremento do perfil de dissolução do protótipo, sendo 

superior aos CIs, tabela 12.   

Este fato está associado às propriedades surfactantes das CDs, que reduzem a tensão 

interfacial entre o protótipo e o meio de dissolução, causando um significativo aumento na sua 

taxa de dissolução (RAMA et al., 2006; FREITAS et al., 2012; MURA et al., 2014). Além de 

poder estar relacionada ao tratamento mecânico, responsável por aumentar a superficie de contato 

entre o fármaco e o carreador, devido á diminuição no tamanho das partículas da EPI, quando 

submetidas ao processo de obtenção das MF, por meio da masceração dos seus constituintes 

(FRANZINI, 2011). 

Diversos estudos que também abordam os benefícios atribuídos à presença da CD. Nestes, 

a maior molhabilidade atribuída a estas moléculas já foi suficiente para proporcionar uma boa 

dissolução de fármacos em diferentes  meios estudados.  Allem e colaboradores (2008) analisam 

complexos formados pela βCD e HPβCD, sendo observado em seus resultados a semelhança entre 

os perfis de dissolução obtidos para os CI e MFs.   

Desta forma, com base nos resultados obtidos é possível inferir que o método de 

complexação por liofilização se mostrou eficiente, conferindo a EPI uma rápida dissolução, fator 

este de fundamental importância por se tratar de uma promissora molécula que se apresenta 

insolúvel em meio aquoso. Adicionalmente a presença da CD foi capaz de melhorar a dissolução 

da EPI, independente do processo utilizado.  

.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

PARTE 1. IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DO PROTÓTIPO 

EPIISOPILOTURINA 

 

✓ A identidade química da epiisopiloturina foi confirmada através da técnica de 

espectrometria na região do infra-vermelho, com base em estudos anteriores realizados por 

Véras e colaboradores (2013); 

✓ A caracterização da EPI por DRX e pela MEV confirmam o comportamento cristalino da 

amostra.  

✓ A partir da análise térmica foi possível evidenciar os eventos de fusão e degradação, onde 

estes dados serviram de suporte para atender os objetivos posteriores deste trabalho; 

✓ A obtenção da cinética de degradação térmica não-isotérmica revelou uma reação de ordem 

1, com energia de ativação de 88,95 kJ.mol-1. 

✓ O pKa da EPI encontrado foi de 7,29, demonstrando que a molécula se encontra em sua 

maior parte ionizada durante toda a extensão do trato gastrintestinal. 

✓ De acordo com as modificações realizadas, a partir do método de partida (Avancini et al., 

2003) foi possível se obter um método de quantificação dentro dos objetivos pretendidos 

neste tópico (área de pico e Tempo de retenção). 

✓ A determinação do perfil de dissolução da EPI evidenciou que a mesma apresenta uma 

rápida dissolução em meio ácido (apresentou 97,34% de dissolução em 15 minutos) 

enquando que em meio básico foi visualizado apenas 48,1% em meio pH 6,8 (15 minutos). 

 

PARTE 2 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE FRENTE A EXCIPIENTES FARMACÊUTICOS 

 

 Os testes de compatibilidade térmica da EPI frente aos excipientes: Lactose monohidratada; 

Amido ; Celulose Microcristalina; PVP K-30; βCD; SBβCD e HPβCD, mostraram uma 

possível interação entre a EPI e a lactose, porém pelo DRX, IV e cinética de degradação 
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não foi comprovada essa incompatibilidade. Desta forma, conclui-se que a EPI é 

compatível com todos os excipientes testados.  

 

PARTE 3. OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE COMPLEXOS DE INCLUSÃO A BASE 

DE EPIISOPILOTURINA 

 

A complexação da EPI nas CDs testadas pode ser confirmada pelas mesmas técnicas de 

caracterização a que o protótipo foi submetido, que evidenciam fortes indícios de interações com 

o protótipo.  

 A obtenção dos CI incrementou de forma satisfatória o perfil de dissolução da EPI em pH 6,8 

(cerca de 1,8x). Apesar de as misturas físicas terem apresentado perfil semelhante, é possível 

perceber que não houve complexação nestas, sendo questionável a durabilidade deste efeito, 

devido à estabilidade do sistema.  
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Perspectivas 
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7 PERSPECTIVAS 

 

 

 Determinar a Solubilidade da EPI;  

 Realizar estudo de estabilidade em condições forçadas do protótipo; com a finalidade de 

estabelecer a estabilidade da molécula; 

  Desenvolver e validar método analítico indicativo de estabilidade capaz de detectar e 

quantificar a EPI e seus possíveis produtos de degradação, simultaneamente;  

 Desenvolver e caracterizar novos CI obtidos por outras técnicas de complexação; 
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