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RESUMO

A fitoterapia € a terapéutica que utiliza as plantas medicinais ou derivados vegetais, e tem
embasamento no conhecimento e no uso popular. Atrelado a essa terap€utica, tem-se os produtos
fitoterdpicos, que sdo aqueles provenientes da matéria-prima ativa vegetal, e podem possuir
propriedades curativas, profildticas e paliativas. O xarope de cumaru (Amburana cearensis Fr All)
5% € um produto fitoterdpico produzido pela Farmacia Escola da Universidade Federal do Cear,
que utiliza em sua composi¢@o a tintura hidroalcodlica das cascas do caule de cumaru. Alguns
fitoconstituintes importantes encontrados nas cascas do caule incluem o isocampferidio,
amburosidios A e B, acido protocatéquico e a cumarina, sendo a ultima responsdvel pelo odor
peculiar. A cumarina é também apontada como um dos principais constituintes responsaveis pela
atividade farmacoldgica da espécie. Partindo-se da hipdtese que o controle de qualidade é
imprescindivel para a quantificagdo dos constituintes de um medicamento fitoterdpico, o presente
estudo buscou realizar o ensaio de degradagdo forcada do xarope de cumaru e a andlise do teor de
cumarina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Metodologicamente, trata-se de
um estudo experimental de cunho quantitativo. Para tanto, inicialmente, foi feita curva de calibracdo
para 0 método analitico com solugdes de cumarina, obtendo-se um R* de 0,9999. Para o ensaio de
degradacdo for¢cada em meios dcido, oxidante e alcalino, foi constatado que, nas duas primeiras
condig¢des, houve um aumento no teor de cumarina com relacdo a amostra controle, enquanto que
na ultima condic¢do, ndo foi observado pico referente a cumarina nos cromatogramas, indicando
perda da substancia. De posse dos dados do ensaio de degradagdo, foram propostas cinéticas de
degradacdo para o produto e, comparando-se os resultados obtidos, chegou-se a conclusdo que a
cinética de ordem dois era a mais adequada, visto que possufa melhores valores de R, além de
apresentar velocidades de degradacdo mais coerentes com o esperado. Em fung¢do dos resultados
obtidos, também foi proposta mudang¢a no método analitico em CLAE utilizado e foram constatados
indicios de linearidade e precisdo, com valor de R* =0,9929 e valores minimos de desvio padrdo e
desvio padrdo relativo. Além disso, também foram realizados ensaios de controle de qualidade
fisico-quimico para o xarope de cumaru, como identificacdo da substincia, pH, viscosidade,
densidade e caracteristicas organolépticas, para os quais todos os resultados obtidos mostraram-se
coerentes para a formulacdo. Desta forma, o presente trabalho demonstrou ser possivel a anélise do
teor de cumarina no xarope de cumaru por CLAE apés exposi¢do do produto a condicdes de

degradacido forcada.

Descritores: fitoterdpico; cumarina; ensaio de degradacdo forgada; cromatografia liquida de alta

eficiéncia; controle de qualidade.



ABSTRACT

Phytotherapy is the therapy that uses medicinal plants or plant derivatives, and is based on
knowledge and popular use. Linked to this therapy, there are herbal products, which are
those derived from the active plant raw material, and may have curative, prophylactic and
palliative properties. Coumaru syrup (Amburana cearensis Fr All) 5% is a phytotherapeutic
product produced by Farmdcia Escola UFC that uses in its composition the hydroalcoholic
tincture of the tonka bean stem bark. Some important phytoconstituents found in the stem
bark include isocamppheridium, amburosides A and B, protocatechuic acid and coumarin,
the latter being responsible for the peculiar odor. Coumarin is also identified as one of the
main constituents responsible for the pharmacological activity of the species. Based on the
hypothesis that quality control is essential for the quantification of the constituents of a
herbal medicine, the present study aimed to carry out the forced degradation test of coumaru
syrup and the analysis of the coumarin content by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Methodologically, this is an experimental study of a quantitative
nature. For that, initially, a calibration curve was made for the analytical method with
coumarin solutions, obtaining an R? of 0.9999. For the forced degradation test in acidic,
oxidizing and alkaline media, it was found that, in the first two conditions, there was an
increase in the coumarin content in relation to the control sample, while in the last condition,
no peak related to coumarin was observed in the chromatograms, indicating loss of
substance. With the degradation test data in hand, kinetics of degradation were proposed for
the product and, comparing the results obtained, it was concluded that the order two kinetics
was the most adequate, since it had better values of R2, in addition to presenting degradation
rates more consistent with expectations. Due to the results obtained, a change was also
proposed in the HPLC analytical method used and evidence of linearity and precision was
found, with R? value =0.9929 and minimum values of standard deviation and relative
standard deviation. In addition, physical-chemical quality control tests were also carried out
for the coumaru syrup, such as substance identification, pH, viscosity, density and
organoleptic characteristics, for which all the results obtained were coherent for the
formulation. Thus, the present work demonstrated that it is possible to analyze the coumarin
content in coumaru syrup by HPLC after exposing the product to conditions of forced

degradation.

Descriptors: herbal medicine; coumarin; forced degradation test; high performance liquid

chromatography; quality control.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, contemplando cerca de mais
de 200.000 espécies vegetais distribuidas por seis biomas (Caatinga, Amazdnia, Cerrado,
Pantanal, Mata Atlantica e Pampa), apresentando-se como potencial produtor de insumos
ativos farmacéuticos vegetais (IFAVs) e de produtos fitoterdpicos. Para tanto, é necessario,
além de investimentos em politicas publicas voltadas para essa drea, a promog¢do do uso
responsavel da biodiversidade e sua preservacdo (MEIRELLES; RUPPELT, 2023).

Por defini¢do da RDC N° 26/2014, o produto fitoterdpico é aquele obtido a
partir da matéria-prima ativa vegetal, e possui finalidade curativa, paliativa ou profilatica,
podendo ser de cardter simples ou composto. Como todo produto destinado ao uso pela
populacdo, necessita passar por avaliacdes de controle de qualidade, de forma a garantir a
sua seguranca e a sua eficdcia (BRASIL, 2014).

A RDC N° 14/2010 realc¢a topicos acerca do controle de qualidade de produtos
fitoterdpicos, que abrange desde o derivado vegetal até o produto final. Para o primeiro,
alguns componentes que devem constar no laudo de andlise sdo teste de pureza e
integridade, caracterizacdo fisico-quimica, perfil cromatografico e andlise quantitativa de
marcador (es). Para avaliacio do produto final fitoterapico, alguns parametros avaliados sdao
perfil cromatogréfico e andlise quantitativa de marcador (es), além da realizacdo de todos
os testes inerentes ao controle de qualidade de acordo com a forma farmacéutica
disponibilizada (BRASIL, 2010).

Tendo em vista a importancia de garantir a qualidade, eficiéncia e eficacia do
produto fitoterdpico, o presente estudo realizou testes de controle de qualidade fisico-
quimico para o Xarope de Cumaru (Amburana cearensis Fr All) 5%, produzido e ofertado
pela Farmdcia Escola da Universidade Federal do Ceara (FE/UFC), além de andlise do teor
de cumarina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) presente no produto
apos ensaio de degradagdo forcada, de modo a propor uma cinética de degradacao para esse

fitoterdpico.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Realizar ensaio de degradagdo for¢cada com Xarope de Cumaru 5% (Amburana

cearensis Fr All) e analisar o teor de cumarina por CLAE.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar ensaios de controle de qualidade fisico-quimico do xarope de cumaru como
identificacdo de cumarina, pH, viscosidade, densidade e caracteristicas organolépticas;

e Estimar cinética de degradagdo para o xarope de cumaru;

e Avaliar o método analitico em CLAE para quantifica¢do do teor de cumarina no xarope
de cumaru;

e Avaliar o efeito de mudangas realizadas no método cromatogréfico para quantificacado

do teor de cumarina no xarope de cumaru.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Breve historico da implantacio da fitoterapia no Brasil

A fitoterapia tem como base o conhecimento e o uso popular de plantas
medicinais ou derivados vegetais e seu uso nos servicos de saide no Brasil foi aprovado em
1986, na VIII Conferéncia Nacional de Satide. Com o passar dos anos, através do avango
das politicas publicas relacionadas aos fitoterdpicos e as plantas medicinais, € em
consonancia com a Organizacao Mundial da Saide (OMS), foi aprovada a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares no SUS (PNPIC), em 2006 (ESP/CE, 2022).

Aprovada pela Portaria n°® 971/2006, a PNPIC contempla o que € descrito pela
OMS como Medicina Tradicional e Complementar/Alternativa (MT/MCA), cuja
abordagens objetivam a prevencdo de agravos e a recuperacdo da saide com base em
tecnologias eficazes edificadas na escuta acolhedora, na integracdo do individuo na
sociedade e no meio ambiente e no vinculo terapéutico (BRASIL, 2006). As diretrizes
abordadas pela PNPIC regulamentam a fitoterapia e o uso de plantas medicinais no SUS,
além de ter como objetivo principal a ampliacdo de opcdes terapéuticas para a populagao,
com enfoque na seguranca, qualidade e eficdcia. A institucionalizagdo da PNPIC no SUS
possibilitou o desenvolvimento de programas e politicas em vdarias instancias
governamentais, e também fomentou a necessidade de desenvolvimento de uma politica
nacional que abrangesse a cadeia produtiva de produtos fitoterdpicos e plantas medicinais.
Diante disso, ainda no ano de 2006, foi aprovada a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterdpicos (PNPMF) (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

A implementacio da PNPMF, aprovada pelo Decreto n° 5.813/2000,
possibilitou a atua¢do do governo na drea, tendo como principais objetivos a garantia da
qualidade, seguranca e eficdcia, desde a obtencdo de plantas medicinais, até a producdo dos
produtos fitoterapicos (BRASIL, 2006a). Além disso, também viabilizou garantir o acesso
seguro da populacdo as plantas medicinais, conscientizando sobre o seu uso racional e
sustentdvel, de maneira a preservar a biodiversidade brasileira. Para atingir o objetivo dessa
politica, entdo, em 2008, por meio da Portaria n° 2960, foi aprovado o Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, e foi criado, também, o Comité Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

O Comité, formado tanto por representantes do governo, quanto por
representantes da sociedade civil envolvidos com o tema, tinha por funcdo avaliar a

implementacdo das diretrizes propostas pela PNPMF. Com relagdo ao Programa, tinha
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dentre seus principios a ampliagdo das opcdes terapéuticas para os usudrios do SUS,
valorizacdo e preservacdo do conhecimento das comunidades tradicionais e indigenas,
desenvolvimento tecnolégico e industrial, além de também promover geracdo de emprego
e renda, prmover a inclusio social e reduzir a desigualdade (BORGES; SALES, 2018).

Outras agdes também colaboraram para a inclusdo da fitoterapia no sistema de
saude brasileiro, dentre elas, a criagdo, pelo Ministério da Sadde, da Relacao Nacional de
Plantas Medicinais de interesse ao SUS (Renisus) em 2008, cujo objetivo era de orientar
estudos e pesquisas no sentido de elencar as plantas medicinais e fitoterdpicos que podem
ser disponibilizados para a populagdo para o tratamento de determinadas doengas, sempre
garantindo a eficicia e a seguranca de seu uso. Os fatores contribuintes para a montagem
do elenco de plantas medicinais disponibilizadas foram o conhecimento popular acerca do
uso das mesmas, estudos farmacoldgicos e quimicos, além do histérico de uso dessas
plantas nos servicos de saude estaduais e municipais (BORGES; SALES, 2018).

Outra contribuicao importante foi a elaboracdo da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME), pelo Ministério da Satde, em 2012, relacdo essa
responsavel por selecionar e padronizar medicamentos usados no SUS para atendimento de
agravos ou doengas, incluindo os fitoterdpicos, sendo alguns exemplos a alcachofra (Cynara
scolymus L.), a aroeira (Schinus terebinthifolia raddi), a babosa (Aloe vera (L.) Burm. F.) e

o guaco (Mikania glomerata Spreng) (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
3.2 Fitoterapia no Estado do Ceara

No Ceara, a Politica de Implantacdo da Fitoterapia em Saude Publica foi
instituida pelo Decreto n® 30.016 de 2009, que regulamenta a Lei Estadual n°® 12.951 de
1999, com o objetivo de incentivar a pesquisa e a producgado dos fitoterdpicos, possibilitando
ao SUS o uso desses produtos na prevencdo, no diagndstico e no tratamento de
enfermidades (BORGES; SALES, 2018).

Junto disso, considerado o marco historico do desenvolvimento da fitoterapia
no estado do Ceard, tem-se a criacdo do Programa Farmdcias Vivas, idealizado pelo
professor Francisco José de Abreu Matos em 1983, sob influéncia dos principios da OMS.
A institucionalizagdo das Farmécias Vivas ocorreu em 1997, com o apoio do Governo do
Estado do Ceard, através da Secretaria da Satide do Estado do Ceard (SESA), e culminou
com a criacdo do Centro Estadual de Fitoterapia que, posteriormente, em 2007, viria a ser

transformado no Niucleo de Fitoterdpicos (NUFITO) (PINTO; NASCIMENTO;
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OLIVEIRA, 2015), e, atualmente, o NUFITO passou a integrar o setor de fitoterapia da
Coordenadoria de Politicas de Assisténcia Farmacéutica (COPAF) (ESP/CE, 2022).

O Programa Farmicias Vivas leva as comunidades atendimentos desde a
prescricao, producdo e dispensagdo de fitoterapicos no SUS até apoio social farmacéutico
no uso correto de plantas medicinais, incluindo orientacdes sobre preparagdes caseiras
advindas de plantas medicinais com certificacdo de eficdcia, seguranca e qualidade. Para a
implantacdo do programa no Estado do Ceard, tem-se o Horto Matriz (Horto de Plantas
Medicinais Professor Francisco José de Abreu Matos da UFC) e o Horto Oficial (Horto de
Plantas Medicinais do Setor de Fitoterapia/COPAF/SESA) (ESP/CE, 2022).

Segundo Decreto Estadual n° 30016/2009, as Farmicia Vivas atuam
distribuidas em trés niveis de complexidade, classificadas em modelos I, II e III. De maneira
geral, no modelo I, tem-se a instalacio de hortas de espécies vegetais medicinais em
unidades de Farmdcias Vivas comunitdrias. No modelo II, tem-se a producdo e/ou
dispensacdo da droga vegetal para prover as unidades de saide do SUS. Finalmente, no
modelo III, hd a preparacao de fitoterdpicos para prover as unidades do SUS, obedecendo

as especificagdes do Formulario do Setor de Fitoterapia COPAF/SESA (ESP/CE, 2022).
3.3 Farmacia Escola UFC

Inserida no contexto de produgdo e oferta de produtos fitoterdpicos, com €nfase
em manipulacdo, tem-se a Farmécia Escola (FE), vinculada a Universidade Federal do
Ceard (UFC), que colabora com a formagao farmacéutica na graduagao e na pds-graduacgao,
ofertando diversas atividades que englobam os pilares de ensino, pesquisa e extensao. Para
além disso, também desempenha papel social de extrema importincia, por meio de
manipulacdo e dispensacdo de produtos e medicamentos, realizacio de andlises
microbioldgicas e fisico-quimicas e prestacdo de servicos de atencdo farmacéutica a
sociedade, fortalecendo o vinculo entre a universidade e a populagao (UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA, 2022).

Os produtos fitoterdpicos produzidos e ofertados pela FE/UFC sao
disponibilizados nas formas farmacéuticas sélida, liquida e semissélida. Como exemplos,
tem-se capsulas de berinjela (Solanum melongena L.) e alcachofra (Cynara scolymus L.), o
creme vaginal de aroeira (Myracrodruon urundeuva Allemao) 15%, o elixir de aroeira € o
xarope de cumaru (Amburana cearensis Fr All) 5%, sendo este tltimo o objeto de estudo

do presente trabalho. Vale salientar que alguns dos produtos anteriormente citados, como o
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creme vaginal e o elixir de aroeira, e o xarope de cumaru, também sdo ofertados pelas

Farmécias Vivas Modelo III (UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA, 2022).
3.4 Amburana cearensis (Fr All) A. C. Smith

Também conhecida como “cumaru”, “imburana-de-cheiro”, “amburana”,

ro9

“cumaru-do-Ceara”, a Amburana cearensis € considerada uma planta nativa do bioma da
Caatinga nordestina, estando também presente em outras regides do pais, como nos estados
de Espirito Santo, Goids, Mato Grosso do Sul e Tocantins, como exposto na Figura 1. Na
América do Sul, possui ocorréncia natural no norte da Argentina, no nordeste do Peru, no

sul da Bolivia e no nordeste do Paraguai (ALMEIDA et al., 2010).

Figura 1: Mapa de ocorréncia do cumaru no Brasil.
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Fonte: Centro Nacional de Conservagado da Flora
(CNCFLORA)(http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/pt-
br/profile/ Amburana)

O cumaru € uma arvore frondosa, como observa-se na Figura 2, que pertence a
familia Leguminoseae (Fabaceae) e possui caracteristicas varidveis a depender de sua
localizagc@o. A espécie pode atingir a altura de 3 a 12 metros na Caatinga e 40 metros no
ambiente de floresta tropical no Peru e possui tronco que pode se apresentar desde um

aspecto reto e cilindrico até irregular e tortuoso, de espessura variando de 50 a 70
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centimetros recoberto com casca lisa, de coloracdo que pode variar de castanha a vermelho-
pardacenta, que se dispde na forma de laminas, como observado na Figura 3 (EMBRAPA,

2003).

Figura 2: Cumaru (Amburana cearensis). Figura 3: Tronco do cumaru.

Fonte: Universidade Federal Rural do Semi-Arido Fonte: Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA)(https://projetocaatinga.ufersa.edu.br/cu (UFERSA)(https://projetocaatinga.ufersa.edu.br/cu
maru-descricao-botanica/) maru-descricao-botanica/)

Também possui flores de tonalidade branca amarelada, pequenas e que cobrem
inteiramente os galhos desfolhados em época de flora¢do, como ilustrado na Figura 4. Seus
frutos estdo dispostos em formato de vagem achatada e escura, e suas sementes sao rugosas,
de forma e cor varidvel, providas de revestimento celuldsico e exalam aroma agraddvel de
cumarina, como demonstrado na Figura 5. Em relag@o a biologia reprodutiva, € uma planta
hermafrodita e seu principal vetor de polinizac¢do sao as abelhas. No Nordeste brasileiro, o
periodo de floracdo acontece entre maio a julho, e a frutificacdo ocorre entre agosto a

outubro (MELO; SOUZA; DAMASCENO, 2014).

Figura 4: Inflorescéncias do cumaru. Figura 5: Fruto e sementes do cumaru.

Fonte: Universidade Federal Rural do Semi-Arido Fonte: Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA)(https://projetocaatinga.ufersa.edu.br/cu (UFERSA)(https://projetocaatinga.ufersa.edu.br/c
maru-descricao-botanica/) umaru-descricao-botanica/)
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O cumaru possui potencial uso econdmico em diversos ramos. Sua madeira
possui elevada resisténcia mecanica e € pouco suscetivel ao ataque de cupins e fungos,
sendo utilizada para a obteng¢do de moveis de boa qualidade e nos ramos de construgao naval
e civil. O cumaru também € utilizado na culinéria, principalmente dos estados do Pard e do
Amazonas, na composi¢ao de doces, bolos, sorvetes artesanais, cerveja e chocolates. As
sementes de cumaru também possuem relevancia econdmica, principalmente por ser uma
fonte rica em cumarina (ALMEIDA et al., 2010).

No ramo de perfumaria e cosméticos, as sementes de cumaru sao muito
utilizadas, devido ao seu extrato de odor agraddvel e adocicado, caracteristicas essas
geralmente associadas a cumarina, que &, inclusive, sugerida como possivel marcador
quimico para controle de qualidade de cosméticos obtidos a partir de extratos de espécies
provenientes da Amazonia (FUNASAKI et al., 2016).

Torna-se importante ressaltar que, devido a exploracdo de forma predatdria de
sua madeira e a auséncia de manejo sustentdavel apropriado, a Amburana cearensis € uma
espécie vegetal classificada como vulneravel, segundo o Centro Nacional de Conservagao
da Flora (CNCFLORA, 2012). Isso enfatiza a necessidade de estratégias que visem a
conservacgao e recuperacao dos recursos genéticos para a manutencdo da espécie nas suas
areas de ocorréncia natural. De acordo com Canuto e colaboradores (2008), plantas jovens
de cumaru (4 meses de idade) podem, futuramente, serem utilizadas em substituicdo a

entrecasca da planta adulta para produc¢do industrial.
3.4.1 Uso medicinal e fitoconstituintes

O xarope de cumaru 5% € produzido pela FE/UFC a partir da tintura de cumaru,
ambos ilustrados na Figura 6, sendo esta dltima obtida a partir das cascas do caule de
Amburana cearensis. O cumaru possui propriedades terap€uticas muito utilizadas pela
medicina popular caseira, com potencial atividade anti-inflamatéria, broncodilatadora,
antiespasmodica e analgésica. PreparacOes obtidas, principalmente, a partir da casca do
caule de cumaru podem ser utilizadas na forma de lambedor ou chd para tratamento de
afeccdes respiratdrias, como gripes, bronquite e asma. As sementes de cumaru também sao
utilizadas, na forma de decocto e infusos, demonstrando atividades antiespasmoédica,

emenagoga e no tratamento de doencas reumaticas (ALVES; ALVES; PEREIRA, 2016).
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Figura 6: Xarope de Cumaru 5% e tintura de cumaru.

Fonte: Elaborada pela autora.

Estudos farmacoldgicos realizados com o extrato hidroalcodlico da casca do
caule de cumaru comprovam sua eficicia, por meio da identificacdo de fitoconstituintes que
demonstram atividades broncodilatadora, anti-inflamatéria e analgésica. Dentre os
constituintes quimicos identificados para essa parte da planta, tem-se os flavonoides
isocampferidio, campferol e afrormosina, &4cido vanilico, 4acido protocatecuico, os
glicosidios fendlicos amburosidios A e B, e a cumarina, essa ultima majoritariamente

responsavel pelo odor peculiar (ALVES; ALVES; PEREIRA, 2016).
3.5 Cumarinas

As cumarinas sd0 compostos que pertencem ao grupo das benzopironas, cuja
conformacdo consiste na fusdo de um anel benzénico com um anel lactdonico. O
representante majoritario desse grupo ¢ a cumarina (a-benzopirona), também denominado

de 1,2-benzopirona, ilustrado na Figura 7 (DIAS, 2015).

Figura 7: Férmula estrutural da a-benzopirona.

AN

O 0

Fonte: Sigma-Aldrich (https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/aldrich/w526509)
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A Dbiossintese das cumarinas deriva do metabolismo da glicose. Dois
metabolitos gerados, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato, sofrem condensacio e dao
origem ao 4cido chiquimico. Pela via do dcido chiquimico, obtém-se alguns aminoécidos,
dentre eles, a fenilalanina que passa por desaminagdo enzimdtica, gerando o dcido cinamico.
Esse, por sua vez, sofre hidroxilagcdo da cadeia lateral, formando o 4dcido o-cumadrico. Esse
derivado passa por glicosilacdo e isomerizagdo cis/trans da dupla ligacdo em cadeia lateral,
procedimentos essenciais para promover a lactonizagdo e formagdo da cumarina
(CZELUSNIAK et al., 2012).

A cumarina foi isolada pela primeira vez em 1820, por Vogel, a partir das
sementes de Coumarouna odorata (Dipteryx odorata (Aubl.) Willd.). Em 1868, Perkins
realizou a primeira sintese quimica da substancia, o que propiciou, a partir de 1882, a
utilizacdo da cumarina em perfumaria. Seu potencial terapéutico comecou a ser explorado
e difundido no século 20, sendo referenciado pela primeira vez por Von Werder, em 1936

(DIAS, 2015).

As cumarinas sdo metabolitos secunddrios presentes em uma variedade de
plantas e desempenham fun¢des importantes para sua regulacdo e manutencio, podendo
atuar como reguladores do crescimento, fungistticos e bacteriostiticos. As cumarinas
podem ser classificadas de acordo com sua estrutura quimica, dividindo-se em cumarinas
simples, furanocumarinas, piranocumarinas € cumarinas que sofrem substituicdo no anel

lactonico (VENUGOPALA; RASHMI; ODHAYV, 2013).

A a-benzopirona, demonstrada na Figura 7, ¢ um exemplo de cumarina simples,
e os demais compostos desta mesma classe sao derivados alquilados ou hidroxilados, como
aumbeliferona. As furanocumarinas possuem um anel furano associado ao anel cumarinico,
e possuem propriedades farmacoldgicas relevantes, como inativagdo de enzimas do
citocromo P450. Um exemplo de furanocumarina € a angelicina. As piranocumarinas
possuem um anel pirano associado ao anel cumarinico, e alguns estudos sugerem sua
aplicacdo como possivel inibidor de agregacao plaquetdria, hepatoprotetor e antiparasitario
(FROZZA, 2021). Um exemplo de piranocumarina é a xantiletina. Por fim, para as
cumarinas substituidas, tem-se que apresentam substituintes ligados ao terceiro e/ou quarto
carbono do anel lactonico, tendo como exemplo o derivado sintético varfarina. Os exemplos

de classes citados podem ser visualizados nas Figuras 8, 9, 10 e 11. (DIAS, 2015).
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Figura 8: Férmula estrutural da Umbeliferona
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Fonte: Sigma-Aldrich (https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/aldrich/h24003)

Figura 9: Férmula estrutural da Angelicina
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Fonte: Extrasynthese (https://www.extrasynthese.com/furocoumarin/56-angelicin.html)

Figura 10: Férmula estrutural da Xantiletina
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Fonte: GLPBIO (https://www.glpbio.com/kr/xanthyletin.html)
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Figura 11: Férmula estrutural da Varfarina
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Fonte: Biorbyt (https://www.biorbyt.com/warfarin-orb342013.html)

Dentre as propriedades farmacoldgicas atribuidas as cumarinas, algumas sdao
atividade anti-inflamatdria, agindo na reducdo de edema; anticoagulante, atuando como
antagonistas da vitamina K; antimicrobiana, devido a capacidade de estimulagdo do sistema
imunolégico e da producdo de macrofagos; antiviral, visto que alguns compostos que
possuem nucleos cumarinicos demonstram atividade como agentes anti-HIV; anticancer,
exibindo efeitos protetores contra citotoxicidade induzida por peréxido de hidrogénio,
dentre tantas outras, o que justifica tamanho interesse no estudo dessa classe

(VENUGOPALA; RASHMI; ODHAYV, 2013).
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4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento e local da pesquisa

Trata-se de um estudo experimental de cunho quantitativo cujos procedimentos
foram realizados no Laboratério de Farmacotécnica da Universidade Federal do Ceara

(UFC).
4.2 Material

O Xarope de Cumaru 5% (Amburana cearensis Fr All.) foi produzido e cedido
pela Farmécia Escola UFC (FE/UFC). O produto foi fabricado no més de janeiro do ano de
2023, sob nimero de lote 2301006.

4.3 Identificacdo de Cumarina

Utilizou-se a Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A fase estaciondria
foi composta por silica gel e utilizou-se fase mével composta por uma mistura de tolueno e
éter etilico na proporcao 1:1 saturada com acido acético glacial. A fase mével foi preparada
em funil de separagcdo, descartando a fase inferior. Foi feita a saturacio da cuba
cromatografica com o eluente e a cromatoplaca passou por ativacdo em estufa a 105 °C.
Com auxilio de tubos capilares, foram aplicadas trés amostras na placa cromatogréfica,
sendo essas o padrao de cumarina Img/mL, a tintura de cumaru e a tintura de cumaru diluida
na propor¢ao 1:10. Apds a eluicdo das amostras, aplicou-se a solucdo reveladora de
hidréxido de potdssio (KOH) e a cromatoplaca foi examinada sob a luz ultravioleta nos

comprimentos de onda de 254 e 365 nm (WAGNER; BLADT, 2009).
4.4 Avaliacao da Viscosidade

Utilizou-se o viscosimetro rotativo Visco Tester 6L HAAKE (Thermo) e o fuso
L1. A amostra de xarope de cumaru foi submetida ao ensaio até 100 rotacdes por minuto
(rpm). O ensaio foi realizado por imersdao do fuso na amostra a temperatura ambiente. Os
resultados foram coletados em software denominado Viscotester, posteriormente gerando
arquivo contendo a relacao entre a velocidade de rotacdo, em rpm, e a viscosidade média,

em centipoise (cP) (BRASIL, 2019).
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4.5 Determinacao de pH

A leitura de pH do xarope foi realizada em pHMETRO Digimed DM 20,
previamente calibrado com tampdes de pH 7,0 e 4,0, por inser¢ao do eletrodo na amostra a

temperatura ambiente (BRASIL, 2019).
4.6 Avaliacao da Densidade Relativa

Foi utilizado o picndmetro de vidro de capacidade de 10 mL. Para a andlise, foi
obtido o peso do picndmetro vazio, o peso do picndmetro preenchido com dgua e o peso
dele preenchido com a amostra. As pesagens foram realizadas em balanga analitica de

precisao (BRASIL, 2019). Para o calculo da densidade, foi utilizada a férmula abaixo:

d= (m1 - mo) / (mz - Ino)
Onde:

d = densidade
m; = peso do picndmetro com a amostra (g)
mo = peso do picndmetro vazio (g)

m; = peso do picndmetro com dgua destilada (g)

4.7 Caracteristicas Organolépticas

Para o xarope de cumaru, foram avaliados aspectos como cor e odor, além de

observagao macroscopica da amostra (PIRANI ez al., 2020).
4.8 Ensaio de Degradacao Forcada

O ensaio foi realizado em banho-maria a temperatura de 60 °C, durante trés
horas, para as amostras de xarope de cumaru. Foi utilizado um total de doze tubos de ensaio,
e em cada tubo foi pesado, aproximadamente, 2 g de xarope de cumaru, com auxilio de
pipeta de Pasteur e balanca analitica. Para cada hora de ensaio de degradacdo, tinham-se

quatro tubos, sendo esses:

e Controle: amostra de xarope de cumaru + 2 mL de dgua destilada, em temperatura
ambiente;
e Degradacio em meio dcido: amostra de xarope de cumaru + 2 mL de Acido Cloridrico

(HCI) 1M, em banho-maria;
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e Degradacdo em meio alcalino: amostra de xarope de cumaru + 2 mL de Hidréxido de
Sédio (NaOH) 1M, em banho-maria;
e Degradacido por Peréxido de Hidrogénio: amostra de xarope de cumaru + 2 mL de

Peréxido de Hidrogénio (H202) 3%, em banho-maria.

Uma solug@o de cumarina também foi submetida ao ensaio de degradag@o por
1 hora, a fim de ser utilizada como referéncia para o ensaio. Utilizou-se uma solucio de
cumarina na concentragcdo 150 pg/mL e desta foram retiradas quatro aliquotas de 1 mL cada.
O ensaio procedeu da mesma forma como descrito acima para o xarope de cumaru, com
alteracdo no volume dos agentes de degradagdo, sendo utilizado apenas 1 mL de cada um.

A cada hora de ensaio de degradacdo para o xarope, os tubos foram recolhidos
e o material contido em cada um, a temperatura ambiente, foi transferido para baldao
volumétrico de 10 mL, completando o volume com a fase mével para CLAE descrita no
item 4.9. O mesmo procedimento foi realizado para a solugdo de cumarina submetida a

degradacao.
4.9 Metodologia para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Todas as amostras referentes ao ensaio de degradacio forcada foram analisadas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando cromatédgrafo liquido
Shimadzu, composto pelos médulos descritos no Quadro 1. Quanto as condicdes
cromatograficas, foi utilizada coluna cromatografica C18 empacotada com silica, com
dimensoes de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro, com tamanho de particula
de 5 um, a qual ficou mantida a temperatura de 50 °C em forno de coluna. A fase médvel,
em sistema isocratico, com fluxo de 1 mL/min, era composta por acetonitrila e 4gua, na
proporc¢ao 20:80, respectivamente, e os comprimentos de onda de detec¢do utilizados foram
254 e 275 nm. O tempo de corrida foi de 30 minutos (COSTA et al., 2016). Para cada dia

de andlise, foi feita a injecao de solug¢do padrao de cumarina, na concentracao de 15 pg/mL.
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Quadro 1: Composi¢ao do cromatégrafo liquido Shimadzu.

Modulo Descricao

SCL - 10A VP Controlador do sistema

SPD — 10AV VP | Detector ultravioleta

RID — 10A Detector de indice de refracao
LC-10AD VP Bomba A

LC-10AT VP Bomba B

DGU - 14A Degaseificador

CTO - 10A VP Forno de coluna

Fonte: Elaborado pela autora.

4.9.1 Curvade Calibracao em CLAE

Solu¢des de cumarina nas concentragdes de 100, 50, 30, 10 e 5 pg/mL foram
analisadas, em triplicata, de forma a demonstrar a linearidade do método. Foi pesado 0,0125
g de cumarina e essa quantidade foi solubilizada, primeiramente, em &dlcool etilico, e o
volume foi completado para 25 mL, em baldo volumétrico, com dgua destilada, perfazendo
uma solucdo mae de concentracdo final de 0,5 mg/mL. Dessa solugdo, foram retiradas as
aliquotas e essas foram diluidas em baldo volumétrico de 10 mL com a fase mével para
CLAE descrita no item 4.9, para obtencdo das solucOes para curva de calibragdo, de acordo
como demonstrado no Quadro 2. Os resultados obtidos foram analisados em Excel, de
forma a verificar, também, a precisdo o método, por meio do cédlculo de desvio padrdo e

desvio padrao relativo.

Quadro 2: Esquema de diluicdes para curva de calibragdo.

Volume de aliquota (mL) Diluicao Concentragdo final (ug/mL)
2 g.s.p 10 mL 100
1 g.s.p 10 mL 50
0,6 g.s.p 10 mL 30
0,2 g.s.p 10 mL 10
0,1 g.s.p 10 mL 5

Fonte: Elaborado pela autora.

4.9.2 Proposta de mudanga na metodologia para CLAE

No decorrer das andlises, foi avaliada a necessidade de mudancas na
metodologia analitica empregada. Tendo como referéncia o método descrito no item 4.9, as
mudancas aplicadas descritas abaixo foram adaptadas da metodologia descrita por Canuto

e Silveira (20006).

e Tempo de corrida: 45 minutos;
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e Composi¢ao de fase mével: Fase A composta por solugdo de trietilamina a 0,3%

(ajustada para pH 3,0 com solucdo de 4cido fosférico 1M); Fase B composta por

metanol.

¢ Fluxo de fase mével de ImL/min em modo gradiente, como disposto no Quadro 3.

Quadro 3: Gradiente da fase mével.

Tempo (min) % Fase A % Fase B
1 80 20
30 25 75
40 25 75
45 80 20

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a nova metodologia, foram analisadas solu¢des de cumarina de

concentracoes de 100, 75 e 50 pug/mL, de forma a observar um indicativo de linearidade do

método.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacao de Cumarina

Ap6s aplicagdo do revelador KOH e exposicdo a luz ultravioleta, foi possivel
observar zonas de fluorescéncia na placa cromatografica, como exposto nas Figuras 12 e

13.

Figura 12: Cromatoplaca exposta a luz UV (254 nm)

Tc: tintura concentrada; Td: tintura diluida 1:10;
Cm: cumarina 1mg/mL

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 13: Cromatoplaca exposta a luz UV (365 nm)

Tc: tintura concentrada; Td: tintura diluida 1:10;
Cm: cumarina 1mg/mL

Fonte: elaborado pela autora.
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E possivel perceber, mais claramente em 254 nm, que todas as amostras
possuem, de maneira mais ou menos intensa, uma mesma zona fluorescente azul-
esverdeada. Esse perfil mostra-se bastante semelhante ao proposto para identificagdo de
cumarina em folhas de guaco-cheiroso (Mikania laevigatae folium), como observado na
Figura 14 (BRASIL, 2019). Portanto, pode-se confirmar a presenca de cumarina na tintura

de cumaru.

Figura 14: Identifica¢do de cumarina por CCD para Mikania laevigatae folium.

Parte superior da placa

Cumarina: zona de Zona de fluorescéncia azul-
fluorescéncia azul-esverdeada esverdeada

Acido o-cumadrico: zona de
fluorescéncia azul-
esverdeada

Zona de fluorescéncia azul-
esverdeada

Solucaoreferéncia Solucaoamostra

Fonte: Farmacopeia Brasileira 6° edi¢do.

A tintura é obtida a partir das cascas do caule de Amburana cearensis e €
incorporada ao xarope, atingindo uma concentracao final de 5%. A presenca de cumarina
na casca do caule do cumaru ja foi comprovada por Canuto e Silveira (2006), que isolaram
e identificaram 12 constituintes quimicos no extrato etandlico da casca do caule, sendo um
desses a cumarina, apontada como uma das responsdveis pela atividade farmacoldgica da
espécie. Além da cumarina, outros metabdlitos secundarios também ja foram identificados
e isolados da casca do caule, como o 4cido vanilico, amburosideos A e B, isocampferideo e

quercetina (ALMEIDA et al., 2010).
5.2 Avaliacao de Viscosidade

O Quadro 4 relaciona os valores médios de viscosidade, em centipoise (cP),

para as respectivas velocidades, em rotagdes por minuto (rpm).
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Quadro 4: Viscosidade média do xarope de cumaru em diferentes velocidades.

Velocidade (rpm) | Viscosidade média (cP)
10 20,00
12 21,29
20 25,60
30 22,00
50 21,22
60 23,35
100 21,91

Fonte: Elaborado pela autora.

Esses mesmos dados também estdo expostos no Grafico 1, para fins de melhor

observacao.

Grifico 1: Medida da viscosidade para xarope de cumaru.

100
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60
50
40
30
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Viscosidade média (cP)

0 20 40 60 80 100 120
Velocidade (rpm)

Fonte: Elaborado pela autora.

Por defini¢do, xarope € uma forma farmacéutica liquida que apresenta, em sua
composicao, pelo menos, 45 % p/p de sacarose ou outros agucares, tendo como uma de suas

caracteristicas mais importantes a alta viscosidade (BRASIL, 2012).

A reologia estuda as caracteristicas reologicas de materiais solidos, liquidos e
semissolidos, dividindo-os em duas categorias, a depender das caracteristicas de fluxo,
sendo essas newtoniano e niao newtoniano. No primeiro, a viscosidade apresenta-se
constante, independentemente da for¢a de cisalhamento aplicada. No segundo, h4 alteragcao
da viscosidade em funcdo da forca de cisalhamento (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL,
2013). Tratando-se da relacdo entre viscosidade e velocidade de cisalhamento, o perfil

esperado para fluxo tipo newtoniano esta apresentado na Figura 15.
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Figura 15: Comportamento do tipo newtoniano.

Viscosidade

Velocidade de cisalhamento

Fonte: ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2013.

Comparando o perfil demonstrado no Gréfico 1 com a Figura 15, nota-se que o
xarope de cumaru apresenta comportamento reolégico semelhante ao tipo newtoniano, visto
que ha uma variacdo minima entre os valores de viscosidade. Esse comportamento mostra-
se de acordo com o esperado, pois o fluxo newtoniano € caracteristico para solucdes
farmacéuticas, enquanto que o fluxo ndo newtoniano € caracteristico de outras formas

farmaceéuticas, como emulsdes e suspensdes (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

5.3 Determinacio de pH

O valor de pH obtido para o xarope de cumaru foi de 5,38. Para fins de
comparacdo, foram consultados os certificados de andlise de produto acabado do xarope de
cumaru, disponibilizados pelo setor de Controle de Qualidade Fisico-Quimico da Farmécia
Escola UFC, desde o més de janeiro de 2022 até o més de maio de 2023. Os valores de pH

referentes a cada lote produzido estdo dispostos no Quadro 5.
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Quadro 5: Valores de pH de xarope de cumaru e respectivos lotes.

Lote pH
2305035 5,44
2304023 5,56
2303017 5,69
2301006 5,67
2211090 6,00
2209072 5,68
2208063 6,00
2207057 5,39

220646 5,53
2205032 5,00
2204021 5,31

2201001 5,33
Fonte: Controle de Qualidade Fisico-Quimico (FE/UFC).

O método para leitura de pH utilizado no presente trabalho é o mesmo utilizado
pelo controle de qualidade na FE/UFC, sendo o método potenciométrico, no qual um
eletrodo previamente calibrado € inserido na amostra a ser analisada (BRASIL, 2019).
Pode-se observar que o valor de pH obtido para o xarope de cumaru no presente trabalho é
coerente com os valores de pH fornecidos pelo controle de qualidade da FE/UFC, que
possui como especificacdo, para o xarope de cumaru, pH entre 5,00 e 6,00.

O parametro de pH para essa formulagdo € muito importante, visando a
estabilidade do produto, pois como discutido mais adiante, no item 5.7, em condi¢Oes de
meio mais alcalino, pode ocorrer a ruptura do anel lactdnico das cumarinas, resultando em

sua perda.
5.4 Densidade Relativa

Para o célculo da densidade relativa do xarope de cumaru, foram obtidos os

seguintes valores:

e Picndometro vazio: 16,5420 g
e Picndmetro com amostra: 31,3939 g

e Peso do picndmetro com dgua destilada: 28,4346 g
De posse dos valores acima, aplicando na férmula descrita no item 4.6, tem-se:
d = (31,3939 — 16,5420) / (28,4346 — 16,5420)

d=1,2488
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Para fins de comparacio, foram consultados os certificados de andlise de
produto acabado do xarope de cumaru, disponibilizados pelo setor de Controle de Qualidade
Fisico-Quimico da Farmécia Escola UFC, desde o més de janeiro de 2022 até o més de maio

de 2023. Os valores de densidade referentes a cada lote produzido estao dispostos no Quadro

6.

Quadro 6: Valores de densidade de xarope de cumaru e respectivos lotes.

Lote Densidade
2305035 1,2400
2304023 1,2363
2303017 1,2489
2301006 1,2378
2211090 1,2370
2209072 1,2500
2208063 1,2378
2207057 1,2387

220646 1,2460
2205032 1,2500
2204021 1,2400
2201001 1,2442

Fonte: Controle de Qualidade Fisico-Quimico (FE/UFC).

Segundo especificacao contida no certificado de anélise do produto, a densidade
relativa para o xarope de cumaru deve estar entre 1,23 a 1,25. Com base nessa especificacao,
e comparando-se com os valores dispostos no Quadro 6, portanto, o valor de densidade de

1,2488 obtido no referido trabalho estd coerente com o determinado para o produto.
5.5 Caracteristicas organolépticas

Caracteristicas como cor, odor e sabor desempenham papel importante em
diversas formulacdes farmacéuticas, contribuindo para a aceitacio do paciente e,
consequentemente, para o seguimento adequado de seu tratamento. Em funcdo disso,
tratando-se de formulagdes liquidas para administracao oral, por vezes torna-se conveniente
utilizar flavorizantes, edulcorantes e corantes para melhorar a palatabilidade e aparéncia da
preparacdao (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Quanto a coloragao, foi possivel observar que o xarope de cumaru apresenta cor
amarelo clara e possui aspecto limpido, caracteristicas que estdo em conformidade com o
que consta nas fichas de andlise de produto do controle de qualidade da FE/UFC. Quanto a
percepg¢do olfativa, remete principalmente a cumarina, mas também € possivel notar um

fraco odor de etanol, esse ultimo devido, provavelmente, ao solvente extrator utilizado para
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obtencdo da tintura de cumaru, que consiste de uma mistura hidroalcodlica. Pode-se inferir,

portanto, que o produto possui odor agradavel e aspecto visual adequado.

5.6 Curva de calibracao em CLAE

Por meio do software UniChrom™, foi possivel obter as dreas dos picos
correspondentes a cumarina para cada concentragdo estipulada. As amostras foram
analisadas em triplicata e, por meio do Excel®, foram calculados o desvio padrdao (DP) e
desvio padrao relativo (DPR) para os valores, de forma a observar a conformidade entre os
resultados. A Figura 16 e o Grafico 2 representam o perfil cromatografico da cumarina e a

curva de calibragdo, respectivamente.

Figura 16: Perfil cromatogréfico para cumarina.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Grifico 2: Curva de calibragdo para cumarina (275 nm).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Segundo a RDC 166/2017, a linearidade de um método analitico é estabelecida
a partir da andlise de, pelo menos, cinco concentracdes diferentes da substincia de interesse,
e deve apresentar o coeficiente de determinacao (R?) de, no minimo, 0,990. A partir das
injecdes das cinco concentragcdes de cumarina analisadas, foi possivel obter uma correlacio
com as respectivas dreas dos cromatogramas de 0,9999, mostrando-se dentro da
especificacdo. Além disso, também foi possivel constatar a precisao do método, como
observa-se no Quadro 7, por meio dos valores de desvio padrio e desvio padrao relativo.
Para o presente trabalho, foi estabelecido um DPR maximo de 2% e, analisando os valores

no quadro abaixo, € possivel afirmar que a especificacdo foi cumprida.

Quadro 7: Valores de desvio padrdo e desvio padrao relativo para curva de calibragdo.

Concentragdo (ug/mL) Area média DP DPR (%)
(mVolts) (mVolts)

100 87,67100 0,018859 0,021512

50 43,13417 0,140575 0,325902

30 25,83861 0,008491 0,032861

10 8,514532 0,015728 0,184714

5 4,332633 0,007061 0,162974

Fonte: Elaborado pela autora.
5.7 Ensaio de Degradacao Forcada

As Figuras 17, 18 e 19 apresentam os cromatogramas resultantes do ensaio de
degradacdo forcada para o xarope de cumaru comparando-se a amostra controle com as
amostras em degradacao dcida (HCl), alcalina (NaOH) e oxidante (H202 3%) no tempo de
1 hora de ensaio, respectivamente, a fim de demonstrar os perfis obtidos. O pico referente
a cumarina € detectado com tempo de retencdo préximo de 18 minutos. Para as horas
restantes de ensaio, os cromatogramas obtidos mostram-se semelhantes aos expostos nesse

trabalho.
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Figura 17: Comparagdo entre amostra controle e amostra em degradac¢do 4cida de xarope

de cumaru.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 18: Comparacio entre amostra controle e amostra em degradacdo alcalina de

xarope de cumaru.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 19: Comparacdo entre amostra controle e amostra em degradacdo oxidante de

xarope de cumaru.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ao analisar os cromatogramas, nota-se a auséncia de pico referente a cumarina
apenas na amostra de xarope de cumaru submetida a degradacdo em meio alcalino. As
cumarinas, em meio alcalino, sofrem rompimento do anel lactonico, perdendo sua
conformacdo original, gerando substincias na forma de sais que sdo soluveis em dgua. O
contrério € observado quando as cumarinas sao submetidas a acidificacdo em meio aquoso,
promovendo sua relactonizacdo, o que propicia sua extracdo com solventes organicos
(SIMOES et al., 2010). Desta forma, justifica-se a auséncia de pico referente 4 cumarina no
cromatograma para degradagdo em meio alcalino.

De posse dos dados de drea fornecidos pelo software UniChrom™, foi possivel
calcular o teor de cumarina em xarope de cumaru nas condi¢des de ensaio de degradagdo
forcada. Os valores de teor de cumarina, apresentados no Quadro 8, foram obtidos a partir
de andlise de dados realizada em Excel®. Para cada dia de anélise, foi injetado o padrao de
cumarina, de concentracio tedrica de 15 pug/mL. A drea do padrao foi comparada com as
dreas obtidas para as amostras, servindo como base para calcular a concentracdo de
cumarina das amostras de xarope de cumaru submetidas a degrada¢do. Em seguida, levando

em consideracdo a densidade do xarope de cumaru, foi calculado o teor de cumarina total

no xarope.
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Quadro 8: Dados referentes ao ensaio de degradacdo forcada.

Amostra Area média | DP*(mVolts) DPR** Cumarina [mg/100 mL]
(mVolts)
1h de ensaio
Controle 10,7241 0,0089 0,0826 7,7504
HCI 10,9282 0,0031 0,0284 8,0934
NaOH - - - -
H>0, 3% 11,2852 0,0057 0,0506 8,1167
2h de ensaio
Controle 10,7131 0,0063 0,0586 7,5450
HCI 11,2950 0,0071 0,0627 7,6872
NaOH - - - -
H>0, 3% 11,0412 0,0025 0,0230 7,6617
3h de ensaio
Controle 11,1559 0,0131 0,1176 7,4495
HC1 11,1210 0,0164 0,1473 7,3534

*DP: Desvio Padrdo **DPR: Desvio Padrao Relativo

Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando os dados no quadro acima, € possivel perceber que, para as
primeiras duas horas de ensaio, o teor de cumarina apresenta-se mais elevado nas amostras
submetidas a degradacdo em meio 4cido e em meio contendo peréxido de hidrogénio a 3%,
quando comparado a amostra controle. Esses resultados contrastam com os dados obtidos
da degradacdo forcada da solu¢do de cumarina na concentracdo 150 ug/mL, utilizada como

referéncia, como exposto no Quadro 9.

Quadro 9: Dados referentes a degradacado forcada de solucao de cumarina 150 pg/mL.

Amostra | Area média | DP (mVolts) DPR(%) Cumarina [mg/mL]
(mVolts)
Controle | 14,2335 0,0309 02174 15,4074
HCI 14,1731 0,0341 0,2409 15,3421
NaOH - - - -
H.0,3% | 13,6078 0,0032 0,0234 13,9500

Fonte: Elaborado pela autora.

Resultados semelhantes foram encontrados por Neri (2018) em estudo de
degradacdo forgcada para extrato hidroalcodlico de folhas de guaco (Mikania glomerata).
Nesse estudo, o extrato foi submetido as condi¢des de estresse em meio dcido (HC1 0,1 M),
basico (NaOH 0,1M), oxidante (H>2O2 1%), além de exposi¢ao a luz (UV + visivel) e ao
calor (60 °C). As amostras foram analisadas por CLAE — DAD, com o objetivo de

quantificar a cumarina e o 4dcido o-cumdrico.
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No estudo foi constatado que, para todas as situagdes de estresse propostas,
houve um aumento do teor de cumarina, mais ou menos significativo a depender da
condicdo de degradacdo. Esse efeito foi mais fortemente observado na amostra exposta a
luz, onde o teor de cumarina oscilou de 56,6 pug/mL (teor inicial do extrato, antes do ensaio)
até 85,1 ug/mL (apds 1 semana de ensaio). Para o 4cido o-cumarico, na condicao de estresse
fotolitico, ocorreu o inverso, com sucessivas reducdes no teor, chegando a zero em apenas
4 dias de ensaio, aproximadamente.

Ainda em relacdo ao estudo desenvolvido por Neri (2018), também é importante
constatar que, em condi¢des de degradacao alcalina, o teor de cumarina também apresenta
aumento nas condi¢des de degradacdo, sendo incoerente com os resultados obtidos no
presente trabalho, onde houve perda total da substincia em meio alcalino. Isso pode ser
justificado pela metodologia do ensaio pois, para o xarope de cumaru, além da degradacdo
alcalina, houve concomitante aquecimento da amostra em banho-maria a 60 °C, varidvel
essa que pode ter influenciado no resultado obtido.

O autor propde que, na presencga de luz, o acido o-cumdrico, seguindo a rota

metabolica das cumarinas, transforma-se em cumarina, como demonstrado na Figura 20.

Figura 20: Transformacao do 4cido o-cumdrico em cumarina.
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Fonte: NERI, A. B. (2018)

Canuto e colaboradores (2010) ratificam essa informacdo em estudo onde
desenvolveram uma investigacdo fitoquimica com espécimes de Amburana cearensis.
Dentre os compostos isolados, tem-se os estereoisdmeros acido (E)-o-cumadrico e dcido (Z)-
o-cumdrico, provenientes das partes aéreas e do xilopddio da planta, respectivamente.
Segundo os autores, os estereoisomeros citados sdo apontados como precursores da
cumarina, pois na presenca de radiacdo UV, o estereoisomero (E) pode sofrer isomerizagao

para sua forma menos estavel (Z), sofrendo lactonizac¢do, dando origem a cumarina.
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Portanto, com base nos dados discutidos anteriormente, torna-se possivel que,
nas situacdes de ensaio de degradacdo para o xarope de cumaru, possa existir uma ou mais
substincias que, sob as condicdes de estresse jd citadas, sejam convertidas em cumarina,
culminando para o aumento no teor observado quando em comparacdo com a amostra

controle.
5.7.1 Avaliagdo de cinética de degradacdo forcada para xarope de cumaru.

Tendo em vista os resultados obtidos para o ensaio de degradacdo forgada, foi
realizado processamento dos dados, de forma a propor uma cinética de degradacao para o
xarope de cumaru. As possibilidades avaliadas foram as cinéticas de degradacdo de ordem
zero, ordem um e ordem dois, sendo essa ultima a que apresentou valores mais satisfatorios
e adequados as condi¢gdes propostas do ensaio de degradacdo. Os Grificos 3, 4 e 5
demonstram os perfis de degradacdo das amostras de xarope de cumaru em cinética de

ordem zero, primeira ordem e segunda ordem, respectivamente.

Griafico 3: Cinética de degradacio de ordem zero para xarope de cumaru.

8,2 -
381 Peréxido
Egp y =-0,455x + 8,5718
-] ’ R2 - 1
=179
Eﬁ 7.8 HCI
=177 y =-0,37x + 8,4514
£76 R2 =0,9968
5 ’5 Controle
g7 y =-0,1505x + 7,8827
o 7.4 R? = 0,9575

7,3

0 1 2 3 4
Tempo (horas)
Controle HCl —e—Peréxido

Fonte: Elaborado pela autora.



Grifico 4: Cinética de degradacao de primeira ordem para xarope de cumaru.
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Fonte: Elaborado pela autora

Gréfico 5: Cinética de degradacdo de segunda ordem para xarope de cumaru.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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No Quadro 10, estdo dispostos os valores para inclinagdo e coeficiente de

determinacdo (R?) de todas as amostras, nas condicdes de cinética propostas. Os dados

foram extraidos dos graficos acima, sendo colocados em quadro apenas para melhor

comparagao.
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Quadro 10: Valores de inclinagdo e correlagdo para as amostras de ensaio de degradacdo

em diferentes cinéticas de degradacao.

‘ Inclinagdo Coeficiente de determinacdo (R?)
Controle HC1 H>0, 3% Controle HC1 H>02 3%
Ordem zero | -0,1505 -0,3700 -0,4550 0,9575 0,9968 1
1* ordem -0,0198 -0,0479 -0,0577 0,9594 0,9982 1
2% ordem 0,0026 0,0062 0,0073 0,9613 0,9992 1

Fonte: Elaborado pela autora.

De maneira geral, na cinética de ordem zero, a velocidade do processo é
constante e independe da concentracdo dos reagentes. J4 nas reacdes de primeira ordem, a
velocidade € dependente da concentragdo de um dos reagentes. Os processos de cinética de
ordem um sao considerados muito importantes no campo das ci€ncias farmacéuticas, ja que
representam o perfil de decomposicao de varios farmacos em condi¢des de armazenamento
(AULTON; TAYLOR, 2016).

Na cinética de degradacdo de segunda ordem, a velocidade de reacdo depende
da concentragdo de dois componentes do meio, ou da concentracao ao quadrado de um dos
componentes. Derivando da cinética de ordem dois, existe ainda a cinética de pseudo-
primeira ordem, que tem maior aplicabilidade em sistemas onde um dos reagentes tem
concentracdo muito superior ao outro, como em solucdes diluidas (AULTON; TAYLOR,
2016).

O coeficiente angular, denominado como inclinagao, representa a velocidade de
degradacdo, enquanto que o coeficiente de determinacdo demonstra o grau de correlagao
entre as variaveis estudadas. E possivel observar no Quadro 10 que, para todas as amostras,
ha melhora significativa dos valores de coeficiente de determinacio na situacdo de cinética
de segunda ordem quando comparados com aqueles de ordem um, que foram melhores que
os de ordem zero. Assim sendo, pode-se concluir que a degradacdo observada segue o
modelo cinético de ordem dois.

Em condic¢des de estresse, como as realizadas nesse trabalho, € esperado que a
velocidade de degradacgdo seja maior nas amostras em meio dcido, em meio alcalino e em
meio contendo peréxido de hidrogénio a 3%, submetidas a aquecimento a 60 °C, quando
comparadas com a amostra controle, que ndo foi exposta a nenhuma condi¢do de estresse.
Além da avaliagdo quanto a velocidade, deve-se observar o grau de correlacdo entre a
concentragdo e o tempo, buscando-se 0 modelo cinético que apresente o maior valor. Esse
perfil é representado apenas na condi¢do de cinética de ordem dois, sendo essa a cinética de

degradacdo mais coerente proposta para o xarope de cumaru pelo presente trabalho.
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5.7.2 Alternativa de método em CLAE para doseamento de cumarina.

O Grafico 6 mostra a andlise das solucdes de cumarina nas concentracdes de
100, 75 e 50 pg/mL como indicativo de linearidade para a nova metodologia proposta no

item 4.9.2.

Griéfico 6: Andlise de linearidade para nova metodologia analitica proposta (275 nm).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A mudanca de metodologia analitica foi proposta apds observacao dos dados de
teor de cumarina para o ensaio de degradacao explanados no item 5.7. Com o aumento do
teor para as amostras em degradacdo, suspeitou-se que algum outro componente presente
no xarope estivesse gerando produtos de degradacdo que tinham tempo de retengdo
semelhante ao da cumarina, influenciando na intensidade do pico da substancia e,
consequentemente, na quantificagdo de seu teor.

Durante as andlises, a substincia interferente de principal suspeita era o
conservante antimicrobiano metilparabeno, que esta presente na composi¢cao da tintura de
cumaru, de forma a preservar a qualidade da preparacio. Este conservante € adicionado em
quantidade suficiente na tintura para que, quando esta for adicionada ao xarope, esteja em
concentracdo adequada no produto final.

Como ja discutido no item 5.6, a linearidade de um método € atestada pela
andlise de, pelo menos, cinco concentragdes diferentes da substancia de interesse. Nesse

caso, foram utilizadas apenas trés concentragdes, nao estando em conformidade com o
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especificado. Entretanto, com os dados disponiveis, € possivel inferir que a nova
metodologia demonstra indicio de comportamento linear, ao avaliar, principalmente, o
coeficiente de determinagao (R?), de valor 0,9929, sendo esse maior que 0,990, como
colocado na RDC 166/2017, atribuindo correspondéncia adequada entre as varidveis
estudadas.

Além disso, também € possivel observar indicio de precisdo no método, pela
observacdo dos valores de desvio padrao e desvio padrdo relativo, sendo que para esse
ultimo, foi estipulado valor maximo de 2%. Os valores estao dispostos no Quadro 11.

Quadro 11: Avaliagcdo da precisdo para a nova metodologia.

Concentragdo Area Média DP DPR
(ug/mL) (mVolts) (mVolts) (%)

100 97,15775 0,053054 0,0546

75 77,91346 0,013741 0,0176

50 52,04713 0,029062 0,0558

Fonte: Elaborado pela autora.
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6. CONCLUSOES

Por meio do presente estudo, constatou-se a possibilidade de anélise do teor de
cumarina em xarope de cumaru (Amburana cearensis) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia apds exposi¢ao do produto a condi¢des de degradacio for¢ada. O método apresentou
boa linearidade, com R? superior a 0,990, além de boa precisdo, com valor de desvio padrao
relativo inferior a 2%.

Os resultados obtidos para o ensaio de degradacdo forcada do produto mostraram
um aumento no teor de cumarina nas amostras degradadas, estando ndo conforme com o que
era esperado. Diante disso, com base na observagdo de dados de outros trabalhos, discutiu-se a
possibilidade da presenca de outras substincias no xarope de cumaru que, ao sofrerem
degradacao, pudessem estar gerando cumarina no meio, culminando para o aumento de teor.
Porém, com base no trabalho de Neri (2018), foi descrito que a cumarina é gerada pela
degradacdo de heterosideo cumarinico, bem como a partir dos estereoisomeros do 4cido o-
cumdrico. Ainda com base nos resultados de degradacdo for¢cada, também foi possivel propor
uma cinética de degradacao de segunda ordem para o xarope cumaru.

Em func¢do do aumento de teor de cumarina que vinha sendo observado, foi proposta
modificacdo no método analitico para CLAE. Para essa metodologia, foi verificada, de forma
simplificada, a linearidade e a precisdo por meio da andlise de solu¢gdes de cumarina em trés
concentragdes distintas. Com R* de 0,9929 e com valores de desvio padrio relativo abaixo de
2%, concluiu-se que hd indicio de que o método alternativo € linear e preciso. Além disso,
também foram realizados ensaios de controle de qualidade fisico-quimico da amostra os quais,
com excecdo da determinagdo de pH, mostraram-se coerentes com os dados fornecidos pela
Farmacia Escola UFC, atestando a conformidade do produto.

Os resultados aqui explanados fornecem dados importantes sobre o produto
fitoterdpico xarope de cumaru, produzido pela Farmécia Escola UFC, e atestam a necessidade
de continuacdo da pesquisa, no sentido de investigar e identificar outros componentes

importantes da formulacdo, além de incrementar a avaliacdo do método analitico proposto.
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