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FORTES, Amanda Campos, Avaliação psicofarmacológica e estudo de pré-formulação do 

protótipo à fármaco ansiolítico 2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-

ciclopenta[b]tiofeno-3- carbonitrila, 5TIO1, 2012, Dissertação (Mestrado em Ciências 

Farmacêuticas) - Programa de Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas, Universidade 

Federal do Piauí, Teresina. 

 

RESUMO 

 

A inovação é a principal ferramenta competitiva da indústria farmacêutica, a qual, 

recentemente, enfrenta desafios na sua produtividade. No sentido de reverter essa dificuldade, 

os investimentos em síntese química são essenciais na pesquisa e desenvolvimento de novos 

medicamentos. Nesse contexto, o 2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-

ciclopenta[b]tiofeno-3- carbonitrila (5TIO1) é uma nova entidade química, que demonstrou 

em estudos prévios, um potencial uso para o desenvolvimento de um novo fármaco 

ansiolítico; entretanto possui baixa solubilidade em água podendo comprometer seu 

desempenho farmacológico. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar as 

atividades psicofarmacológicas e realizar estudos de pré-formulação do 5TIO1, enfocando a 

melhoria da solubilidade e a análise da estabilidade/compatibilidade com ciclodextrinas. Em 

modelos animais através do teste do labirinto em cruz elevado e do teste claro-escuro, o 

5TIO1 na dose de 0,1 mg kg
-1

 apresentou efeito ansiolítico, de forma similar ao diazepam na 

dose de 2,0 mg kg
-1

, mediado, possivelmente, por transmissão GABAérgica. O 5TIO1 

também foi capaz de diminuir a peroxidação lipídica e o conteúdo de nitrito e de aumentar a 

atividade das enzimas antioxidantes (catalase e superóxido dismutase) em diferentes áreas 

cerebrais de camundongos; esses dados sugerem que o 5TIO1 pode proteger o cérebro contra 

danos neuronais causados pelo estresse oxidativo, regularmente, observados durante 

neuropatologias. Nos estudos de pré formulação, a fase inicial consistiu na caracterização das 

propriedades físico-químicas do 5TIO1 através de ressonância magnética nuclear (RMN), 

espectroscopia de infravermelho (IV), análise térmica, difração de raio-X (DRX) e  

microscopia eletrônica de varredura (MEV). A autenticidade do 5TIO1, com pureza de 

98,96%, foi analisada por RMN e IV. A MEV e a DRX indicaram um perfil cristalino para o 

5TIO1. A calorimetria exploratória diferencial sugeriu a presença de polimorfos e a 

termogravimetria (TG) evidenciou um perfil degradativo de fase única, iniciando em 227 °C. 

No âmbito farmacotécnico, avaliou-se a melhoria da solubilidade através da complexação do 

5TIO1 com as ciclodextrinas naturais (α, β e γ) e a sulfobutil éter β-ciclodextrina; além disso, 

analisou-se diferentes métodos de obtenção – malaxagem, evaporação/liofilização e spray 

drying. As técnicas analíticas sugeriram a formação dos complexos de inclusão do 5TIO1 

com todas as ciclodextrinas. A análise termogravimétrica não evidenciou incompatibilidades 

entre o 5TIO1 e as ciclodextrinas estudadas e nem indicou aumento de estabilidade dos 

complexos de inclusão. A melhoria da solubilidade foi comprovada pelo teste de dissolução, 

onde todos os complexos de inclusão obtidos apresentaram bom incremento na velocidade de 

dissolução frente ao 5TIO1 isolado. Conclui-se que o 5TIO1 é um candidato promissor para o 

tratamento da ansiedade e que é viável para o seu desenvolvimento farmacotécnico, a 

obtenção de complexos de inclusão com a β-ciclodextrina por meio da técnica de malaxagem. 

 

Palavras-chave: Tiofeno; Solubilidade; Ciclodextrina; Estudos de pré-formulação  



 

 

 

 

FORTES, Amanda Campos, Psychopharmacological evaluation and preformulation study 

of a prototype to anxiolytic drug 2-[(2,6-dichlorobenzylidene) amino]-5,6-dihydro-4H-

cyclopenta[b]thiophene-3-carbonitrile, 5TIO1, 2012, Dissertation (Master Degree in 

Pharmaceutical Sciences) – Post-graduation Program in Pharmaceutical Sciences, Federal 

University of Piaui, Teresina. 

 

ABSTRACT 

 

Innovation is the main competitive tool in the pharmaceutical industry which has, recently, 

been facing challenges in its productivity. In the sense of reverting this difficulty, investments 

in chemical synthesis are essential in research and development of new drugs. In this context, 

2-[(2,6-dichlorobenzylidene) amino]-5,6-dihydro-4H-cyclopenta[b]thiophene-3-carbonitrile 

(5TIO1) is a new chemical entity that showed, in previous studies, a potential use in the 

development of a new anxiolytic drug; however it has poor water solubility which can 

compromise its pharmacological performance. Given the above, the aim of this study was to 

evaluate the psychopharmacological activities and perform preformulation studies of 5TIO1 

focusing on solubility improvement and analysis of the stability/compatibility with 

cyclodextrins. In animal models through elevated plus-maze and light/dark box assays, 5TIO1 

at the dose of 0.1 mg kg
-1

 shows anxiolytic-like effect, similar to diazepam at the dose of 2.0 

mg kg
-1

, possibly mediated by GABAergic transmission. 5TIO1 was also able to decrease 

lipid peroxidation and nitrite content and increase the activity of antioxidant enzymes 

(catalase and superoxide dismutase) in different mice brain areas; these data suggest that 

5TIO1 can protect the brain against neuronal damage caused by oxidative stress regularly 

observed during neuropathologies. In the preformulation studies, the initial phase consisted on 

the characterization of 5TIO1’s physicochemical properties through nuclear resonance 

magnetic (NMR), infrared spectroscopy (IR), thermal analysis, x-ray diffraction (XRD) and 

scanning electron microscopy (SEM). The 5TIO1’s authenticity, with purity of 98.96%, was 

analyzed by NMR and IR. The SEM and XRD indicated a crystalline profile for 5TIO1. The 

differential scanning calorimetry suggested the presence of polymorphs and the 

thermogravimetry (TG) showed a single phase degradative profile, starting at 226.95 ° C. In 

the pharmacotechnical field, the solubility improvement was evaluated by 5TIO1’s 

complexation with the natural cyclodextrins (α, β and γ) and with the sulfobutyl-ether-β-

cyclodextrin; besides, it was analyzed different obtention methods - kneading, 

evaporation/lyophilization and spray drying. The analytical techniques suggested the 

formation of inclusion complexes of 5TIO1 with all cyclodextrins. The thermogravimetric 

analysis showed no incompatibilities between the 5TIO1 and the cyclodextrins studied and 

did not indicate stability increase of inclusion complexes. The solubility improvement was 

confirmed by the dissolution test where all inclusion complexes obtained showed good 

increase in dissolution rate compared with the isolated 5TIO1. It can be concluded that 5TIO1 

is a promising candidate for the treatment of anxiety and the obtention of inclusion complexes 

with β-cyclodextrin using kneading technique is feasible for its pharmaceutical development. 

 

Keywords: Thiophene; Solubility; Cyclodextrin; Preformulation studies  
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PTBA porcentagem de tempo de permanência nos braços abertos 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 A dinâmica operacional da indústria farmacêutica tem evoluído e se tornado cada vez 

mais desafiadora (MUNOS, 2009). A maturidade das agências reguladoras e do mercado 

consumidor levou a um aumento dos custos e do tempo para desenvolver novos 

medicamentos, diminuindo a produtividade da pesquisa e desenvolvimento (P&D), 

encurtando assim o prazo de vigência das patentes de novas moléculas farmacologicamente 

ativas (SOUSA et al., 2011). Atualmente, muitos pesquisadores discutem as múltiplas causas 

para esta crise e propõem possíveis soluções ao problema (GIORDANETTO, BOSTRÖM, 

TYRCHAN, 2011). No entanto, o objetivo a ser alcançado é singular – a inovação (PAUL et 

al., 2010); e um dos caminhos promissores para isto, trata-se em investir na síntese química, a 

qual atinge níveis de sofisticação e de execução sem precedentes (BENNANI, 2011). 

 Neste contexto, o 2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-

ciclopenta[b]tiofeno-3- carbonitrila, denominado informalmente de 5TIO1 (Figura 1), é uma 

nova entidade química sintetizada por uma reação de duas etapas, partindo da reação de 

Gewald, seguida pela condensação com 2,6-diclorobenzaldeído (MENDONÇA-JÚNIOR et 

al., 2011). Atualmente, derivados tiofênicos como este tem atraído o interesse da indústria 

farmacêutica devido ao seu amplo espectro farmacológico como agentes antimicrobianos 

(ISLOOR, KALLURAYA, PAI, 2010), antivirais (RASHAD et al., 2010), antioxidantes 

(ABU-HANSEN, EL-SHEHRY, BADRIA, 2010), anti-inflamatórios (FAKHR et al., 2009), 

antinociceptivos (GONCALES et al., 2005), antipisicóticos (CALLIGARO et al., 1997), 

anticonvulsivantes (GHOGARE et al, 2010) e ansiolíticos (AMR et al., 2010). 

 

Figura 1. Estrutura molecular do 5TIO1. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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 Em estudos preliminares, o 5TIO1 apresentou baixa toxicidade (dose letal mediana de 

1240 mg.kg
-1

) e atividade ansiolítica em ensaios neurofarmacológicos (SABINO, 2011), 

sendo este um efeito farmacológico relevante, visto que os transtornos de ansiedade são a 

classe de transtorno mental mais prevalente na população (KESSLER et al., 2009). Além 

disso, as opções farmacoterapêuticas disponíveis atualmente para essa patologia apresentam 

muitos efeitos adversos (RUDOLPH, KNOFLACH, 2011), justificando, assim, o 

desenvolvimento de pesquisas em busca de agentes mais seguros e eficazes para o tratamento 

da ansiedade (GOES, ANTUNES, TEXEIRA-SILVA, 2009). 

 No âmbito farmacotécnico, a principal característica do 5TIO1 é a baixa solubilidade 

em água (SABINO, 2011). Nesse caso, tal propriedade é interessante, já que, por ser 

hidrofóbico, pode aumentar as chances do 5TIO1 atravessar a barreira hematoencefálica (LIU, 

CHEN & SMITH, 2008) e, portanto, agir no seu sítio de ação. Entretanto, do ponto de vista 

biofarmacêutico, fármacos pouco solúveis destinados a formas farmacêuticas orais podem 

apresentar absorção limitada pela taxa de dissolução, comprometendo a sua 

biodisponibilidade e, consequentemente, a sua eficácia terapêutica (AMIDON et al., 1995; 

KAWAKAMI, 2012). 

 Logo, a eficácia farmacológica não é, por si só, a etapa decisiva na concepção de um 

fármaco. A transição da descoberta de uma NEQ para um novo produto farmacêutico começa 

com a investigação das propriedades físico-químicas do ingrediente farmacêutico ativo (IFA). 

Esta primeira fase é conhecida como pré-formulação (LAU, 2011). E tratando-se de 

moléculas com baixa solubilidade, essa etapa torna-se ainda mais crítica (STEGEMANN et 

al., 2007), visto que os parâmetros físico-químicos, em especial a solubilidade, ditam o 

sucesso de um candidato à fármaco (DI, FISH, MANO, 2012). Assim, a determinação do 

perfil de solubilidade de um fármaco e dos possíveis mecanismos de solubilização é a base 

para uma boa formulação (KAWABATA et al., 2011). 

 O desenvolvimento farmacotécnico dessas moléculas pouco solúveis em água acarreta 

significativos riscos tecnológicos e econômicos, apesar disso, a maioria dos candidatos a 

fármacos que demonstram atividades biológicas possuem este entrave biofarmacêutico 

(SAAL, PETEREIT, 2012). E, para garantir uma forma farmacêutica eficaz, existem várias 

estratégias para aumentar a taxa de dissolução de compostos lipofílicos sem diminuir seu 

potencial, por exemplo: micronização, formação de sais, solubilização com co-solventes, 

dispersões sólidas, extrusão por fusão, microemulsões, nanopartículas (MERISKO-
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LIVERSIDGE, LIVERSIDGE, 2011). Uma ferramenta útil nesses casos é a complexação 

dessas moléculas com ciclodextrinas (CDs) (DAVIS, BREWSTER, 2004). 

As ciclodextrinas constituem uma classe de excipientes farmacêuticos compostas por 

unidades de D-glucopiranose, que unidas originam estruturas cíclicas troncocônicas. A 

estrutura espacial cônica e a orientação dos grupos hidroxílicos para o exterior conferem a 

estes açúcares cíclicos propriedades físico-químicas únicas, sendo capazes de solubilizar-se 

em meio aquoso e ao mesmo tempo encapsular no interior da sua cavidade moléculas 

hidrofóbicas, formando, assim, os complexos de inclusão (LOFTSSON, DUCHÊNE, 2007; 

KURKOV, LOFTSSON, 2012). Dessa forma, a complexação do 5TIO1 com ciclodextrina 

pode ser uma excelente alternativa farmacotécnica para aumentar a solubilidade e, 

consequentemente, a biodisponibilidade deste, como já observado para diversos fármacos 

com baixa solubilidade em água. 

 Este trabalho visa, portanto, investigar os mecanismos farmacológicos do 5TIO1 como 

um candidato a fármaco ansiolítico e buscar estratégias para o seu desenvolvimento 

farmacotécnico. Para isso, essa pesquisa tem como objetivo avaliar as atividades 

psicofarmacológicas e realizar estudos de pré-formulação do 5TIO1, estes enfocando a 

melhoria da solubilidade e a análise da estabilidade/compatibilidade com ciclodextrinas. 

Dessa forma, esses estudos embasarão a fase inicial do desenvolvimento de um medicamento 

genuinamente nacional, seguro e eficaz para o tratamento da ansiedade. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo geral 

 Avaliar as atividades psicofarmacológicas e realizar estudos de pré-formulação do 

5TIO1, estes enfocando a melhoria da solubilidade e a análise da estabilidade/compatibilidade 

com ciclodextrinas. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Avaliar o possível efeito ansiolítico do 5TIO1 em modelos experimentais em 

camundongos adultos e esclarecer o mecanismo de ação responsável pela ação 

ansiolítica utilizando os seguintes modelos: labirinto em cruz elevado (plus maze) e 

claro-escuro; 

 Examinar a atividade antioxidante in vitro do 5TIO1 no hipocampo, corpo estriado, 

córtex frontal e cerebelo de camundongos adultos; 

 Caracterizar físico-quimicamente o 5TIO1 e as ciclodextrinas naturais (α, β e γ), obter 

os complexos de inclusão 5TIO1-ciclodextrina no estado sólido e caracterizar 

compostos obtidos por meio diversas técnicas analíticas como o infravermelho, 

calorimetria exploratória diferencial, difração de Raios-X, microscopia eletrônica de 

varredura e perfil de dissolução. 

 Caracterizar físico-quimicamente o 5TIO1 e a sulfobutil éter β-ciclodextrina (SBCD), 

obter os complexos de inclusão 5TIO1-SBCD no estado sólido por diferentes métodos 

e caracterizar compostos obtidos por meio diversas técnicas analíticas como o 

infravermelho, calorimetria exploratória diferencial, difração de Raios-X, microscopia 

eletrônica de varredura e perfil de dissolução. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

3.1. CRISE NA INDÚSTRIA FARMACÊUTICA 

 Na década de 70, o economista e sociólogo austríaco Joseph Alois Schumpeter, 

através do termo “creative destruction”, descreveu os efeitos da introdução e difusão das 

maiores descobertas e invenções tecnológicas na indústria e na economia. Este pensador 

passou a ter atenção mundial, quando conseguiu racionalizar que a inovação tecnológica era 

responsável pela alteração da paisagem industrial e pelo modo como o homem reproduz sua 

vida material (ACHILLADELIS, ANTONAKIS, 2001). Portanto, não é surpresa constatar 

que o fio de condutor de transformação da indústria farmacêutica é o setor de Pesquisa e 

Desenvolvimento (P&D), o qual também é seu fator de competitividade (BROWN, 

PETERSEN, 2010). 

 Atualmente o cenário desta indústria não é nada promissor, e alguns observadores já 

chegaram a dizer que o modo atual de descoberta e desenvolvimento de medicamentos está 

falido. Parece haver um entendimento de que os custos ascendentes para levar novos produtos 

ao estagio final de desenvolvimento, valor geralmente superior a US$ 1 bilhão de dólares por 

produto, estão atingindo níveis insustentáveis para que se tenha um negócio lucrativo. Além 

disso, através de suas ações e orientação, organizações privadas e agências governamentais 

estão exercendo um controle cada vez maior sobre as prescrições e demandando maiores 

valores e benefícios em troca do dinheiro gasto em medicamentos. As expectativas dos 

pacientes em avanços terapêuticos também estão em ascensão, assim como sua influencia 

através de grupos de interesses dos pacientes. Nesse contexto, a indústria farmacêutica é 

desafiada a produzir produtos mais inovadores, que precisam ser entregues a um custo mais 

baixo que hoje (JOHNSTONE, PAIRAUDEAU, PETTERSSON 2011). 

 Em suma, sem uma mudança na dinâmica no processo de descoberta e 

desenvolvimento de novos fármacos, a indústria farmacêutica de hoje não pode sustentar 

inovações suficientes para repor a perda de lucros devido a expirações de patentes dos seus 

produtos bem sucedidos – os chamados blockbusters (CAVALLA, MINHAS, 2010). Um 

aspecto chave que caracteriza esse problema é a diminuição de novas entidades químicas 

aprovados pelos órgãos reguladores por todo o mundo nos últimos 5 anos. A baixa 

produtividade da P&D e a enorme perda de lucros devido à competição dos genéricos na 

próxima década sugerem, portanto, que podemos estar perto de uma “era do gelo” 
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farmacêutica e de uma potencial extinção da indústria, pelo menos da indústria que existe hoje 

(PAUL et al., 2010). 

 Uma recente pesquisa internacional das 25 companhias mais inovadoras, abrangendo 

todos os tipos de empresas, não incluiu nenhuma companhia farmacêutica ou de 

biotecnologia. Entretanto, uma pesquisa das 20 companhias farmacêuticas ou de 

equipamentos médicos, endossada por Wall Street, mostrou uma forte correlação entre o valor 

de criação de um produto, medida pela capitalização de mercado, e sua inovação, medida pela 

superioridade clínica e mercadológica. Esses rankings são ditos como sendo uma 

demonstração clara do fim do modelo de negócios de sucesso, como é praticado atualmente 

por grandes companhias farmacêuticas, visto quão escassamente essas empresas são listadas 

como uma das 20 mais inovadoras. A partir desses relatórios, é evidente que as companhias 

mais inovadoras, e, assim, as que tem maior valor de criação, são aquelas que dominam a arte 

(e a ciência) de entender a necessidade em vez de criá-la. Mas, apesar da situação ser descrita 

como um verdadeiro caos, não podemos subestimar o potencial de reinvenção do mercado 

farmacêutico (BENNANI, 2011). 

 O foco principal da indústria farmacêutica é a aplicação do conhecimento científico e 

tecnológico proveniente da pesquisa básica até o descobrimento de novos medicamentos. Para 

isso, é necessário conhecimentos que abrangem as áreas médica, tecnológica e científica. 

Atualmente esse processo de inovação do setor de P&D mudou de sistemas fechados, internos 

à indústria, para um novo modo de sistemas abertos envolvendo uma gama de jogadores por 

toda cadeia produtiva (LOWMAN et al., 2012). E, nesse novo sistema, ressalta-se a 

contribuição do meio acadêmico que, através da transferência de tecnologia, impulsiona a 

produtividade da indústria farmacêutica (KHANNA, 2012). 

 Portanto, a estratégia e políticas industriais devem ser analisadas na dinâmica do 

processo de inovação (PERKMANN, WALSH, 2007). No caso do Brasil, embora com uma 

infraestrutura científica razoavelmente consolidada, o desenvolvimento tecnológico realizado 

é mínimo, restrito a algumas poucas empresas privadas nacionais e a algumas organizações 

públicas, chamando a atenção para a desproporção do esforço de desenvolvimento 

tecnológico realizado em relação ao tamanho do mercado. Apesar dos bons resultados 

apresentados pela indústria farmacêutica em termos de margem de lucro, as empresas 

instaladas no país, estrangeiras ou nacionais, não realizam atividades de P&D tecnológico. Na 

maior parte das vezes, nem sequer produzem o fármaco, limitando-se a formular e embalar 

medicamentos. Assim sendo, numa indústria caracteristicamente intensiva em P&D como a 



26 

 

 

 

farmacêutica, os gastos com essas atividades ficam, no Brasil, abaixo da média observada 

para a indústria como um todo (GADELHA, QUENTAL, FIALHO, 2003). 

 

3.1.1. Síntese química e a produção de medicamentos 

 A síntese química está posicionada de maneira estratégica no coração da química, a 

ciência central, e sua importância está intimamente relacionada à nossa vida e à sociedade. 

Por exemplo, muitos dos medicamentos hoje em dia em uso são sintéticos e muitos dos de 

amanhã serão concebidos e produzidos por químicos sintéticos. Assim, a síntese química está 

associada a um conjunto de encargos cruciais ao futuro da humanidade, não só com respeito a 

saúde, necessidades materiais e econômicas de nossa sociedade, mas também ao 

entendimento da matéria, a suas transformações químicas e a vida, ao nível mais elevado de 

que é capaz a mente humana (COMASSETO, SANTOS, 2008). 

 Combinando elementos e componentes, químicos orgânicos da indústria farmacêutica 

sintetizam fármacos que preservam, prolongam e melhoram vidas. Assim, sem esse trabalho 

revolucionário de síntese química, nossas vidas seriam hobbesianas: desagradável, bruta e 

curta. Somente hoje, a ciência e medicina se deram conta da introspecção de Paracelso de que 

produtos químicos curam doenças. Dessa forma, diferentes substâncias, se desenvolvidos 

como fármacos, tratam diversas doenças; visto que a estrutura química determina as 

propriedades responsáveis pela atividade biológica e, desse modo, pela utilidade médica. 

Propriedades físicas e químicas definem a natureza, âmbito e o começo das ações biológicas 

dos fármacos. Eles também governam a duração, intensidade, mecanismo e reversibilidade do 

comportamento do fármaco (FRIARY, 2000). 

 Dessa forma, o papel desempenhado pela química orgânica na indústria farmacêutica 

continua a ser um dos principais fatores no processo de descoberta de medicamentos 

(MACCOSS, BAILLIE, 2004). Essas moléculas “desenhadas” e sintetizadas em laboratórios 

de química tem se mostrado valiosas no tratamento de doenças e constituem muitos 

medicamentos comercializados hoje. Consequentemente, seus efeitos na pesquisa biomédica 

durante a última década foram dramáticos, provendo tanto novas ferramentas para o 

entendimento de sistemas fisiológicos como também permitindo uma transição didática da 

biologia para a medicina. Logo, a relação sinérgica entre o planejamento e a metodologia da 

síntese orgânica é ainda mais significante, quando os químicos sintéticos enfrentam esses 

novos desafios (PORS et al., 2009). 
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 O desenvolvimento de fármacos eficazes, no âmbito da síntese química, implicam pelo 

menos três estágios: 1) a descoberta, usualmente requerendo a síntese e o screening de 

compostos candidatos, 2) a otimização, que requer a análise de variantes estruturais, 3) e a 

manufatura, que requer uma produção em larga escala de forma eficiente. Pesquisas nessa 

área também revelaram a importância de utilizar compostos para serem modificados durante 

os estudos de identificação do alvo farmacológico. Após essas etapas, procede-se a 

manufatura desse componente para distribuição nas investigações pré-clínicas e clínicas. 

Coletivamente, esses pontos constituem um desafio substancial para o campo de síntese 

orgânica (NIELSEN, SCHREIBER, 2008). 

 

3.1.1.1. Síntese de derivados tiofênicos através da reação de Gewald 

 O tiofeno é um composto heterocíclico aromático de cinco membros onde o 

heteroátomo é o enxofre. O alemão Victor Meyer, em 1883, após uma falha no teste para 

identificação de benzeno descobriu esse composto com sua fórmula molecular confirmada 

como C4H4S. Em seguida, Carl Paal e Jacob Volhard (1885) realizaram simultaneamente a 

síntese de derivados de tiofeno, o que contribuiu muito para o estudo desse novo composto 

(CAMERON, 1949). Atualmente, estes heterocíclicos altamente substituídos que contêm 

enxofre são bastante utilizados em estruturas de fármacos (PUTEROVÁ, KRUTOŠÍKOVA, 

VÉGH, 2009). 

 Os derivados tiofênicos têm atraído a atenção durante muitas décadas, principalmente 

por suas diferentes aplicações na indústria farmacêutica, na agricultura e no setor de corantes 

(BARNES et al., 2006). Para indústria farmacêutica podemos destacar o uso desses derivados 

como agentes antimicrobianos (ISLOOR, KALLURAYA, PAI, 2010), antivirais (RASHAD 

et al., 2010), antioxidantes (ABU-HANSEN, EL-SHEHRY, BADRIA, 2010), anti-

inflammatórios (FAKHR et al., 2009), antinociceptivos (GONCALES et al., 2005), 

antipsicóticos (CALLIGARO et al., 1997), anticonvulsivantes (GHOGARE et al, 2010) e 

ansiolíticos (AMR et al., 2010). 

 Em especial, os 2-amino-tiofenos substituídos podem ser obtidos através da reação de 

Gewald, que consiste na condensação de multicomponentes de uma cetona ou aldeído acíclico 

com um composto metilênico ativo em meio básico e enxofre elementar na presença de uma 

base (SRIDHAR et al., 2007). Muitas modificações desta reação foram desenvolvidas 

recentemente, incluindo o uso de suporte sólido, irradiação de micro-ondas combinada com 
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suporte de polímero insolúvel, ácido de Lewis como catalisador, líquido iônico, L-prolina, 

entre outros (HUANG et al., 2011). 

 Neste contexto, o 5TIO1 é uma nova entidade química derivada do 2-aminotiofeno, 

sintetizada por uma reação de duas etapas (Figura 1), partindo da reação de Gewald, seguida 

pela condensação com 2,6-diclorobenzaldeído (MENDONÇA-JÚNIOR et al., 2011). 

Análogos do 5TIO1 mostraram atividade antifúngica (SCOTTI et al., 2012) e antiproliferativa 

(SOUZA et al., 2012). E, em estudos recentes, o 5TIO1 mostrou atividade ansiolítica em 

modelos animais (SABINO, 2011), indicando o potencial uso dessa substância em prol da 

saúde humana. 

 

Figura 1. Via sintética do 5TIO1. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 

3.2. PESQUISA E DESENVOLVIMENTO PARA TRANSTORNOS PSIQUIÁTRICOS 

 Transtornos psiquiátricos, como depressão, ansiedade e esquizofrenia são patologias 

devastadoras e difundidas mundialmente. Apesar da necessidade de melhores medicamentos 

psiquiátricos, as taxas de sucesso na descoberta de fármacos para desordens no Sistema 

Nervoso Central (SNC) são menores que as outras áreas terapêuticas (KOKEL, PETERSON, 

2008). A P&D de novos medicamentos para transtornos psiquiátricos encontra-se, portanto, 

em um estado de declínio. Mesmo com a crescente prevalência e o aumento nos custos na 

saúde pública, o processo de desenvolvimento imprevisível e caro desses fármacos, levou a 

uma diminuição nos investimentos públicos e privados para esta área (CHANDLER, 2012). 

Isso se traduz em mais de 30 anos sem uma nova entidade química com um novo mecanismo 

de ação no mercado (FIGIBER, 2012). 

 Historicamente, a maioria dos compostos com utilidade para o SNC foi notada por 

pesquisadores que observaram seu efeito em modelos animais ou durante estudos clínicos 

com outros propósitos. Portanto, muitos agentes do SNC foram descobertos com pouco ou 
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nenhum entendimento sobre seus receptores, e os modelos em animais, apesar de suas 

limitações, continuam sendo um componente essencial na descoberta de novos fármacos. Na 

verdade, a interação entre a abordagem no alvo e a farmacometria irá aumentar o universo de 

compostos com perfil para atuarem no SNC. Essa estratégia tira proveito dos avanços em 

curso da biologia molecular, e ao mesmo tempo incentiva uma descoberta casual (serendipity) 

de novos agentes, que tem sido a força motriz para a descoberta de fármacos para o SNC 

(ENNA, WILLIAMS, 2009). 

 O principal fator para a redução nos investimentos em pesquisa de novos fármacos 

para transtornos psiquiátricos trata-se da incerteza na predição da eficácia clínica desses 

candidatos durante os estudos pré-clínicos (SCHOEPP, 2011; SARTER, TRICKLEBANK, 

2012). Para transpor tal dificuldade, Mei e colaboradores (2012) sugerem o uso de estratégias 

in silico para auxiliar na descoberta de novos alvos terapêuticos, decifrando o mecanismo da 

doença, e para facilitar a triagem de novos compostos para o SNC. No entanto, os modelos 

animais continuam sendo uma ferramenta formidável para investigar a etiologia, o curso e o 

potencial tratamento de uma doença (REMINGTON, 2009; PRETI, 2011). Assim, os modelos 

em animais proporcionam informações valiosas em todos os estágios da P&D, sem as quais 

seria muito improvável identificar qualquer progresso terapêutico para tratar transtornos 

psiquiátricos (MCARTHUR, 2010). 

 

3.2.1. Transtornos de ansiedade 

 A ansiedade consiste em um estado de tensão provocado em antecipação a uma 

ameaça ou a uma potencial ameaça. As sensações de ansiedade são uma parte normal da 

experiência humana, mas a ansiedade excessiva ou inadequada pode se tornar uma doença 

(GROSS, HEN, 2004; WU, KIM, ZHUO, 2008). A ansiedade normal é uma resposta 

vivenciada diante de uma ameaça conhecida, externa, definida ou de origem não conflituosa. 

Já a patológica, é uma resposta a uma ameaça desconhecida, interna, vaga ou de origem 

conflituosa. Essa desordem é caracterizada por um sentimento difuso, desagradável e vago de 

apreensão, frequentemente, acompanhado por sintomas autonômicos, como cefaleia, 

perspiração, palpitações, aperto no peito e leve desconforto abdominal (KEELEY, STORCH, 

2009). No âmbito social, os sintomas dos transtornos da ansiedade sobrecarregam o sistema 

de saúde e inabilita a produtividade do trabalhador (GONÇALVES, BYRNE, 2012). 

 Segundo o Instituto Nacional de Saúde Mental (NATIONAL INSTITUTE OF 

MENTAL HEALTH, 2009) dos Estados Unidos da América, os transtornos de ansiedade 
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atingem 40 milhões de americanos acima de 18 anos (cerca de 18%) em um ano. O custo total 

anual com esse distúrbio foi estimado entre 43,3 a 46,6 bilhões de dólares, dos quais mais de 

75% pode ser atribuído à morbidade, mortalidade e perda da capacidade produtiva 

(KESSLER et al., 2005; OLATUNJI, CISLER, DEACON, 2010). Na Europa, dados 

epidemiológicos revelam 6,6% para prevalência média de vida relativo a essa patologia 

(STEIN, 2009). No Brasil, um estudo populacional encontrou índices de prevalência dessa 

patologia de 4,6% em crianças e 5,8% entre os adolescentes (FLEITLICH-BILYK, 

GOODMAN, 2004). 

 Existem tratamentos eficazes para os transtornos de ansiedade, como os fármacos 

ansiolíticos e terapia cognitivo comportamental, mas muitos pacientes permanecem sem 

tratamento, devido à experiência de efeitos adversos ou por não obterem o controle de todos 

os sintomas da ansiedade. Logo, justifica-se a busca por novos fármacos ansiolíticos (ERNST, 

2006; GOES, ANTUNES, TEXEIRA-SILVA, 2009). Para ilustrar os inconvenientes dos 

fármacos já existentes, há alguns exemplos: (1) os benzodiazepínicos, como diazepam e 

clonazepam, provocam sedação, amnésia, podem causar abuso e/ou dependência, síndrome de 

abstinência e interações com agentes depressores; (2) a buspirona pode se mostrar ineficaz em 

algumas situações, além da possível demora para o início da ação e baixa satisfação por parte 

dos pacientes; (3) os antidepressivos, como venlafaxina, paroxetina e imipramina, têm alta 

incidência de não-adesão ao tratamento, além de causarem disfunção sexual; (4) os 

antipsicóticos, podem promover o desenvolvimento de parkinsonismo e hiperprolactinemia, 

além de apresentar riscos em longo prazo, como discinesia tardia e síndromes metabólicas 

(FAUSTINO, ALMEIDA & ANDREATINI, 2010). 

 

3.2.2. Estresse oxidativo e os transtornos psiquiátricos 

 As células do corpo humano estão constantemente expostas a ataques de natureza 

oxidativa (BOUAYED, BOHN, 2010). Há provas irrefutáveis de que o estresse oxidativo está 

envolvido na patogênese de muitas doenças, incluindo os trantornos psiquiátricos, bem como 

câncer (SANTOS et al., 2009). Estas patologias têm sido associadas a alterações nas espécies 

reativas de oxigênio (EROS) (SEDELNIKOVA et al., 2010), espécies reativas de nitrogênio 

(ERNS) e óxido nítrico (NO) (AGUIAR et al., 2012). 

 Em condições normais, existe um equilíbrio entre o estresse oxidativo e nitrosativo, e 

o mecanismo de defesa antioxidante. O efeito nocivo dos radicais livres ao organismo induz 

vários mecanismos de defesa (VALKO et al., 2007; NOBRE-JÚNIOR, FONTELES, 
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FREITAS, 2009; AGUIAR et al., 2012), dentre eles a remoção catalítica através das enzimas 

catalase, superóxido dismutase, peroxidades e proteínas antioxidantes tiol-específicas 

(LIMÓN-PACHECO, GONSEBATT, 2009). 

 O estresse oxidativo tem sido um mecanismo patogênico comum associado a muitos 

dos principais transtornos psiquiátricos, como a ansiedade, devido à vulnerabilidade oxidativa 

intrínseca do cérebro, visto que o Sistema Nervoso Central exerce elevada atividade 

energética mitocondrial dependente de oxigênio, sendo que essa atividade está relacionada à 

alta concentração de ferro livre e lipídios poli-insaturados e ao baixo nível de enzima 

antioxidantes (NG et al., 2008). Crescentes evidências sugerem correlação entre o 

desequilíbrio do mecanismo de defesa antioxidante e a ansiedade (SOUZA et al., 2007; 

RAMMAL et al., 2008; BOUAYED, RAMMAL, SOULIMANI, 2009; SALIM et al., 2010a; 

SALIM et al., 2010b; SALIM et al., 2011; VOLLERT et al., 2011). Portanto, os efeitos 

benéficos dos antioxidantes contra vários transtornos e doenças induzidas pelo estresse 

oxidativo têm recebido muita atenção (NIKI, 2010), impulsionando o desenvolvimento de 

novos fármacos que podem, eventualmente, exercer ações neuroprotetoras (MILITÃO, 

FERREIRA, FREITAS, 2010; VAUZOUR, 2012). 

 

 

3.3. ESTUDOS DE PRÉ-FORMULAÇÃO 

 Os estudos de pré-formulação começam assim que uma nova entidade química 

demonstra uma potencial atividade farmacológica em modelos animais, que justificam uma 

futura avaliação em humanos (SWAMIVELMANICKAM et al., 2009; GOPINATH, NAIDU, 

2011). Esses estudos, realizados nas etapas de pesquisa pré-clínica e clínica de fármacos 

inovadores, e que visam acumular o máximo de informação sobre o comportamento das novas 

entidades químicas, constituem um valioso instrumento para traçar estratégias de 

desenvolvimento racional de formulações mais eficazes e seguras e, portanto, com maiores 

possibilidades de êxito. Diversos aspectos concernentes à substância ativa, como a 

biodisponibilidade a partir da forma farmacêutica, ou ao medicamento, como seu prazo de 

validade, e até mesmo seu processamento industrial são afetados pelas propriedades físico-

químicas dos fármacos (MAXIMIANO et al., 2010). 

 Assim, a capacidade de entregar o medicamento ao paciente de uma maneira segura e 

eficaz depende significativamente da caracterização do fármaco no seu estado sólido. Isso 

porque dependendo da natureza química e estrutura tridimensional da molécula, um composto 
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pode existir no estado amorfo ou em diversos estados cristalinos. E essas propriedades do 

estado sólido, por sua vez, influenciam na solubilidade e na estabilidade do fármaco e ditam a 

melhor abordagem farmacotécnica a ser tomada para cada tipo de forma farmacêutica 

(GARDNER, WASH, ALMARSSON, 2004). 

 A caraterização físico-química do principio ativo é, portanto, o foco principal dos 

estudos de pré-formulação (LAU, 2011). Além disso, a avaliação de possíveis 

incompatibilidades entre o fármaco e os excipientes é uma parte importante desses estudos, 

visto que os excipientes devem fornecer propriedades farmacotécnicas úteis e podem também 

influenciar na estabilidade da formulação (BHARATE, BHARATE, BAJAJ, 2010). Portanto 

para proceder tais investigações, o analista dispõe de várias técnicas analíticas, como por 

exemplo: ressonância magnética nuclear, difração de raios-X, análise térmica, infravermelho e 

microscopia eletrônica de varredura. 

 

3.3.1. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 A RMN é uma técnica analítica que permite obter informação estrutural e dinâmica 

sobre a matéria, e que se baseia na detecção das propriedades magnéticas dos núcleos. Dentre 

as técnicas de caracterização de fármacos, a RMN destaca-se notadamente em estudos para 

elucidação estrutural, determinação de quiralidade, correlações estrutura-atividade ou estudos 

conformacionais de proteínas (HOLZGRABE, DIEHL, WAWER, 1998; AGUIAR, GEMAL, 

GIL, 1999). Para o estado sólido, as espectroscopias de RMN no estado sólido é 

extremamente útil na caracterização da forma cristalina (NEWMAN, BYRN, 2003). 

 

3.3.2. Difração de raios-X (DRX) 

 Entre as várias técnicas experimentais disponíveis para a identificação de formas 

sólidas, incluindo polimorfos, solvatos, sais, co-cristais e formas amorfas, a DRX se destaca e 

é geralmente aceita como padrão ouro; embora, isso não signifique que as outras técnicas 

devam ser ignoradas no estudo de formas sólidas. A DRX tem aplicações por todo o processo 

de desenvolvimento de fármacos, desde os estudos de descoberta até o controle de qualidade 

dos lotes. A sua utilidade torna-se evidente quando se considera a relação direta entre o 

padrão medido da difração de raios X e a ordem estrutural e/ou desordem do sólido. Dessa 

forma, a DRX fornece informação sobre a estrutura do material subjacente, quer ele exiba 

ordem de amplo alcance como em materiais cristalinos ou baixo alcance como em materiais 

vítreos ou amorfos. Essa informação é única para cada estrutura - seja cristalina ou amorfa - e 
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codificada na singularidade do padrão DRX coletado em uma amostra bem preparada do 

material em análise (IVANISEVIC, MCCLURG, SCHIELDS, 2010). 

 A técnica consiste na análise de uma amostra em pó com um parâmetro típico que 

representa a “plotagem” da intensidade contra o ângulo da difração (2θ). O valor 2θ é usado 

baseando-se na configuração do instrumento. Tal gráfico pode ser considerado uma impressão 

digital da estrutura de cristal e é útil para determinar a similaridade cristalográfica das 

amostras por padrão de comparação. Um material cristalino exibirá picos indicativos das 

reflexões dos planos atômicos específicos; estes padrões são representativos da estrutura, mas 

não dão informação posicional dos átomos na molécula. Um pico será exibido para todos os 

planos de repetição com o mesmo espaçamento. Ao contrário, uma amostra amorfa exibirá 

uma protuberância larga no padrão chamada de halo amorfo (NEWMAN, BYRN, 2003). 

 Portanto, a difratometria de raios X 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). 

 

3.3.3. Infravermelho com Transformada de Fourrier (IV-TF) 

 A região do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho se estende de 

aproximadamente 0,75μm até quase 1mm, mas o segmento mais frequentemente utilizado 

pela indústria farmacêutica está situada entre 2,5 e 25μm (4000 a 400cm
-1

), conhecido como 

região fundamental ou infravermelho médio (DRUY, 2004). 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). 

 A espectroscopia no infravermelho trata das variações de energia molecular associadas 

às transições vibracionais devido à absorção ou emissão de um fóton, que não é 

suficientemente energético para causar uma transição eletrônica. Para que ocorra absorção por 

parte de uma molécula é necessário que a radiação incidente na molécula provoque a 
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excitação dos modos vibracionais de modo que a sua energia corresponda à diferença de dois 

níveis energéticos vibracionais. Assim, as absorções ocorrem num determinado comprimento 

de onda, que corresponda à energia que permite a transição (LIMA et al., 2009). 

 Estas vibrações são quantizadas e, quando ocorrem, os compostos absorvem energia 

IV em certas regiões do espectro. Nas vibrações, as ligações covalentes comportam-se como 

se fossem pequenas molas unindo os átomos. Quando os átomos vibram, só podem oscilar 

com certas frequências, e as ligações sofrem várias deformações. Quando a ligação absorve 

energia, ela sofre alterações e, ao retornar ao estado original, libera essa energia, que então é 

detectada. Portanto, para que uma molécula absorva radiação no infravermelho é necessário 

que exista alteração do momento de dipolo elétrico como conseqüência de seu movimento 

vibracional ou rotacional resultando em absorção da energia radiante (SILVERSTEIN et al., 

1979). 

 A identificação da estrutura do material também é uma qualidade do ensaio IV-TF. 

Recentemente, a espectroscopia na região do infravermelho médio era pouco usada em 

análises quantitativas, devido a algumas limitações inerentes. Porém, a utilização da 

transformada de Fourier, aliada ao desenvolvimento dos microprocessadores digitais e de 

técnicas computacionais avançadas, permitiu a análise de misturas complexas, como 

fármacos, sem a necessidade de qualquer separação prévia de seus componentes (SOUZA, 

FERRÃO, 2006). Uma tecnologia que tem tido grande impacto na preparação de amostra para 

a análise no infravermelho é o dispositivo de reflectância total atenuada (ATR) que permite 

uma boa qualidade do espectro num curto espaço de tempo; esta metodologia é, inclusive, 

indicada pela Farmacopéia Americana (SMITH, SELLORS, 2011). 

 

3.3.4. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 A capacidade de visualizar a morfologia de fármacos no estado sólido através de MEV 

ajuda a dar suporte para o desenvolvimento e a produção de medicamentos (NICHOLS, 

2011), constituindo 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 

disso essa é uma técnica versátil, amplamente distribuída e de fácil interpretação (JOY, 1997). 
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3.3.5 Análise térmica 

 Análise térmica é um grupo de técnicas em que a propriedade física ou química de 

uma substância é monitorada em função do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da 

amostra, sob uma atmosfera específica, é submetida a uma programação controlada. Essas 

técnicas são bem estabelecidas nos laboratórios de pesquisa das indústrias farmacêuticas, 

visto que mudanças na temperatura e umidade podem ocorrer durante o ciclo de produção e a 

armazenagem do produto, logo, mudanças no estado sólido podem ter consideráveis efeitos na 

atividade, na toxicidade e na estabilidade dos medicamentos (GIRON, 2002). 

 A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é utilizada para várias aplicações na 

indústria farmacêutica, principalmente, para determinação da pureza. O uso dessa técnica 

possui várias vantagens: não necessita de um padrão de referência correspondente, o tempo de 

análise é curto, a quantidade necessária de amostra é mínima (1-5 mg), reprodutibilidade e 

não é necessário o preparo da amostra. Além disso, a seletividade do método é melhor, porque 

a detecção das impurezas é baseada no fato das impurezas eutéticas diminuírem o ponto de 

fusão de sistemas eutéticos. Portanto, com esse princípio termodinâmico, o analista não ficará 

preocupado em utilizar um detector apropriado para os tipos de impurezas presentes 

(MATHKAR et al., 2009; GAO, DING, HU, 2011). 

 Através da DSC pode-se determinar a faixa de fusão de uma substância e, baseando-se 

na equação de van’t Hoff (equação 1) é possível determinar a fração molar de impurezas 

contidas neste material (VAN DOOREN, MÜLLER, 1984). Dessa forma, quando uma 

substância é submetida a um aquecimento, o conjunto das impurezas é fundido formando no 

sistema uma fase líquida; acima desta temperatura, a fase sólida consiste somente em 

substância pura. Logo, quando a fase eutética das impurezas é formada, a temperatura 

decresce fazendo com que a fração molar das impurezas na fase líquida seja constantemente 

diminuída desde que a substância pura dissolva na solução eutética (RODRIGUES et al., 

2005). 

Tf = T0 – x2/F    x  (RT0
2
/ΔHf)  (Equação 1) 

onde Tf representa a temperatura de fusão das impurezas no processo de fusão (K); T0 é o 

ponto de fusão do maior componente (K); x2/F é a fração molar das impurezas na fase líquida; 

R é a constante dos gases (8,314 J mol
-1

K
-1

); ΔHf  é a fusão do maior componente (J mol
−1

). 

 Além do cálculo da pureza, a DSC é relevante para investigar o estado sólido de uma 

nova entidade química. Esse estudo é essencial na pré-formulação, porque uma substancia 

pode ter mais de uma forma; incluindo desde modificações físicas como formas cristalinas e 
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amorfas, modificações químicas como a formação de solvatos e modificações estruturais 

como os polimorfos (SINGH, 1998). Em especial, polimorfismo é muito comum dentre as 

substâncias farmacêuticas e a instabilidade termodinâmica dos polimorfos podem impactar na 

processabilidade, estabilidade e biodisponibilidade (LI, KIANG, JONA, 2009). 

 Polimorfismo pode ser definido como a habilidade de um composto cristalizar em 

duas ou mais fases cristalinas com arranjos e/ou conformações moleculares diferentes, nas 

unidades dos cristais (HALEBLIEN, MCCRONE, 1969). Baseado nas diferenças 

termodinâmicas, os polimorfos são classificados como enantiotrópico ou monotrópico, 

dependendo se uma forma pode ou não se converter em outra reversível. Em sistemas 

enantiotrópicos, uma transição reversível entre polimorfos é possível numa temperatura de 

transição definida abaixo do ponto de fusão. Em sistemas monotrópicos, nenhuma transição é 

observada entre os polimorfos abaixo do ponto de fusão (VIPPAGUNTA, BRITTAIN, 

GRANT, 2001). 

 A termogravimetria (TG) é uma técnica de análise térmica na qual a mudança da 

massa da amostra é medida em função da temperatura ou tempo. Na derivada 

termogravimétrica (DTG), a curva resultante é a primeira derivada da curva TG, dando uma 

série de picos, em vez de uma curva, facilitando a interpretação (ARAÚJO et al., 2003). A 

literatura relata inúmeros estudos cinéticos baseados em TG com o intuito de elucidar 

mecanismos de reação no estado sólido, tais como: decomposição térmica, oxidação, redução, 

cristalização e outros (RODRIGUES et al., 2005). Portanto, a comparação dos registros dos 

resultados da TG e do DSC, obtidos em condições idênticas, podem ajudar na interpretação 

dos processos térmicos, norteando as aplicações práticas dessas informações no âmbito 

farmacotécnico (FIESE; HAGEN, 2001). 

 

 

3.4. SOLUBIBILIDADE – O PRINCIPAL ENTRAVE BIOFARMACÊUTICO 

 A baixa solubilidade das novas entidades químicas emerge como um grande problema 

na descoberta e desenvolvimento de fármacos. Componentes pouco solúveis não só criam 

problemas em ensaios in vivo e in vitro na fase descoberta de fármacos, mas também coloca 

um fardo farmacotécnico significante no desenvolvimento de medicamentos. Além disso, 

moléculas com solubilidade insuficiente tem um maior risco de insucessos e elevam os custos 

no setor de P&D. Apesar de tantas dificuldades, estudos recentes mostraram que 75% dos 

candidatos do desenvolvimento de fármacos têm baixa solubilidade e são pertence às classes 
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II e IV do Sistema de Classificação Biofarmacêutica (SCB). Logo, há um aumento 

significativo em novas entidades químicas insolúveis quando comparado às drogas 

comercializadas atualmente (DI, FISH, MANO, 2012). Por isso, a determinação do perfil de 

solubilidade e dos possíveis mecanismos de solubilização são fundamentais nos estudos de 

pré-formulação (KAWABATA et al., 2011). 

 O aumento de componentes de baixa solubilidade em portfolios de descoberta da 

indústria farmacêutica está associado a vários fatores. Uma das principais causas deve-se ao 

fato do setor P&D de várias indústrias utilizarem como triagem dos seus compostos a técnica 

de high throughput screening (HTS). Entretanto, essa técnica possui o viés de selecionar 

compostos com baixa solubilidade; isso porque os hits (termo em inglês para designar um 

novo ligante ou composto bioativo) desses programas tendem a identificar moléculas com 

pesos moleculares altos e de maior lipoficidade, no sentido de aumentar a potência e 

seletividade farmacológica para determinados receptores (LIPINSKI, 2000; LIPINSKI et al., 

2001). 

 Os pesquisadores do setor de P&D, ao prospectarem a via de administração oral para 

um candidato a fármaco de baixa solubilidade, deparam-se com um parâmetro 

biofarmacêutico crucial – a absorção. Isso porque a solubilidade aquosa de um fármaco é um 

determinante crítico de sua taxa de dissolução, que por sua vez, resulta na baixa 

biodisponibilidade. Nesses casos, o aumento da dose seria necessário até que a concentração 

do fármaco no sangue atingisse a concentração terapêutica, mas, ao mesmo tempo, essa 

estratégia pode causar toxicidade tópica no trato gastrointestinal, diminuindo a aderência 

terapêutica. Além disso, esse aumento pode resultar em pó com propriedades reológicas 

inapropriadas, como uma fluidez ruim e tendência a formar grumos durante a granulação e 

manufatura de comprimidos. Ainda, os custos de manufatura aumentariam já que uma grande 

quantidade de princípio ativo seria necessária. Portanto, o desenho da formulação com alta 

dose do fármaco é geralmente difícil e é racional o uso de estratégias farmacotécnicas para a 

otimização da solubilidade (KAWABATA et al., 2011). 

 Critérios como área terapêutica, via de administração, dose, tamanho da forma 

farmacêutica, compatibilidade de excipientes, validade, processo produtivo e situações 

referentes à propriedade intelectual podem influenciar na seleção da formulação. Uma 

sequência de passos (Figura 2) pode ser usada para representar o processo de seleção da 

formulação para componentes que tem uma baixa biodisponibilidade. O primeiro passo está 

associado à decisão da natureza da formulação (convencional ou não), que dita se o 
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desenvolvimento produtivo será padrão ou não. Para este passo, considera-se formulação 

convencional como sendo um conjunto de excipientes e processos produtivos que, 

geralmente, não pretendem alterar a absorção do princípio ativo. Nesse caso, pode-se citar 

operações comuns como moagem ou adição de agentes desintegrantes e/ou molhantes, mesmo 

que possam melhorar a biodisponibilidade do fármaco de forma indireta. Assim, para 

compostos que requerem uma abordagem não-convencional, uma segunda decisão refere-se a 

classe de formulação apropriada e, em seguida, a respectiva seleção do excipiente 

(BRANCHU et al., 2007). 

 

Figura 2. Representação do processo de seleção de formulação para compostos com potencial 

problema de absorção. 
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Fonte: Modificado de BRANCHU e col. (2007). 

 

 Avanços nas ciências farmacêuticas têm levado ao estabelecimento de um número de 

abordagens para tratar esses problemas com solubilidade aquosa. Essas estratégias para 
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melhorar e maximizar a taxa de dissolução incluem micronização para produzir uma área de 

superfície maior para a dissolução, o uso de formas salinas com perfis de dissolução 

melhorados, solubilização de fármacos em co-solventes e soluções micelares, complexação 

com ciclodextrinas e o uso de sistemas lipídicos para a entrega de fármacos lipofílicos. 

Embora essas técnicas tenham se mostrado efetivas em melhorar a biodisponibilidade oral, o 

sucesso dessas abordagens algumas vezes dependem da natureza físico-química específica das 

moléculas em estudo. Algumas vezes, para drogas com solubilidade aquosa muito baixa, o 

aumento alcançado na taxa de dissolução é insuficiente para prover um aumento adequado no 

aumento da biodisponibilidade (BLAGDEN et al., 2007). 

 

3.4.1. Ensaios de dissolução 

 A absorção de fármacos a partir de formas farmacêuticas sólidas administradas por via 

oral depende da desintegração da forma farmacêutica, da dissolução ou solubilização do 

fármaco em condições fisiológicas e de sua permeabilidade através das membranas do trato 

gastrintestinal. Devido à natureza crítica dos dois primeiros, a dissolução in vitro pode ser 

relevante para prever o desempenho in vivo (FDA, 1997; BRASIL, 2004). Tratando-se de 

fármacos pouco solúveis em água, o desenvolvimento de testes de dissolução é um desafio 

para as indústrias e para as agências que as regulam (GOWTHAMARAJAN, SINGH, 2010). 

 Há quase um século, a via oral é considerada a principal via de administração de 

medicamentos. Entretanto, a mais ou menos 50 anos os pesquisadores perceberam a 

importância do processo de dissolução na biodisponibilidade dos fármacos 

(DOKOUMETZIDIS, MACHERAS, 2006). Um dos principais estudos nessa área foi 

realizado por Noyes e Withney, os quais propuseram uma equação que descreve que a 

velocidade de dissolução de um sólido é proporcional ao seu coeficiente de difusão e à 

diferença de concentração entre a camada saturada de fármaco e a concentração da solução 

(NOYES, WITHNEY, 1987). 

 A dissolução pode ser definida, num sentido restrito, como o processo pelo qual uma 

substância sólida entra no solvente para formar uma solução. No entanto, no sentido amplo da 

palavra, é mais do que a simples medida da taxa de solubilidade, podendo ser mais 

corretamente descrita como um ensaio físico para prever a liberação para uma determinada 

área numa determinada quantidade e no tempo correto. Esta definição é mais consentânea 

com a aplicação dos ensaios de dissolução aos estudos biofarmacêuticos e farmacocinéticos. 

Fundamentalmente, este processo é controlado pela afinidade entre a substância sólida e o 



40 

 

 

 

solvente e pelo modo como o sistema farmacêutico o libera. No entanto, podem ser 

incorporadas substâncias no seio da forma farmacêutica, que permitem alterar a solubilidade 

do fármaco no meio (MANADAS, PINA, VEIGA, 2002). 

 A velocidade de dissolução é um parâmetro que expressa a rapidez com que um soluto 

se dissolve em um líquido solvente, em determinadas condições de agitação e temperatura, 

dentro outros fatores. Está intimamente relacionada com a solubilidade, embora significando 

um conceito diferente: a solubilidade é um conceito estático, que se refere a um estado de 

equilíbrio termodinâmico, representando a quantidade ou concentração de fármaco que se 

dissolve por unidade de tempo. Assim, através da alteração da velocidade de dissolução de 

uma substância mediante fatores tecnológicos e de formulação, é possível modular o perfil de 

liberação de um fármaco, o que resulta em grande importância biofarmacêutica (MARTÍNEZ, 

NAVARRO, 2001). 

 Para se ter conhecimento de como está acontecendo o processo de dissolução dos 

fármacos analisados realiza-se a avaliação do perfil de dissolução. Neste procedimento 

determina-se quantitativamente o fármaco dissolvido em intervalos de tempos diferentes. O 

perfil de dissolução fornece, assim, informações sobre a velocidade de dissolução, a 

porcentagem máxima dissolvida e, ainda, em que ponto mudanças significativas podem estar 

ocorrendo (FERRAZ, CONSIGLIERI & STORPIRTIS, 1998). Além disso, pode-se calcular a 

eficiência de dissolução; este parâmetro, proposto por KHAN e RHODES (1972), é bastante 

útil quando se deseja comparar formulações e/ou produtos diferentes. 

 

3.4.2. Ciclodextrinas para o aumento da solubilidade de fármacos 

 Ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos formados por moléculas de D-glicose 

unidas através de ligações glicosídicas α(1-4) (Figura 3a), obtidas a partir da degradação 

enzimática do amido (JANSOOK, LOFTSSON, 2009). As CDs mais conhecidas são as α, β e 

γ-ciclodextrinas, constituídas por 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente, que adotam a 

conformação de cadeira. Do ponto de vista estrutural, as CDs apresentam-se na forma de 

“cones truncados” com o lado mais largo formado pelas hidroxilas secundárias em C-2 e C-3 

e a face mais estreita constituída pelas hidroxilas primárias ligadas em C-6. A dimensão da 

cavidade é determinada pelo número de unidades de glicose constituintes da CD. Os átomos 

de oxigênio envolvidos nas ligações glicosídicas (em C-1 e C-4) e os átomos de hidrogênio 

ligados em C-3 e C-5 determinam o caráter hidrofóbico do interior da cavidade das CDs 

(Figura 3) (BRITTO, NASCIMENTO, SANTOS, 2004). 
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 A presença das hidroxilas livres na parte externa das CDs confere a essas moléculas 

um caráter hidrofílico. Esse arranjo estrutural das moléculas de glicose nas CDs possibilita a 

utilização desses compostos como hospedeiros na formação de complexos de inclusão. A 

presença de uma cavidade hidrofóbica e de grupos hidroxilas livres na parte externa da 

molécula permite a “dissolução” em meio aquoso de compostos (hóspedes) de baixa 

solubilidade. Esse aspecto molecular tem possibilitado a utilização de CDs em diferentes 

áreas da ciência e tecnologia, sendo o principal domínio de aplicação à indústria farmacêutica, 

em função da possibilidade de obtenção de medicamentos com propriedades físicas e 

químicas diferentes e o princípio ativo isolado (CARRIER, MILLER, AHMED, 2007). 

 

Figura 3. (a) Estrutura geral das ciclodextrinas. Os derivados α, β e γ-CD são definidos por 

n=1, 2 e 3, respectivamente. (b) Representação esquemática da estrutura tridimensional das 

CDs, mostrando as características estruturais definidas pelo arranjo das unidades de glicose  

 

 

Fonte: BRITTO, NASCIMENTO, SANTOS (2004) 

 

 As propriedades físico-químicas do fármaco e da CD livre são relativamente diferentes 

das que possuem estes compostos quando estão complexados. Partindo deste conceito, 

qualquer metodologia que tenha sensibilidade suficiente para medir estas diferenças pode ser 

utilizada para caracterizar estes complexos sob diferentes pontos de vista, possibilitando 

completar este complexo quebra-cabeça e permitindo direcionar os fenômenos de inclusão de 

acordo com as necessidades (CUNHA-FILHO, SÁ-BARRETO, 2007). Atualmente as 

técnicas mais comuns são a construção de diagramas de solubilidade, análise térmica, DRX, 

infravermelho, RMN, MEV e dissolução (TAKAHASHI, VEIGA, FERRAZ, 2011). 
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3.4.2.1. Diagramas de solubilidade de fases 

 O diagrama de solubilidade de fases (Figura 4) é uma das ferramentas mais utilizadas 

na caracterização de complexos de inclusão com CDs, sendo obtido através de resultados de 

solubilidade da molécula hóspede em soluções com concentrações crescente de CDs (VEIGA, 

PERCORELLI, RIBEIRO, 2006).  A teoria desenvolvida por Higuchi e Connors em 1965 

constitui a aproximação mais utilizada na caracterização de complexos de inclusão em 

solução. Baseia-se na medição do efeito de complexação na solubilidade do substrato e 

permite fazer inferências sobre a estequiometria de inclusão e estimar uma constante 

relacionada com o grau de estabilidade do complexo formado (HIGUCHI, CONNORS, 

1965). 

 

Figura 4. Perfis de solubilidade pela teoria de Higuchi e Connors. So é a solubilidade 

intrínseca do fármaco na ausência de ciclodextrina. 

 

 

Fonte: LIMA e colaboradores (2008) 

 

 O diagrama de solubilidade (Figura 4) consiste em um gráfico, onde é representada a 

solubilidade do substrato em função da concentração de CD, existindo dois tipos de perfis: A 

e B. Diagramas do tipo A correspondem aos complexos solúveis, portanto observa-se 

incremento da solubilidade do substrato com o aumento da concentração da CD. Eles podem 

ser divididos em três tipos: perfil AL – a solubilidade do substrato aumenta linearmente com o 

aumento da concentração de CD, resultando em complexos de primeira ordem; perfil AP – 

diagrama com desvio positivo de linearidade, o complexo formado é de primeira ordem em 
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relação ao substrato e de segunda ou superior em relação à CD, neste caso a solubilização é 

mais efetiva em concentrações elevadas de CD; e perfil AN – diagrama com desvio negativo, 

o qual requer uma interpretação mais cuidadosa devido à multiplicidade de fenômenos que 

podem ocorrer. Os diagramas do tipo B correspondem à formação de complexos com 

solubilidade limitada. Eles podem ser divididos em dois tipos: perfil BS – primeiro existe um 

aumento da solubilidade, depois uma região de platô que é considerada a máxima solubilidade 

e, em seguida, tem-se a precipitação do complexo insolúvel com o aumento da CD; e o perfil 

Bi – refere-se a um complexo tão insolúvel que a possibilidade de aumento inicial na 

concentração do substrato não é detectável (CUNHA-FILHO, SÁ-BARRETO, 2007; 

TAKAHASHI, VEIGA, FERRAZ, 2011). 
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Propriedades ansiolíticas de uma nova entidade química, 5TIO1 
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RESUMO 

2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b] tiofeno-3-carbonitrila, 

5TIO1, é um novo derivado do 2-aminotifeno com uma promissora atividade farmacológica. 

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial efeito ansiolítico do 5TIO1 em modelos 

animais. No teste do labirinto em cruz elevado (plus maze), o 5TIO1 (0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

, 

via intraperitoneal) aumentou o tempo de permanência e o número de entradas nos braços 

abertos. No teste claro-escuro, o 5TIO1 na dose de 0,1 mg kg
-1

 (via intraperiotenal) também 

mostrou efeito ansiolítico, indicado pelo aumento no tempo de permanência no campo claro, 

de forma similar ao diazepam (2,0 mg kg
-1

, via intraperitoneal). Os grupos de 5TIO1 não 

mudaram a locomoção e coordenação nos testes do campo aberto e rota rod, respectivamente, 

quando comparados ao veículo. Não observou-se processo de dose dependência e os efeitos 

ansiolíticos demonstrados não foram completamente revertidos pelo flumazenil 25 mg kg
-1

 

(i.p). Nosso resultados sugerem que o 5TIO1 pode se ligar a outros receptores, além do sítio 

benzodiazepínico do receptor GABA em cérebro de camundongo. 

Palavras-chave: tiofeno, ansiedade, labirinto em cruz elevado, campo claro/escuro. 
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ABSTRACT 

2-[(2,6-dichlorobenzylidene)amino]-5,6-dihydro-4H-cyclopenta[b]thiophene-3-carbonitrile, 

5TIO1, is a new 2-aminothiophene derivative with a promising pharmacological activity. The 

aim of this work was to evaluate the potential anxiolytic effect of 5TIO1 in animal models. In 

the elevated plus-maze test, 5TIO1 (0.1, 1.0 and 10.0 mg kg
-1

, i.p) increased the time of 

permanence and the number of entries in the open arms. In the light/dark box test, 5TIO1 at 

dose of 0.1 mg kg
-1

 (i.p) also showed anxiolytic-like effect indicated by an increase in the 

time spent in the light box, similar to diazepam 2.0 mg kg
-1

 (i.p). 5TIO1 groups didn’t change 

locomotor and coordination activities in open field and rotarod tests, respectively, when 

compared to vehicle. Dose dependent process wasn’t observed and the anxiolytic effects 

demonstrated were not completely reversed by flumazenil 25 mg kg
-1

 (i.p). Our results 

suggest that 5TIO1 can bind with other receptors, besides the benzodiazepine site of the 

GABA receptor in mouse’s brain. 

Key-words : thiophene, anxiety, plus maze, light/dark box. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 A ansiedade consiste em um estado de tensão provocado em antecipação a uma 

ameaça ou a uma potencial ameaça. As sensações de ansiedade são uma parte normal da 

experiência humana, mas a ansiedade excessiva ou inadequada pode se tornar uma doença 

(GROSS, HEN, 2004; WU, KIM, ZHUO, 2008). De acordo com pesquisas, os transtornos de 

ansiedade são a classe mais prevalente de transtornos psiquiátricos na população em geral, 

com prevalência de vida estimada para qualquer tipo de transtorno de ansiedade de 16% e 

prevalência de 12 meses estimada em 11% (KESSLER et al., 2009). 

 Um olhar retrospectivo dos últimos 50 anos de pesquisa sobre o estudo pré-clínico da 

ansiedade mostra que os anos de 60 e 80 podem ser considerados como as décadas do 

'comportamento', período em que alguns dos mais importantes testes comportamentais para 

ansiedade foram concebidos. O teste claro-escuro e o teste do labirinto em cruz elevado, por 

exemplo, foram desenvolvidos separadamente em 1980, e tornaram-se a base de estudos pré-

clínicos de ansiedade (FRASER et al., 2010). Além disso, testes que avaliam a função 

sensorial e motora são muito importantes no estudo da ansiedade (CRYAN, HOLMES, 2005). 

Neste contexto, os testes do campo aberto e do rota rod são normalmente realizados para 

avaliar as alterações nas atividades de locomoção e de coordenação (CRAWLEY, 2008). 
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 Embora existam terapias empiricamente suportadas para esses transtornos, muitos 

pacientes que completam o tratamento são parcialmente responsivos ou mesmo não 

responsivos. Enquanto outros pacientes têm dificuldade para tolerar e/ou aderir ao tratamento, 

abandonando prematuramente a farmacoterapia (TAYLOR, ABRAMOWITZ, MACKAY, 

2012). Dentre a classe de fármacos usados nesses tratamentos estão os benzodiazepínicos. 

Entretanto, sua eficácia terapêutica é limitada devido a problemas como: sedação, amnésia 

retrógrada, relaxamento muscular, tolerância e dependência física (RUDOLPH, KNOFLACH, 

2011). Recentemente, outra classe de fármacos, os inibidores seletivos da recaptação de 

serotonina, estão sendo prescritos, principalmente, devido a seu perfil de efeitos adversos 

favoráveis. Entretanto, essas terapias estão longe de serem universalmente eficazes (GROSS, 

HEN, 2004). Assim, justifica-se o desenvolvimento de pesquisas em busca de agentes mais 

seguros e eficazes para o tratamento da ansiedade (GOES, ANTUNES, TEXEIRA-SILVA, 

2009). 

 Atualmente, derivados tiofênicos têm atraído o interesse da indústria farmacêutica 

devido ao seu amplo espectro farmacológico, em especial, como agentes ansiolíticos (AMR et 

al., 2010). Neste contexto, o 2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b] 

tiofeno-3-carbonitrila, também chamado de 5TIO1 (Figura 1), é um novo derivado do 2-

aminotiofeno sintetizado por uma reação de duas etapas, partindo da reação de Gewald, 

seguida pela condensação com 2,6-diclorobenzaldeído (MENDONÇA-JÚNIOR et al., 2011). 

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial efeito ansiolítico do 5TIO1 em modelos 

experimentais na tentativa de esclarecer o seu mecanismo de ação. 

 

Figura 1. Estrutura molecular do 5TIO1. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Animais 

 Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, albinos, machos, 

pesando entre 25 a 30 g, com dois meses de idade, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal do Piauí. Os animais receberam água e ração tipo pellets (Purina®) com 

livre acesso e foram mantidos com iluminação controlada (12h de ciclo claro/escuro) e 

temperatura (25 ± 2 °C). Os experimentos comportamentais foram realizados entre 8:00 e 

12:00 em ambiente controlado. Os protocolos experimentais e procedimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação com Animais da Universidade Federal 

do Piauí (nº 031/12). 

 

Tratamento com fármacos 

 O 5TIO1 foi fornecido pelo Laboratório de Síntese e Vetorização de Moléculas da 

Universidade Federal da Paraíba, na forma de um cristal amarelo, com rendimento de 89%, 

ponto de fusão 159-160°C e Rf 0,54 (n-Hex./AcOEt. 8,5:1,5). Este foi emulsificado com o 

veículo – solução de Tween 80 0,05% (Sigma-EUA) e dissolvido em solução salina 0,9%. Os 

animais foram tratados com a substância experimental nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

, 

via intraperitoneal (i.p), 30 minutos antes dos experimentos. O grupo controle recebeu veículo 

em um volume constante de 10 mL kg
-1

, administrado pela mesma via dos grupos tratados. 

Diazepam (DZP) 2,0 mg kg
-1

 (União Química-Brasil) e flumazenil (FLU) 25,0 mg kg
-1

 

(Sigma-EUA), utilizados como padrões, foram administrados via intraperitoneal após a 

dissolução no veículo. 

 

Protocolo experimental 

 Os animais foram testados durante o período de luz e observados em uma sala fechada 

com temperatura constante (25 ± 2 °C). Todos os testes foram realizados em dias diferentes, 

com grupos distintos de animais. 

 Todos os animais dos grupos experimentais foram tratados por via intraperitoneal, 30 

minutos antes dos testes. A fim de elucidar os possíveis mecanismos envolvidos no efeito 

ansiolítico do 5TIO1, o flumazenil foi utilizado como um pré-tratamento, 15 minutos antes 

dos tratamentos do 5TIO1e do diazepam. 
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 Para os testes do labirinto em cruz elevado, do campo aberto e do rota rod, os 

camundingos foram distribuídos aleatoriamente em oito grupos (11 ratos por grupo): um 

grupo de controle tratado com o veículo, um grupo tratado com medicamento de referência 

DZP 2,0 mg kg
-1

, três grupos tratados com 5TIO1 nas doses de 0,1, 1,0 e 10,0 mg kg
-1

, 

respectivamente, um grupo tratado com antagonista GABA FLU 25,0 mg kg
-1

, e dois grupos 

pré-tratados com FLU 25,0 mg kg
-1

 e, em seguida, 15 minutos depois, tratados com DZP 2,0 

mg kg
-1

 e 5TIO1 mg kg
-1

. O teste claro e escuro seguiu o mesmo protocolo, mas somente a 

dose o 5TIO1 que apresentou o melhor efeito ansiolítico em relação ao diazepam foi testada. 

 

Teste do Labirinto em Cruz Elevado 

 O teste de labirinto em cruz elevado (LISTER, 1987) consistiu de dois braços abertos 

perpendicular (30 x 5 cm) e dois braços fechados (30 x 5 x 25 cm) também na posição 

perpendicular. Os braços abertos e fechados foram conectados por uma plataforma central (5 

x 5 cm). Para este teste foram utilizados cinco grupos de 11 animais cada, todos tratados pela 

via intraperitoneal. O primeiro grupo foi tratado com veículo, o segundo grupo com DZP 2,0 

mg kg
-1

, e os outros grupos foram tratados com 5TIO1 em doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

. 

Trinta minutos após os tratamentos, o animal foi colocado no centro do labirinto com o nariz 

em direção a um dos braços fechados, e observados por 5 min. Os parâmetros observados 

foram: número de entradas nos braços abertos (NEBA), porcentagens de entradas para os 

braços abertos (PEBA), tempo de permanência nos braços abertos (TPBA) e porcentagem de 

tempo de permanência nos braços abertos (PTBA). 

 

Teste claro-escuro 

 Complementando a avaliação do efeito ansiolítico, foi realizado o teste claro-escuro. 

Foram utilizados três grupos com 11 camundongos por grupo, todos tratados pela via 

intraperitoneal. O primeiro grupo foi tratado com veículo, o segundo grupo com DZP 2,0 mg 

kg
-1

, e o terceiro com 5TIO1 em doses de 0,1 mg kg
-1

. Após 30 minutos dos tratamentos, os 

animais foram colocados, um por vez, no aparato do teste claro-escuro. O aparato utilizado é 

feito de acrílico dividido em 2 compartimentos (box claro e box escuro) que se comunicam 

por meio de uma pequena porta (CRAWLEY, 1981). O box escuro (acrílico preto, 27 x 18 x 

29 cm) é pobremente iluminado. O box claro (acrílico transparente, 27 x 18 x 29 cm) é 

iluminado por uma fonte de luz de 60W (400 lx). Os animais foram observados por 5 minutos 

e depois de cada ensaio, o equipamento foi limpo com solução de etanol 70%. O parâmetro 
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utilizado foi o tempo de permanência no box claro expresso em segundos. Os animais foram 

observados por 5 minutos e o parâmetro observado foi o número de cruzamento com as quatro 

patas. 

 

Teste do campo aberto 

 O campo aberto foi feito de acrílico (paredes transparente e piso preto, 30 x 30 x 15 

cm) e dividido em nove quadrantes iguais. Esse aparato foi utilizado para avaliar a atividade 

exploratória do animal durante 5 minutos, baseado no modelo descrito por Archer (1973). O 

parâmetro analisado foi o número de cruzamentos com as quatro patas. 

 

Teste do rota rod 

 O equipamento do rota rod foi utilizado para a avaliação da coordenação motora e 

relaxamento muscular produzido por fármacos em animais (CARLINI, BURGOS, 1979). Os 

animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra giratória de 2.5 cm de 

diâmetro, elevada a 25 cm do piso, em uma rotação de 17 rpm, por um período de três 

minutos. Foram registrados, o tempo de permanência na barra giratória, em segundos (s), e o 

número de quedas, com três reconduções, no máximo. 

 

Análise estatística 

 Todos os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média (E.P.M.). 

Os dados obtidos foram avaliados por meio da análise de variância (ANOVA) seguida do 

teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. Os dados foram analisados utilizando o 

software GraphPad Prism (versão 5.0). As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas entre p<0,05 a p<0,001. 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 O estudo mostrou que uma nova entidade química, 5TIO1, tem potencial 

farmacológico para se tornar um novo medicamento ansiolítico. Dados estes que justificam a 

realização dos estudos de pré-formulação dessa molécula (SWAMIVELMANICKAM et al., 

2009; GOPINATH, NAIDU, 2011). Dois diferentes ensaios comportamentais foram 

utilizados (labirinto em cruz elevado e claro-escuro) baseados, etologicamente, no desejo 

inato do animal para a exploração de ambientes desconhecidos versus a aversão aos ambientes 
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Tabela 1. Efeitos do 5TIO1 em camundongos no teste do labirinto em cruz elevado. 

Grupos NEBA PEBA TPBA PTBA 

Veículo (controle) 7,09 ± 0,34 42,55 ± 1,1 75,36 ± 2,62 24,85 ± 0,87 

DZP 2 13,00 ± 0,40
a 

64,18 ± 0,82
a 

110,5 ± 0,82
a
 37,55 ± 0,87

a
 

5TIO1 0,1 14,91 ± 0,39
a,e 

59,16 ± 1,88
a
 142,7 ± 2,18

a,b 
43,46 ±2,18

a
 

5TIO1 1,0 11,55 ± 0,54
a,c 

47,72 ± 1,21
b,c

 127,0 ± 4,25
a
 38,72 ± 2,40

a 

5TO1 10,0 11,64 ± 0,66
a,c 

47,16 ± 1,19
b,c

 123,5 ± 3,81
a 

38,93 ± 1,92
a 

FLU 25 + DZP 2 7,54 ± 0,25
b 

39,64 ± 0,94
b 

75,64 ± 1,91
b
 25,03 ± 0,65

b 

FLU 25 7,27 ± 0,36
 

40,73 ± 1,99
 

75,45 ± 2,43
 

25,09 ± 0,80
 

FLU 25 + 5TIO1 0,1 4,91 ± 0,31
a,c,d 

36,91 ± 2,42
c 

118,6 ± 9,16
a,c,d

 39,18 ± 3,12
a,d 

Legenda: Os valores representam a média ± E.P.M. de NEBA, número de entradas nos braços abertos; PEBA, 

porcentagem de entradas nos braços abertos; TPBA, tempo de permanência nos braços abertos; PTBA, 

porcentagem de tempo nos braços abertos, dos camundongos usados nos experimentos (n=11 por grupo) 

utilizados nos experimentos. 
a
p<0,001, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-Student–

Newman–Keuls como post hoc teste), 
b
p<0,001 quando comparados ao grupo DZP (ANOVA e t-Student-

Neuman-Keuls como post hoc teste),
 c

p<0,001 quando comparados ao grupo 5TIO1 0,1 (ANOVA e t-Student-

Neuman-Keuls como post hoc teste), 
d
p<0,001 quando comparados ao grupo FLU 25 (ANOVA e t-Student-

Neuman-Keuls como post hoc teste), 
e
p<0,01 quando comparados ao grupo DZP (ANOVA e t-Student-Neuman-

Keuls como post hoc teste). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Tabela 2. Efeitos do 5TIO1 em camundongos no teste claro-escuro. 

Grupos Tempo de permanência no campo claro (s) 

Veículo (controle) 78,64 ± 3,14 

DZP 2 101,7 ± 1,21
a
 

5TIO1 0,1 97,09 ± 5,75
a
 

FLU 25 + DZP 2 76,00 ± 2,80
b 

FLU 25 79,45 ± 3,78 

FLU 25 + 5TIO1 0,1 37,00 ± 1,54
a,c,d

 

Legenda: Os valores são que a média ± S.E.M. do tempo de permanência no campo claro (s) dos camundongos 

usados nos experimentos (n=11). 
a
p<0,001, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-Student–

Newman–Keuls como post hoc teste), 
b
p<0,001 quando comparados ao grupo DZP (ANOVA e t-Student-

Neuman-Keuls como post hoc teste),
 c

p<0,001 quando comparados ao grupo 5TIO1 0,1 (ANOVA e t-Student-

Neuman-Keuls como post hoc teste), 
d
p<0,001 quando comparados ao grupo FLU 25 (ANOVA e t-Student-

Neuman-Keuls como post hoc teste). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

expostos e bem iluminados (CRYAN, HOLMES, 2005). Em ambos os ensaios (Tabela 1 e 

Tabela 2), a dose mais baixa de 5TIO1 (0,1 mg kg
-1

) aumentou significativamente (p <0,001) 
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a exposição do camundongos nos espaços aversivos. Estes ensaios foram escolhidos por 

serem validados farmacologicamente, simples, baratos, rápidos, por não necessitarem de 

treinamento preliminar e por não causarem muito desconforto para os animais durante o 

manuseio (BORA, SHARMA, 2011). 

 Os resultados dos possíveis efeitos ansiolíticos do 5TIO1 pelo teste de labirinto em 

cruz elevado em camundongos adultos são mostrados na Tabela 1. Os resultados mostraram 

que o número de entradas nos braços abertos (NEBA) aumentou, significativamente, 110,3; 

62,9 e 64,2% nos grupos tratados com 5TIO1 0,1, 1,0 e 10,0 mg kg
-1

, respectivamente, 

quando comparado com o controle (p<0,001); a porcentagem de entradas nos braços abertos 

(PEBA) aumentou 39,04% para o 5TIO1 na dose de 0,1 mg kg
-1

 quando comparado ao 

controle (p<0.001); o tempo de permanência nos braços abertos (TPBA) aumentou 89,36; 

68,52 e 63,88% nos grupos tratados com 5TIO1 0,1, 1,0 e 10,0 mg kg
-1

, respectivamente, 

quando comparado com o controle (p<0,001); e a porcentagem de tempo nos braços abertos 

(PTBA) aumentou 74,89, 55,81 e56.66% nos grupos tratados com 5TIO1 0,1, 1,0 e 10,0 mg 

kg
-1

, respectivamente, quando comparado com o controle (p<0,001). No entanto, não foi 

observado efeito de dose dependência. Na verdade, o NEBA e o PEBA diminuíram, 

significativamente, nas doses de 1,0 e 10,0 mg kg
-1

 do 5TIO1 quando comparados com a dose 

de 0,1 mg kg
-1

 do 5TIO1 (p<0.001). Além disso, o NEBA aumentou 14,69% para o 5TIO1 na 

dose de 0,1 mg kg
-
1 quando comparado com o diazepam (p<0.01) e o TPBA aumentou 

29,14% para o 5TIO1 na dose de 0,1 mg kg
-
1 quando comparado com o diazepam (p<0.001). 

 O teste do labirinto em cruz elevado é amplamente utilizado para avaliar a eficácia das 

intervenções de agentes modificadores da ansiedade e para explorar as bases neurológicas da 

ansiedade (SIDOR, RILETT, FOSTER, 2010). A exposição aos braços abertos no pluz maze 

produz, significativamente, um comportamento relacionado à ansiedade do que a exposição 

aos braços fechados (ALCALAY et al., 2004). Isso significa que benzodiazepínicos e outros 

compostos ansiolíticos aumentam o tempo de permanência dos camundongos nos braços 

abertos, enquanto que os agentes anxiogênicos diminuem (CHACUR, 1999). O 5TIO1 na 

dose de 0,1 mg kg
-1

 aumentou todos os parâmetros analisados (Tabela 1), indicando a sua 

atividade ansiolítica. Entretanto, não foi observado efeito de dose dependência. Na verdade, 

doses maiores de 5TIO1 diminuem o efeito ansiolítico. Isso sugere uma saturação do pool de 

receptores envolvidos no mecanismo de ação dessa atividade. 

 Complementando o possível efeito ansiolítico do 5TIO1 no labirinto em cruz elevado, 

o teste claro-escuro também foi realizado (DHINGRA, CHHILLAR, GUPTA, 2012). Este 
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teste baseia-se na aversão natural dos roedores a ambientes iluminadas e no comportamento 

exploratório dos roedores em reposta a fatores de stress moderado (luz e ambiente 

desconhecido) (CRAWLEY, 1981; BOURIN, HASCOËT, 2003). Logo, quanto mais tempo 

gasto no ambiente iluminado, “menos ansiedade” tem o roedor (HUANG, LIN, 2010). 

 Os resultados da atividade ansiolítica do 5TIO1 pelo teste claro-escuro em 

camundongos adultos são mostrados na Tabela 2. A administração de DZP e 5TIO1 0,1 

aumentou, significativamente (p<0,001), o tempo de permanência dos camundongos no box 

iluminado em 29,3 e 23,5%, respectivamente, em comparação com o controle. Portanto, o 

5TIO1 aumentou o tempo gasto no ambiente iluminado (Tabela 2), indicando, assim como no 

labirinto de cruz elevado, a sua atividade ansiolítica. 

 Muitos estudos reportam que a neurotransmissão GABAérgica desempenha um papel 

importante na ansiedade (MOHLER et al., 1990). De fato, vários fármacos, como os 

benzodiazepínicos, são utilizados para essa patologia (ALMEIDA et al., 2012). As evidências 

de que os transtornos de ansiedade podem ser causados por anormalidades nos receptores 

GABAérgicos são provenientes de uma série de estudos utilizando um antagonista dos 

benzodiazepínicos, o flumazenil, tanto em testes desafios como em métodos de imagem 

(NUTT, MALIZIA, 2001). O flumazenil, portanto, não tem nenhum efeito quando 

administrado sozinho, mas pode antagoniza o efeito ansiolítico do diazepam (WIEROŃSKA  

et al., 2004). 

 Tratando-se do envolvimento GABAérgico na atividade ansiolítica do 5TIO1, foi 

observado que o flumazenil reverteu, como esperado, os efeitos do diazepam em ambos os 

testes (plus maze e claro-escuro) para todos os parâmetros analisados (Tabela 1 e 2), e o 

flumazenil sozinho não mostrou nenhum efeito. Em relação ao composto investigado, 

somente para a PEBA (Tabela 1), o flumazenil aboliu o efeito ansiolítico do 5TIO1 0,1 mg 

kg
-1

 semelhante ao controle. No grupo FLU 25 + 5TIO1 0,1, o NEBA (Tabela 1) e o tempo de 

permanência no campo claro (Tabela 2) diminuíram, significativamente, quando comparados 

ao grupo FlU 25 (p<0,001). No entanto, a Tabela 1 mostra que no grupo FLU 25 + 5TIO1 0,1, 

o TPBA e PTBA aumentaram, significativamente, quando comparados ao grupo FlU 25 

(p<0,001). Esses resultados sugerem, portanto, que o 5TIO1 pode se ligar a outros receptores 

além do sítio benzodiazepínico dos receptores GABA em camundongos. 

 Um dos principais problemas com a utilização de benzodiazepínicos e outras classes 

de agentes farmacológicos para o tratamento da ansiedade é os efeitos adversos que devem ser 

evitados, uma vez que diminui a adesão do paciente e aumenta o custo para o sistema de 
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saúde (TAYLOR, ABRAMOWITZ, MACKAY, 2012). A Tabela 3 mostra que apenas o 

diazepam diminuiu significativamente o número cruzamentos teste do campo aberto, quando 

comparado com o controle (p <0,001).  

 

Tabela 3. Efeitos do 5TIO1 em camundongos no teste de campo aberto. 

Grupos Número de cruzamentos 

Veículo (controle) 69,17 ± 2,38 

DZP 2 30,00± 2,43
a 

5TIO1 0,1 71,92 ± 1,26
 

5TIO1 1,0 64,25 ± 2,35 

5TO1 10,0 67,75 ± 2,29
 

FLU 25 + DZP 2 70,83 ± 2,89 

FLU 25 64,42 ± 2,54 

FLU 25 + 5TIO1 0,1 72,33 ± 1,66 

Legenda: Os valores são que a média ± S.E.M. do tempo de permanência no campo claro (s) dos camundongos 

usados nos experimentos (n=11). 
a
p<0,001, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-Student–

Newman–Keuls como post hoc teste). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Tabela 4. Efeitos do 5TIO1 em camundongos no teste do rota rod. 

Grupos Tempo de permanência (s) Número de quedas 

Veículo (controle) 176,8 ± 1,04 1,4 ± 0,31 

DZP 2 167,6 ± 0,94
a 

2,7 ± 0,24
b
 

5TIO1 0,1 178,2 ± 0,46 1,5 ± 0,34 

5TIO1 1,0 177,4 ± 0,85
 

1,7 ± 0,31 

5TO1 10,0 179,5 ± 0,21 2,0 ± 0,23 

FLU 25 + DZP 2 178,4 ± 0,58 1,6 ± 0,28 

FLU 25 173,0 ± 0,82
 

1,2 ± 0,24
 

FLU 25 + 5TIO1 0,1 179,4 ± 0,28 1,5 ± 0,28 

Legenda: Os valores são que a média ± S.E.M. do tempo de permanência no campo claro (s) dos camundongos 

usados nos experimentos (n=11). 
a
p<0,001, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-Student–

Newman–Keuls como post hoc teste),
 b

p<0,05, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-

Student–Newman–Keuls como post hoc teste). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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 Analogamente, a Tabela 4 mostra que o diazepam diminuiu significativamente o 

tempo de permanência (p <0,001) e o número de quedas (p <0,05) no rota rod quando 

comparado com o controle. No entanto, nenhuma das doses de 5TIO1 alteraram a locomoção 

e a coordenação dos camundongos, quando comparado com o controle (p> 0,05). As Tabelas 

3 e 4 também mostram que o pré-tratamento com flumazenil só aboliu o efeito do diazepam. 

 Dessa forma, 5TIO1 não mostrou efeito adversos, tais como sonolência e deterioração 

motora, frequentemente observados em pacientes em tratamento com drogas ansiolíticas. 

Além disso, é importante ter em conta que esta substância pode modular positivamente os 

outros sistemas neurotransmissores envolvidos nos transtornos de ansiedade, tais como o 

serotoninérgico , analogamente aos derivados tiofênicos substituídos recém sintetizados 

ansiolíticos (AMR et al., 2010). No entanto, como e onde o 5TIO1 atua na via serotonérgica 

deve ser investigado, uma vez que se observou seus efeitos ansiolíticos sem efeitos colaterais, 

mas essa atividade não foi completamente abolida por um antagonista seletivo do sistema 

GABAérgico, sugerindo que este novo agente farmacológico estudado pode interagir na via 

serotonérgica. 

 

CONCLUSÃO 

 Este trabalho demonstrou o efeito ansiolítico de uma nova entidade química, 5TIO1, a 

qual tem sua propriedade intelectual garantida por meio de depósito de patente; e dá suporte 

para a hipótese que esta molécula interaja com o receptor GABA, provavelmente nos subtipos 

de receptores que medeiam os efeitos dos benzodiazepínicos. Esses resultados impulsionam 

os estudos de pré-formulação desse novo composto, o qual é uma grande promessa para a 

indústria farmacêutica, que está enfrentando uma crise de inovação. Estudos adicionais, no 

entanto, são necessários para esclarecer totalmente o mecanismo do efeito ansiolítico do 

5TIO1, uma vez que outros dados interessantes em nossos resultados foi que os efeitos 

ansiolíticos demonstrados não foram completamente revertidos por flumazenil, sugerindo que 

pode atuar de forma mais seletiva com menos efeitos adversos. 
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5. CAPÍTULO II 

 

 

O estresse oxidativo em áreas cerebrais de camundongos é diminuído pelo 2-[(2,6-

diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b] tiofeno-3-carbonitrila? 
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Farmacologia, Teresina, Piauí, Brasil. 

d 
Universidade Federal de Sergipe, Centro de Ciências Biológicas e da Saúde, Departamento 

de Morfologia, Sergipe, Alagoas, Brasil. 

e 
Laboratório de Síntese e Vetorização de Moléculas, Universidade Estadual da Paraíba, João 

Pessoa, Paraíba, Brasil. 

f 
Núcleo de Controle de Qualidade de Medicamentos Correlatos, Universidade Federal de 

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.
 
 

 

RESUMO 

2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b] tiofeno-3-carbonitrila, 

5TIO1, é um novo derivado do 2-aminotifeno com uma promissora atividade farmacológica. 

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antioxidante do 5TIO1 em diferentes áreas do 

sistema nervoso central de camundongos. Camundongos Swiss adultos foram tratados, via 

intraperitoneal, com Tween 80 0,05% dissolvido em salina 0,9% (grupo controle) e 5TIO1 

nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

. Os homogenatos cerebrais – hipocampo, corpo estriado, 

córtex frontal e cerebelo – foram obtidos após 24 h de observação. A atividade das enzimas 

superóxido dismutase e catalase, a peroxidação lipídica e o conteúdo de nitrito foram 

avaliados utilizando métodos espectrofotométricos. Para esclarecer o mecanismo de ação do 

5TIO1 sobre o estresse oxidativo, também foi realizado o teste de Western blot para as 
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enzimas superóxido dismutase e catalase. Os resultados mostraram que o 5TIO1 diminui a 

peroxidação lipídica e o conteúdo de nitrito em todas as áreas cerebrais, e aumentou a 

atividade das enzimas antioxidantes, especialmente, no cerebelo. Os dados do teste de 

Western blot não demostraram evidências na upregulation dessas enzimas depois da 

administração desse composto. Esses dados sugerem que o 5TIO1 pode proteger o cérebro 

contra danos neuronais, regularmente, observados durante neuropatologias. 

Palavras-chave: estresse oxidativo; tiofeno; catalase; superóxido dismutase; western blot. 

 

ABSTRACT 

2-[(2,6-dichlorobenzylidene)amino]-5,6-dihydro-4H-cyclopenta[b]thiophene-3-carbonitrile, 

5TIO1, is a new 2-aminothiophene derivative with a promising pharmacological activity. The 

aim of this study was to evaluate its antioxidant activity in different areas of mice central 

nervous system. Male Swiss adult mice were intraperitoneally treated with Tween 80 0.05% 

dissolved in 0.9% saline (control group) and 5TIO1 at doses of 0.1, 1.0 and 10.0 mg kg
-1

. 

Brain homogenates - hippocampus, striatum, frontal cortex and cerebellum - were obtained 

after 24h of observation. The superoxide dismutase and catalase activities, lipid peroxidation 

and nitrite content were measured using spectrophotometric methods. To clarify the 5TIO1’s 

mechanism on oxidative stress, it was also performed Western blot analysis of superoxide 

dismutase and catalase. The data showed that the 5TIO1 decreased lipid peroxidation and 

nitrite content in all brain areas and increased the activity of antioxidant enzymes, specially, 

in cerebellum. The data of Western blot analysis did not demonstrate evidence of the 

upregulation of these enzymes after administration of this compound. These data suggest that 

5TIO1 can protect the brain against neuronal damage regularly observed during 

neuropathologies. 

Keywords: oxidative stress; thiophene; catalase; superoxide dismutase; western blot. 

 

 

INTRODUÇÃO 

As células do corpo humano estão constantemente expostas a ataques de natureza 

oxidativa (BOUAYED, BOHN, 2010). Há provas irrefutáveis de que o estresse oxidativo está 

envolvido na patogênese de muitas doenças, incluindo diabetes, doença cardiovascular, 

doenças neurodegenerativas, transtornos psiquiátricos, bem como câncer (PALA, 

GÜRKAN,2008; SANTOS et al., 2009; MINELLI, GÖGELE, 2011). Estas patologias têm 
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sido associadas a alterações nas espécies reativas de oxigênio (EROS) (SEDELNIKOVA et 

al., 2010), espécies reativas de nitrogênio (ERNS) e óxido nítrico (NO) (AGUIAR et al., 

2012). 

O estresse oxidativo tem sido um mecanismo patogênico comum associado a muitos 

dos principais transtornos psiquiátricos, como a ansiedade, devido à vulnerabilidade oxidativa 

intrínseca do cérebro (NG et al., 2008). Crescentes evidências sugerem correlação entre o 

desequilíbrio do mecanismo de defesa antioxidante e a ansiedade (SOUZA et al., 2007; 

RAMMAL et al., 2008; BOUAYED, RAMMAL, SOULIMANI, 2009; SALIM et al., 2010a; 

SALIM et al., 2010b; SALIM et al., 2011; VOLLERT et al., 2011). Portanto, os efeitos 

benéficos dos antioxidantes contra vários transtornos e doenças induzidas pelo estresse 

oxidativo têm recebido muita atenção (NIKI, 2010), impulsionando o desenvolvimento de 

novos fármacos que podem, eventualmente, exercer ações neuroprotetoras (MILITÃO, 

FERREIRA, FREITAS, 2010; VAUZOUR, 2012). 

Entre os numerosos antioxidantes utilizados pelas células, os compostos contendo 

enxofre, incluindo a cisteína, a metionina, e a glutationa e os seus derivados têm sido 

amplamente estudados devido suas propriedades antioxidantes (BATTIN, BRUMAGHIM, 

2008). Assim, compostos heterocíclicos contendo enxofre ganharam relevância na pesquisa 

ativa da química farmacêutica (EL-SHARKAWY, EL-SAYED, ZAKI, 2012). Atualmente, os 

derivados do tiofeno têm atraído o interesse da indústria farmacêutica, devido ao seu amplo 

espectro farmacológico, especialmente, como agentes ansiolíticos (AMR et al., 2010) e 

antioxidantes (ABU-HASHEM, EL-SHEHRY, BADRIA, 2010).  

Neste contexto, o 2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b] 

tiofeno-3-carbonitrila, também chamado de 5TIO1 (Figura 1), é um novo derivado do 2-

aminotiofeno sintetizado por uma reação de duas etapas, partindo da reação de Gewald, 

seguida pela condensação com 2,6-diclorobenzaldeído (MENDONÇA-JÚNIOR, 2011). O 

objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antioxidante do 5TIO1 em diferentes áreas do 

sistema nervoso central (SNC) de camundongos adultos através da determinação da 

peroxidação lipídica, do conteúdo de nitrito e da atividade das enzimas catalase (CAT) e 

superóxido dismutase (Mn-SOD). Para esclarecer o mecanismo do 5TIO1 sobre o estresse 

oxidativo para o desenvolvimento de novos fármacos neuropsicoativos, também foi realizado 

o teste de Western blot para as enzimas Mn-SOD e CAT nos homogenatos cerebrais de 

camundongos após 24 horas de observação. 
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Figura 1. Estrutura molecular do 5TIO1. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Animais 

 Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, albinos, machos, 

pesando entre 25 a 30 g, com dois meses de idade, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal do Piauí. Os animais receberam água e ração tipo pellets (Purina®) com 

livre acesso e foram mantidos com iluminação controlada (12h de ciclo claro/escuro) e 

temperatura (25 ± 2 °C). Os experimentos foram realizados entre 8:00 e 12:00 em ambiente 

controlado. Os protocolos experimentais e procedimentos foram aprovados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação com Animais da Universidade Federal do Piauí (nº 031/12). 

 

Tratamento 

 O 5TIO1 foi fornecido pelo Laboratório de Síntese e Vetorização de Moléculas da 

Universidade Federal da Paraíba, na forma de um cristal amarelo, com rendimento de 89%, 

ponto de fusão 159-160°C e Rf 0,54 (n-Hex./AcOEt. 8,5:1,5). Este foi emulsificado com o 

veículo – solução de Tween 80 0,05% (Sigma-EUA) dissolvido em solução salina 0,9%. Os 

animais foram tratados com a substância experimental nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

, 

via intraperitoneal (i.p). O grupo controle recebeu veículo em um volume constante de 10 mL 

kg
-1

, administrado pela mesma via. 

 

Protocolo experimental 

 Os animais foram testados durante o período de luz e observados em uma sala fechada 

com temperatura constante (25 ± 2 °C). Todos os testes foram realizados em dias diferentes, 

com grupos distintos de animais. 

 

S

NC

NHC

Cl

Cl
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Determinação da peroxidação lipídica e do conteúdo de nitrito 

 A peroxidação lipídica foi avaliada por meio da determinação dos níveis de TBARS 

(substâncias ácidas reativas com o ácido tiobarbitúrico), método previamente descrito por 

Draper e Hadley (1990). Foram preparados homogenatos a 10% (w/v) em tampão fosfato de 

sódio 50 mM, pH 7,4 para cada área cerebral investigada, grupo controle (n=7) e 5TIO1 0,1; 

1,0 e 10,0 (n=7). Os resultados foram expressos em mmol min
-1

 µg proteina
-1

. O conteúdo de 

nitrito nos grupos experimentais, grupo controle (n=7) e 5TIO1 0,1; 1,0 e 10,0 (n=7), foram 

determinados com base na reação de Griess (GREEN, TANNENBAUM, GOLDMAN, 1981). 

Os resultados foram expressos em µM. 

 

Método da determinação da atividade da catalase e superóxido dismutase 

 Os homogenatos a 10% de cada área cerebral foram, separadamente, centrifugados 

(800×g, 20 min), e os sobrenadantes utilizados para ensaio de atividades de superóxido 

dismutase e catalase. A atividade da catalase foi medida nos grupos experimentais 5TIO1 0,1; 

1,0 e 10,0 (n=7) e no grupo controle (n=7), utilizando o princípio básico da medida da 

velocidade de produção de O2 e H2O (CHANCE, MAEHLY, 1955). A concentração de 

proteínas foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Os resultados foram 

expressos em U µg de proteina
-1

 (CHANCE, MAEHLY, 1955). Atividade da Mn-SOD nos 

grupo controle (n=7) e 5TIO1 0,1; 1,0 e 10,0 (n=7) foi testada por meio da taxa de redução do 

citocromo C pelos radicais superóxidos, utilizando o sistema xantina - xantina oxidase como 

fonte geradora de radical ânion superóxido (O2
.-
) (ARTHUR, BOYNE, 1985). Os resultados 

foram expressos em U µg de proteina
-1

. Uma unidade (U) da atividade da Mn-SOD 

corresponde à inibição de 50% da reação do O
2-

 com o citocromo C. Obteve-se a 

concentração da proteína (LOWRY et al., 1951). 

 

Western blot  

 Para o teste de immunobloting, os homogenatos de cada área cerebral foram 

misturados com uma solução tampão (roti-Load 1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Alemanha) 

de acordo com o procedimento do fabricante e, em seguida, tais soluções foram colocadas em 

banho-maria (95 °C) por 5 min. As proteínas foram separadas utilizando SDS-PAGE (gel de 

separação de 5 a 25%). A quantidade de proteína foi de 10 Ag. Após a separação, as proteínas 

foram coradas com Coomassie Brilliant Blue e transferidas para um papel de nitrocelulose, e, 

em seguida, os sítios de ligações não específicas são saturados com uma solução de bloqueio 
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(Chemicon International, Hofheim, Alemanha). As membranas foram incubadas durante a 

noite com os anticorpos primários contra: 1) CAT (polyclonal, UBI, Lake Placid, NY, EUA, 

1:1.500) e 2) Mn-SOD (polyclonal, Assayama, Japão, 1:800), seguida de incubação com 

peroxidase de rábano conjugada com anticorpo secundário (peroxidase de cabra anti-coelho 

IgG+, Boehringer Mannheim GmbH, Alemanha, 1:1.000). A imunoreatividade foi visualizada 

usando o sistema de detecção ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Reino 

Unido). 

 

Análise estatística 

 Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média (E.P.M.). Os 

dados obtidos foram avaliados por meio da análise de variância (ANOVA) seguida do teste t-

Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. Os dados foram analisados utilizando o software 

GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA), os grupos experimentais foram comparados com 

o grupo veículo. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando 

p<0,05. 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 O estresse oxidativo, representado por uma perda de equilíbrio nas reações de 

oxidação-redução, pode alterar drasticamente a função neuronal e tem sido relacionado com a 

ansiedade (NG et al., 2008; BOUAYED, RAMMAL, SOULIMANI, 2009). Os resultados 

obtidos para as alterações neuroquímicas observadas após a administração de um composto 

ansiolítico, 5TIO1, (SABINO, 2011) apoiam fortemente esta correlação. 

 O cérebro é particularmente vulnerável ao estresse oxidativo devido os lípidos da 

membrana neuronal, ricos em ácidos graxos poliinsaturados, serem facilmente submetidos a 

peroxidação lipídica (ADIBHATLA, HATCHER, 2008; GUPTA, BHATT, MISRA, 2009; 

REED, 2011; YEOMAN, SCUTT, FARAGHER, 2012). Além disso, esse órgão apresenta 

menos mecanismos de defesa antioxidante, tais como os baixos níveis de superóxido 

dismutase e catalase (NG et al., 2008). Portanto, é importante determinar biomarcadores do 

estresse oxidativo, que mostram mudanças em moléculas biológicas que geram EROS e/ou 

ERNS (ASTIZ et al., 2011). 

 A Tabela 1 e a Tabela 2 mostram os efeitos do 5TIO1 na peroxidação lipídica e no 

teor de nitrito, respectivamente, no hipocampo, corpo estriado, córtex frontal e cerebelo de 
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camundongos adultos. As médias dos resultados indicaram uma redução superior a 87% na 

peroxidação lipídica e conteúdo de nitrito em todas as áreas do cérebro para todas as doses em 

comparação com grupo de controle (p <0,05). Observa-se também que não houve efeito dose-

dependente do 5TIO1 e que sua atividade scavenger (capacidade de neutralizar os radicais 

livres formando compostos menos reativos) foi, estatisticamente (p<0,05), a mesma em todas 

as áreas de ambos os ensaios. 

 

Tabela 1. Determinação dos níveis de peroxidação lipídica no hipocampo, corpo estriado, 

cortex frontal e cerebelo de camundongos adultos tratados com 5TIO1 nas doses de 0,1; 1,0 e 

10,0 mg kg
-1

. 

Grupos TBARS (mmol min
-1

 µg proteina
-1

) 

Hipocampo Corpo estriado Córtex frontal Cerebelo 

Veículo 1,36 ± 0,05 1,34 ± 0,02 1,54 ± 0,01 1,43 ± 0,02 

5TIO1 0,1 0,13 ± 0,01
a
 0,13 ± 0,01

a
 0,12 ± 0,09

a
 0,13 ± 0,01

a
 

5TIO1 1,0 0,16 ± 0,02
a
 0,16 ± 0,09

a
 0,15 ± 0,02

a
 0,18 ± 0,02

a,b
 

5TIO1 10,0 0,15 ± 0,09
a
 0,15 ± 0,09

a
 0,15 ± 0,01

a
 0,17 ± 0,01

a,b
 

Os valores representam a média ± E.P.M. do número de animais utilizados nos experimentos (n=7 por grupo). 
a
p<0,001, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-Student–Newman–Keuls como post hoc 

teste); 
b
p<0,001, quando comparados ao grupo 5TIO1 0,1 (ANOVA e teste  t-Student–Newman–Keuls como 

post hoc teste). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Tabela 2. Determinação do conteúdo de nitrito no hipocampo, corpo estriado, cortex frontal e 

cerebelo de camundongos adultos tratados com 5TIO1 nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

. 

Grupos Nitrito (µM) 

Hipocampo Corpo estriado Córtex frontal Cerebelo 

Veículo 95,86 ± 2,89 94,71 ± 1,27 76,57 ± 0,65 82,43 ± 0,75 

5TIO1 0,1 5,11 ± 0,44
a 

6,00 ± 0,69
a 

6,49 ± 0,75
a 

6,93 ± 0,85
a 

5TIO1 1,0 6,36 ± 1,03
a 

4,98 ± 0,57
a 

6,19 ± 1,23
a 

4,81 ± 0,54
a 

5TIO1 10,0 7,14 ± 0,99
a 

9,04 ± 2,47
a 

8,50 ± 1,26
a 

9,04 ± 1,8
a 

Os valores representam a média ± E.P.M. do número de animais utilizados nos experimentos (n=7 por grupo). 
a
p<0,001, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-Student–Newman–Keuls como post hoc 

teste). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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 A peroxidação lipídica em um tecido é um índice de dano biológico irreversível aos 

fosfolípideos da membrana celular, o que por sua vez conduz à inibição da maior parte das 

enzimas antioxidantes (NOBRE-JÚNIOR, FONTELES, FREITAS, 2009). Como os níveis de 

TBARS estão intimamente associados com a peroxidação lipídica (MATSUNAMI, SATO, 

YUKAWA, 2010), os resultados (Tabela 1) demonstraram que 5TIO1 diminuiu a peroxidação 

lipídica em todas as áreas do cérebro, indicando sua proteção antioxidante. 

 O conteúdo de nitrito também é um biomarcador fundamental do estresse oxidativo, 

uma vez que níveis elevados de óxido nítrico e os seus derivados de oxidação, como 

peroxinitrito, podem ser tóxicos, desempenhando um papel importante em doenças 

neurodegenerativas (ANDERSEN et al., 2004; CHUNG, DAVID, 2010; SUEISHI et al., 

2011). Em condições normais, existe um equilíbrio entre a produção de óxido nítrico e de seus 

metabolitos (nitrito e nitrato) e a sua “destruição” por sistemas antioxidantes (FREITAS et al., 

2005). Os resultados (Tabela 2) mostraram uma diminuição na formação de nitrito após a 

administração 5TIO1, sugerindo que esta substância pode evitar a formação de ERNS. 

 Os ensaios da peroxidação lipídica e do conteúdo de nitrito sugerem que o 5TIO1 

exerce sua atividade antioxidante neutralizando as EROS e as ERNS, respectivamente. Esta 

atividade pode estar relacionada com as propriedades físico-químicas do 5TIO1. Pesquisas 

recentes identificaram os antioxidantes contendo enxofre em sua estrutura como aqueles com 

maior índice de benefícios terapêuticos (OKUNIEFF et al., 2008). O 5TIO1 contem um anel 

de cinco membros constituído por um átomo de enxofre como heteroátomo. Trata-se, 

portanto, de um derivado do tiofeno. Nesse caso, o átomo de enxofre age como um doador de 

elétrons, contribuindo com dois elétrons para o anel aromático (MISHRA et al., 2011). Dessa 

forma, os anéis aromáticos, tiofeno e o benzeno, tornam o 5TIO1 um composto rico em 

elétrons, sugerindo que sua propriedade antioxidante poderia estar ligada com a conversão dos 

radicais livres para produtos estáveis por meio de doação de elétrons. 

 Em condições normais, existe um equilíbrio entre o estresse oxidativo e nitrosativo, e 

o mecanismo de defesa antioxidante. O efeito nocivo dos radicais livres ao organismo induz 

vários mecanismos de defesa (VALKO et al., 2007; NOBRE-JÚNIOR, FONTELES, 

FREITAS, 2009; AGUIAR et al., 2012), dentre eles a remoção catalítica através das enzimas 

catalase, superóxido dismutase, peroxidades e proteínas antioxidantes tiol-específicas 

(LIMÓN-PACHECO, GONSEBATT, 2009). Protocolos gerais são descritos para avaliar a 

atividade dessas enzimas antioxidantes. Eletroforese e ensaios espectrofotométricos são 

amplamente utilizados para determinar a atividade enzimática tanto em células quanto em 
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tecidos, dependendo da quantidade de proteína requerida para cada ensaio (WEYDERT, 

CULLEN, 2010). A fim de compreender o efeito do 5TIO1 sobre a atividade das enzimas 

CAT e Mn-SOD, duas técnicas foram combinadas: o método de Lowry (WATERBORG, 

2002) e o teste de Western blot (KOOB et al., 2012). 

 A superóxido dismutase é uma das principais enzimas utilizadas no combate ao dano 

oxidativo das EROS e ERNS. O seu substrato é o radical ânion superóxido, normalmente, 

gerado nos organismos aeróbicos durante o processo de oxidação. Sem a atividade da Mn-

SOD, esse radical pode reagir com o óxido nítrico produzindo o peroxinitrito (ONOO
-
), um 

potente agente oxidante e nitrosante, que pode causar danos às proteínas, aos lipídeos e ao 

DNA. A enzima catalase, um componente de defesa antioxidante, exerce duas funções 

importantes: a decomposição de peróxido de hidrogênio (H2O2) a água e oxigênio (H2O + O2) 

e a oxidação de compostos hidrogenados, como metanol, etanol, ácido fórmico, fenóis 

(NASO et al., 2011). 

 A Tabela 3 mostra os efeitos do 5TIO1 na atividade da catalase em áreas cerebrais de 

camundongos adultos. Os resultados indicam um aumento significativo (p<0,05) da atividade 

dessa enzima no hipocampo (136,43; 152,74 e 145,99% nos grupos tratados com 5TIO1 nas 

doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

, respectivamente) e no cerebelo (36,61; 46,04 e 42,14% nos 

grupos tratados com 5TIO1 nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

, respectivamente) quando 

comparados com o grupo controle. No corpo estriado, os grupos tratados com o 5TIO1 nas 

doses de 0,1 e 1,0 mg kg
-1

 aumentaram a atividade da catalase em 5,37 e 36,72%, 

respectivamente, mas somente a dose de 10,0 mg kg
-1

 aumentou significativamente (57,72%) 

quando comparado com o grupo controle e com o 5TIO1 na dose de 0,1 mg kg
-1

 (p<0,05). No 

córtex frontal, a atividade da catalase aumentou significativamente (p<0,05) 32,87 e 51,17% 

para os grupos tratados com 5TIO1 nas doses de 1,0 e 10,0 mg kg
-1

, respectivamente, de 

forma dose-dependente. Somente o 5TIO1 na dose de 0,1 mg kg
-1

 diminuiu em 31,54% a 

atividade da catalase no córtex frontal quando comparado ao grupo controle (p<0,05). 

 A Tabela 4 mostra os efeitos do 5TIO1 na atividade da superóxido dismutase em áreas 

cerebrais de camundongos adultos. O 5TIO1 na dose de 0,1 mg kg
-1

 aumentou, 

significativamente, a atividade da superóxido dismutase no hipocampo (58,93%), no corpo 

estriado (8.33%), córtex frontal (14,54%) e cerebelo (22,29%) quando comparado ao grupo 

controle (p<0,05). Além disso, o 5TIO1 na dose de 1,0 mg kg
-1

 aumentou significativamente 

(p<0,05) em 40,18 e 8,64% a atividade da Mn-SOD no hipocampo e no córtex frontal, 
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respectivamente, quando comparado ao controle. Por outro lado, a dose de 10,0 mg kg
-1

 não 

apresentou modulação positiva dessa enzima em nenhuma área investigada. 

 

Tabela 3. Atividade da enzima catalase no hipocampo, corpo estriado, córtex frontal e 

cerebelo de camundongos adultos tratados com 5TIO1 nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

. 

Grupos Catalase (U µg de proteina
-1

) 

Hipocampo Corpo estriado Córtex frontal Cerebelo 

Veículo 14,22 ± 0,58 19,35 ± 0,17 22,51 ± 0,14 24,61 ± 0,16 

5TIO1 0,1 33,62 ± 0,95
a 

20,39 ± 1,06 15,41 ± 0,93
a
 33,62 ± 0,95

a 

5TIO1 1,0 35,94 ± 0,97
a 

26,36 ± 1,87 29,91 ± 2,09
a,b

 35,94 ± 0,97
a 

5TIO1 10,0 34,98 ± 1,22
a 

30,52 ± 2,69
a,b

 34,03 ± 1,25
a,b,c

 34,98 ± 1,22
a 

Os valores representam a média ± E.P.M. do número de animais utilizados nos experimentos (n=7 por grupo). 
a
p<0,001, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-Student–Newman–Keuls como post hoc 

teste); 
b
p<0,001, quando comparados ao grupo 5TIO1 0,1 (ANOVA e teste  t-Student–Newman–Keuls como 

post hoc teste). 
c
p<0,001, quando comparados ao grupo 5TIO1 1,0 (ANOVA e teste  t-Student–Newman–Keuls 

como post hoc teste). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Tabela 4. Atividade da enzima superóxido dismutase no hipocampo, corpo estriado, córtex 

frontal e cerebelo de camundongos adultos tratados com 5TIO1 nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 

mg kg
-1

. 

Grupos Superóxido dismutase (U µg de proteina
-1

) 

Hipocampo Corpo estriado Córtex frontal Cerebelo 

Veículo 2,24 ± 0,15 2,64 ± 0,19 2,20 ± 0,03 3,23± 0,13 

5TIO1 0,1 3,56 ± 0,62
a 

2,86 ± 0,11
a 

2,52 ± 0,09
a 

3,95 ± 0,70
a 

5TIO1 1,0 3,14 ± 0,16
a 

2,54 ± 0,34 2,39± 0,17
a 

2,81 ± 0,74 

5TIO1 10,0 2,16 ± 0,03 2,42 ± 0,14 2,17 ± 0,13 2,70 ± 0,51 

Os valores representam a média ± E.P.M. do número de animais utilizados nos experimentos (n=7 por grupo). 
a
p<0,001, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-Student–Newman–Keuls como post hoc 

teste). 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 Os resultados (Tabela 3) sugerem que pode haver um aumento da atividade da catalase 

no cerebelo, córtex frontal, estriado e hipocampo, em ordem decrescente, indicando que esta 

enzima pode exercer, mais especificamente, um papel protetor nas duas primeiras regiões em 

relação as outras áreas investigadas em animais tratados apenas com veículo. Alper e 
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colaboradores (1998) também observaram que a atividade da catalase é maior no cerebelo e 

no córtex frontal de roedores. Tratando-se da atividade da superóxido dismutase (Tabela 4), 

esta foi maior no cerebelo e no corpo estriado, indicando uma melhor atividade dessa enzimas 

nestas áreas. Portanto, a atividade mais elevada de ambas as enzimas foi observada no 

cerebelo em animais tratados apenas com veículo; este resultado foi semelhante aos dados 

obtidos com roedores descritos por Fortunato e colaboradores (2006). 

 Analisando os grupos tratados com 5TIO1, a maior a atividade da catalase (Tabela 3) 

foi no hipocampo e no cerebelo para a dose de 1,0 mg kg
-1

; e no corpo estriado e no córtex 

frontal para a dose de 10,0 mg kg
-1

. Além disso, o 5TIO1 na dose de 0,1 mg kg
-1

 aumentou a 

atividade da catalase em todas as áreas, exceto no córtex frontal. Após revisão da literatura, 

pode ser verificado que esse estudo apresenta, pela primeira vez, os resultados sobre estresse 

oxidativo em diferentes áreas cerebrais de camundongos, o que dificulta a comparação com 

outros estudos, uma vez que esses dados são inéditos para as áreas investigadas por meio da 

modulação desse novo composto. Assim, esse trabalho motiva a área da Pesquisa & 

Desenvolvimento de novos fármacos para danos moleculares envolvidos nas neuropatologias. 

 A atividade da superóxido dismutase (Tabela 4) foi modulada positivamente pelo 

5TIO1 na dose de 0,1 mg kg
-1

 em todas as áreas do cérebro, especialmente, no hipocampo e 

no cerebelo. No entanto, não houve alteração significativa para a dose de 10,0 mg kg
-1

 quando 

comparado com veículo e as outras doses. Portanto, não se observou um efeito dose-

dependente, sugerindo que em doses mais elevadas de 5TIO1 pode haver uma saturação desta 

atividade enzimática. Além disso, deve-se notar que o 5TIO1 na dose de 1,0 mg kg
-1

 

aumentou a atividade da superóxido dismutase apenas no hipocampo e no córtex frontal, 

indicando que 5TIO1 exerce seu possível efeito antioxidante pela modulação da Mn-SOD 

nestas áreas. Como foi mencionado anteriormente, estes resultados inéditos contribuirão 

significativamente para preencher as lacunas sobre as causas e consequências do estresse 

oxidativo modulados por compostos derivados do tiofeno. 

 De modo a confirmar os resultados das atividades enzimáticas (Mn-SOD e CAT) em 

diferentes áreas cerebrais de camundongos, foi também realizada o teste de Western blot 

(Figura 2). Após 24 h de tratamento com 5TIO1 (0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

) a atividade total de 

Mn-SOD e CAT não foram alteradas em comparação com o grupo de controle. Da mesma 

forma, o 5TIO1 não afetou o mRNA da Mn-SOD e da CAT, bem como os níveis de proteína, 

tal como evidenciado pelas análises de imunotransferência no hipocampo, corpo estriado, 

córtex frontal e cerebelo de camundongos. 
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Figura 2. Expressão da catalase e superóxido dismutase no hipocampo, corpo estriado, córtex 

frontal e cerebelo de camundongos adultos tratados com 5TIO1 nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 

mg kg
-1

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos machos foram tratados, via intraperitoneal, com 0,25 mL de Tween 80 0,05% dissolvido em 

salina 0,9% (veículo – grupo controle) e o 5TIO1 emulsionado com o veículo nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-

1
. Os animais foram observados durante 24 h, em seguida, eutanaziados. O conteúdo de proteína foi de 10 Ag. I 

– grupo controle; II - 5TIO1 0,1 mg kg
-1

; III - 5TIO1 1,0 mg kg
-1

; IV - 5TIO1 10,0 mg kg
-1

. Os resultados 

representam a média ± E.P.M. do número de animais utilizados nos experimentos (n=4 por grupo), convertido 

em porcentagem em relação ao controle (fixado em100%). A análise estatística foi feita por análise de variância 

simples (one-way ANOVA) e teste t-Student–Newman–Keuls como post hoc teste. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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 Os resultados expressos em unidades arbitrárias relativas à variação da expressão de 

RNAm (Figura 2), indicam que os níveis de proteínas da Mn-SOD para o 5TIO1 nas doses de 

0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

 foram, respectivamente, 89,42 ± 1,24%, 90,58 ± 1,24% e 98,46 ± 

1.24% no hipocampo; 100,2 ± 1,04%, 108,4 ± 1,04% e 97,9 ± 1,04% no corpo estriado; 103,7 

± 1,85%, 106,6 ± 1,85% e 113,2 ± 1,85% no córtex frontal; e 95,36 ± 2,31%, 111,4 ± 2,31% e 

95,54 ± 1,71% no cerebelo. De forma análoga, os níveis de proteínas da CAT para o 

5TIO1nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg kg
-1

 foram, respectivamente, 97,07 ± 1,11%, 97,41 ± 

1,11% e 95,78 ± 0,83% no hipocampo; 97,23 ± 1,12%, 97,05 ± 1,12% e 96,27 ± 0.83% no 

corpo estriado; 95,94 ± 1,09%, 104,4 ± 1,09% e 95,52 ± 0,81% no córtex frontal; e 105,7 ± 

1,19%, 98,34 ± 1,19% e 98,8 ± 0,88% no cerebelo. 

 As atividades totais da catalase e da superóxido dismutase não se alteraram após o 

tratamento com 5TIO1 (Figura 2). Portanto, os dados do teste de Western blot não 

demonstraram evidências para a upregulation dessas enzimas antioxidantes (Mn-SOD e CAT) 

após a administração deste composto. Além disso, estes resultados reforçam a hipótese de que 

ocorreu apenas um aumento das atividades enzimáticas estudadas, uma vez que não houve 

alteração no conteúdo de proteína de Mn-SOD e CAT no hipocampo, corpo estriado, córtex 

frontal e cerebelo após 24 h de tratamento com 5TIO1. 

 

 

CONCLUSÃO 

 Este trabalho demonstrou que 5TIO1 diminuiu os níveis de peroxidação lipídica e do 

conteúdo de nitrito, e aumentou as atividades das enzimas catalase e superóxido dismutase. 

Em nosso conhecimento, estes efeitos do 5TIO1 sobre o estresse oxidativo observado no 

cérebro de camundongos não foram relatados antes. Assim, estes achados podem ter 

implicações importantes para a compreensão do mecanismo de doenças neurodegenerativas, 

promovendo novos avanços no desenvolvimento de antiepiléticos, antidepressivos e 

ansiolíticos mais seguros e eficazes. Além disso, o 5TIO1 pode proteger o cérebro contra 

danos neuronais regularmente observados em neuropatologias. A investigação do 5TIO1 

contra a apoptose, necrose e / ou autofagia observados em desordens mentais já está em 

andamento para confirmar suas propriedades antioxidantes e seus efeitos neuroprotetores. 
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RESUMO 

2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b] tiofeno-3-carbonitrila, 

denominado de 5TIO1, é uma nova entidade química de baixa solubilidade em água com um 

grande potencial para tornar-se um fármaco ansiolítico. O objetivo desse estudo foi realizar 

estudos de pré-formulação do 5TIO1, utilizando excipientes consagrados na indústria 

farmacêutica para a melhoria da solubilidade - as ciclodextrinas naturais α, β e γ. A 

autenticidade do 5TIO1, com pureza de 98,96%, foi analisada por ressonância magnética 

nuclear e espectroscopia na região do infravermelho (IV). A microscopia eletrônica de 

varredura e a difração de raios-X (DRX) indicaram um perfil cristalino para o 5TIO1. A 

calorimetria exploratória diferencial sugeriu a presença de polimorfos e a termogravimetria 

(TG) evidenciou um perfil degradativo de fase única, iniciando em 227 °C. O diagrama de 

solubilidade de fases mostrou um incremento de solubilidade linear do 5TIO1 para todas as 

ciclodextrinas, sendo que a β-CD apresentou uma melhor constante de associação. A 

caracterização dos complexos de inclusão no estado sólido foi realizada por TG, DRX e IV, as 

quais indicaram a complexação do 5TIO1 com todas ciclodextrinas. O estudo de 
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compatibilidade foi avaliado por TG, o qual não indicou nenhuma incompatibilidade e nem 

aumento da estabilidade. Por fim, o teste de dissolução comprovou o incremento da 

solubilidade do 5TIO1 através da complexação com ciclodextrinas. Os resultados sugerem a 

formação de complexos e indicam que estes podem apresentar uma forma alternativa 

promissora para o desenvolvimento de formas farmacêuticas sólidas do 5TIO1 com 

propriedades biofarmacêuticas adequadas.  

Palavras-chave: tiofeno; ciclodextrinas; pré-formulação; solubilidade.  

 

ABSTRACT 

2-[(2,6-dichlorobenzylidene)amino]-5,6-dihydro-4H-cyclopenta[b]thiophene-3-carbonitrile, 

named 5TIO1, is a poorly water-soluble new chemical entity with a great potential to become 

an anxiolytic drug. The aim of this study was to perform 5TIO1’s preformulation studies 

using consolidated excipients in the pharmaceutical industry devoted to solubility 

improvement – the natural cyclodextrins α, β e γ. The 5TIO1’s authenticity, with purity of 

98.96%, was analyzed by nuclear magnetic resonance and infrared spectroscopy (IR). The 

scanning electron microscopy and X-ray diffraction (XRD) indicated a crystalline profile for 

5TIO1. The differential scanning calorimetry suggested the presence of polymorphs and the 

thermogravimetry (TG) showed a single phase profile degradative, starting at 227 ° C. The 

phase solubility diagram showed a linear increase in the 5TIO1’s solubility for all 

cyclodextrins, and the β-CD had a better association constant. The characterization of the 

inclusion complexes in the solid-sate was performed by TG, XRD and IR, which indicated the 

5TIO1’s complexation with all cyclodextrins. The compatibility study was evaluated by TG, 

which indicated no incompatibility and no increase in stability. Finally, the dissolution test 

demonstrated the solubility increase of 5TIO1 by complexation with cyclodextrins. These 

results suggest the formation of complexes and indicate that these may provide a promising 

alternative way of developing solid dosage forms of 5TIO1 with suitable biopharmaceutical 

properties. 

Keywords: tiophene; cyclodextrins; solubility; preformulation 

 

 

INTRODUÇÃO 

 A ansiedade consiste em um estado de tensão provocado em antecipação a uma 

ameaça ou a uma potencial ameaça. As sensações de ansiedade são uma parte normal da 
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experiência humana, mas a ansiedade excessiva ou inadequada pode se tornar uma doença 

(GROSS, HEN, 2004; WU, KIM, ZHUO, 2008). De acordo com pesquisas, os transtornos de 

ansiedade são a classe mais prevalente de transtornos psiquiátricos na população em geral 

(KESSLER et al., 2009). Dentre a classe de fármacos usados nesses tratamentos estão os 

benzodiazepínicos, cuja eficácia terapêutica é limitada devido a problemas como: sedação, 

amnésia retrógrada, relaxamento muscular, tolerância e dependência física (RUDOLPH, 

KNOFLACH, 2011). Assim, justifica-se a busca de agentes mais seguros e eficazes para o 

tratamento da ansiedade (GOES, ANTUNES, TEXEIRA-SILVA, 2009). 

 Atualmente, derivados tiofênicos têm atraído o interesse da indústria farmacêutica, em 

especial, como agentes ansiolíticos (AMR et al., 2010). Neste contexto, o 2-[(2,6-

diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b] tiofeno-3-carbonitrila, também 

chamado de 5TIO1 (Figura 1), é uma nova entidade química sintetizada por uma reação de 

duas etapas, partindo da reação de Gewald, seguida pela condensação com 2,6-

diclorobenzaldeído (MENDONÇA-JÚNIOR et al., 2011). Em estudos preliminares, o 5TIO1 

apresentou atividade ansiolítica em ensaios neurofarmacológicos e uma baixa solubilidade 

aquosa (SABINO, 2011). Uma ferramenta farmacotécnica muito utilizada para solubilização 

de fármacos é a complexação com ciclodextrinas (CDs), viabilizando, assim, uma forma 

farmacêutica eficaz (DAVIS, BREWSTER, 2004). 

 

Figura 1. Estrutura molecular do 5TIO1. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 

 A transição da descoberta de um candidato à fármaco para um novo produto 

farmacêutico começa com a investigação das propriedades físico-químicas dessa nova 

molécula. Esta primeira fase é conhecida como pré-formulação (LAU, 2011). Além disso, a 

análise da interação entre fármaco e excipientes está incluída nesse estudo, ajudando a 

racionalizar e otimizar a futura formulação (PANDEY, RATH, DWIVEDI, 2011). Para 
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realizar a investigação dessas propriedades, as técnicas termoanalíticas estão sendo cada vez 

mais utilizadas nas indústrias farmacêuticas para diversos fins, incluindo caracterização 

térmica, estudos de estabilidade e compatibilidade (SOARES-SOBRINHO et al., 2010). 

 O objetivo desse estudo foi realizar estudos de pré-formulação do 5TIO1, utilizando 

excipientes consagrados na indústria farmacêutica para a melhoria da solubilidade - as CDs α, 

β e γ.  

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Materiais 

 O 5TIO1 foi fornecido pelo Laboratório de Síntese e Vetorização de Moléculas da 

Universidade Federal da Paraíba, na forma de um cristal amarelo, com rendimento de síntese 

de 89%, ponto de fusão 159-160°C e Rf 0,54 (n-Hex./AcOEt. 8,5:1,5). As ciclodextrinas 

naturais (α, β e γ) foram adquiridas da ISP Technologies. Para a preparação das soluções 

utilizou-se água de grau para injetáveis e todos os solventes utilizados foram de grau analítico. 

 

Ressonância Magnética Nuclear 

 Os espectros foram obtidos com um espectrômetro VARIAN Unity Plus 300, 

utilizando uma sonda VT-CP/MAS, operando a 299,9 MHz para o núcleo de Hidrogênio – 1 

(
1
H) e 75,4 MHz para o núcleo de Carbono – 13 (

13
C). 

 

Espectroscopia na Região de Infravermelho com Transformada de Fourrier (IV-TF) 

 O espectro de infravermelho foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmerL® 

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

Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de selênio. As amostras foram transferidas 

diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR. Os espectros foram obtidos de 650 

a 4000 cm
-1

 e resolução de 4 cm
-1

. 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 A avaliação da morfologia do 5TIO1 foi realizada através de Microscopia Eletrônica 

de Varredura utilizando-se um microscópio Jeol
®
 JSM-5900, após fixação em fita de dupla 
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face de carbono e metalização com ouro por 15 min (Metalizador Baltec
®
 SCD 050). As 

eletromicrografias foram obtidas em uma câmara com tensão de excitação de 15 KV. 

 

Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

 Para o cálculo da pureza, amostras de 2 mg (± 0.2) foram colocadas em porta amostra 

de alumínio hermeticamente fechados submetidas a análise em Calorímetro de Varredura 

Shimadzu
®
 DSC-60 interligado ao software Shimadzu

®
 TA-60WS com atmosfera de 

nitrogênio de 50 mL min
-1

 e na razão de aquecimento de 3 °C min
-1

, na faixa de temperatura 

de 25-300 ºC. As determinações foram realizadas em triplicata. Índio e zinco foram utilizados 

para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia. 

 

Diagrama de solubilidade de fases 

Os estudos de diagrama de fases foram realizados de acordo com trabalho de Higuchi 

e Connors (1965). Quantidades em excesso de 5TIO1 foram adicionadas em 10 mL de 

solução aquosa contendo concentrações crescentes de CDs - βCD (0,25%; 0,5%; 1%; 1,25%; 

1,5%), αCD e γCD (2%; 4%; 6%; 8%; 10%). Paralelamente foram preparadas amostras do 

fármaco apenas em água. As amostras foram submetidas à agitação mecânica em banho-maria 

(Banho Dubnoff, Nova Ética
®
), à temperatura de 25 ºC por 72 h. Posteriormente, as amostras 

foram filtradas por meio de membranas filtrantes de poro de 0,45 µm. A quantificação do 

5TIO1 foi por meio de espectrofotometria UV (Varian
®

 modelo Cary 30), no comprimento de 

onda de 301 nm, utilizando água como branco. Os experimentos foram realizados em 

triplicata. A constante de associação fármaco-ciclodextrina (K1:1) foi calculada para a porção 

linear do diagrama assumindo uma estequiometria 1:1, utilizando a equação abaixo: 

 

 SlopeS

Slope
K




10

1:1
(S0 : solubilidade do 5TIO1 na ausência de CD). 

 

Preparo das misturas físicas 

 As misturas físicas foram preparadas através da homogeneização do 5TIO1 e da CD 

(1:1) num recipiente de vidro fechado. 
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Obtenção dos complexos de inclusão no estado sólido 

 Os complexos inclusão foram preparados na razão molar 1:1. Uma dispersão 5TIO1 e 

CD foi preparado numa solução etanol:água (2:8). Os complexos de inclusão foram obtidos 

por spray drying, através da eliminação dos solventes, pulverizando a dispersão num spray 

dry (Mini Spray Dryer B290 – Büchi) com temperatura de entrada de 160 ºC, temperatura de 

saída de 89 ºC, pressão de ar de pulverização de 55 mmHg. 

 

Termogravimetria (TG) e Análise Térmica Diferencial (DTA) 

 A caracterização térmica através de termogravimetria/derivada termogravimétrica 

(TG/DTG) foi realizada em duplicata por meio de termobalança Shimadzu


, modelo TGA 

Q60, em atmosfera de nitrogênio em fluxo de 50 mL min
-1

, sendo a massa da amostra de 

cerca de 2,0 mg (± 0,2) de 5TIO1, acondicionadas em cadinho de alumina na faixa de 

temperatura de 25 a 400 ˚C na razão de aquecimento de 10 °C min
-1

. Antes dos ensaios, 

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

 

Difração de raios-X (DRX) 

 O difratograma foi obtido no difratômetro Shimadzu® (X-Ray Diffractometer, LabX 

XRD-6000), equipado com ânodo de cobre, usando uma voltagem de 40 kv e uma corrente de 

30 mA. A amostra foi analisada no intervalo de ângulo 2θ de 5-75° a uma velocidade de 

digitalização de 2° min
-1

. A amostra foi feita em suportes de vidro com uma fina camada de 

material do pó sem solvente. 

 

Estudos de dissolução 

Os estudos de dissolução foram realizados seguindo especificações do Food and Drug 

Administration (FDA) (1997) para fármacos pouco solúveis, utilizando pá como aparato, a 50 

rpm e temperatura de 37 °C ± 0,5 °C (USP, 2008). Para assegurar as condições de sink do 

método e aumentar a especificidade do ensaio de dissolução, o meio selecionado foi o suco 

gástrico simulado (ácido clorídrico mais cloreto de sódio, pH 1,2) com volume final de 900 

mL. Amostras dos complexos e mistura física foram colocadas em cápsulas com o 

equivalente a 6.5 mg de 5TIO1. Os tempos de coleta foram de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 

minutos onde, após filtração, determinou-se a concentração das amostras por 

espectrofotometria (λ=301 nm). Para cada sistema obtido 3 replicatas foram testadas. Os 
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perfis de dissolução foram avaliados utilizando-se eficiência de dissolução nos intervalos de 

15 e 20 minutos (DE15 e DE20) (KHAN, RHODES, 1972).  

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Identificação e caracterização do estado sólido do 5TIO1 

 Substâncias químicas referência são amplamente utilizadas no controle de qualidade 

de fármacos em análises quali e quantitativas (GAO, DING, HU, 2011). O 5TIO1 trata-se de 

uma nova entidade química, portanto não há no mercado uma substância padrão para auxiliar 

nos testes analíticos. Dessa forma, análises espectroscópicas (RMN e IV) auxiliaram na 

identificação do composto e sua pureza foi determinada através da calorimetria diferencial de 

varredura, assegurando, portanto, a autenticidade do 5TIO1. Além disso, procedeu-se a 

análise da morfologia do 5TIO1 no estado sólido através da microscopia eletrônica de 

varredura. 

 O espectro de RMN de 
1
H (Figura 2) apresentou multipletos entre  2,00-2,25 

relativos a hidrogênios em carbonos metilênicos e sinais entre  6,93-7,23 referentes a 

hidrogênios aromáticos. O espectro de RMN de 
13

C (Figura 3) apresentou três sinais em C 

27,4, 28,1 e 30,2 referentes a três carbonos CH2 - região típica para carbonos com 

hibridização sp
3
. Em particular, o sinal do CH2 mais próximo do átomo de enxofre encontra-

se mais deslocado, em C 30,2, devido a desblidangem eletrônica deste átomo eletronegativo. 

O sinal do carbono imínico (HC=N) encontra-se em C 163,6 e o sinal característico de 

carbonitrila (CN) em C 114,3. Os demais sinais entre C 129,3-153,4 são referentes a 

carbonos dos anéis, sendo que de C 129,3-136,2 correspondem aos carbonos do anel 

benzênico e de C 139,4-153,4 correspondem aos carbonos do tiofeno. 

 O espectro de infravermelho (Figura 4) apresenta como a principal banda o 

estiramento CN (2218 cm
-1

); e na região da impressão digital do infravermelho, as bandas 

entre 1590 e 1300 cm
-1

 correspondem a estiramentos (C=N, C=C, C-C) e deformações (CH e 

CH2) e a região de 900 e 660 cm
-1

 abrangem as bandas correspondentes aos estiramentos C-Cl 

e C-S. 
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Figura 2. Espectro de RMN de 
1
H da molécula 5TIO1 (300 MHz) em CDCl3 

 
ppm 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Figura 3. Espectro de RMN de 
13

C da molécula 5TIO1 (75 MHz) em CDCl3  

 

ppm 
 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Figura 4. Espectro na região do infravermelho com transformada de Fourier do 5TIO1. 
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Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 A eletromicrografia do 5TIO1 (Figura 5) mostra uma morfologia heterogênea, 

destacando-se estruturas morfológicas na forma de agulha, indicando um hábito cristalino. 

Um perfil cristalino sugere um composto estável termodinamicamente, entretanto com uma 

solubilidade menor em relação a um estado sólido amorfo (entropia alta). Do ponto de vista 

farmacotécnico, para um fármaco cristalino, é preciso avaliar se há fases cristalinas distintas 

(polimorfos), analisando suas propriedades físico-químicas e caracterização térmica, visto que 

tais fatores influenciam diretamente na escolha do processo de manufatura, na dissolução e 

estabilidade do medicamento que, por sua vez, impactam na segurança e eficácia (NEWMAN, 

BYRN, 2003; SINGHAL, CURATOLO, 2004). 

 

Figura 5. Eletromicrografias do 5TIO1. 

  

 
Fonte: Arquivo pessoal. 
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Pureza do 5TIO1 

 A pureza do 5TIO1 foi calculada através da aplicação da equação de Van’t Hoff na 

linearização do evento de fusão, verificado em triplicata. Neste modelo a pureza é 

determinada através do desvio da linearidade do evento de fusão, o qual ocorre pela presença 

de impurezas. Conhecendo-se o desvio da linearidade, pode-se inferir sobre o fator de 

correção na linearização da reta. Assim, a pureza do 5TIO1 mostrou-se em torno de 98,96% ± 

0,62 %. Portanto, o 5TIO1 encontra-se dentro do limite de especificação 98 e 101% (base 

seca) para ser aprovado para em processos de produção de medicamentos (SOARES et al., 

2011). 

 

Caracterização térmica do 5TIO1 

 Na Figura 6, verifica-se dois eventos endotérmicos associados à fusão, nenhum dos 

quais associados à perda de massa (Figura 7). Na curva de DSC (Figura 6), observa-se que o 

5TIO1 após fundir (Tpico = 161 °C) a forma cristalina de menor ponto de fusão (B), ocorre 

uma recristalização (pico exotérmico) obtendo-se a forma cristalina estável A que funde numa 

temperatura maior (Tpico = 175 °C), sugerindo que o 5TIO1 possui duas formas polimórficas 

monotrópicas (GIRON, 2001). Tal comportamento térmico, representando sistemas 

monotrópicos dimórficos, é semelhante ao da olanzapina (POLLA et al., 2005), fármaco 

derivado do tiofeno, semelhante ao 5TIO1 e também com atividade no Sistema Nervoso 

Central. 

 

Figura 6. Curva de DSC do 5TIO1 obtida na razão de 3 ˚C.min
-1

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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 O conhecimento da natureza dos sistemas polimórficos deve ser parte integrante dos 

estudos de pré-formulação, de maneira a prever o comportamento da forma cristalina durante 

as etapas de fabricação. Nos sistemas monotrópicos, o polimorfo de maior ponto de fusão 

(forma A) é o mais estável, sendo que as transformações espontâneas são irreversíveis e 

podem ocorrer somente da forma metaestável (forma B) para estável (forma A). Em termos 

práticos, o formulador não precisa tomar nenhuma precaução caso o 5TIO1 esteja na sua 

forma mais estável. Entretanto, caso o formulador opte pela forma B que exibe maior energia 

e, portanto, maior solubilidade; será necessário tomar medidas (temperaturas baixa, condições 

secas, etc) para reduzir os efeitos cinéticos da transformação para forma mais estável 

(BERNSTEIN, DAVEY, HENCK, 1999; MAO, PINAL, MORRIS, 2005). 

 Na análise termogravimétrica (Figura 7), observou-se que a faixa de temperatura de 

degradação ficou entre 227 °C (Tinicial) e 338 °C (Tfinal), tendo um perfil degradativo de fase 

única e perda de massa de 64,46%. Através da análise do DTA observa-se dois picos 

endotérmicos um menos intenso em 165 °C (Tpico) e um mais intenso em 178 °C (Tpico), 

corroborando com a fusão da amostra evidenciada no DSC (Figura 6) e, em seguida, segue o 

evento da degradação do fármaco em 316 °C (Tpico). 

 

Figura 7. Curva de TG e DTA do 5TIO1 obtida na razão de 10 ˚C.min
-1

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Diagrama de solubilidade de fases 

 A solubilidade em água (S0) do 5TIO1 foi de 0,91 µg mL
-1

. Segundo o Sistema de 

Classificação Biofarmacêutica (AMIDON et al., 1995), prospectando-se o 5TIO1 como um 
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fármaco, este só poderia ser considerado de alta solubilidade caso a sua maior dosagem fosse 

solúvel em 250 mL de meio aquoso numa faixa de pH de 1,0 a 7,5 sob temperatura de 37 °C. 

Portanto, sem nenhuma estratégia farmacotécnica para melhorar a solubilidade desse 

candidato a fármaco, o setor de pesquisa e desenvolvimento estaria limitado a trabalhar com 

uma dosagem de, no máximo, 0,2 mg de 5TIO1 para garantir que a absorção deste não fosse 

limitada pela taxa de dissolução. Entretanto, apesar de hipotético, tal cenário é muito precário 

para garantir uma posologia flexível, sendo necessário incluir, no estudo de pre-formulação 

dessa molécula, excipientes que aumentem sua solubilização, como as ciclodextrinas, 

garantindo a sua biodisponibilidade. 

 De acordo com Higuchi e Connors (1965) a representação gráfica do diagrama de 

solubilidade, visualizada na Figura 8, apresenta uma curva do tipo AL para todas as CDs, 

representando um incremento de solubilidade linear e sugerindo uma estequiometria 1:1 

(mol:mol) 5TIO1:CD. O incremento de solubilidade máximo proporcionado foi de 12,70; 

4,24 e 11,31 µg mL
-1

 para as maiores concentrações da α, β e γ CDs, respectivamente. 

Portanto, a solubilidade do 5TIO1 aumentou 1295, 366 e 1142% quando complexado com α, 

β e γ CDs, respectivamente. O incremento de solubilidade proporcionado pela β-CD não 

representa um desempenho inferior em relação às demais CDs. Na verdade, em termos 

proporcionais, 1,5% da β-CD é mais eficaz na solubilização do 5TIO1 do que a α-CD e γ-CD.  

 

Figura 8. Curvas do diagrama de solubilidade do 5TIO1 sob a influência de concentrações 

crescentes de α (■), β (●) e γ (▲) ciclodextrinas em solução. 
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Fonte: Arquivo pessoal. 
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 Além da análise da solubilidade, a constante de associção é um importante índice para 

avaliar a força da associação entre a molécula hóspede e a ciclodextrina, a estabilidade do 

complexo e a influência das CD na biodisponibilidade dos fármacos Para muitos complexos 

de inclusão fármaco/CD, os valores da constante de associação variam entre 100 – 20000 M
-1

 

(CHALLA et al., 2005; LI et al., 2011). A constante de associação para α, β e γ CDs foram 

1294, 2154 e 1105 M
-1

, respectivamente. Valores entre 1000 – 5000 M
-1

, como os 

apresentados, representam uma associação moderada (CARRIER, MILLER, AHMED, 2007).  

Assim, o complexo 5TIO1/β-CD teve maior estabilidade. 

 Então, apesar da β-CD ter uma solubilidade aquosa 7,8 e 12,5 vezes menor que a α-

CD e β-CD (LOFTSSON, DUCHÊNE, 2007), respectivamente; o seu baixo custo 

(KURKOV, LOFTSSON, 2012), o incremento de solubilidade proporcionado para o 5TIO1 e 

a estabilidade do complexo 5TIO1/β-CD, justificam a escolha desse excipiente numa futura 

formulação dessa nova entidade química.  

 

Caracterização dos sistemas binários 

 As análises térmicas são amplamente utilizadas em estudos de pré-formulação 

(SOARES et al, 2011), podendo indicar a complexação com ciclodextrinas. As curvas de 

DTA das amostras estão representadas na Figura 9, que evidencia a formação dos complexos 

de inclusão 5TIO1 com todas as ciclodextrinas devido a ausência ou a redução dos picos 

relativos à fusão; a ausência nos eventos de evaporação de água das ciclodextrinas 

(temperaturas inferiores a 100 °C); e a mudanças no perfil de degradação. 

 Além disso, as análises térmicas constituem uma boa ferramenta para avaliar a 

estabilidade e compatibilidade de fármacos e excipientes (SOARES-SOBRINHO et al., 

2010). Para tal investigação, a Figura 10 mostra as curvas TG e DTG das amostras analisadas 

evidenciando que a decomposição térmica dos complexos de inclusão e das misturas físicas 

ocorrem antes das degradações das substâncias isoladas. Entretanto, a antecipação da 

decomposição dos complexos de inclusão foi de aproximadamente 10 °C em relação a 

decomposição do 5TIO1 isolado (Tabela 1). De fato, para temperaturas de degradação tão 

próximas, o ganho de estabilidade térmica através da formação de complexos de inclusão não 

será tão significativo, visto que, no caso, a molécula hóspede per si exibe uma boa 

estabilidade térmica. Entretanto esse deslocamento na decomposição, do ponto de vista 

farmacotécnico, não evidencia incompatibilidades entre o 5TIO1 e as ciclodextrinas.
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Figura 9. Curvas de DTA das substâncias isoladas, das misturas físicas e dos complexos de inclusão na razão de 10ºC min
-1

. 

 

Legenda: (1) 5TIO1; (2) α-CD; (3) mistura física α-CD e 5TIO1; (4) complexo de inclusão α-CD e 5TIO1; (5) β-CD; (6) mistura física β-CD e 5TIO1; (7) complexo de 

inclusão β-CD e 5TIO1; (8) γ-CD; (9) mistura física γ-CD e 5TIO1; (10) complexo de inclusão γ-CD e 5TIO1 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Figura 10. Curvas de TG e derivadas (DTG) das substâncias isoladas, da misturas física e dos 

complexos de inclusão para α (a), β (b) e γ (c) ciclodextrinas na razão de 10 ºC min
-1

. 

 

 

 

Legenda: (1) 5TIO1; (2) ciclodextrina; (3) mistura física; (4) complexo de inclusão. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

a 

b 

c 
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 Sabendo-se que quanto maior a perda de massa, menor a estabilidade (FREITAS et al., 

2012), a Tabela 1 evidencia que a perda de massa relativa à decomposição dos complexos de 

inclusão com a α-CD e a γ-CD 60,64% e 60,26%, respectivamente, foram menores que o 

5TIO1 isolado 64,46%. Além disso, a Tabela 1 indica um menor conteúdo de água nas 

misturas físicas e nos complexos de inclusão. 

 

Tabela 1. Perda de massas das substâncias isoladas, das misturas físicas (MF) e dos 

complexos de inclusão (CI) 

Amostras Perda de massa (%) 

 1ª etapa 2ª etapa 

5TIO1 64,46
a 

- 

α-CD 9,30
b 

77,01
c 

MF α-CD + 5TIO1 6,51
b 

64,71
d 

CI α-CD/5TIO1 5,85
b 

60,64
e 

β-CD 13,90
b 

74,05
f 

MF β-CD + 5TIO1 10,86
b 

63,89
g 

CI β-CD/5TIO1 6,11
b 

75,45
h 

γ-CD 8,10
b 

74,16
i 

MF γ-CD + 5TIO1 6,26
b 

68,68
j 

CI γ-CD/5TIO1 6,69
b 

60,26
l 

Legenda: (
a
)Porcentagem de 5TIO1 que decompõem acima de 227 °C; (

b
) Porcentagem de água e solventes 

liberados abaixo de 100 ºC; (
c
) Decomposição da amostra no intervalo de 283 °C a 400 °C; (

d
) Decomposição da 

amostra no intervalo de 222 °C a 400 °C; (
e
) Decomposição da amostra no intervalo de 218 °C a 400 °C; (

f
) 

Decomposição da amostra no intervalo de 290 °C a 400 °C; (
g
) Decomposição da amostra no intervalo de 221 °C 

a 400 °C; (
h
) Decomposição da amostra no intervalo de 214 °C a 400 °C; (

i
) Decomposição da amostra no 

intervalo de 284 °C a 400 °C; (
j
) Decomposição da amostra no intervalo de 216 °C a 400 °C; (

l
) Decomposição 

da amostra no intervalo de 215 °C a 400 °C. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 A difração de raio-X determina a natureza cristalina de sólidos e é uma das melhores 

técnicas para caracterização de complexos de inclusão. Dependendo da forma cristalina da 

molécula hóspede, picos característicos serão formados no difratograma. Assim, a 

complexação é avaliada por mudanças nos picos característicos da molécula e da 

ciclodextrina em relação ao complexo (TAKAHASHI, VEIGA, FERRAZ, 2012). A Figura 11 

mostra o perfil difratométrico das amostras. O perfil do difratograma do 5TIO1 demonstra a 

presença de um pico intenso em 2θ igual a 25,9 ° e vários picos secundários de baixa 

intensidade, sugerindo que essa substância apresenta característica cristalina. Todas as 

ciclodextrinas naturais exibiram um perfil cristalino com múltiplos picos. 
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Figura 11. Padrões de difração de raio X das substâncias isoladas, das misturas físicas e dos 

complexos de inclusão. 
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Legenda: (1) 5TIO1; (2) α-CD; (3) mistura física α-CD e 5TIO1; (4) complexo de inclusão α-CD e 5TIO1; (5) 

β-CD; (6) mistura física β-CD e 5TIO1; (7) complexo de inclusão β-CD e 5TIO1; (8) γ-CD; (9) mistura física γ-

CD e 5TIO1; (10) complexo de inclusão γ-CD e 5TIO1 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 Sabendo-se que o desaparecimento de picos ou mudanças nas intensidade relativas, 

constituem indícios de formação de complexos (SOARES-SOBRINHO et al., 2012), a Figura 

11 evidencia o desaparecimento dos picos secundários do 5TIO1 e a diminuição do seu pico 

principal nos complexos de inclusão. Além disso, pode-se concluir que ocorreu um processo 

perda de cristanilidade da amostra, indicando a formação do complexo de inclusão com todas 

as ciclodextrinas (LOFTSSON, DUCHÊNE, 2007). A razão para a redução da cristalinidade 

pode ser atribuída à técnica de spray drying que consiste num processo de intensa energia, 

onde uma solução passa de um estado não saturado para um estado supersaturado numa 

fração de segundos; a evaporação rápida do solvente a partir das gotículas atomizadas 

interfere com o processo de construções dos cristais levando a uma perda de cristanilidade da 

amostra e, consequentemente, melhorando sua solubilidade (BHISE, 2011). 
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 A análise dos espectros de infravermelho pode ser feita comparando-se as bandas a 

molécula hóspede, da CD e da mistura física com a do complexo. Geralmente o espectro da 

mistura física corresponde à sobreposição dos picos dos espectros da molécula hóspede e da 

CD, porém com as bandas da molécula hóspede menos evidentes, devido sua menor 

concentração. Quando ocorre a complexação, as bandas podem mudar de posição, diminuir ou 

até mesmo desaparecer (TAKAHASHI, VEIGA, FERRAZ, 2012). A Figura 12 mostra os 

espectros de infravermelho das amostras analisadas. 

 

Figura 12. Espectro de Infravermelho com transformador de Fourier (IV-TF) das substâncias 

isoladas, das misturas físicas e dos complexos de inclusão.
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Legenda: (1) 5TIO1; (2) α-CD; (3) mistura física α-CD e 5TIO1; (4) complexo de inclusão α-CD e 5TIO1; (5) 

β-CD; (6) mistura física β-CD e 5TIO1; (7) complexo de inclusão β-CD e 5TIO1; (8) γ-CD; (9) mistura física γ-

CD e 5TIO1; (10) complexo de inclusão γ-CD e 5TIO1 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 Para avaliar os espectros de infravermelho (Figura 12), selecionou-se as principais 

bandas do 5TIO1 que poderiam indicar a formação do complexo. Observando-se o espectro 
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das ciclodextrinas naturais, descartou-se a investigação das bandas entre 900-1300 cm
-1

, visto 

que nessa faixa as bandas do 5TIO1 e das CDs se sobrepõe, portanto, não seria conclusivo 

evidenciar se houve interação. Assim, para a investigação comparativa, selecionou-se os 

estiramentos CN (2218 cm
-1

); as bandas entre 1590 e 1300 cm
-1

 corresponde a estiramentos 

(C=N, C=C, C-C) e deformações (CH e CH2); e a região entre de 900 e 660 cm
-1

, abrangendo 

as bandas correspondentes aos estiramentos C-Cl e C-S. 

 A Figura 12 mostra que em todos os espectros de misturas binárias nenhum pico novo 

apareceu, indicando que nenhuma ligação foi criada entre o 5TIO1 e as CDs. Uma 

significante redução das bandas citadas acima aconteceram nos complexos de inclusão 

obtidos, entretanto o mesmo ocorre para as misturas físicas.  

 A Figura 13 mostra os perfis de dissolução das amostras. Cinco minutos após o início 

do teste de dissolução, a porcentagem de 5TIO1 dissolvido foi 11,3%, enquanto a 

porcentagem de 5TIO1 dissolvida a partir do complexo dos complexos de inclusão com a α, β 

e γ CDs foram 69,8%, 48,11% e 79,83%, respectivamente. Possivelmente, o complexo de 

inclusão com a β-CD liberou menos 5TO1, devido ao seu menor incremento de solubilidade e 

a sua maior constante de associação. Através desse ensaio de dissolução, sugere-se que 

ocorreu complexação com a β-CD, onde a liberação do 5TIO1 foi superior a da respectiva 

mistura física. Isso pode ser atribuído a: (a) redução da tensão interfacial entre drogas 

insolúveis em água e o meio de dissolução e (b) o estado amorfo de alta energia/redução da 

cristalinidade que segue a complexação (FERNANDES et al., 2001). 

 As misturas binárias com a α-CD e γ-CD, obtiveram um perfil de dissolução muito 

semelhantes e, portanto, não discriminativo. Tal fato não significa, necessariamente, que a 

complexação não ocorreu. Isso porque há uma grande variação na porcentagem dissolvida 

devido a condições analíticas específicas do aparato 2 (UDDIN, SAFFON, SUTRADHAR, 

2011). Esses resultados, sugerem a investigação e comparação do perfil de dissolução através 

de outros aparatos, como o aparato 4 que tem como uma das principais aplicações avaliar o 

perfil de dissolução de moléculas de baixa solubilidade (D’ARCY, LIU, CORRIGAN, 2011). 

Entretanto, esses resultados sugerem que o delineamento de uma forma farmacêutica sólida 

contendo complexos de inclusão do 5TIO1 com a α-CD ou com a γ-CD aumentará em mais 

de 6 vezes a liberação do 5TIO1 em relação a este composto isolado. 
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Figura 13. Perfis de dissolução do 5TIO1, das misturas físicas e dos complexos de inclusão. 
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Legenda: (1) 5TIO1; (2) mistura física α-CD e 5TIO1; (3) complexo de inclusão α-CD e 5TIO1; (4) mistura 

física β-CD e 5TIO1; (5) complexo de inclusão β-CD e 5TIO1; (6) mistura física γ-CD e 5TIO1; (7) complexo 

de inclusão γ-CD e 5TIO1 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 Uma maneira também utilizada para fins comparativos de dissolução é a eficiência de 

dissolução (ED) nos tempos 15 e 20 min (Tabela 2). No caso das misturas físicas, a eficiência 

de dissolução trouxe uma diferença significativa em comparação ao 5TIO1 isolado. Isso 

parece ser uma consequência do tratamento mecânico que aumenta o contato entre o fármaco 

e o carreador. Tal fato pode ser atribuído a melhora da molhabilidade de misturas físicas, 

devido à presença de ciclodextrinas, da mesma forma que, nos estágios iniciais do processo de 

dissolução, moléculas CD operando localmente na camada hidrodinâmica que envolve as 

partículas de 5TIO1. Isso resulta em um processo de inclusão in situ e produz um rápido 

aumento na quantidade de fármaco dissolvido (SOARES-SOBRINHO et al, 2011). 

 A Tabela 2 também não evidencia qual o melhor complexo de inclusão. Tal 

discriminação pode ser avaliada mudando-se as condições e o método de dissolução 

empregado, como foi dito anteriormente. Entretanto, o teste de dissolução cumpriu o seu 

objetivo ao demostrar um incremento da solubilidade. 
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Tabela 2. Eficiência de dissolução nos tempos 15 e 20 min do 5TIO1, das misturas físicas e 

dos complexos de inclusão.  

Amostras Eficiências de dissolução (%) 

 15 min 20 min 

5TIO1 8,87 9,25 

MF α-CD + 5TIO1 19,74 28,58 

CI α-CD/5TIO1 18,66 27,39 

MF β-CD + 5TIO1 17,90 25,28 

CI β-CD/5TIO1 18,62 26,90 

MF γ-CD + 5TIO1 19,91 28,78 

CI γ-CD/5TIO1 22,62 31,19 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

CONCLUSÃO 

  Os estudos de pré-formulação do 5TIO1 indicaram características do estado sólido 

importantes para escolha do processo de manufatura de uma forma farmacêutica sólida e 

indicaram estratégias de solubilização desse fármaco com ciclodextrinas. As diversas técnicas 

analíticas utilizadas indicaram a formação dos complexos de inclusão. E os teste de 

dissolução comprovaram a performance desses complexos para o aumento da solubilização do 

5TIO1. Em termos de custo e benefício, a escolha da β-ciclodextrina como excipiente numa 

formulação contendo 5TIO1, mostra-se apropriada. 
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Caracterização do complexo de inclusão 5TIO1/sulfobutil-éter-β-ciclodextrina 
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RESUMO 

5TIO1 (2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b] tiofeno-3-

carbonitrila) é um nova entidade química de baixa solubilidade em água. A complexação 

dessa molécula com ciclodextrina pode ser uma alternativa para superar tal entrave. O 

objetivo deste estudo foi caracterizar complexos de inclusão sólidos 5TIO1/sulfobutil éter β-

ciclodextrina (SBCD) obtidos por malaxagem, evaporação/liofilização e spray drying. A 

obtenção de complexos de inclusão 5TIO1-SBCD, não alteraram o comportamento térmico 

do 5TIO1, porém não houve diferenciação significativa entre os processos. O DRX também 

não foi conclusivo na determinação do método de complexação mais eficiente. No entanto, os 

espectros de infravermelho e o perfil de dissolução sugeriram que o melhor método a ser 

empregado é a malaxagem. 

Palavras-chave: tiofeno, sulfobutil éter β-ciclodextrina, solubilidade, análise térmica, DRX, 

dissolução 
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ABSTRACT 

5TIO1 (2-[(2,6-dichlorobenzylidene)amino]-5,6-dihydro-4H-cyclopenta[b]thiophene-3-

carbonitrile) is a poorly water-soluble new chemical entity. The complexation of this 

molecule with cyclodextrin can be an alternative to overcome such barrier. The objective of 

this study was to characterize solid inclusion 5TIO1/sulfobutyl ether beta-cyclodextrin 

(SBCD) obtained by kneading, evaporation/lyophilization and spray drying. The attainment of 

the 5TIO1/SBCD, did not change the 5TIO1’s termal behavior (5TIO1) but there was no 

significant differentiation between the used processes. The XRD was also not conclusive in 

the determination of the most efficient complexation method. However, the infrared spectra 

and the dissolution profile suggested that the best method to be used is kneading. 

Keywords: thiophene, sulfobutyl ether beta-cyclodextrin, solubilty, termal analysis, XRD, 

dissolution 

 

 

INTRODUÇÃO 

 O (2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3- 

carbonitrila), também chamado de 5TIO1 (Figura 1), é uma nova entidade química, 

sintetizada por uma reação de duas etapas, partindo da reação de Gewald, seguida pela 

condensação com 2,6-diclorobenzaldeído (MENDONÇA-JÚNIOR et al., 2011). Atualmente, 

derivados tiofênicos como este tem atraído o interesse da indústria farmacêutica devido ao seu 

amplo espectro farmacológico como agentes antimicrobianos (ISLOOR, KALLURAYA, 

PAI, 2010), antivirais (RASHAD et al., 2010), antioxidantes (ABU-HANSEN, EL-SHEHRY, 

BADRIA, 2010), anti-inflammatórios (FAKHR et al., 2009), antinociceptivos (GONCALES 

et al., 2005), antipisicóticos (CALLIGARO et al., 1997), anticonvulsivantes (GHOGARE et 

al, 2010) e ansiolíticos (AMR et al., 2010). 

 

Figura1. Estrutura molecular do 5TIO1 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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 A fim de melhorar a solubilidade e dissolução do 5TIO1, uma substância de baixa 

solubilidade (SABINO, 2011), ciclodextrinas (CDs) tem sido largamente utilizadas para 

formar complexos de inclusão com fármacos pouco solúveis (DAVIS, BREWSTER, 2004). 

CDs são oligassacarídeos cíclicos com superfície exterior hidrofílica e uma cavidade central 

lipofílica (LOFTSSON, HREINSDÓTTIR, MASSON, 2005). O tratamento do amido com 

amilase fornece uma mistura de α, β, e γ CDs, conhecidas como CDs naturais (LOFTSSON, 

DUCHÊNE, 2007). No entanto, a solubilidade aquosa limitada dessas CDs naturais, 

especialmente a β-CD, tem restringido suas aplicações; logo, para melhorar esse parâmetro, 

várias modificações estruturais foram feitas nessas moléculas (UEHATA et al., 2011). 

 Sulfobutil-éter-β-ciclodextrina (SBCD) é uma CD modificada derivada da β-CD que 

foi desenvolvida como um excipiente eficaz e seguro para a solubilização de fármacos. A sua 

solubilidade em água (maior que 70 g por 100 mL a 25 °C) (LOCKWOOD, O’MALLEY, 

MOSHER, 2003) é aproximadamente 38 vezes maior do que a da β-CD. Além disso, foi 

demonstrado que o complexo de inclusão com SBCD é uma alternativa para proteger o 

organismo da citotoxicidade induzida por fármacos (NAGASE et al., 2003). Em 

contrapartida, efeitos nefrotóxicos já foram associados à β-CD (FRANK, GRAY, WEAVER, 

1976; IRIE, UEKAMA, 1997). Portanto, baseado nessas vantagens, alta solubilidade e baixa 

toxicidade, SBCD é um excipiente seguro e eficaz disponível na indústria farmacêutica. 

 O principal foco desse estudo foi investigar os complexos de inclusão 5TIO1/SBCD 

obtidos por malaxagem (MA), evaporação/liofilização (EL) e spray drying (SD). Para esse 

objetivo os complexos foram comparados com o 5TIO1, a SBCD e com a mistura física (MF) 

desses dois componentes. A caracterização das amostras foram feitas por ánalise térmica 

diferencial (DTA), termogravimetria/derivada termogravimétrica (TG/DTG), difração de 

raios-X (DRX), espectroscopia na Região de Infravermelho com Transformada de Fourrier 

(IV-TF) e estudos de dissolução. 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Materiais 

 O 5TIO1 foi fornecido pelo Laboratório de Síntese e Vetorização de Moléculas da 

Universidade Federal da Paraíba, na forma de um cristal amarelo, com rendimento de 89%, 
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pureza de 98,96%, ponto de fusão 159-160°C e Rf 0,54 (n-Hex./AcOEt. 8,5:1,5). A SBCD 

(Captisol®, grau de pesquisa, lote NC-04A-03-009, com grau de substituição molar de 0,57 e 

peso molecular 2163 g mol
-1

) foi doada pela indústria Roquette
®
 (Espanha). Para a preparação 

das soluções utilizou-se água de grau para injetáveis e todos os solventes utilizados foram de 

grau analítico. 

 

Obtenção dos complexos de inclusão no estado sólido 

 Os complexos 5TIO1/SBCD foram preparados na razão molar 1:1, baseado em 

estudos prévios de solubilidade (SABINO, 2011). A mistura física foi preparada através da 

homogeneização do 5TIO1 e da SBCD (1:1) num recipiente de vidro fechado. O método de 

malaxagem consistiu na homogeneização durante 20 min em grau de porcelana com auxílio 

de pistilo do 5TIO1 e SBCD com adição de 57,76% (m/m) de etanol:água (1:1), em seguida 

essa pasta foi seca na estufa a 50 ºC durante 2 h. Para o método de evaporação, primeiro 

dissolveu-se o 5TIO1 em uma solução de acetona e água e a SBCD em água; em seguida 

homogeneizou-se as soluções, evaporou-se a acetona em rotaevaporador (50 ºC) e retirou-se a 

água por liofilização. O complexo de inclusão obtido por spray drying, partiu da eliminação 

dos solventes etanol:água (2:8), pulverizando a solução num spray dry (Mini Spray Dryer 

B290 – Büchi), com temperatura de entrada de 160 ºC, temperatura de saída de 89 ºC, pressão 

de ar de pulverização de 55 mmHg. 

 

Termogravimetria (TG) e Análise Térmica Diferencial (DTA) 

 A caracterização térmica (TG) foi realizada em duplicata por meio de termobalança 

Shimadzu


, modelo TGA Q60, em atmosfera de nitrogênio em fluxo de 50 mL min
-1

, sendo a 

massa da amostra de cerca de 2,0 mg (± 0,2) de 5TIO1, acondicionadas em cadinho de 

alumina na faixa de temperatura de 25 a 400 ˚C na razão de aquecimento de 10 °C min
-1

. 

Antes dos ensaios, verificou-se a calibração do instrumento empregando-se uma amostra de 

oxalato de cálcio. 

 

Espectroscopia na Região de Infravermelho com Transformada de Fourrier (IV-TF) 

 Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando o equipamento 

PerkinElmerL® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectância total atenuada (ATR) 

(Miracle ATR, Pike Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de selênio. As 
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amostras a serem analisadas foram transferidas diretamente para o compartimento do 

dispositivo de ATR. Os espectros foram obtidos de 650 a 4000 cm
-1

 e resolução de 4 cm
-1

. 

Difração de raios-X (DRX) 

 O difratograma foi obtido no difratômetro Shimadzu® (X-Ray Diffractometer, LabX 

XRD-6000), equipado com ânodo de cobre, usando uma voltagem de 40 kv e uma corrente de 

30 mA. A amostra foi analisada no intervalo de ângulo 2θ de 5-75° a uma velocidade de 

digitalização de 2° min
-1

. A medida foi realizada em suportes de vidro com uma fina camada 

de material do pó sem solvente. 

 

Estudos de dissolução 

Os estudos de dissolução foram realizados seguindo especificações do Food and Drug 

Administration (FDA) (1997) para fármacos pouco solúveis, utilizando pá como aparato, a 50 

rpm e temperatura de 37 °C ±0,5 °C (USP, 2008). Para asseguras as condições de sink do 

método e aumentar a especificidade do ensaio de dissolução, o meio selecionado foi o suco 

gástrico simulado (ácido clorídrico mais cloreto de sódio, pH 1,2) com volume final de 900 

mL. Amostras dos complexos e mistura física foram colocadas em cápsulas com o 

equivalente a 6.5 mg de 5TIO1. Os tempos de coleta foram de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 

minutos onde, após filtração, determinou-se a concentração das amostras por 

espectrofotometria (λ=301 nm). Para cada sistema obtido 3 replicatas foram testadas. Os 

perfis de dissolução foram avaliados utilizando-se eficiência de dissolução nos intervalos de 

15 e 20 minutos (DE15 e DE20) (KHAN, RHODES, 1972).  

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Análise térmica 

 As curvas de DTA das amostras estão representadas na Figura 2. A curva do 5TIO1 

demonstrou dois picos endotérmicos um menos intenso em 164,71 °C e um mais intenso em 

177,63 °C. Esses valores corroboram com resultados obtidos anteriormente (163 °C e 175 °C) 

com a calorimetria diferencial de varredura (DSC). Na curva de TG/DTG do 5TIO1 (Figura 

3), observou-se que a faixa de temperatura de degradação ficou entre 227 °C e 338 °C, tendo 

um perfil degradativo de fase única e perda de massa de 64,46%. 
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 As analises térmicas são amplamente utilizadas na investigação das propriedades 

térmicas de CDs e seus complexos de inclusão, visto que a ausência de eventos como fusão, 

evaporação e sublimação e mudanças no perfil de degradação sugerem que a molécula 

hóspede complexou-se (ÉHEN et al., 2005; NOVÁK et al., 2006). A Figura 2 evidencia a 

formação dos complexos de inclusão 5TIO1/SBCD por todos os métodos devido a ausência 

ou a redução dos picos relativos à fusão. No entanto, o perfil da curva de DTA para a mistura 

física foi muito semelhante aos demais complexos. Então, sabendo-se que pós obtidos por 

diferentes métodos não são verdadeiramente complexos de inclusão homogêneos, resultando 

numa mistura da molécula hospedeira complexada e não complexada (ORGOVÁNYI, 2005), 

é necessário o uso de diferentes técnicas analíticas, como difração de raios X e infravermelho, 

para dar suporte a esses resultados (SOARES et al, 2011). 

 

Figura 2. Curvas de DTA das substâncias isoladas, da mistura física e dos complexos de 

inclusão na razão de 10ºC min
-1

.  

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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 Além disso, essas técnicas termoanalíticas constituem uma boa ferramenta para avaliar 

a estabilidade e compatibilidade durante estudos de pré-formulação (SOARES-SOBRINHO et 

al., 2010). Para tal investigação, a Figura 3 mostra as curvas TG e DTG das amostras 

analisadas evidenciando que as primeiras etapas de decomposição térmica dos complexos de 

inclusão ocorrem em temperaturas intermediárias entre a decomposição das substâncias 

isoladas, onde a SBCD apresenta a primeira etapa de decomposição na temperatura de 259 °C 

e a decomposição do 5TIO1 tem início 227 °C. De fato, para temperaturas de degradação tão 

próximas, o ganho de estabilidade térmica através da formação de complexos de inclusão não 

será tão significativo, visto que, no caso, a molécula hóspede per si exibe uma boa 

estabilidade térmica. No entanto, é de extrema valia, do ponto de vista farmacotécnico, 

concluir que não há evidências de incompatibilidades entre o 5TIO1 e a SBCD, visto que 

nenhuma temperatura de decomposição dos complexos foi antecipada em relação as 

temperaturas dos compostos isolados. 

 

Figura 3. Curvas de TG e derivadas (DTG) das substâncias isoladas, da mistura física e dos 

complexos de inclusão na razão de 10 ºC min
-1

.  

 

Legenda: (1) 5TIO1; (2) SBCD; (3) MF; (4) MA; (5) EL; (6) SD. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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 Sabendo-se que quanto maior a perda de massa, menor a estabilidade (FREITAS et al., 

2012), a Tabela 1 evidencia que a mistura física e complexos de inclusão obtidos por 

malaxagem, evaporação/liofilização e spray drying obtiveram um total de perda de massa de 

53,1%, 52,3%, 52,6% e 52,9%, respectivamente; perdas estas menores que as substâncias 

isoladas 64,46% para o 5TIO1 e 56,12% para a SBCD.  

 

Tabela 1. Perda de massas das substâncias isoladas, da mistura física e dos complexos de 

inclusão 

Amostras Perda de massa (%) 

1ª etapa 2ª etapa 3ª etapa 4ª etapa 

5TIO1 64,46
a 

- - - 

SBCD 10,16
b 

25,05
c 

20,91
d 

- 

MF 6,67
b 

30,10
e 

16,32
f 

- 

MA 7,82
b 

28,73
g 

15,73
h 

- 

EL 7,44
b
 10,61

i 
19,71

j 
14,84

l 

SD 6,71
b 

12,99
m 

16,26
n 

16,94
o 

Legenda: (
a
)Porcentagem de 5TIO1 que decompõem acima de 227 °C; (

b
) Porcentagem de 

água e solventes liberados abaixo de 100 ºC; (
c
) Decomposição térmica no intervalo de 259 ºC 

a 330 ºC; (
d
) Carbonização da amostra no intervalo de 331 °C a 400 °C; (

e
) Decomposição 

térmica no intervalo de 178 ºC a 338 ºC; (
f
) Carbonização da amostra no intervalo de 339 ºC a 

400 ºC; (
g
) Decomposição térmica no intervalo de 226 ºC a 336 ºC; (

h
) Carbonização da 

amostra no intervalo de 341 a 400 ºC; (
i
) Decomposição térmica no intervalo de 199 ºC a 265 

ºC; (
j
) Decomposição térmica no intervalo de 280 ºC a 314 ºC; (

l
) Carbonização da amostra no 

intervalo de 342 ºC a 400 ºC; (
m

) Decomposição térmica no intervalo de 207 ºC a 272 ºC; (
n
) 

Decomposição térmica no intervalo de 276 ºC a 333 ºC; (
o
) Carbonização da amostra no 

intervalo de 334 ºC a 400 ºC. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

DRX 

 A difração de raio-X determina a natureza cristalina de sólidos e é uma das melhores 

técnicas para caracterização de complexos de inclusão. Dependendo da forma cristalina da 

molécula hóspede, picos característicos serão formados no difratograma. Assim, a 

complexação é avaliada por mudanças nos picos característicos da molécula e da 

ciclodextrina em relação ao complexo (TAKAHASHI, VEIGA, FERRAZ, 2012). A Figura 4 

mostra o perfil difratométrico das amostras, que demonstra a presença de um pico intenso em 

2θ igual a 25,9 ° e vários picos secundários de baixa intensidade, sugerindo que essa 

substância apresenta característica cristalina. Enquanto o perfil da SBCD mostra-se sem picos, 

evidenciando seu caráter amorfo. 
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Figura 4. Padrões de difração de raio X das substâncias isoladas, da mistura física e dos 

complexos de inclusão. 
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 Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 Sabendo-se que o desaparecimento de picos ou mudanças nas intensidade relativas, 

constituem indícios de formação de complexos (SOARES-SOBRINHO et al., 2012), a Figura 

4 evidencia o desaparecimento dos picos secundários do 5TIO1 e a diminuição do seu pico 

principal nos complexos de inclusão. Para uma comparação mais fidedigna, a intensidade do 

pico característico do 5TIO1 foi de 1130 (MF), 1116 (MA), 902 (SD) e 820 (EL), indicando, 

mais uma vez, a necessidade de múltiplas técnicas para a investigação da formação dos 

complexos de inclusão. 

 

Infravermelho com transformador de Fourier (IV-TF) 

 A análise dos espectros de infravermelho pode ser feita comparando-se as bandas a 

molécula hóspede, da CD e da mistura física com a do complexo. Geralmente o espectro da 

mistura física corresponde à sobreposição dos picos dos espectros da molécula hóspede e da 

CD, porém com as bandas da molécula hóspede menos evidentes, devido sua menor 

concentração. Quando ocorre a complexação, as bandas podem mudar de posição, diminuir ou 
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até mesmo desaparecer (TAKAHASHI, VEIGA, FERRAZ, 2012). A Figura 5 mostra o 

espectro de infravermelho das amostras. 

 

Figura 5. Espectro de Infravermelho com transformador de Fourier (IV-TF) das substâncias 

isoladas, da mistura física e dos complexos de inclusão. 
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Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 Para avaliar os espectros de infravermelho (Figura 5), selecionou-se as principais 

bandas do 5TIO1 que poderiam indicar a formação do complexo. Observando-se o espectro 

da SBCD, descartou-se a investigação das bandas entre 900-1300 cm
-1

, visto que nessa faixa 

existem bandas de ambos os compostos e, portanto, não seria conclusivo evidenciar se houve 

interação. Assim, para a investigação comparativa, selecionou-se os estiramentos CN (2218 

cm
-1

); as bandas entre 1590 e 1300 cm
-1

 corresponde a estiramentos (C=N, C=C, C-C) e 

deformações (CH e CH2); e a região entre de 900 e 660 cm
-1

, abrangendo as bandas 

correspondentes aos estiramentos C-Cl e C-S. 

 A Figura 5 mostra que em todos os espectros de misturas binárias nenhum pico novo 

apareceu, indicando que nenhuma ligação foi criada entre o 5TIO1 e a SBCD. Os dados 

também indicam que os espectros da MF e do complexo de inclusão por EL são o resultado 
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de uma combinação das bandas do 5TIO1 e SBCD, logo nenhuma interação ocorreu. No 

entanto, uma significante redução das bandas citadas acima aconteceram nos complexos 

obtidos por MA e, principalmente, no SD; indicando que essas técnicas de obtenção foram as 

mais eficientes e que ,possivelmente, o 5TIO1 tenha interagido por completo na cavidade da 

ciclodextrina. Essa hipótese pode ser sustentada pelo fato, do 5TIO1 possuir grupos doadores 

de elétrons e elétrons desemparelhados por toda a sua estrutura, facilitando ligações 

intermoleculares com os grupos aceptores de elétrons na cavidade da ciclodextrina. 

 

Estudo de dissolução 

 A Figura 6 mostra os perfis de dissolução das amostras. Cinco minutos após o início 

do teste de dissolução, a porcentagem de 5TIO1 dissolvido foi 11,3%, enquanto a 

porcentagem de 5TIO1 dissolvida a partir do complexo SBCD foi mais de 60%. Observou-se 

também que a liberação do 5TIO1 pelos complexos de inclusão foi superior ao 5TIO1 puro e 

a MF. Isso pode ser atribuído a: (a) redução da tensão interfacial entre drogas insolúveis em 

água e o meio de dissolução e (b) o estado amorfo de alta energia/redução da cristalinidade 

que segue a complexação (FERNANDES et al., 2001).  

 

Figura 6. Perfis de dissolução do 5TIO1, da mistura física e dos complexos de inclusão.  
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Fonte: Arquivo pessoal. 
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 Uma maneira também utilizada para fins comparativos de dissolução é a eficiência de 

dissolução (ED) nos tempos 15 e 20 min (Tabela 2). No caso da mistura física, a eficiência de 

dissolução trouxe uma diferença significante em comparação ao 5TIO1 puro. Isso parece ser 

uma consequência do tratamento mecânico que aumenta o contato entre o fármaco e o 

carreador. Tal fato pode ser atribuído a melhora da molhabilidade de misturas físicas, devido 

à presença de ciclodextrinas, da mesma forma que, nos estágios iniciais do processo de 

dissolução, moléculas CD operando localmente na camada hidrodinâmica que envolve as 

partículas de 5TIO1. Isso resulta em um processo de inclusão in situ e produz um rápido 

aumento na quantidade de fármaco dissolvido (SOARES-SOBRINHO et al, 2011). 

 

Tabela 2. Eficiência de dissolução nos tempos 15 e 20 min do 5TIO1, da mistura física e dos 

complexos de inclusão.  

 5TIO1 MF MA EL SD 

%DE15min 8,87 41,59 64,79 54,86 51,03 

%DE20min 9,25 42,35 69,53 57,34 51,79 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 A Figura 6 e a Tabela 2 evidenciam, através da melhoria da dissolução, a formação 

dos complexos de inclusão e mostram que o processo de obtenção por malaxagem foi o mais 

eficiente. Do ponto de vista biofarmacêutico, essa é a análise mais relevante, visto que implica 

na melhoria da biodisponibilidade do 5TIO1. 

 

CONCLUSÃO 

 Nesse trabalho, o uso de diferentes técnicas analíticas corroboram para investigação da 

formação dos complexos de inclusão 5TIO1/SBCD. No entanto, somente através do espectro 

de infravermelho, pode-se discriminar que os métodos mais eficazes na formação dos 

complexos foram o MA e SD. Entretanto, a MA foi método mais eficiente para o incremento 

na velocidade de dissolução, cerca de 8 vezes melhor que o 5TIO1 isolado, parâmetro 

essencial no âmbito biofarmacêutico. A malaxagem, portanto, foi o melhor método para 

formação do complexo de inclusão o que torna o scale up de uma futura formulação mais 

conveniente, devido ao fato dessa técnica ser barata, simples, com alto rendimento e 

largamente utilizada pela indústria farmacêutica. 
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8. CONCLUSÃO 

 

 

 Os estudos psicofarmacológicos do 5TIO1 deram subsídio para os estudos de pré-

formulação do 5TIO1. Isso porque, esta nova entidade química, a qual tem sua propriedade 

intelectual garantida por meio de depósito de patente, apresentou efeito ansiolítico muito 

similar ao Diazepam, fármaco amplamente utilizado nos transtornos de ansiedade; e, além 

disso, mostrou proteger o cérebro contra danos neuronais causados pelo estresse oxidativo. 

 A caracterização físico-química de um novo composto, principalmente para moléculas 

de baixa solubilidade, é de extrema relevância para subsidiar, racionalmente, as possíveis 

estratégias farmacotécnicas necessárias para garantir uma formulação farmacêutica segura e 

eficaz. Os estudos de pré-formulação do 5TIO1 indicaram características do estado sólido 

importantes para escolha do processo de manufatura de uma forma farmacêutica sólida e 

indicaram estratégias de solubilização desse fármaco com ciclodextrinas. As diversas técnicas 

analíticas utilizadas indicaram a formação dos complexos de inclusão. E os teste de 

dissolução comprovaram a performance desses complexos para o aumento da solubilização do 

5TIO1. 

 Pode-se então afirmar que o 5TIO1 é uma nova entidade química promissora para 

portfólios da indústria farmacêutica voltados para patologias relativas ao Sistema Nervoso 

Central; e que obtenção de complexos de inclusão com ciclodextrinas são importantes 

ferramentas farmacotécnicas para garantir a eficácia farmacológica desse composto, em 

particular, destaca-se, em termos de custo e benefício, a malaxagem como melhor método de 

obtenção e a β-ciclodextrina como o melhor excipiente. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

 

 Avaliar a atividade de locomotora do 5TIO1 nos modelos de campo aberto e rota rod; 

 Investigar os efeitos do 5TIO1 contra a apoptose, necrose e/ou autofagia; 

 Classificar o 5TIO1 baseado no Sistema de Classificação Biofarmacêutica; 

 Obter monocristais de 5TIO1 para identificação cristalográfica e análise de 

polimorfismos; 

 Elucidar o mecanismo de degradação do 5TIO1 através de termogravimetria acoplada 

a espectrometria de massas; 

 Comparar as cinéticas de degradação do 5TIO1 isolado e dos complexos de inclusão; 

 Investigar a complexação do 5TIO1 com as ciclodextrinas através de cálculos 

computacionais e RMN. 
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