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RESUMO 

 

Introdução: O ácido rosmarínico (AR) é um composto fenólico que apresenta 

inúmeras atividades biológicas, dentre estas, destaca-se a atividade antioxidante. 

Entretanto, a biodisponibilidade do AR por via oral é de apenas 0,91 a 5,0%, fator que 

pode estar relacionado à sua solubilidade, estabilidade em meio gastrointestinal e 

mecanismo de absorção. Ciclodextrinas (CDs) são excipientes farmacêuticos 

utilizados com o objetivo de promover a absorção oral de fármacos por propiciarem 

aumento de solubilidade, estabilidade química e permeação pela membrana intestinal 

a partir da complexação com o fármaco. Tendo em vista o desenvolvimento de uma 

formulação farmacêutica, estudos de compatibilidade entre o fármaco e excipientes 

se fazem necessários. Objetivo: Obter complexo do AR com CDs derivadas, avaliar 

a atividade antioxidante dos complexos e compatibilidade entre excipientes. Materiais 

e métodos: Estudo de solubilidade de fase foi realizado para se determinar 

estequiometria e constante de estabilidade entre o AR e duas CDs: HPβCD e MβCD. 

Os complexos foram obtidos por liofilização e caracterizados por métodos 

espectroscópicos, calorimétrico e microscópico. A atividade antioxidante foi 

determinada pelo método DPPH e estudo de compatibilidade entre excipientes foi 

realizado por método espectroscópico, calorimétrico e cromatográfico. Resultados: O 

AR apresentou proporção estequiométrica 2:1 AR:CD e alta constante de estabilidade. 

Os métodos de caracterização permitiram inferir a presença de formação de complexo 

de inclusão e complexo de não-inclusão, nos quais uma molécula do AR estaria 

interagindo com prótons internos e outra estaria interagindo com prótons externos da 

CD. A atividade antioxidante dos complexos foi superior à apresentada pelo AR não 

complexado, demonstrando a ação das CDs sobre a doação de prótons do AR e o 

estudo de compatibilidade de excipientes não demonstrou incompatibilidades 

viabilizando a obtenção de formas farmacêuticas. Conclusão: Considerando todos os 

resultados, pode-se inferir que complexos AR:CD podem ser uma alternativa 

tecnológica para superar a baixa absorção pela via oral, sem ocasionar perda na 

atividade antioxidante, propiciando também o desenvolvimento de formulações 

sólidas orais. 

Palavras-chave: Ácido rosmarínico, ciclodextrinas derivadas, antioxidante, 

compatibilidade, excipientes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Rosmarinic acid (RA) is phenolic compound which present several 

biological activities, among these, antioxidant is remarkable. However, oral 

bioavailability of RA is only 0.91 to 5.0%, a factor that may be related to its solubility, 

stability in gastrointestinal environment and absorption mechanism. Cyclodextrins 

(CDs) are pharmaceutical excipients used in oral drug absorption by promoting 

increased solubility, chemical stability and permeation by the intestinal membrane 

through complexation with the drug. In view of the development of a pharmaceutical 

formulation, excipients compatibility studies are also expected. Objective: To obtain 

RA complex with derivative CDs (HPβCD and MβCD), to evaluate the antioxidant 

activity of complexes and compatibility between excipients. Materials and methods: 

Phase-solubility study was performed to determine stoichiometry and stability constant 

between RA and CD. The complexes were obtained by lyophilization and 

characterized by spectroscopic, calorimetric and microscopic techniques. The 

antioxidant activity was determined by the DPPH method and compatibility study 

among excipients was performed by spectroscopic, calorimetric and chromatographic 

methods. Results: RA has presented a stoichiometric ratio 2:1 RA:CD and high 

stability constant. The characterization methods allowed to infer the presence of 

inclusion and non-inclusion complex in which one molecule of RA would be interacting 

with internal CD protons and another would be interacting with external CD protons. 

The antioxidant activity of the complexes was superior to that presented by non-

complexed RA, demonstrating the action of the CD on the proton donation of the RA 

and the compatibility study of excipients demonstrated the feasibility development of 

pharmaceutical forms. Conclusion: Considering all the results, it can be inferred that 

RA:CD complexes can be a technological alternative to overcome the low absorption 

by the oral route, causing no loss in the antioxidant activity, and also favoring the 

development of oral solid formulations. 

Keywords: Rosmarinic acid, derivative cyclodextrins, antioxidant, compatibility, 

excipients. 
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O ácido rosmarínico (AR) é um composto fenólico, formado por reação de 

esterificação entre o ácido caféico e ácido 3,4-dihidroxifenilático, isolado pela primeira 

vez das folhas da Rosmarinus officinalis L. (Laminaceae), espécie que deu nome ao 

ácido (PETERSEN & SIMMONDS, 2003). 

Estudos pré-clínicos tem demonstrado para o AR atividade antiinflamatória, 

anticâncer, antimutagênica, antidepressiva, antioxidante, dentre outras (BHATT et al., 

2013), com destaque à atividade antioxidante, visto que a maioria das patologias 

existentes são causadas ou geram radicais livres, enfatizando os benefícios das 

substâncias antioxidantes na prevenção ou tratamento (VALKO et al., 2007). 

Dentre as vias para a administração de fármacos, a via oral destaca-se pela 

maior aceitação pelo paciente e possibilidade de apresentar efeito sistêmico 

(AULTON, 2002). Os estudos já publicados para o AR por via oral demonstram baixa 

absorção, podendo estar relacionado à sua solubilidade, estabilidade química em 

meio gastrointestinal ou limitação pelo mecanismo de absorção (BABA et al., 2004 e 

2005; KONISH et al., 2005; KONISH & KOBAYASHI, 2005; LAI et al., 2011; GAYOSO 

et al., 2016; ZORIC et al., 2016; WANG et al., 2017). 

Como forma de melhorar sua solubilidade, estabilidade e absorção, a 

utilização de ciclodextrinas (CDs) se apresenta como alternativa, visto que o seu 

centro lipofílico é capaz de encapsular fármacos, permitindo uma maior interação 

destes com o meio líquido, promovendo proteção contra alterações físico-químicas e 

alterando a permeabilidade da membrana (LOFTSSON & BREWSTER, 1996). 

Medicamentos que incluem CDs em sua composição já podem ser 

encontrados no mercado apresentando diversas formas farmacêuticas como 

cápsulas, comprimidos, soluções oftálmicas ou orais, spray nasal, supositórios, dentre 

outras (LOFTSSON & DUCHÊNE; LOFSTSSON & BREWSTER, 2010). Um 

parâmetro importante no desenvolvimento de formas farmacêuticas é prever a 

compatibilidade entre a substância ativa e os excipientes, visto que estes podem 

alterar características físico-químicas do fármaco (MAROTHU et al., 2015). 

Desta forma, este trabalho vem propor a realização de um estudo 

aprofundado da complexação do AR com duas CDs derivadas, hidroxipropil-β-CD 

(HPβCD) e metil-β-CD (MβCD), como insumos tecnológicos para promover aumento 
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de solubilidade, estabilidade química e absorção, avaliar a atividade antioxidante dos 

complexos obtidos, bem como desenvolver estudo de compatibilidade com 

excipientes como perspectiva para delineamento de formulação sólida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 



26 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 
 

Objetivos Gerais 

Desenvolver complexos entre o ácido rosmarínico e ciclodextrinas derivadas 

como abordagem tecnológica visando o aumento da sua absorção pela via oral. 

Objetivos Específicos 

• Realizar complexação com ciclodextrinas derivadas pelo método de liofilização; 

• Caracterizar os complexos obtidos por técnicas espectroscópicas, 

calorimétricas e microscópicas; 

• Avaliar potencial antioxidante dos complexos por metodologia in vitro (DPPH); 

• Realizar estudo de compatibilidade entre o ácido rosmarínico com ciclodextrina 

na presença de excipientes comumente empregados em formulações sólidas. 
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Capítulo I 

Revisão de Literatura 
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ÁCIDO ROSMARÍNICO 

O ácido rosmarínico (AR), um composto fenólico isolado pela primeira vez das 

folhas da espécie Rosmarinus officinalis L., é uma substância formada por reação de 

esterificação entre os ácidos caféico e 3,4-dihidroxifenilático (PETERSEN & 

SIMMONDS, 2003). 

O composto está especialmente presente nas famílias Laminaceae, restrito à 

subfamília Neptoideae; e Boraginaceae. Revisões mais recentes tem reportado a 

presença do AR em 26 outras famílias e em mais de 50 espécies, como Melissa 

officinalis, Salvia officinalis, Anchusa officinalis, Chloranthus officinalis, Perilla 

frutescens (PETERSEN & SIMMONDS, 2003; PETERSEN et al., 2009), algumas das 

quais são especiarias de uso alimentar (EMBUSCADO., 2015). 

 

Figura 1. Estrutura química do AR. 

 

Diversos modelos experimentais tem aplicado o AR como substância 

potencial de tratamento, demonstrando atividades como anticolinesterase 

(DASTMALCHI et al., 2009), antidepressiva (KONDO et al., 2015), antifibrótica (LI et 

al., 2010), antigenotóxica (DE OLIVEIRA et al., 2012), antiinflamatória (ROCHA et al., 

2015), antimicrobiana (ABEDINI et al. 2013), antimelanogênica (OLIVEIRA et al., 

2013), antimutagênica (FURTADO et al., 2008), antinoceptiva 

(BOONYARIKPUNCHAI et al., 2014), antioxidante (PEREZ-FONS et al., 2010), 

antiviral (DUBOIS et al., 2008), fotoprotetora (SÁNCHEZ-CAMPILLO et al., 2009), na 

redução da dermatite atópica (LEE et al., 2008), na inibição da angiogênese (HUANG 

& ZHENG et al., 2006), dentre outras. 
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Diante da sua grande distribuição no reino vegetal, facilidade de obtenção por 

via biotecnológica através de cultura de células ou por extração com uso de solventes 

seguros, baixa toxicidade e atividades apresentadas, o AR se apresenta como uma 

molécula bioativa de interesse (BULGAKOV et al., 2012;ZIBETTI et al., 2013; 

KHOJASTEH et al., 2014;DIAS et al., 2016). 

A busca por recursos naturais que apresentem atividade antioxidante, 

associado ao seu menor potencial tóxico, maior apelo social e promoção à saúde tem 

sido foco das indústrias farmacêutica e alimentar (VENKAT RATMAN et al., 2006; 

SHAHIDI & AMBIGAIPALAN., 2015; SOTO et al., 2015). 

 

POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO AR 

O potencial de uma substância em neutralizar radicais livres tem ganhado 

interesse, em razão de estes serem responsáveis pelo aparecimento ou agravamento 

de diversas patologias, como as neurodegenerativas e cardiovasculares (VALKO et 

al., 2007). Estudos in vitro demonstraram que o AR apresenta resultados superiores 

aos demais ácidos fenólicos e derivados destes (SOOBRATTEE et al., 2005; SEVGI 

et al., 2015). A inserção espontânea do AR em camadas lipídicas em uma proporção 

de AR: lipídios de 1% foi observada sem ocasionar mudanças na fluidez ou estrutura 

da membrana, agindo ativamente contra a lipoperoxidação (FADEL et al., 2011). 

A característica de uma substância em exercer atividade antioxidante advém 

da doação de elétrons ou prótons dos grupos fenol ou catecol e posterior estabilização 

por reação de ressonância (CRAFT et al., 2012). O AR apresenta dois grupamentos 

catecol, um carbonila, um carboxílico e um vinílico em sua estrutura. Após a retirada 

de próton de um dos grupos catecol, ligações de hidrogênio intramoleculares mais 

curtas do que as existentes no estado fundamental são formadas para estabilizar o 

radical resultante. A atividade antioxidante na porção do ácido cafeíco é similar à da 

porção do ácido 3,4-dihidroxifenilático. Entretanto, as hidroxilas do ácido 3,4-

dihidroxifenilático liberam prótons mais rápido, em virtude da maior densidade 

eletrônica; já as quinonas formadas a partir da abstração de prótons da porção do 

ácido caféico são mais estáveis devido à participação dos elétrons do grupamento 

vinílico e da carbonila (CAO et al., 2005; FUJIMOTA & MASUDA, 2012). 
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Gil et al. (2013), no entanto, reportam que o primeiro passo da oxidação no 

AR ocorre na porção do ácido caféico. A divergência entre os resultados obtidos para 

a estrutura molecular do AR quando este atua como antioxidante, estão relacionadas 

às condições nas quais a atividade é avaliada, como pH do meio e agente oxidante 

que podem alterar suas reações de doação de prótons e elétrons (PIRKER et al., 

2009).  

A viabilidade do AR ser um agente antioxidante já foi demonstrada em ensaio 

in vivo (ZHANG et al., 2015a). Sua atuação por via oral para o tratamento de câncer 

de boca (ANUSUYA & MANOHARAN., 2011), câncer colorretal (KARTHIKKUMAR et 

al.,2012; KARTHIKKUMAR et al.,2015), câncer de pele (SHARMILA & 

MANOHARAN., 2012), diabetes (BAKIREL et al., 2008; SOTNIKOVA et al., 2013; 

GOVINDARAJ & PILLAI., 2015; MUSHTAQ et al., 2015), hipercolesterolemia (CHEN 

et al., 2012; AFONSO et al., 2013), sepse (BACANLI et al., 2015), assim como na 

avaliação da diminuição da genotoxicidade induzida por etanol (DE OLIVEIRA et al., 

2012), nefrotoxicidade induzida por gentamicina (TAVAFI & AHMADVAND., 2011), 

toxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCl4) (DOMITROVIC et al., 2013) e 

lesão pulmonar (SANBONGI et al., 2003), mostrou que além do retorno dos 

parâmetros bioquímicos, histológicos e imunológicos à normalidade ou próximos à 

normalidade, o AR aumentou a expressão das enzimas antioxidantes catalase, 

superóxido desmutase, glutationa peroxidase e glutationa reduzida; causou 

diminuição das substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico, marcador da 

lipoperoxidação; menor dano ao DNA, aumento da presença das vitaminas C e E e 

diminuição da expressão de 3-nitrotirosina, marcador para espécies reativas de 

nitrogênio. 

Em humanos, a partir do consumo de decocto das flores de Echium amoenum 

Fisch &C.A. Mey na dose de 7 mg/kg, duas vezes ao dia, por 14 dias, constatou-se 

diminuição da lipoperoxidação e aumento da capacidade antioxidante total. O 

aumento das defesas antioxidantes no organismo foi relacionado à presença de 

flavonoides na composição química da espécie em estudo, em especial ao AR 

(RANJBAR et al., 2006). 

Apesar da alta atividade antioxidante é importante ressaltar que o AR, como 

os demais compostos fenólicos, pode apresentar atividade pro-oxidante dependente 



34 
 

da concentração e das substâncias presentes no meio, como íons metálicos e 

oxidases. Porém a atividade antioxidante é preponderante sobre a pro-oxidante 

(MURAKAMI et al., 2007; PROCHÁZKOVÁ et al., 2011; MUÑOZ-MUÑOZ et al., 2013; 

GÜLÇIN et al., 2016). 

Uma das vias que tem sido relatadas como responsável pela atividade 

antioxidante do AR é a do fator nuclear eritróide (Nrf2), ativando a proteína 

hemeoxigenase 1 (HO-1) (DOMITROVIC et al., 2013; FETONI et al., 2015; 

GOVINDARAJ & PILLAI., 2015; FERNANDO et al., 2016). O Nrf2 é o principal 

responsável pelo controle oxidativo celular basal e pós-indução, sendo umas das 

primeiras vias ativadas, presente no citoplasma celular ligado à Kelch-like ECH 

associated protein 1 (Keap1) (BRYAN et al., 2013; LUSHCHAK, 2014). 

Quando a célula é submetida a estresse oxidativo, a ligação entre Keap1:Nrf2 

é rompida e o Nrf2 se desloca para o núcleo, onde forma um heterodímero com Maf 

(Musculo-aponeurotico fibrosarcoma) e posteriormente liga-se ao elemento da 

resposta antioxidante (ARE). O ARE é a região reguladora dos genes de proteínas 

antioxidantes, dentre estas a HO-1, que catalisa a oxidação do heme em biliverdina, 

ferro livre e monóxido de carbono, diminuindo o dano celular oxidativo causado pelo 

heme e produzindo as substâncias antioxidantes biliverdina e bilirrubina (ZHANG et 

al., 2013; ZHANG et al., 2015b). 

A biodisponilidade de um polifenol definirá se este terá ação sobre o estresse 

oxidativo de forma direta (quelação de metais ou redução de radicais) ou indireta 

(síntese de proteínas ou sinalização celular) (FRAGA et al., 2011). A via mais comum 

para a administração de polifenois é a via oral, visto que muitos são obtidos a partir 

de alimentos. Entretanto, vários são os fatores que afetam o processo de absorção 

por esta via, exemplo a ação de enzimas digestivas, mudança de pH no trânsito 

gastrointestinal, microbiota, composição da matrix alimentar, dentre outros, 

diminuindo a biodisponibilidade dos polifenois ingeridos (CUSTÓDIO et al., 2008; 

BOHN, 2014). 
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ADMINISTRAÇÃO POR VIA ORAL DO AR 

O primeiro trabalho a reportar um estudo farmacocinético do AR por via oral 

foi publicado por Nakazawa & Ohsawa (1998), utilizando ratos da linhagem Sprague-

Dawley e como fonte de AR o extrato de Perilla frutescens na dose de 200 mg/kg. Na 

urina dos animais foi detectada a presença dos ácidos caféico livre e sulfatado, 

coumárico livre e sulfatado, ferúlico sulfatado, m-hidroxifenilpropanóico e rosmarínico; 

e no plasma os ácidos coumárico livre e sulfatado, ferúlico sulfatado e m-

hidroxifenilpropanóico.  

Em trabalho posterior, utilizando a mesma linhagem animal e extrato de P. 

frutescens como fonte de AR na dose de 5 g/kg, o ácido caféico pode ser detectado 

no plasma na forma livre e sulfata. O mesmo estudo foi realizado em humanos com 

dose de 2 g, no qual o único derivado do AR presente na urina e plasma foi o ácido 1-

O-(2,4,5-trimetoxicinamoil)-β-glucurinado (Nakazawa & Ohsawa., 2000). 

Baba et al. (2004) utilizando também animais Sprague-Dawley, mas AR puro 

com dose 50 mg/kg, detectou na urina alguns metabólitos a mais que os detectados 

por Nakazawa & Ohsawa (1998) (2000), como o AR glucurinado, AR metilado livre, 

glucurinado e sulfatado e ácido caféico glucurinado. No plasma, o AR 

livre/metabolizado apresentou concentração máxima (Cmáx) de 4,63 µmol/L com 

tempo máximo (Tmáx) de 30 minutos, seguido do AR metilado com Cmáx de 5,03 µmol/L 

e Tmáx 1 hora e ácido coumárico com Cmáx de 0,75 µmol/L e Tmáx de 8 horas. 

Em estudo com humanos, utilizando extrato de Perilla frutescens na forma de 

comprimidos contendo 200 mg de AR, Baba et al. (2005) encontrou na urina o AR 

livre, glucurinado, sulfatado e sulfoglucurinado, AR metilado livre, sulfatado e 

sulfoglucurinado, ácido caféico sulfatado e sulfoglucurinado, ácido ferúlico livre, 

glucurinado e sulfatado e traços de ácido coumárico. No plasma o AR 

livre/metabolizado teve Cmáx de 1,15 µmol/L e Tmáx de 30 minutos, seguido do AR 

metilado com Cmáx de 0,65 µmol/L e Tmáx 2 horas e ácido ferúlico com Cmáx de 0,36 

µmol/L e Tmáx de 30 minutos. Os ácidos cafeíco e coumárico não foram detectados 

pelo método aplicado. 

Dos estudos realizados por Baba et al. (2004) (2005), pode-se inferir que o 

AR apresenta uma rápida absorção. Isto também foi comprovado por Konish et al. 

(2005), que utilizando linhagem de ratos Wistar e AR puro na dose de 100 µmol/kg, 
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obteve como Tmáx o valor de 10 minutos e Cmáx de 1,36 µmol/L para o AR livre obtido 

a partir de coleta na veia porta. Quando a coleta foi realizada na artéria abdominal, o 

Tmáx e Cmáx obtidos foram 5 minutos e 0,46 µmol/L, respectivamente. 

Estudos realizados em células Caco-2 demonstraram que o ácido rosmarínico 

apresenta absorção tanto por via paracelular como por via transcelular, através dos 

transportadores de monocarboxilatos (MCT), polipeptídeos de ânions orgânicos 

(OATP) e proteína multirresistente (MRP) (KONISH & KOBAYASHI, 2005; QIANG et 

al., 2011; FALÉ et al., 2013). O uso de inibidores da glicoproteína-P (pg-P) e proteína 

multirresistente (MRP) não se mostrou efetivo na inibição do fluxo basolateral-apical 

(KONISHI & KOBAYASHI, 2005), fator que pode estar relacionado ao fato do AR ser 

um indutor da expressão de transportadores de efluxo através do Nrf2 (WU et al., 

2016). Os resultados obtidos confirmam a baixa absorção do AR por via oral já 

demonstrada em estudos in vivo, visto que o coeficiente de permeabilidade aparente 

(Papp) em todos os estudos foi menor que 1 x 10-6 cm/s (YEE, 1997; LU et al., 2008; 

QIANG et al., 2013; YANG et al., 2015).  

As junções paracelulares ou junções intercelulares diminuem em direção ao 

cólon, assim como há maior presença da microflora (UNGELL et al., 1998). A ligação 

éster do AR poderia ser hidrolisada tanto por esterases da membrana, quanto pela 

microbiota intestinal, processo que dá origem ao ácido caféico e seus derivados, que 

posteriormente são absorvidos e metabolizados. Nas células Caco-2 não foi verificada 

hidrolise, já em ensaio realizado com clorogenato esterase e Lactobacillus johnsonii, 

o AR, a partir do extrato de R. officinalis, foi totalmente hidrolisado aos ácidos caféico 

e 3,4-dihidroxifenilático. Quando simuladas as condições gastrointestinais sem 

Lactobacillus johnsonii não houve hidrólise, confirmando a ação da microbiota 

intestinal sobre a estabilidade química do AR (KONISH & KOBAYASHI., 2005; BEL-

RHLID et al., 2009). Existem divergências de resultados quanto à estabilidade do AR 

nas condições gastrointestinais. Porfírio et al. (2010) e Gayoso et al. (2016) relatam 

que as condições intestinais provocaram degradação do AR, diminuindo a sua 

bioacessibilidade, enquanto Costa et al. (2014) e Zoric et al. (2016) atribuem 

degradação às condições gástricas. 

Os diferentes Tmáx descritos para o AR, podem ser explicados não apenas 

pela linhagem animal escolhida, como também pelo estado alimentar. Noguchi-
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Shinohara et al. (2015) avaliou as diferenças farmacocinéticas encontradas para o AR 

em humanos com dose 500 mg em indivíduos em jejum e alimentados, obtendo como 

resultado Tmáx aumentado em estado alimentado. Ele também observou que a área 

sob a curva (ASC) para o AR livre é superior ao metabolizado na mesma dose em 

estado alimentado, fator importante visto que as formas metabolizadas podem 

diminuir o potencial biológico (SCALBERT et al., 2002). 

Konish et al. (2005), relata que a concentração do AR livre diminui e a do AR 

metabolizado aumenta independentemente se coletado na veia porta ou artéria 

abdominal. O Tmáx para o AR conjugado obtido para os dois pontos de coleta é de 30 

minutos, a Cmáx na veia porta e artéria abdominal foram 0,86 e 0,96 µmol/L 

respectivamente, apresentando áreas sob a curva semelhantes. Desta forma, pode-

se deduzir que processo de metabolização do AR ocorre principalmente na absorção, 

através da passagem pela membrana intestinal. 

A ação do AR sobre algumas enzimas do metabolismo das subfamílias de 

fase I CYP1A, CYP2B e CYP3A em células HepG2/C3A e MH1C1, resultou no 

aumento da atividade das mesmas (LIU et al., 2013). Já Debersac et al. (2001) relatou 

que o AR não apresentou qualquer atividade sobre estas enzimas, como também 

sobre as enzimas de fase II glutationa S-transferase, quinona redutase e UDP-

glucuronosiltransferase (UGT). Esta última é descrita como uma barreira para a 

biodisponibilidade de fenólicos administrados por via oral (WU et al., 2011). O AR foi 

capaz de inibir in vitro a atividade das isoformas UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6, 

UGT1A9, UGT2B4 e UGT2B7 em 72,3, 68,4, 80,5, 33,1, 61,3 e 77,5% 

respectivamente (LIN et al., 2013), divergindo dos resultados de Debersac et al. 

(2001). 

Não existem dados na literatura quanto à distribuição do AR no organismo 

após administração oral, porém, baseado no tempo de meia-vida (t1/2) (57 a 64 

minutos), deduz-se que apresenta uma rápida distribuição. A ligação com as proteínas 

plasmáticas neste processo é de vital importância. A constante de ligação do 

complexo AR/albumina obtida por metodologias in vitro demonstrou valor de 4,29 x 

104 M-1, sendo formado principalmente por interações hidrofóbicas, com proporção 

estequiométrica de 1:1, com uma porção apenas interagindo com a proteína (KONISH 

et al., 2005; LAI et al., 2011; PENG et al., 2016). O processo de eliminação é rápido, 
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com tempo médio de residência de 105 minutos e pode ocorrer principalmente por via 

hepática, de acordo com as diferenças encontradas nas áreas sob a curva na veia 

porta e artéria abdominal (KONISH et al., 2005; LAI et al., 2011). 

O somatório dos valores encontrados para a excreção urinária do AR e AR 

metilado apresentaram valores que variaram de 2,04% a 4,36%, em um período de 

18 e 48 horas, respectivamente, demonstrando uma baixa absorção por via oral (Baba 

et al., 2004; Baba et al., 2005). A partir da ASC0→∞ do AR administrado por via 

intravenosa e oral é possível obter uma biodisponibilidade que varia entre 0,91% a 

5,29%, o que representaria uma baixa percentagem do AR biodisponível por via oral 

(LAI et al., 2011; WANG et al., 2017).  

Um resumo das características farmacocinéticas de todos os trabalhos 

disponíveis na literatura é apresentado na tabela 1.



39 
 

   Tabela 1. Estudos farmacocinéticos encontrados para o AR na literatura. 

Fonte Modelo animal Dose Amostra Resultados Referência 

 
 
 
 

Perilla 
frutescens 

 
 
 

 
Ratos Sprague-

Dawley 

 
 
 

 
200 

mg/kg 

 
 
 
 

Urina 

• Metabólitos encontrados: ácidos trans-caféico-4-O-
sulfatado, trans-m-coumárico-3-O-sulfatado, trans-
ferúlico-4-O-sulfatado, trans-cafeíco, m-
hidroxifenilpropanóico, trans-m-coumárico e 
rosmarínico. 

• Em 48 h, aproximadamente 32% da quantidade 
administrada foi excretada na forma de AR intacto e 
metabólitos. AR intacto em menor (%).  

 
 

 
 

Nakazawa  
& 

Ohsawa., 
(1998) 

 
Plasma 

• Metabólitos encontrados: trans-m-coumárico-3-O-
sulfatado, trans-ferúlico-4-O-sulfatado, m-
hidroxifenilpropanóico e trans-m-coumárico. 

 
 
 
 

 
Perilla 

frutescens 

 
 

 
 

Ratos Sprague-
Dawley 

 
 

 
 

5 g/kg 

 
 

Urina 

• Metabólitos encontrados: ácidos trans-caféico-4-O-
sulfatado, trans-p-coumárico-4-O-sulfatado, trans-
ferúlico-4-O-sulfatado, trans-m-coumárico-3-O-
sulfatado, trans-cafeíco, m-hidroxifenilpropanóico, 
trans-p-coumárico e trans-m-coumárico. 

 
 
 
 
 
 

 
Nakazawa 

& 
Ohsawa., 

(2000) 

 
 

Plasma 

• Metabólitos encontrados: ácidos trans-caféico-4-O-
sulfatado, trans-p-coumárico-4-O-sulfatado, trans-
ferúlico-4-O-sulfatado, trans-m-coumárico-3-O-
sulfatado, trans-cafeíco, m-hidroxifenilpropanóico, 
trans-p-coumárico e trans-m-coumárico. 

Humanos 2 g Urina e 
Plasma 

• Metabólito encontrado: ácido 1-O-(2,4,5-
trimetoxicinamoil)-β-glucurinado. 

Puro Ratos Sprague-
Dawley 

50 mg/kg Urina • Metabólitos encontrados: ácidos rosmarínico, 
rosmarínico metilado, caféico, ferúlicoe coumárico. 

Baba et al., 
(2004) 

3
9
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  Tabela 1. Estudos farmacocinéticos encontrados para o AR na literatura (continuação). 

Fonte Modelo animal Dose Amostra Resultados Referência 

 
 
 
 

Puro 

 
 
 
 

Ratos Sprague-
Dawley 

 
 
 
 

50 mg/kg 

 
Urina 

• Em 18 h, 5,47% da quantidade administrada foi 
excretada. AR livre e metilado (2,04%). 

 
 
 
 

Baba et al., 
(2004) 

 
 
 

Plasma 

Formas livres e conjugadas 

• AR:  Cmáx  = 4,63 µmol/L  
        Tmáx  = 30 min 

• AR metilado: Cmáx  = 5,03 µmol/L  
                      Tmáx  =  1 h 

• Ácido coumárico: Cmáx  = 0,75 µmol/L  
                             Tmáx = 8 horas 

 
 
 
 
 
 

Perilla 
frutescens 

 
 
 
 
 
 

Humanos 

 
 
 
 
 
 

200 mg 

 
 

Urina 

• Metabólitos encontrados: ácidos rosmarínico, 
rosmarínico metilado, caféico, ferúlico e coumárico. 

• Em 48 h, 6,30% da quantidade administrada foi 
excretada. AR livre e metilado (4,36%). 

 
 
 
 
 
 

Baba et al., 
(2005) 

 
 
 

Plasma 

Formas livres e conjugadas 

• AR:  Cmáx  = 1,15 µmol/L  
        Tmáx  = 30 min 

• AR metilado: Cmáx  = 0,65 µmol/L  
                      Tmáx  =  2 h 

• Ácido ferúlico: Cmáx  = 0,36 µmol/L  
                             Tmáx =  30 min 

 
 

Puro 

 
 

Ratos Wistar 

 
 

100 
µmol/kg 

 
 

Soro 

Forma livre – Veia porta 

• Cmáx = 1,36 µmol/L 

• Tmáx = 10 min 

• T1/2 = 57 min 

• ASC0→1,5h = 60,4 µmolmin/L 

 
 

Konish et al., 
(2005) 

4
0
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Tabela 1. Estudos farmacocinéticos encontrados para o AR na literatura (continuação). 

Fonte Modelo animal Dose Amostra Resultados Referência 

 
 
 
 
 
 
 
 

Puro 

 
 
 
 
 
 
 
 

Ratos Wistar 

 
 
 
 
 
 
 
 

100 
µmol/kg 

 
 
 
 
 
 
 
 

Soro 

Forma livre – Artéria abdominal 

• Cmáx = 0,46 µmol/L 

• Tmáx = 5 min 

• t1/2 = 64 min 

• ASC0→1,5h = 16,6 µmolmin/L 
 
Forma conjugada – Veia porta 

• Cmáx = 0,86 µmol/L 

• Tmáx = 30 min 

• ASC0→1,5h = 65,2 µmolmin/L 

 

Forma conjugada – Artéria abdominal 

• Cmáx = 0,96 µmol/L 

• Tmáx = 30 min 

• ASC0→1,5h = 69,5 µmolmin/L 

 
 
 
 
 
 
 
 

Konish et 
al., (2005) 

 
 
 
 

Salviae 
miltiorrhizae 

 
 
 
 

Ratos Sprague-
Dawley 

 
 
 
 

800 
mg/kg 

 
 
 
 

Plasma 

• Cmáx1 = 1,45 µg/mL 

• Tmáx1= 10 min 

• Cmáx2=1,86 µg/mL 

• Tmáx2 = 45 min 

• t1/2 = 64 min 

• ASC0→∞ = 185,15 µgmin/mL 

• MRT0→∞ = 104,2 min 

 
 
 
 

Lai et al., 
(2011) 

4
1
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Tabela 1. Estudos farmacocinéticos encontrados para o AR na literatura (continuação). 

Fonte Modelo animal Dose Amostra Resultados Referência 

 
 

Puro 

 
 

Ratos Sprague-
Dawley 

 
 

50 mg/kg 

 
 

Plasma 

• Cmáx = 327 ng/mL 

• Tmáx = 20 min 

• t1/2 = 406 min 

• ASC0→t = 58,24 ng/mLmin 

• ASC0→∞ = 83,70 ng/mLmin 

 
 

Yang et al., 
(2015) 

4
2
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Um fator que pode acarretar na baixa biodisponibilidade apresentada pelo AR 

é a sua solubilidade aquosa (KIM et al., 2010; CASANOVA et al., 2016). A solubilidade 

aquosa é a característica físico-química mais importante para que haja absorção, 

quando a administração é realizada por via oral, visto que há a necessidade de 

dissolução nos líquidos gastrointestinais. Substâncias com baixa solubilidade terão 

absorção incompleta, errática ou lenta (HU & LI., 2011). 

A variação do pH do trato gastrointestinal pode alterar o comportamento da 

solubilidade das substâncias. Uma substância ácida apresentará baixa solubilidade e 

lenta dissolução no estômago em razão do seu baixo pH, já em pH mais alto há 

chances de que haja ionização (LEMKE et al., 2012). 

Uma característica importante a ser observada é o LogP que determina a 

partição de uma molécula em meio aquoso e oleoso.Yang et al. (2015) relatou que o 

LogP do AR é alterado de acordo com o pH do meio. Para o pH 1.2, o valor de LogP 

(o/a) relatado foi 60,4, dado que resulta em baixa solubilidade no estômago. 

Entretanto o AR tem pKa entre 2,8 – 2,9, propriedade que beneficiaria a sua absorção 

estomacal devido à manutenção do estado não ionizado no pH ácido, no qual é 

absorvido mais rapidamente. Acredita-se que uma parcela das substâncias 

polifenólicas possa apresentar absorção estomacal em virtude do curto Tmáx 

plasmático. Todavia, em decorrência da baixa superfície de contato do estômago, uma 

maior absorção deve ocorrer no intestino (KONISH et al., 2006; HU & LI., 2011; BOHN 

et al., 2014; GONG et al., 2016). 

A estabilidade do AR frente às condições gastrointestinais apresenta 

resultados conflitantes, como mencionado anteriormente. A estabilidade química de 

uma substância na passagem pelo sistema gastrointestinal é também um dos fatores 

que pode vir a diminuir a sua biodisponibilidade e resultar em baixa atividade biológica 

(PORFÍRIO et al., 2010; COSTA et al., 2014; GAYOSO et al., 2016; ZORIC et al., 

2016). Adomake-Bonsu et al. (2017) reportaram a importância da forma não ionizada 

na atividade antioxidante intracelular in vitro do AR em pH 7.4, utilizando metil 

rosmarinato, um análogo do AR contendo uma metoxila no ácido carboxílico na porção 

do ácido 3,4-dihidroxifenilático, o que acarreta na diminuição da ionização nesta 

porção e maior penetração celular. 
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Um outro fator que acarretaria na diminuição da biodisponibilidade seria 

mecanismo de absorção. O mecanismo de absorção paracelular é um dos mais 

importantes para transporte do lúmen ao sistema circulatório. A resistência que as 

junções intercelulares apresentam ao transporte de substâncias, medida de acordo 

com a resistência elétrica transepitelial (RET), é diferente para cada órgão, sendo 

mais fraca no intestino e mais resistente no estômago e cólon (DELI, 2009), sendo 

que os poros paracelulares representam apenas 0,01 a 0,1% da superfície do intestino 

(STENBERG et al., 2002). Constitui a via de absorção de substâncias hidrofílicas, com 

baixa massa molecular e carregadas positivamente (KARLSSON et al., 1999; 

THOMAS et al., 2006), porém é relatada a absorção de moléculas de alta massa 

molecular, neutras ou carregadas negativamente, mas com intensidade menor 

(KARLSSON et al., 1999; SALAMAT-MILLER & JOHNSTON et al., 2005), sendo 

possivelmente este um dos entraves para a biodisponibilidade do AR.   

Na tentativa de superar estas propriedades físico-químicas e aumentar a 

biodisponibilidade oral do AR podem ser empregadas abordagens tecnológicas. 

 

ABORDAGENS TECNOLÓGICAS APLICADAS AO AR 

As substâncias polifenólicas apresentam entre si a característica de serem 

pouco biodisponíveis no organismo, como já foi constatado para o AR. A utilização de 

algumas alternativas tecnológicas como dispersões sólidas, nanopartículas lipídicas, 

sistemas de liberação autoemulsionáveis em escala macro, micro e nano, dentre 

outras, culminaram em maior absorção (LEWANDOSKA et al., 2013). Referente ao 

AR, na literatura ainda são poucos os trabalhos que investigam o uso de sistemas de 

liberação com o intuito exclusivo de aumentar sua absorção por via oral, sendo 

encontrados apenas nanopartículas lipídicas sólidas e complexos fosfolipídicos 

(CAMPOS et al., 2014; MADUREIRA et al., 2015; YANG et al., 2015; MADUREIRA et 

al., 2016). 

A utilização de nanopartículas para a liberação oral de compostos bioativos 

tem sido uma estratégia aplicada pela possibilidade de proporcionar melhor 

estabilidade química, o aumento da biodisponibilidade e desempenho terapêutico, e 
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também por poderem ser posteriormente administradas como soluções aquosas ou 

como formas farmacêuticas sólidas (NUNES et al., 2015). 

Nanopartículas lipídicas do AR com Witepsol H15 como fase lipídica e 

polissorbarto 80 como tensoativo, produzidas com auxílio de planejamento 

experimental, com variação da porcentagem de fase lipídica e tensoativo, 

demonstraram tamanho de partícula acima do 300 nm, índice de polidispersão abaixo 

de 0,3, potencial zeta abaixo de -38 mV e eficiência de associação acima de 99,8%. 

A estabilidade das nanopartículas foi estudada por um período de 28 dias, no quais 

elas se mantiveram estáveis. A concentração de 0,5% de Witepsol e 1-2% de 

polissorbato 80 foi relatada para obtenção de partículas com melhor estabilidade 

(CAMPOS et al., 2014). 

Em outro estudo com nanopartículas lipídicas como carreadoras do AR, a fase 

lipídica escolhida foi a cera da carnaúba. O tamanho das partículas produzidas 

também através de planejamento experimental, variou de 35 a 945 nm no dia 0 e de 

49 a 892 nm após 28 dias. O índice de polidispersão no dia 0 teve valores de 0,17 a 

0,40 e após 28 dias de 0,24 a 0,37. O potencial zeta foi abaixo de -37,6 mV nos dias 

avaliados e a eficiência de associação também foi acima de 99,8%. Nanopartículas 

com características desejáveis à administração oral seriam obtidas a partir da 

combinação de cera da carnaúba com 1,0 a 1,5% e 2% de tensoativo (MADUREIRA 

et al., 2015). Comparando-se os dois estudos e levando-se em conta estritamente as 

características físicas das nanopartículas, pode-se afirmar que as elaboradas com 

Witepsol como fase lipídica alcançaram melhores resultados.  

Madureira et al. (2016), avaliando as condições gastrointestinais sobre a 

liberação do AR nas nanopartículas lipídicas produzidas por Campos et al. (2014) e 

Madureira et al. (2015) observaram que ambas as nanopartículas apresentam um 

perfil de liberação controlado, o qual é influenciado pela combinação do pH e enzimas 

presentes no meio, havendo uma maior liberação em condições intestinais, devido à 

ação da pancreatina na estrutura das nanopartículas. Em células Caco-2, o perfil de 

liberação para as duas nanopartículas foi similar, já nas células Caco-2/HT29-MTX, 

as nanopartículas com Witepsol como fase lipídica tiveram maior liberação em 

decorrência da sua interação com a camada de glicoproteínas e também por 

apresentar ponto de fusão menor que as produzidas com carnaúba, facilitando assim 
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a liberação do AR. A atividade antioxidante do AR foi mantida em ambas as 

nanopartículas produzidas. 

Outro sistema aplicado ao aumento de biodisponilidade são os complexos 

fosfolipídicos. Complexos de fosfolipídios são formados principalmente lecitina, 

composta de fosfatidilcolina, fosfadiletanolamina e fosfatidilinositol. O seu uso advém 

da sua semelhança com a constituição da membrana celular e baixa toxicidade. O 

complexo é formado a partir de ligações intermoleculares de ligações de hidrogênio e 

atração eletrostática. O uso de complexos de fosfolipídios tem demonstrado grande 

eficiência no aumento da solubilidade e permeabilidade de fenólicos, elevando seu 

potencial terapêutico (WANG et al., 2015).  

O complexo fosfolipídico do AR com lecitina de soja mostrou aumento da 

absorção do AR por métodos in vitro e in vivo. O Tmáx obtido com o complexo foi de 6 

minutos, contra os 20 minutos do AR não formulado, o que ressalta a absorção mais 

rápida pelo complexo, possivelmente por facilitar o transporte transmembranar do AR. 

Solução oleosa de triglicerídeos de cadeia média (TCM) do complexo também elevou 

a absorção do AR, apresentado uma ASC quase 3 vezes maior à do AR não 

formulado, fator devido à emusificação do TCM pela bile e posterior hidrólise a ácidos 

graxos e monoacilglicerol por ação da pancreatina. Os produtos da lipólise podem 

modular a permeação da membrana e abrir a junções paracelulares, principal 

mecanismo de absorção já mencionado. A atividade antioxidante foi comprovada pelo 

aumento da expressão de enzimas antioxidantes, a exemplo da superóxido 

desmutase, catalase e glutationa peroxidase e diminuição das substâncias reativas 

ao ácido tiobartitúrico, em comparação ao AR não formulado (KONISH & 

KOBAYASHA., 2005; YANG et al., 2015). 

Outra alternativa que poderia ser abordada para a liberação do AR por via oral 

seria a complexação com ciclodextrinas. 

COMPLEXOS COM CICLODEXTRINAS 

Ciclodextrinas (CDs) são oligossacarídeos cíclicos formados por unidades de 

α-D-glicopiranose conectadas através de ligações do tipo α(1→4). A conformação das 

unidades de α-D-glicopiranose dão às CDs um formato truncado ou toroidal, no qual 

a região exterior tem um caráter mais hidrofílico devido às hidroxilas que são voltadas 
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a esta região, subdividas em primárias e secundárias. Já o interior, apresenta um 

caráter lipofílico em decorrência dos carbonos e oxigênios etéreos provenientes dos 

resíduos de glicose (BREWSTER & LOFTSSON, 2007; ARIMA et al., 2015). 

As CD são classificadas de acordo com o número de unidades de α-D-

glicopiranose, sendo as CDs naturais, αCD (n=6), βCD (n=7), γCD (n=8), as mais 

relatadas na literatura (SZETJLI, 1998; CRINI, 2014). As CDs derivadas são formadas 

a partir das CD naturais através de reações de substituição nas hidroxilas por outros 

grupamentos orgânicos. Estas substituições promovem maior solubilidade e 

capacidade de complexação às CDs (SZENTE & SZEJTLI, 1999). 

O centro das CDs permite a encapsulação de substâncias que apresentam 

baixa solubilidade em ambiente aquoso, em decorrência do micro ambiente lipofílico, 

formando complexos de inclusão, os quais não promovem formação ou quebra de 

ligações covalentes, favorecendo a sua dissolução em condições fisiológicas 

(LOFTSSON & BREWSTER, 1996; BREWSTER & LOFTOSSON, 2007). 

A inclusão em CD, além promover o aumento da solubilidade e dissolução em 

água, pode proteger contra efeitos oxidativos, radiação ultravioleta e luz visível, 

aquecimento, promoção do controle da volatilidade e sublimação, modificação de 

sabor e odor e liberação de forma controlada; processos que não apenas aumentam 

a absorção e biodisponibilidade, como também protegem contra alterações físico-

químicas (VALLE, 2004). Devido a estas propriedades, as CDs tem sido utilizadas 

para liberação de substâncias por via tópica (LOFTSSON & MASSON, 2001), ocular 

(LOFTSSONA & JÄRVINEN, 1999), parenteral, como também oral (LOFTSSON et al., 

2016). 

O potencial de aumento da biodisponilidade por via oral das CDs está 

vinculado tanto à promoção de solubilidade como permeação através da camada de 

água estacionária e da membrana intestinal. Na camada estacionária de água, as CDs 

comportam-se como agente caotrópico, desestabilizando as ligações de hidrogênio 

da camada de água. Desta maneira, facilita a passagem da substância ou complexo 

através da mesma, provocando o aumento de concentração na membrana intestinal, 

como também previne a interação da substância com o muco (LOFTSSON et al., 

2007). Na membrana intestinal, a interação é dependente do tipo de CD. A αCD tem 

maior afinidade na remoção dos fosfolipídios, enquanto que a βCD pelo colesterol, 
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processos que podem induzir redução da resistência da membrana, promovendo 

maior penetração (CARRIER et al., 2007).  

As CDs tem sido reportadas também como inibidoras indiretas do efluxo de 

substâncias promovido pela P-gP. Este potencial está relacionado com a capacidade 

de depleção do colesterol da membrana intestinal, na qual estas proteínas estão 

localizadas (YUNOMAE et al., 2003; ZIDOVETZKI & LEVITAN., 2007). Da mesma 

forma, a depleção de colesterol aumenta a permeabilidade de substâncias por via 

paracelular por alterar ação das ocludinas (FRANCIS et al., 1999; LAMBERT et al., 

2007; CASAS et al., 2010). 

O primeiro trabalho a avaliar a complexação do AR com CD foi realizado Çélik 

et al. (2011), utilizando diferentes tipos de CDs, tanto naturais como derivadas, dentre 

estas a hidroxipropil-βCD (HPβCD) e randomicamente metilada-βCD (RMβCD). A 

razão estequiométrica e constante de associação foram obtidos por método de 

variação contínua (Job’s Plot) através de fluorescência. Como resultados, Çélik et al. 

(2011) obteve para todas as CDs, razão estequiométrica na razão de 1:1, ou seja, 

cada molécula do AR supostamente interage com apenas uma molécula de CD; e as 

constantes variaram de 82 M-1 (αCD) à 328 M-1 (RMβCD).  

Complexos secos foram produzidos por liofilização e caracterizados apenas 

por infravermelho, no qual o desaparecimento das bandas referentes às hidroxilas do 

AR sugere a formação de complexo. A atividade antioxidante dos complexos foi 

realizada por metodologia baseada na transferência de elétrons (CUPRAC), 

demonstrando o aumento da atividade antioxidante do AR quando complexado com 

CD (ÇÉLIK et al., 2011). 

Subsequentemente, Medronho et al. (2014) e Aksamija et al. (2016) 

realizaram estudo entre AR e βCD quanto a razão estequiométrica e constante de 

associação também utilizando o método de Job´s Plot por ressonância magnética 

nuclear (RMN) e eletroforese capilar. Esta última apenas realizada por Aksamija et al. 

(2016). 

Ambos os trabalhos relataram a presença de estequiometria 1:1, entretanto o 

valor das constantes e a configuração na qual o AR se complexa com a βCD se 

mostraram diferentes. Medronho et al. (2011) reporta a interação da porção do ácido 
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3,4-dihidroxifenilático com o hidrogênio interno (H3) da CD enquanto a porção do 

ácido caféico ao mesmo tempo estaria interagindo com hidrogênios externos (H1 e 

H2). Já Aksamija et al. (2016) relata que os dois grupos aromáticos do AR apresentam 

interação com os hidrogênios interno da CD (H3 e H5). 

βCD é mais comumente encontrada em formulações farmacêuticas 

disponíveis no mercado, seguida pela HPβCD, αCD e RMβCD (KURKOV & 

LOFTSSON, 2013). Se utilizadas por via oral, uma baixa concentração é absorvida 

pelo trato intestinal superior, além de não apresentar metabolismo nesta região 

(BELLRINGER et al., 1995; IRIE & UEKAMA, 1997; STELLA & HE., 2008). Entre as 

formulações farmacêuticas de uso oral que mais empregam CD estão cápsulas e 

comprimidos (BREWSTER & LOFTSSON, 2007; LOFTSSON & DUCHÊNE, 2007; 

LOFTSSON & BREWSTER, 2010). 

 

COMPATIBILIDADE ENTRE EXCIPIENTES 

Excipientes são componentes sem atividade farmacológica presentes nas 

formulações farmacêuticas que apresentam múltiplas funções, como modular 

liberação do princípio ativo, modificar cor, odor ou sabor, lubrificação, preenchimento, 

dentre outras, facilitando a administração da substância ativa (ELDER et al., 2016). 

Entretanto, no processo de obtenção de uma forma farmacêutica, a mistura 

substância ativa/ excipiente ou excipiente/ excipiente pode gerar instabilidades física 

e/ou química, afetando a segurança e eficácia do produto final, afirmando a 

necessidade de estudo de compatibilidade no processo de pré-formulação (KAUR et 

al., 2016). 

Estudos de compatibilidade permitem estimar se a combinação entre 

substância ativa e excipiente ou excipiente e excipiente em determinada condição 

resultará em uma formulação estável. Técnicas como estresse isotérmico, calorimetria 

diferencial exploratória, análise térmica diferencial, difração por raio-X, infravermelho, 

ressonância magnética nuclear no estado sólido, microscopia eletrônica de varredura, 

cromatografia líquida, juntamente com a aplicação de técnicas estatísticas 

multivariadas são algumas das mais aplicadas nos estudos de compatibilidade, 
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apresentando entre si vantagens e desvantagens (VERMA & GARG., 2005; CHADHA 

& BHANDARI, 2014; ROJEK & WESOLOWSKI, 2016).  

No tocante às CDs, estudos de compatibilidade de excipientes tem 

demonstrado o potencial de seu uso sem provocar alterações nos fármacos (ALVES-

SILVA et al., 2014), já outros mostram a incompatibilidade com CD, sendo justificada 

pela formação de complexos que não causam alteração as características físico-

química do fármaco (CUNHA-FILHO et al., 2007; TALVANI et al., 2014). É importar 

citar que apenas um estudo de compatibilidade de excipientes foi encontrado na 

literatura que realiza o efeito de excipientes sobre mistura binária fármaco/CD (CORTI 

et al., 2008). 
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CAPÍTULO II 

Trabalho experimental apresentado na forma de manuscrito a ser submetido à 

publicação em periódico de circulação internacional. 
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Abstract 

The rosmarinic acid (RA) is a phenolic compound with remarkable antioxidant activity, 

but it presents a low bioavailability when administrated by oral route. Cyclodextrins 

(CD), among these, the derivatives hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPβCD) and methyl-

β-cyclodextrin (MβCD) have been used to solve the poor absorption of drugs. Phase-

solubility study was performed to determine the stoichiometric ratio and apparent 

constant stability. Complexes between RA and HPβCD or MβCD were prepared by 

freeze-drying and characterized by UV/vis, DSC, FTIR, SEM and H1 NMR. The 

antioxidant activity of complexes was performed by DPPH assay and excipients 

compatibility study was assessed by DSC, FTIR and LC. A 2:1 (RA:CD) stoichiometric 

ratio and strong apparent constant stability were found for both complexes. The 

complexes characterization shows the formation of inclusion and non-inclusion 

complexes and the antioxidant activity was 2.98-fold and 2.93-fold higher to RA: 

HPβCD and RA: MβCD, respectively.  Hypromellose (HPMC, Methocel K100), 

microcrystalline cellulose (MCC) and spray-dried lactose (LAC) have demonstrated 

compatibility with RA and physical mixtures (PMs). These results suggested that the 

RA:CD complexes can be a technological approach to increase the RA bioavailability, 

its antioxidant potential and allow the development of pharmaceutical dosage forms. 

Keywords: Rosmarinic acid, cyclodextrin, antioxidant, compatibility study. 
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1. Introduction 

Rosmarinic acid (RA) is a phenolic compound formed by esterification reaction 

between caffeic acid and 3,4-dihydroxyphenyllactic acid (Petersen & Simmonds, 

2003). Many in vitro and in vivo activities have been described to RA as 

anticholinesterase (Dastmalchi et al., 2009), antidepressant (Kondo et al., 2015), 

antifibrotic (Li et al., 2010), antigenotoxic (De Oliveira et al., 2012), antiinflammatory 

(Rocha et al., 2015), antimicrobial (Abedini et al. 2013), antimelanogenic (Oliveira et 

al., 2013), antimutagenic (Furtado et al., 2008), antinociceptive (Boonyarikpunchai et 

al., 2014), antioxidant (Perez-Fons et al., 2010), antiviral (Dubois et al., 2008), photo-

protective (Sánchez-Campillo et al., 2009), and others. Among these, antioxidant is 

the most remarkable activity. Despite its great potential, the bioavailability of RA by 

oral route is limited (~ 0.91 – 5.0%) (Baba et al., 2004; Baba et al., 2005; Lai et al., 

2011; Wang et al., 2017). The use of nanoparticles and lipidic complexes have been 

applied to the delivery of RA by oral route, obtaining formulation with great 

technological characteristics, safety and increased RA absorption (Campos et al., 

2014; Madureira et al., 2015; Yang et al., 2015; Madureira et al., 2016 a,b). Another 

approach that has been applied to the delivery of substances with low bioavailability 

by oral route is drug complexation with cyclodextrins (CD) (Carrier et al., 2007). 

CD are cyclic oligosaccharides with a truncated shape, classified according to number 

of D-glucopyranoses units in α (6), β (7) and γ (9) CD. They have a hydrophilic outer 

surface due hydroxyl groups and a lipophilic cavity able to form complex with 

molecules, increasing its solubility, stability or bioavailability (Loftsson & Brewster., 

2010; Loftsson et al., 2016). Derivatives CD are formed by substitutions reactions on 

hydroxyl groups for methyl, hydroxypropyl, sulfobutylether, among other moieties, 

intensifying its solubility and complexation ability (Szente & Szejtli, 1999).  

Çelik et al., (2011), Medronho et al., (2014) and Aksamija et al., (2016) have reported 

the interaction of RA with CD. Among these, only Çelik et al., (2011) has described RA 

complexation with derivative CD, evaluating the stoichiometric ratio and binding 

constant by Job’s plot and characterizing the complex at solid state, but just by infrared 

spectroscopy. With respect to complexation phenomenon, Çelik et al., (2011) suggest 

the interaction of caffeoyl moiety or 3,4-dihydroxyphellactic moieties with the 

cyclodextrin cavity. 
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In literature and pharmaceutical market, the drug/cyclodextrin complexes have been 

administrated in a liquid, semisolid or solid dosage form (Tiwari et al., 2010; Kurkov & 

Loftsson, 2013). In order to develop a pharmaceutical dosage form, an important 

feature that must be explored in preformulation stage is the compatibility between drug 

and excipients to assure the safety and efficiency of the product (Rojek et al., 2013).  

Although some information about RA complexation with CDs is already available, the 

lack of a deep understanding of how this complexation takes place has prompted us 

to investigate the complexation of RA with CD derivatives. In this context, the aims of 

this study were to produce and characterize HPβCD and MβCD complexes with RA, to 

assess their in vitro antioxidant activity and, for the first time, to evaluate the 

compatibility between RA complexes with excipients in view to produce solid oral 

dosage forms.  

2. Materials and Methods 

2.1 Materials 

Rosmarinic acid standard (96% purity), 2-hydroxypropyl-β-CD (HPβCD) (0.8 molar 

substitution/ MW 1460), 2,2’-dyphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) were purchased from 

Sigma Aldrich (Slovakia). Methyl-β-CD (MβCD) (0.57 molar substitution/ MW 1191) 

was purchased from Roquette (France).  

 

2.2 Liquid Chromatograph (LC) analysis 

The LC analysis was performed on Shimadzu LC (LC10), coupled to UV detector. The 

stationary phase was a Perkin reversed-phase C18 column (150 x 4.6 mm; particle 

size 5µm), protected by C-18 guard column. The mobile phase was composed of (A) 

acidified water (0.01% trifluoroacetic acid) (75%) and (B) acidified acetonitrile (0.01% 

trifluoroacetic acid) (25%) at isocratic flow rate of 1.0 mL.min-1. The wavelength was 

330 nm, injection volume was 10 µL and temperature was 30°C. 

2.3 Validation of LC method 

The validation of LC method was performed based on International Conference of 

Harmonization guidelines (ICH) (1995). The specificity was determined by injection of 

HPβCD or MβCD water: methanol (1:1, v/v) solution at concentration of 100 mM. 

Linearity of the method was determined from three standard curves obtained in three 

consecutive days, by plotting the peak area versus the concentration of RA ranging 
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0.5 – 10.0 µg/mL in methanol. Each concentration level was analyzed in triplicate. The 

linear regression using the coefficient of determination was used to analyze the results. 

The limit of detection (LOD) and the limit of quantitation (LOQ) of the method were 

obtained from linearity curves.  

The intra-day precision (repeatability) was determined by analyzing RA methanolic 

solution at three levels (1.0, 5.0, 10.0 µg/mL) in the same day. Inter-day precision 

(intermediate precision) was performed by assaying RA methanolic solution of the 

same concentration levels on three different days. The standard deviation and the 

relative standard deviation (RSD) were calculated for each level. The accuracy was 

determined by recovery of RA from complexes with HPβCD and MβCD at molar ratio 

2:1 at 1.0, 5.0 and 10.0 µg/mL of RA. The robustness was evaluated by Plackett-

Burman design. The factors analyzed in low levels (-1) and high levels (+1) were 

temperature (29 and 31°C), initial rate flow (0.9 and 1.1 mL/min), organic composition 

(24 and 26 %) and wavelength (329 and 331 nm).  

2.4 Determination of complex stoichiometric and apparent stability constant (K) 

2.4.1 Phase-solubility study 

Phase-solubility studies were carried out according to Higuchi & Connors (1965) 

method. An excess of RA was added in aqueous acid solution (0.1 M HCl, pH 1.2) with 

different concentrations (0 – 10 mM) of HPβCD or MβCD, and shaken at room 

temperature (25°C) for 24 hours, protected from light.  After reaching equilibrium, the 

solutions were filtered with 0.45 µm membrane and analyzed in triplicate by validated 

LC method.  

The apparent stability constant (K) was calculated from phase-solubility diagrams 

using  

K2:1=
Slope

So
2
 (2-Slope)

 

where S0 is the solubility of RA in the absence of HPβCD or MβCD. 

 

2.4.2 Continuous variation method (Job’s plot) 

Job’s plot studies were carried out according to Job (1928) method (Saha et al., 2016). 

Different volumes of RA (0.1 mM) and HPβCD or MβCD (0.1 mM) in aqueous acid 
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solution (0.1 M HCl, pH 1.2) were mixed to a constant volume, varying the molar 

fraction (R) of RA in the range 0 – 1. The absorbance (A) of each solution was read at 

spectrophotometer at 330 nm. The Job’s plot was generated by plotting ΔA x R against 

R, where ΔA is the difference in absorbance of RA without CD and with CD. 

 

2.5 Preparation of RA:CD complexes 

2.5.1 Freeze-drying method (FD) 

The freeze-dried complexes were prepared in aqueous acid solution (0.1 M HCl, pH 

1.2) at the molar ratio 2:1 of RA and HPβCD or MβCD, and stirred for 24 hours at 25°C 

protected from light. After that, the dispersions were filtered through a 0.45 µm 

membrane, frozen at – 18°C and then dried by liophilization. 

2.5.2 Physical mixture (PM) 

The physical mixture (PM) was prepared at the molar ratio of 2:1 of RA: HPβCD or 

MβCD by vortexing for 5 min in glass vials.  

2.6 Complexes characterization 

2.6.1 RA assay in CD complexes 

The content of RA in complexes was determined by LC validated method.  

2.6.2 UV/ vis spectrophotometry 

The aqueous solution (0.1 M HCl, pH 1.2) of uncomplexed and complexed RA at 50 

µg/mL were analyzed on UV/vis spectrophotometer in the wavelength range of 250 – 

400 nm.  

2.6.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC) 

The DSC curve was performed in a DSC-60 calorimeter (Shimadzu Co., Kyoto, Japan) 

using the following conditions: dynamic nitrogen atmosphere (50 mL/ min) and heating 

rate of 10°C/ min. The RA, CDs, complexes and PMs were accurately weighted and 

submitted to further heat scanning from 15 to 360 °C in a sealed aluminum pan. An 
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empty sealed aluminum pan was used as reference. Data analysis was carried out 

using TA 60 Analysis Software. 

 

2.6.4 Fourier transformed-infrared (FTIR) spectroscopy  

Infrared spectra covering the range of 4000–600 cm−1 were obtained for RA, CDs, 

complexes and PMs with a Spectrum BX FTIR spectrometer with MIRacle ATR 

accessory (Perkin Elmer, MA, USA). The spectra were an average of 40 scans at a 

resolution of 4 cm−1. 

 

2.6.5 Scanning electron microscopy  

The photomicrographs of the RA, CDs, complexes and PMs were taken using a Joel 

JSM 6060 microscope (Tokyo, Japan) at a voltage of 10 kV. The samples were 

previously mounted on aluminum stubs using double-sided adhesive tape and 

vacuum-coated with a thin layer of gold. 

 

2.6.6 Nuclear magnetic resonance spectroscopy 

The 1D H1 NMR of RA, CD and complexes and 2D (ROEZY) H1 NMR of complexes 

were recorded on a Bruker Ascend 400 MHz spectrometer in order to define the 

structural organization of complex. 

 

2.7 DPPH assay 

The antioxidant activity of uncomplexed and complexed RA was assayed using DPPH 

stable radical according to Brand-Williams et al. (1995). 100 µL of uncomplexed and 

complexed RA at 50 µg/mL were mixed with 3.900 µL of DPPH solution (0.06 mM) 

dissolved in methanol or methanol: water 50:50 (v:v).These solvents were chosen to 

assessment their effects on antioxidant activity.  After 60 minutes, the solutions were 

read in spectrophotometers at 515 nm. The results are expressed in DPPH scavenging 

(%). All measurements were made in triplicate.  

2.8 Compatibility study of excipients 

Binary mixtures of RA, RA:HPβCD PM and RA:MβCD PM with excipients (HPMC, 

MCC, LAC and MgSTE) were prepared in the 1:1 (w/w) by vortexing for 5 min in glass 

vials. HPMC (controlled release agent), MCC and LAC (filler agent) and MgSTE 
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(lubricant agent) are the most common excipients in solid pharmaceutical dosage 

forms. The compatibility study of RA and PMs with excipients was assessment by DSC, 

FTIR and LC methods previously describe.  

2.9 Statistical analysis 

Statistical data analyses were performed using a one-way ANOVA followed by Tukey’s 

p < 0.05. Pearson’s correlation was applied to analyze the compatibility between RA 

and excipients.  Calculations were performed using the GraphPad Prism program. 

3. Results and discussion 

3.1 Validation of LC method 

A methanolic solution of RA at 10 µg/mL has demonstrated retention time of 6.1 

minutes, theoretical plates over 5.000, tailing factor lower than 1.1 and resolution 

higher 10.0 (Figure 1). As expected, both CD used in the experiments did not show 

any peak in chromatogram, demonstrating the specificity of method to analyze RA. 

Calibration curves obtained at three consecutive days were statically similar and the 

analysis of residuals and coefficient of determination (R2) (0.9991) confirmed the 

linearity of method applied. The LOD and LOQ of the method were calculated based 

on the standard deviation of the intercept and on the slope of the standard curve, 

presenting values of 0.04 and 0.13 µg/mL, respectively. The intra-day precision 

showed RSD values between 1.4 – 3.2% and inter-day precision RSD values between 

1.3 – 3.2%. The accuracy results for RA in CD complexes were within the 95.1% to 

103.4% range. With respect to robustness, the initial rate flow was the only factor to 

affect the quantification of RA (Figure 2), needing a precise control. All results here 

presented are according to ICH guidelines (2005). 

 

Figure 1. Chromatogram obtained for RA analysis by LC developed method. 
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Figure 2. Robustness of LC method analyzed by Placklett-Burman method. 
(A) Temperature, (B) Initial rate flow, (C) Organic composition and (D) 
Wavelenght.   
 

 

3.2 Determination of complex stoichiometric and apparent stability constant (K)  

The RA aqueous solubility in pH 1.2 without cyclodextrin was near to 5 mM. The phase-

solubility diagrams for RA: HPβCD and RA: MβCD complexes have demonstrated that 

the increase of cyclodextrin concentration enhances RA solubility (Figure 3), 

presenting a diagram of AL-typeprofile, with slope higher than one unit but lesser than 

two units, characterizing formation of higher-order complex, 2:1 type, with respect to 

RA (Higuchi & Connors, 1965; Loftsson & Brewster, 2010). Most of research have 

reported the presence of 1:1 type complex, but studies have demonstrated the 2:1 

stoichiometric ratio to some substances as acridine (Correa et al., 2002), ibuprofen 

(Loftsson et al., 2002), Δ9-tetrahydrocannabinol (Hazekamp & Verpoorte, 2006) and 

enalapril maleate (Ali et al., 2006).  

Çelik et al., (2011) has reported the interaction of RA with different types of 

cyclodextrins derivatives, as HPβCD and RMβCD, and a 1:1 stoichiometric ratio but 

did not show the CD effects on RA solubility. The stoichiometric ratio difference could 

be explained by the difference in pH of complexation medium, but Aksamija et al. 

(2016) has performed the complexation of RA with βCD by Job’s plot at pH 1.0 and a 

1:1 ratio was found. The Job’s plot was performed and a 1:1 ratio was found too (Figure 
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4), demonstrated by the point of inflection on 0.5 molar fraction. So, another hypothesis 

is the methodology applied. Job’s plot methodology frequently shows only 1:1 ratio 

(Ryzhakov et al., 2016), and is based on analysis of dilute solution of drug and CD, 

while the phase-solubility studies are performed in aqueous solutions saturated with 

the drug, then by this method it is more likely to find higher-order complexes than by 

Job’s plot, in which the drug samples is already solubilized (Loftsson et al., 2004; 

Ryzhakov et al., 2016).  

Besides it, we cannot rule out the possible existence of different stoichiometric ratios 

in solution. De Sousa et al., (2008) has proved the existence of three stoichiometric 

ratios (1:1, 1:2 and 2:1) in solution between imipramine hydrochloride and βCD, but 

just one is the most energetically favorable. 

This is the first study to report the use of phase-solubility diagram to analysis the 

complexation behavior between RA and CD. Assuming the phase-solubility study is 

the most suitable methodology to determinate the stoichiometry, the interaction 2:1 

RA:CD was assigned as more probable.  

The apparent constant stability (K) determined by Equation 1, was 62.010 and 61.454 

M-1 to RA:HPβCD and RA:MβCD, respectively, suggesting a great interaction between 

RA and both CD. Comparing our results with Çélik et al., (2011), we have found 

differences in the K value. The K found by Çélik et al., (2011) to RA:HPβCD and 

RA:MβCD was 267 and 328 M-1, respectively, factor that could be related to pH and 

the stoichiometric molar ratio. Çélik et al., (2011) has used a phosphate buffer solution 

at pH 7.0, while we have used aqueous solution at pH 1.2. RA has the first pKa 

between 2.8 – 2.9, where the point of ionization is on carboxylic acid from 3,4-

dihydroxyphenillactic acid moiety (Danaf et al., 2016; Gong et al., 2016). According to 

Medronho et al., (2014) this moiety is the most favorable to complex due the formation 

of additional hydrogen bonds with internal (or external) βCD’s protons. The second RA 

pKa is 8.4 and the ionization is on para hydroxyl group from caffeic acid (Danaf et al., 

2016). Thus, at pH 7.0, two possible ionizations in opposite sites can be occurring on 

RA structure, decreasing its affinity toward CD, giving a lower K. Loukas (1997) has 

reported that an erroneous stoichiometric ratio determination causes wrong result for 

K. 

The greater K was presented to complex with HPβCD, while Çélik et al. (2011) found 

the greater K to complex with MβCD. This can be explained by its higher degree of 
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substitution of HPβCD, which leads to enhance of CD cavity and better complexation 

(Shönbeck et al., 2010; Shönbeck et al., 2011). In literature it is possible to find K with 

105 to 107 magnitude (Manilla et al., 2005; Hazekamp & Verpoorte, 2006; Perry et al., 

2006; Dahan et al., 2010; Glisone et al., 2012; Bard-Eldin et al., 2013; Olesen et al., 

2016). The K is a parameter which must be observed as long as the development of 

pharmaceutical dosage forms with CD is concerned to determine the dissociation 

equilibrium between free and complexed form of the drug, an important factor to drug 

absorption (Carrier et al., 2007).  

 

 

 

Figure 3. Phase-solubility diagrams of RA with HPβCD and MβCD. 

 

 

Figure 4. Job’s plot for RA and HPβCD and MβCD. 
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3.3 Complex characterization 

3.3.1 RA content in complexes 

The RA:CD complexes are presented as a yellow and bright powder. The RA content 

was 0.247 ± 0.00056 and 0.302 ± 0.00006 mg/mg to RA: HPβCD and RA: MβCD 

complexes, respectively. The yield to RA: HPβCD was 87.25% and to RA: MβCD was 

86.11%. The high RA content in complexes powder overcame a formulation bulk need, 

avoiding excess amounts of CD (Loftsson & Brewster, 2012). 

 

3.3.2 UV/ vis spectrophotometric 

The uncomplexed RA has showed a maximum absorbance at 330 nm, while the 

complexes have showed a slight hypsochromic shift (329 nm) and increase of 

absorption (Figure 5). The transfer of RA from an aqueous medium to the non-polar 

CD cavity has created a new chemical environment, justifying these modifications in 

UV/vis spectrum and evidencing the interaction of RA with CD (Mura, 2014). A 

bathochromic shift and decrease of absorption was found by Çelik et al., (2011), using 

a solution at pH 7.0. Likely, these differences in results can be related to solvent pH 

used which can modify the maximum wavelength absorption and intensity (Danaf et 

al., 2016).  

 

Figura 5. UV/ vis spectro of uncomplexed (dotted line) and complexed 
RA with HPβCD (red line) and MβCD (blue line). 

 

3.3.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC) 
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Thermogram of RA shows a characteristic endothermic peak at 173°C. The 

thermograms of HPβCD and MβCD show the same profile with an endothermic peak 

ranging between 90 – 130°C and a decomposition peak above 300°C (Mura et al., 

2015). In the thermograms of complexes, the RA melting point peak completely 

disappear and HPβCD and MβCD peaks show a slightly shifted. In the RA:CD PMs, a 

shifted of peak relative to RA melting point to low temperature can be observed, it 

suggests the non-complete complexation (Figure 6). 

 

Figure 6. Thermograms of (A) RA, HPβCD, RA: HPβCD complex and RA: HPβCD PM 
and (B) RA, MβCD, RA: MβCD complex and RA: MβCD PM. 
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3.3.4 Fourier transformed-infrared (FTIR) spectroscopy 

FTIR spectrum of RA (Figure 7) showed bands in 3453 and 3396 cm−1 related to 

phenolic –OH stretching frequency, 3168 cm−1 related to C–H  stretching frequency, 

~1700 cm−1 related to C=O stretching frequency, 1646 cm−1 related to C=C stretching 

frequency, 1617 and 1516 cm−1 related to aromatic C–C stretching frequency, 1464 

cm-1 related to C–C stretching frequency or CH2 bending, 1284 to 1075 cm−1 related 

to aromatic C–H bending or C–O stretching, 971 cm-1 H–C(=C) bending and 851 to 

688 cm-1 aromatic C–H (Mariappan et al., 2012). The FTIR spectrum of HPβCD (Figure 

7A) showed characteristic band at 3338 cm−1 related to O–H stretching, 2925 cm−1 

related to C–H (CH3 or CH2)stretching, 1646 cm−1 (H–O–H bending), 1331 cm-1and ~ 

1000 cm-1 related to C–O stretching (Yatsu et al., 2013). MβCD FTIR spectrum has 

presented a similar profile to HPβCD, except for the lower transmittance intensity 

presented to –OH band (Figure 7B). In both complexes spectrum, the bands 

corresponding to –OH moieties from RA are overlapped by –OH band from CD. The 

strong bands relative to C=O, aromatic C–H and C–C bands and C–O band had their 

transmittances reduced. Other bands from RA could not be identified. These changes 

can suggest the possibility of interaction between RA and cyclodextrins as by caffeoyl 

moiety as by 3,4-dihydroxyphenyllactic moiety. The FTIR spectrum of physical mixture 

showed peaks corresponding to the original compounds (Figure 7). 
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Figure 7. FTRI spectrum of (A) RA, HPβCD, RA: HPβCD complex and RA: HPβCD 
PM and (B) RA, MβCD, RA:MβCD complex and RA:MβCD PM. 

 

3.3.5 Scanning electron microscopy  

The photomicrographs obtained for RA, HPβCD, MβCD, RA:HPβCD, RA:MβCD 

complexes and physical mixtures are presented in Figure 8. The RA presented a 

crystal particle with smooth surface, in many different sizes and prismatic shape. Both 

CDs have showed amorphous spherical particles with different sizes. The complexes 

have presented amorphous particles without size or shape defined and in the PMs is 

possible to observe RA crystals and CD amorphous spherical particles.  
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Figure 8. Photomicrographs obtained by scanning electron microscopy of RA (A), HPβCD (B), MβCD 
(C), RA: HPβCD complex (D), RA: MβCD complex (E), RA: HPβCD PM (F) and RA: MβCD PM (G). 
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3.3.8 Nuclear magnetic resonance spectroscopy 

The assignments of RA, HPβCD and MβCD (Figures 9 and 10) protons has been 

reported in literature (Castelli et al., 2008; Zime-Diawara et al., 2012; Wang et al., 2015; 

Aksamija et al., 2016), so they will not be described here. The analyses of 1D H1 NMR 

complexes spectrums showed an upfield shift on RA protons signals (Table 1), 

suggesting some perturbation on RA protons due the complexation with CD (Tsao et 

al., 2012; Yatsu et a., 2013), excepted on H8’ proton, which presented a downfield 

shift, probably because this proton has entered on CD cavity, but in stable complex 

form, it was been exposed to solvent again (Hazekamp & Verpoorte, 2006). Small shift 

displacement (Δδ) values are indicative of a relative weak interaction, thus we can 

summarize that 3,4-dihydroxyphenyllactic acid moiety has more affinity to CD than 

caffeic acid moiety. This was postulated by Medronho et al., (2014) complexing RA 

with the parent βCD, where the 3,4-dihydroxyphenyllactic acid moiety has 

demonstrated a stronger K than caffeic acid moiety. To be sure about how the 

complexation occurs, the 2D (ROESY) analyses were performed. The analysis of 

ROESY spectrum of RA:HPβCD has shown great cross peak between RA protons and 

HPβCD’s protons (Figure 11), but due the overlapping of HPβCD’s signal protons it is 

hard to confirm which RA’s protons are complexing with HPβCD’s protons. The caffeic 

acid moiety can be interacting by inclusion at HPβCD H3 or non-inclusion at HPβCD 

H6, while 3,4-dihydroxyphenyllactic acid moiety is interacting by non-inclusion at 

HPβCD H2, H4 or H7. In RA:MβCD ROESY is possible to see interaction between RA 

aromatic protons (H2, H5, H6, H2’, H5’ and H6’) and vinylic protons (H7 and H8) as 

inner MβCD’s protons (H3) as outside MβCD’s protons (H4, H6 and 2OMe), confirming 

the presence of inclusion and non-inclusion complexes (Figure 12). The inclusion and 

non-inclusion complexes have also been found by other authors who reported 2:1 ratio 

(Correa et al., 2002; Loftsson et al., 2002; Hazekamp & Verpoorte, 2006) and only one 

study has reported the presence of two inclusion complexes (Ali et al., 2006).  
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Table 1. Effect of complexation on RA protons shift 
displacement (Δδ = δcomplex – δuncomplexed). 

 Δδ (ppm) 

RA Proton RA: HPβCD RA: MβCD 

H7 -0.03 -0.03 
H2 -0.02 -0.04 
H6 0.00 -0.03 
H5 -0.02 -0.03 
H2’ -0.02 -0.05 
H5’ -0.03 -0.05 
H6’ -0.01 -0.06 
H8 -0.03 -0.07 
H8’ +0.01 +0.02 
H7’ -0.04 -0.09 

 

 

 

Figure 9. 1D H NMR of RA at D2O (pH 1.0): δ/ppm = 7.42 (d, J=16.0 Hz, H7), 7.00 (dd, J=2.0 Hz, 
H2), 6.91 (dd, J=8.3, 2.0 Hz, H6), 6.80 (d, J= 8.0 Hz, H5), 6.78 (d, J=1.5 Hz, H2’), 6.76 (d, 
J=8.0Hz, H5’), 6.68 (dd, J=8.1, 2.0 Hz, H6’), 6.18 (d, J=16 Hz, H8), 5.12 (dd, J=7.5, 4.8 Hz, H8’), 
3.06 (ddd, J=14.4, 4.8 Hz, H7’). 
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Figure 10. 1D NMR 1H spectrum of (A) HPβCD and (B) MβCD at D2O (pH 1.0). 
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Figure 11. ROESY spectrum of RA: HPβCD complexes at D2O 
(pH 1.0). 
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Figure 12. ROESY spectrum of RA: MβCD complexes at D2O (pH 1.0). 

 

3.4 Antioxidant activity 

The antioxidant activity by DPPH assay has shown different results to uncomplexed 

and complexed RA according to solvent used. The DPPH scavenging (%) potential of 

RA uncomplexed using methanol: water was 1.59-fold higher than methanol alone 

(Figure 13). RA can present a mixed action against DPPH radical by hydrogen and 

electron transfer which is affected by medium solvent. Methanol is a hydrogen bonding 

solvent, which decreases the transfer of protons, while water supports ionization of 

solutes, enhancing the hydrogen transfer and DPPH scavenging (Xie & Schaich, 2014; 

Schaich & Xie, 2015). The complexes have shown a superior DPPH scavenging in 

methanol and methanol: water solvents comparing to uncomplexed RA and they have 

shown a similar activity, what can be related to similar K between them. These results 

are confirmed by Çelik et al., (2011) and Medronho et al., (2014) who have 

demonstrated the capacity of natural and derivatives CDs to increase the antioxidant 

potential of RA by CUPRAC and ORAC methods. The increment of activity is related 

to formation of hydrogen bonds between RA and CD, weakening the RA intramolecular 

hydrogen bonds, thus facilitating the release of these to react with DPPH radical 
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(Pápay et al., 2016). The DPPH scavenging potential (%) of complexes in methanol: 

water was lower than in methanol medium. This was also reported by Ferreira et al., 

(2013), who has observed an enhancement of antioxidant activity as long as the 

organic solvent ratio increases. As mentioned above, in water medium, RA can react 

with DPPH by hydrogen transfer, decreasing the CD effect on RA hydrogen bonds, 

what can explain the complexes antioxidant activity decrease (Xie & Schaich, 2014; 

Schaich & Xie, 2015). Another hypothesis is the possible competition of DPPH radical 

for CD cavity (Nakanishi et al., 2015). Nevertheless, the complexes have shown a 

slight higher activity than RA uncomplexed. CD alone did not show any effect on DPPH 

radical. 
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Figure 13. DPPH scavenging by uncomplexed and complexed RA at 50 µg/mL. 

 

Besides the antioxidant potential increase, CD increases the physical-chemical 

stability of compound submitted to harmful external and internal body environment 

(Loftsson & Brewster, 1996). The RA powder present a great stability when submitted 

to different external conditions (Razborzek, 2011), but degradation has been reported 

in gastrointestinal medium, decreasing its bioaccessibility (Gayoso et al., 2016) and 

cellular antioxidant activity (Adomako-Bonsu et al., 2017).  

Therefore, the use of RA:CD complexes could overcome this issue and afford the 

development of pharmaceutical dosage forms with RA as antioxidant agent, based in 

the research for natural antioxidants (Brewer, 2011). 
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3.5 Compatibility study of excipients 

The assessment of drug-excipients compatibility is the first stage before formulating a 

pharmaceutical dosage forms, allowing to know possible physical and chemical 

interactions between drug and excipient which can alter the stability, bioavailability, 

and effectiveness of active pharmaceutical ingredient (Verma & Garg, 2005; Tita et al., 

2011). 

Many techniques may be employed to assay drug-excipients compatibility, among 

them DSC, FTIR and LC methods which present as advantages fast data acquisition, 

low samples consumption and other relative to each technique (Chadha & Bhandari, 

2014). 

Since RA:CD complexes are formed by interaction between these two molecules and 

at DSC thermograms and FTIR spectra of complexes the RA characteristics have 

changed as showed before, turning its analyses impossible or inaccurate, the PMs 

were used in compatibility study to performed the excipients effect on RA and CD 

together. 

The analysis of RA DSC thermograms shows a characteristic endothermic peak 

approximately at 173°C. RA: HPβCD PM and RA: MβCD PM thermograms shows a 

broad endothermic peak at 72°C corresponding to CD and another peak at 170ºC and 

172°C, respectively, corresponding to RA, as previously related. HPMC and MCC 

thermograms has shown a broad endotherm peak at 71.90°C and 65.50°C, 

respectively, corresponding to the loss of water (Vueba et al., 2006; Gao et al., 2015). 

LAC thermograms has demonstrated three endothermic events. The first at 146.48°C 

related to dehydratation, the second at 218.78°C related to melting point and the third 

at 242.79°C (Wu et al., 2014; Gao et al., 2015). MgSTE thermogram shows two 

endothermic events. One at 83.96°C related to loss of water and another at 112.07°C, 

related to overlap of dehydratation and melting point (Rao et al., 2005) (Figure 14). 

The thermal profile of RA does not overlap with any thermal event of excipients, so it 

is expected that thermograms of RA/excipients to be the superposition of both thermal 

profiles, whereas thermal profile of PMs overlap with HPMC, MCC and MgSTE, but 

this overlapping does not affect the analysis of RA. 

The peak of temperature (Tpeak), onset transition temperature (Tonset) and enthalpy (ΔH) 

of RA, PMs and binary mixtures are summarized in table 2. 
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Comparing the thermograms of binary mixtures is possible to observe the 

corresponding RA melting point peak, being this the first indicative of no interaction 

with excipients. The shift of peak (Tonset and Tpeak) or enthalpy reduction (lesser than a 

half of RA isolated and PM) has been related as an incompatibility (Daniel et al., 2013), 

but theses variations can be an effect of heterogeneity in samples, due the low weight 

necessary to analysis (1–2 mg) (Gao et al., 2015; Lima et al., 2015b). The most 

difference at   Tonset and Tpeak has presented for binary mixtures between RA/LAC, 

RA:HPβCD PM/LAC, RA:HPβCD PM/MgSTE, RA:MβCD PM/MgSTE. The lower shift 

present to mixtures with LAC can be due to the partial miscibility between samples and 

LAC (Pani et al., 2012). Furthermore, the samples are submitted to high temperatures 

and possible interactions between them may not be applicable in ambient conditions, 

resulting in misleading or inconclusive results (Chadha & Bhandari, 2014). 

 

Table 2. Temperatures and enthalpy of melting (ΔH) values for RA, RA/Excipients, 
PMs, and PMs/Excipients.  

Samples Tpeak/°C Tonset/°C ΔH/J g-1 

RA 173.71 169.15 125.93 
RA/HPMC 173.99 168.24 44.33 
RA/MCC 174.50 169.30 93.51 
RA/LAC 171.97 165.77 35.57 

RA/MgSTE 174.46 169.77 73.56 

RA: HPβCD PM  169.03 158.63 35.03 
RA: HPβCD PM /HPMC 172.11 157.78 13.45 
RA: HPβCD PM /MMC 173.63 162.79 15.77 
RA: HPβCD PM /LAC 167.06 155.35 11.04 

RA: HPβCD PM /MgSTE 173.69 168.47 21.20 

RA: MβCD PM  171.93 163.29 30.15 
RA: MβCD PM /HPMC 172.64 164.84 15.30 
RA: MβCD PM /MCC 173.92 165.57 19.26 

P RA: MβCD PM /LAC 173.57 166.37 10.50 
RA: MβCD PM /MgSTE 173.69 168.52 20.19 

 



77 
 

 
Figure 14. DSC thermograms of (A) RA and excipients, (B) RA and binary mixtures, (C) 
RA:HPβCD PM and mixtures and (D) RA:MβCD PM and mixtures. 

 
 

 
Figure 15. FTIR sprectrum of (A) RA and excipients, (B) RA and binary mixtures, (C) RA:HPβCD 
PM and mixtures and (D) RA:MβCD PM and mixtures. 
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The RA and PMs FTIR spectrums were previously described. The FTIR spectrum of 

binary mixtures between RA/excipients and PMs/excipients have demonstrated a 

similar profile to mixtures with HPMC, MCC and LAC, suggesting no incompatibilities 

or interaction with these excipients. Though, the binary mixtures with MgSTE the only 

bands visible referent to RA are 1700 cm-1 (C=O stretching) and 1300 to 1100 cm-1 (C–

O stretching), approximately, both weakly, suggesting interaction with this excipient 

(Figure 15). 

To take a deep analysis and just not visual about the possible interaction between RA, 

PMs and respective binary mixtures FTIR spectrums were submitted to Pearson’s 

correlation statistical analysis, taking RA and PMs as theoretical spectra and binary 

mixtures as experimental spectra. Correlations between 0.80 and 1.00 indicate of 

simple mixture of solids. Correlations between 0.5 and 0.80 indicate of possible 

interactions and below 0.50 indicative of low similarity between spectrums, 

demonstrating chemical degradation (Da Silva et al., 2016; Lima et al., 2015a).  

The results of Pearson’s correlation are demonstrated in figure 16. The highest 

correlation to RA was obtained to RA/HPMC (r = 0.960), followed by RA/LAC (r = 

0.949) and RA/MCC (r = 0.935). To RA:HPβCD PM, the highest correlation was found 

to LAC (r = 0.974), followed by HPMC (r = 0.956) and MCC (r = 0.947). To RA:MβCD 

PM, the highest correlation was found to LAC (r = 0.959), followed by MCC (r = 0.926) 

and HPMC (r = 0.916).  To MgSTE a correlation lesser than 0.65 was found in all binary 

mixtures, what suggest incompatibility between this excipient and RA and PMs. 

 

 

 

Figure 16. Plot of the Pearson’s correlation (r) of binary mixtures.  
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The LC chromatograms of excipients did not show any peak, allowing the RA 

quantification without interferents (Figure 17). The LC analyzes of RA/excipients, 

RA:HPβCD PM/excipients and RA:MβCD PM/excipients have showed just one peak 

corresponding to RA and the recovery was next to 100%. The retention time, peak 

shape, tailing factor, resolution and theoretical plates have remained unchanged and 

the absence of degradation peaks in chromatogram confirm the compatibility with 

excipients (Kumar et al., 2009).  

 

 

Figure 17. LC chromatograms of (A) RA and excipients, (B) RA and binary mixtures, (C) RA: 
HPβCD PM and binary mixtures and (D) RA: MβCD PM and binary mixtures. 

 
 

The MgSTE was the only one excipient in the compatibility study to present an 

expressive incompatibility with RA and PMs by FTIR method, but it is important to note 

that the usual concentration of MgSTE in solid dosage is among 0.25 – 1.00 % (Rowe 

et al., 2012), then some interaction found on compatibility study is not likely to be 

relevant in a solid dosage form. 

 

4. Conclusion 

The data obtained in the present study indicate a great complexation between RA and 

both derivatives CD, at 2:1 ratio (RA:CD), resulting in a high RA content in complexes 

powder, avoiding a large bulk formulation. The complexes were characterized as 

inclusion and non-inclusion complexes which have increased the RA antioxidant 
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activity. The RA and it in presence of both derivatives CD was compatible with most of 

the excipients tested but MgSTE.  
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CD são adjuvantes farmacêuticos normalmente utilizados para aumento de 

biodisponibilidade de fármacos que apresentem a solubilidade como fator limitante, a 

exemplo fármacos da classe II e IV na classificação biofarmacêutica (LOFTSSON, 

2002). Os dados quanto à solubilidade do AR na literatura são conflitantes, sendo 

apresentado ora como pouco solúvel, necessitando de adjuvantes que melhorem sua 

solubilidade e ora como solúvel, fator que limitaria sua absorção por via oral, por 

diminuir sua capacidade permeação pela membrana (MEDRONHO et al., 2015; YANG 

et al., 2015). 

Nossos resultados demonstraram que a solubilidade intrínseca do AR em pH 

1.2 a 25ºC foi de 5 mM, aproximadamente 2 mg/mL, podendo ser classificado de 

acordo com a Farmacopeia como pouco solúvel (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 

2010). Entretanto, para classificar uma substância em baixa ou alta solubilidade pelo 

sistema de classificação biofarmacêutica, um aspecto a ser abordado é a solubilidade 

em uma faixa de pH 1.0 a 6.8 em temperatura de 37°C (FDA, 2015). 

A solubilidade de uma substância é influenciada pelo pH do meio e a 

temperatura. O AR apresenta seu primeiro pKa entre 2.8 e 2.9. Desta forma, podemos 

inferir que o aumento do pH do meio resultará no aumento da solubilidade do AR, 

devido à formação das formas ionizadas que são mais solúveis (DANAF et al., 2016; 

GONG et al., 2016). Apesar da considerável solubilidade que AR apresenta, a 

complexação deste com CD naturais e derivadas tem sido reportada em faixa de pH 

1.0 a 7.0 (ÇÉLIK et al., 2011, MEDRONHO et al., 2014; AKSAMIJA et al., 2016). 

Um fator importante a ser analisado antes de desenvolver uma formulação 

com CD é determinar a relação estequiométrica e a constante de ligação com o 

fármaco. Para isto, dois métodos são amplamente aplicados: estudo de solubilidade 

(HIGUCHI & CONNORS, 1965) e de variação contínua ou Job’s Plot (JOB, 1928). 

Nos estudos já publicados, a relação estequiométrica existente entre o AR e 

as CD naturais ou derivadas utilizadas foi na ordem de 1:1, ou seja, uma molécula de 

AR interage com uma molécula de CD (ÇÉLIK et al., 2011; MEDRONHO et al., 2014; 

AKSAMIJA et al., 2016). Entretanto, uma relação de ordem maior em relação ao AR, 

do tipo 2:1, foi encontrada para AR com HPβCD e MβCD. As diferenças nas relações 

estequiométricas entre os estudos podem ser explicadas pela metodologia aplicada. 
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Çélik et al., (2011), Medronho et al., (2014) e Aksamija et al., (2016) aplicaram 

o método Job’s Plot. Este método é baseado na obtenção de solução diluída do 

fármaco e CD em uma mesma concentração, e posteriormente estas são misturadas 

em diferentes volumes gerando de frações molares. As amostras são submetidas a 

análise por RMN H1, UV/vis ou fluorescência e a partir dos deslocamentos ou 

absorbâncias encontrados é obtido gráfico de determinará a relação estequiométrica 

(SAHA et al., 2016). Já no estudo de solubilidade um excesso do fármaco é adicionado 

em soluções com diferentes concentrações de CD, que após período determinado 

mantidas em agitação, são analisadas e obtido diagrama de fases e curva analítica. 

O slope da curva determinará a relação estequiométrica (VALLE et al., 2004). 

No Job’s Plot, devido ao fato de o AR já estar dissolvido e em baixa 

concentração, existe uma menor chance de formação de complexos de ordem maior, 

devido a uma estabilidade já ter sido alcançada, enquanto que no estudo de 

solubilidade, o excesso de AR não dissolvido entra em contato com a CD em solução, 

promovendo a complexação, solubilização e gerando a estabilidade do AR no meio 

(LOFTSSON et al., 2004). Para efeito de comparação, a concentração de AR utilizada 

para o estudo de solubilidade, se este fosse totalmente dissolvido, seria de 277,5 

vezes maior que a do Job’s Plot. Ryzhakov et al., (2016) afirma a maior probabilidade 

do Job’s Plot apenas gerar resultados 1:1 e isto foi comprovado quando o método foi 

aplicado.  

Apenas um trabalho reporta a complexação do AR com CD derivadas, dentre 

estas a HPβCD e MβCD (ÇÉLIK et al., 2011), porém foram reportados valores de 

constante de ligação inferiores aos encontrados neste trabalho. A diferença entre os 

valores pode estar relacionada à diferença na relação estequiométrica como também 

pelo pH do meio utilizado para complexação.  Loukas (1997) relata que a 

determinação da estequiometria como 1:1, existindo a possibilidade de complexos de 

ordem maior, irá gerar resultados de constante de ligação incorretos.  

Como já comentado acima, o AR apresenta seu primeiro pKa entre 2,8–2,9, 

formando estrutura ionizada sobre a hidroxila presente no ácido carboxílico na porção 

do ácido 3,4-dihidroxifenilático (DANAF et al., 2016). Medronho et al., (2014) relata 

que a porção do ácido 3,4-dihidroxifenilático é mais favorável para formação de 

complexo por propiciar interação com prótons internos ou externos da CD. O segundo 
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pKa do AR é 8,4, ocorrendo ionização sobre a hidroxila na posição para do grupo 

catecol do ácido caféico (DANAF et al., 2016). Çélik et al., 2011 realizou a 

complexação em meio com pH 7.0, assim, neste pH, duas possíveis ionizações em 

lados opostos podem estar ocorrendo sobre a molécula do AR, tornando-o mais 

solúvel, diminuindo a sua interação pela CD e constante de ligação. O efeito do pH 

sobre a complexação também foi evidenciado sobre outros flavonoides, como 

apigenina, catequina e epicatequina (LIU et al., 2016; PÁPAY et al., 2016). 

Os complexos secos obtidos por liofilização apresentaram um alto rendimento 

(> 85%). As possíveis perdas foram ocasionadas pelo processo de filtração, anterior 

à liofilização, que reteve as partículas que não foram solubilizadas. O teor apresentado 

para os complexos AR: HPβCD (0.25 mg AR/ mg) e AR: MβCD (0.30 mg AR/ mg) em 

proporção milimolar (mM) seriam 0.70:0.51 mM para AR:HPβCD e 0.83:0.58 mM para 

AR:MβCD. Os complexos não apresentaram a exata relação 2:1 mM como foram 

produzidos, como relatado acima, processo que vem estar relacionado à perda do AR 

não solubilizado no processo de filtração, visto que a eficiência de complexação não 

é 100% (LOFTSSON & BREWSTER, 2012). A partir do rendimento e teor de AR 

obtidos nos complexos, pode-se inferir que no complexo AR:HPβCD houve a perda 

de 33.95% de AR e 1,89% de HPβCD, já no complexo AR:MβCD a perda de AR foi de 

31.11% e para MβCD foi de 3,55%, demonstrando um rendimento para o AR acima 

de 65%.  

As metodologias de UV, calorimetria diferencial exploratória (DSC), 

infravermelho (IV) e microscopia eletrônica de varredura (MEV), utilizadas para 

caracterizar os complexos e misturas físicas, podem detectar mudanças químicas ou 

físicas no AR ocasionadas no processo de complexação, porém não são capazes de 

informar em quais prótons do AR e CD ocorre interação. Utilizando ressonância 

magnética nuclear de hidrogênio (RMN H1) bidimensional, podemos inferir que para o 

complexo com HPβCD, a porção ácido caféico do AR possa estar interagindo com os 

hidrogênios 5 (interno) ou 6 (externo) da HPβCD e a porção do ácido 3,4-

dihidroxifenilático possa interagir com os hidrogênios 2, 4 e 7 da HPβCD, estes todos 

externos, podendo assim existir complexo de inclusão e não-inclusão ou apenas 

complexo de não-inclusão. A dificuldade em se determinar com qual hidrogênio da 

HPβCD ocorre interação advém da sobreposição de sinais que estes apresentaram. 
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Já para o complexo com MβCD, é possível visualizar interação dos 

hidrogênios aromáticos e vinílicos do AR com os hidrogênios 3 (interno) e 4,6, e do 

grupamento metila (externos), demonstrando a presença de complexos de inclusão e 

de não-inclusão. Este é o primeiro trabalho a reportar como ocorre o mecanismo de 

interação do AR com CDs derivadas. 

Apesar de as interações AR com as CDs demonstrarem a possibilidade da 

existência de um complexo na ordem de 2:1, uma técnica que seria mais adequada 

para se determinar esta característica seria a utilização de espectrometria de massas 

acoplada a ionização por eletrospray. Esta técnica por promover leve ionização e 

manter as ligações não covalentes, torna-se adequada para a determinação da massa 

de um complexo, podendo afirmar com certeza quantas moléculas do AR interagem 

com a CD (MARANGOCI et al., 2011). 

A atividade antioxidante dos complexos pelo método DPPH foi superior ao do 

AR sozinho, o que pode ser devido à ação das CD sobre os prótons do AR que 

facilitam a sua liberação (PÁPAY et al., 2016). O aumento do potencial antioxidante 

do AR por complexação com CD foi também levantado por Çélik et al., (2011) e 

Medronho et al., (2014) pelos métodos CUPRAC e ORAC respectivamente. Todavia, 

quando a atividade foi realizada em meio 50:50 (água:metanol) houve a diminuição 

do potencial do complexo podendo ser explicado por duas hipóteses: a primeira 

consiste que em meio mais aquoso, o AR pode agir mais livremente na liberação de 

prótons, diminuindo a ação aditiva da CD (XIE & SCHAICH, 2014; SHAICH & XIE, 

2015); a segunda hipótese a ser levantada é a possível competição do radical DPPH 

pela cavidade da CD. O radical DPPH apresenta solubilidade elevada em meios 

orgânicos, porém precipita em meio aquoso. No entanto, Nakanishi et al., (2015) 

demonstrou a possibilidade o uso da βCD como agente solubilizante do radical sem 

afetar o seu potencial oxidante.  

No tocante ao estudo de compatibilidade, lactose e estearato de magnésio 

apresentaram incompatibilidade com AR e misturas físicas. Lactose apresentou 

incompatibilidade apenas pelo método DSC, relacionada à solubilização do AR ou 

mistura física no excipiente (PANI et al., 2012), já estearato de magnésio apresentou 

incompatibilidade tanto pelo método DSC como pelo IV.  



95 
 

O estearato de magnésio comumente apresenta incompatibilidades com 

fármacos na etapa de estuda de pré-formulação, fator que se relaciona com o aumento 

do pH criado pelo excipiente, acelerando reações de hidrólise alcalina; reações de 

oxidação, presença de impurezas como óxido de magnésio e o íon metálico magnésio 

(LI & WU, 2014). 

Apesar das incompatibilidades reportadas, a submissão das misturas a altas 

temperaturas não reflete as condições nas quais as formas farmacêuticas são 

produzidas e as quantidades usuais de estearato de magnésio não ultrapassam os 

5% (ROWE et al., 2012; CHADHA &BHANDARI, 2014). 

Em suma, a complexação do AR com CDs demonstrou um alto rendimento, 

não afetando o potencial antioxidante e os ensaios de compatibilidade demonstraram 

resultados promissores para obtenção de formulações sólidas de uso oral que 

promovam aumento de biodisponibilidade. 
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• O AR pelo diagrama de fase solubilidade apresentou para as duas CD utilizadas 

um diagrama do tipo AL, no qual o aumento da concentração de CD, aumenta a 

solubilidade do AR. 

• A estequiometria entre o AR e CD foi do tipo 2:1, na qual duas moléculas de AR 

interagem com uma molécula de CD, sendo esta uma forte interação. 

• Na caracterização dos complexos obtidos, observou-se a formação de complexos 

de inclusão e de não-inclusão. 

• O potencial antioxidante dos complexos pelo método DPPH foi superior ao do AR 

não complexado. 

• O AR e as misturas físicas destes não apresentaram significativas interações com 

os excipientes utilizados, propiciando o seu uso para o desenvolvimento de formas 

farmacêuticas sólidas. 
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