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INTRODUCAO

O guaco (Mikania glomerata Sprengel) ¢ uma
planta medicinal brasileira empregada em medicamentos
para tosse e problemas respiratorios (Panizza, 1997).
Encontra-se comercializado, principalmente nas formas
farmacéuticas de extrato fluido, tintura e xarope. Esta
planta tem uso muito difundido, sendo usada pelos indios
para picada de cobra e, até hoje, ¢ amplamente utilizada na
medicina popular como remédio para aliviar tosse, bronqui-
te e resfriado (Di Stasi et al., 1994; Panizza, 1997).

Das atividades farmacologicas atribuidas a Mikania
glomerata Sprengel, Oliveiraet al. (1985) constataram a
ac¢ao antiinflamatoéria do extrato fluido através do teste da
atividade antiedema em pata do rato, induzida por
carragenina e quantificada por pletismografia. Os resulta-
dos obtidos apresentaram aumento do volume percentual
da pata de 75,4%, ap6s 300 minutos e de 81,6%, compa-
rando com o grupo controle. Essas inibigdes foram ligeira-
mente menores do que a produzida por fenilbutazona.

Leite et al. (1993) estudaram de modo comparativo os
efeitos do extrato hidroalcoolico da Mikania glomerata
Sprengel em relagdo aos produzidos pela cumarina (1,2-
benzopirano) encontrada na planta, submetendo a ensaios in
vivo (edema de pata induzido pela carragenina em rato) e
in vitro (preparacdes de jejuno de rato, ileo de cobaia e
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traquéia de rato utilizando acetilcolina e histamina como
agonistas). Os resultados mostraram efeitos espasmolitico,
antiinflamatorio e broncodilatador do extrato e, também, da
solugdo de cumarina. A diferen¢a na intensidade dos efei-
tos farmacologicos observados indica que a cumarina con-
tribuiu para o efeito farmacologico juntamente com outras
substancias quimicas presentes no extrato.

Ruppelt et al. (1991) estudaram a atividade analgé-
sica e antiinflamatdria do cha de guaco, usando os respec-
tivos ensaios de nimero de contorgdes em camundongos
e difus@o do corante azul de Evans no peritonio, segundo
a técnica de Whittle modificada por Fernandes. O grupo
de camundongos que ingeriu o cha de guaco apresentou
inibicdo de contor¢des de 63,1% e difusdo do corante de
48,92%, em relacdo ao grupo controle. Esses resultados
indicam que o guaco demonstra atividade analgésica e em
menor intensidade atividade antiinflamatoria.

Pereira et al. (1994) estudaram a atividade antiofidica
da cumarina extraida da Mikania glomerata Sprengel fren-
te ao veneno da jararaca (Bothrops jararaca). A sobrevi-
véncia dos animais foi avaliada em 6, 24 ¢ 48 horas ¢ regis-
trada em porcentagem de animais vivos. A cumarina apre-
sentou taxas de sobrevivéncia de 80%, 50% e 40%, respec-
tivamente aos intervalos de 6, 24 e 48 horas, enquanto, o
grupo controle apresentou para os mesmos intervalos taxas
de 30%, 0% e 0% de sobrivivéncia, respectivamente.
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Fierro et al. (1999) avaliaram fra¢des obtidas do
extrato etandlico de Mikania glomerata Sprengel para as
propriedades antialérgica e antiinflamatoria, no qual se
obtiveram resultados que sugeriram que as fragdes estu-
dadas sao efetivas na inibigdo da inflamacao imunologicas.

O estudo quimico do guaco mostra as seguintes
substancias isoladas: cumarina (1,2-benzopirano), acido
caurendico, acido cinamolglandifléroco, estigmasterol,
friedelina, e lupeol (Oliveira et al., 1984; Vilegas et al.,
1995; Veneziani et al., 1999).

A cumarina (1,2-benzopirano) foi escolhida como
substancia marcadora por ser um dos constituintes majo-
ritarios do vegetal e contribuir para o efeito farmacoldgico
(Leite et al., 1993).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método
de doseamento de cumarina (1,2-benzopirano) por
espectrofotometria derivada em extrato fluido e tintura de
guaco, contribuindo para o controle de qualidade desta droga.

MATERIAL E METODOS
Material botanico

As partes aéreas do vegetal foram fornecidas pelo
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas
e Agricolas da Unicamp. A planta foi identificada segun-
do a descrigdo da Farmacopéia Brasileira 1° ed. (Silva,
1929) e pulverizada.

Preparacao de extratos

Extrato fluido e tintura foram preparados de acordo
com a Farmacopéia Brasileira 1% ed. (Silva, 1929). O liqui-
do extrator utilizado foi alcool/agua (2:1) (Lucas, 1942).

Solucao do padrao de cumarina

Foidissolvido 0,1 g de cumarina (1,2-benzopirano) em
5 mL de etanol em baldo volumétrico de 50 mL e comple-
tou-se o volume com agua destilada (1 mL =2 mg de
cumarina).

Construcao da curva de calibracao do padrao de cumarina

Foram transferidos aliquotas da solug¢ao padrao de
cumarinade 1,0mL, 1,5mL,2,0mL,2,5mL, 3,0mL, 3,5
mL,4,0mL, 4,5mL, 5,0mL, 5,5 mL ¢ 6,0 mL para baldes
volumétricos de 100 mL. A cada balao adicionaram-se,
aproximadamente, 20 mL de dgua destilada e 5 mL de
acetato de chumbo 5%. Completou-se o volume com agua
destilada. Filtrou-se, desprezando os primeiros 10 mL,
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transferiu-se uma aliquota de 10,0 mL do filtrado para
balao volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com
solucao de HC1 0,1 M. A leitura da absorbancia na derivada
de primeira ordem de cada solugao foi efetuada a 320 nm,
em Espectrofotometro Shimadzu 1601 UV-Visivel, pela
técnica de zero-crossing. Empregou-se como branco a
solugdo de HC1 0, M.

Aplicacao do método para extrato fluido e tintura de
guaco

Aliquotas de 2,0 mL de extrato fluido e 5,0 mL de
tintura foram transferidas, respectivamente, para baldes
volumétricos de 100 mL e prosseguiu-se de acordo com o
procedimento utilizado na curva de calibragdo do padrao.
As leituras das absorbancias na derivada de primeira or-
dem foram efetuadas a 320 nm, comparando-se com so-
lucdo padrao de cumarina a 12 ug/mL. Foram feitas 10
determinagdes de cada uma das amostras para avaliagao
do desvio padrao relativo. Para extrato fluido foram repe-
tidas 5 determinagdes apos 2 semanas e mais 5 determi-
nagdes apos 4 semanas.

Teste de recuperacao

Adicionou-se a determinada quantidade de extrato
fluido quantidade de solu¢ao padrdo de cumarina (2 mg/
mL) na seguinte proporcao: I - 1,0 mL da solucdo padrao
de cumarina + 2,0 mL do extrato fluido, II- 2,0 mL de so-
lugdo padrao de cumarina + 2,0 mL de extrato fluido. O
teste foi feito em duplicata, de acordo com o procedimen-
to utilizado na preparacdo da curva de calibragdo do pa-
drdo. O calculo para obtencao da porcentagem de recupe-
ragdo foi determinado utilizando-se a concentragao de
aliquotas de 1,0 mL e 2,0 mL de solugdo padrao de
cumarina e com aliquota de 2,0 mL de extrato fluido.

Teste de linearidade

O teste de linearidade foi feito preparando-se uma
solugdo de cumarina a 1 mg/mL e adicionando-se aliquotas
de1,0mL,2,0mL, 3,0mL,4,0mL e 5,0 mL a 1,0 mL de
extrato fluido e prosseguindo-se de acordo com o proce-
dimento utilizado na preparagado da curva de calibra¢ao do
padrdo.

Estudo de interferéncias dos componentes do extrato
fluido de guaco

O estudo de interferéncia foi efetuado empregando-
se cromatografia preparativa. A fase movel utilizada foi
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heptano/acetona (10:3) em fase estacionaria silica-gel 60.
Prossegui-se, adicionando-se 1 mL de acetato de chumbo
a2 mL de extrato fluido, filtrou-se e o filtrado foi aplicado
em linha na placa cromatografica preparativa paralela-
mente ao padrdo de cumarina. Foram reveladas duas
porgdes da placa, com os respectivos reveladores
sulfovanilico e KOH 5%, para visualizagdo das faixas
obtidas. As dez faixas resultantes foram separadas e dilu-
idas em 10 mL de alcool/agua 2:1 (veiculo utilizado na
preparacdo do extrato fluido). Efetuaram-se varreduras
espectrais individuais de cada faixa resultante e sobrepos-
tas na primeira ordem, juntamente com a varredura
espectral do padrao de cumarina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a curva de calibragdo da solu-
¢do do padrao de cumarina encontram-se a Figura 1, Ta-
belal. O coeficiente de linearidade da curva de calibragdo
foi de 0,9951 indicando que o método ¢ linear quando apli-
cado a substancia pura (Brittain, 1998).
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FIGURA 1 — Curva de calibragdo da solugdo padrao da
cumarina, em 320 nm, onde se obteve y =0,0012x - 0,0004,
R?>=0,9951 e R=0,9975. Os valores obtidos sdo referentes
a Tabela 1.

O método desenvolvido por espectrofotometria de-
rivada foi padronizado em bases experimentais. A adi¢ao
de acetato de chumbo 5% e posterior filtracdo ¢ necessaria
para precipitacdo de taninos. O pico maximo no espectro
de primeira ordem para o extrato fluido e o padrao de
cumarina foi de 290 nm, mas a leitura foi estabelecida em
320 nm (Figura 2). Este comprimento de onda foi defini-
do pelo estudo de interferéncia dos componentes do extra-
to fluido de guaco. A faixa que na placa cromatografica se
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TABELA | - Valores utilizados para a construgdo da curva
da solucdo do padrao de cumarina pelo método da espec-
trofotometria derivada de primeira ordem

Concentracio do dA/dA na
padrao de cumarina absorbancia
em pg/mL em 320nm
1 4 -0,0045
2 6 -0,0071
3 8 -0,0090
4 10 -0,0111
5 12 -0,0148
6 14 -0,0162
7 16 -0,0203
8 18 -0,0212
9 20 -0,0236
10 22 -0,0266
11 24 -0,0283

Obs: A curva de calibragdo foi construida em valores
absolutos de dA/dA

320 nm
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FIGURA 2 - Derivadas de primeira ordem das varreduras
espectrais: A - solu¢do padrao de cumarina, B - extrato

fluido de guaco, C - tintura de guaco.
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TABELA 11 - Resultados estatisticos do doseamento por espectrofotometria derivada de primeira ordem a 320 nm para

extrato fluido e tintura de guaco

Extrato fluido Extrato fluido apos Extrato fluido ap6s Tintura
2 semanas 4 semanas
Média (mg/mL)* 3,79%* 3,82%%%* 3,84 % 1,10%*
Desvio padrao 0,08 0,10 0,053 0,019
Desvio padrio relativo 0,021 0,026 0,013 0,017
Coef. de variacdo 2,10% 2,60% 1,38% 1,72%

Obs:mg de cumarina por mL de extrato, **n=10, ***n=5

identificava com padrao (Figura 3-D) teve coincidéncia
com varredura espectral da solug@o do padrao de cumarina
(Figura 2-A). O pico apresentado pela cumarina localiza-
se em 290 nm, mas neste comprimento de onda ha outra
faixa que apresenta absor¢ao (Figura 3). Em 320 nm apre-
sentou leitura somente para faixa que corresponde ao
padrdo e neste ponto os espectros das demais faixas se
anulam, portanto a técnica escolhida para determinar a
concentracao foi zero-crossing, no qual o valor absoluto da
absorbancia ¢ medido a partir da linha da abscissa do eixo
de anulac¢do e onde as outras substancias se anulam.
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FIGURA 3 - Derivadas de primeira ordem das varreduras
espectrais das solucdes obtidas das faixas resultantes da
cromatografia preparativa em camada delgada. D - faixa
correspondente ao padrdo de cumarina; E - faixa que
apresentou leitura em 290 nm.

Os resultados estatisticos obtidos para o método da
espectrofotometria derivada (Tabela II) indicam: precisao
por apresentar desvio padrao relativo menor que 1; exati-
dao por apresentar teste de recuperacdo em torno de
102% (Tabela III) e reprodutibilidade pelo valor de desvio
padrao obtido (Brittain, 1998).

TABELA 111 -Valores obtidos no teste de recuperagio do
extrato fluido de guaco pelo método de espectrofotometria
derivada de primeira ordem.

% recuperacio

I 103,37
II 102,50

Obs: Os valores sdo médias de duas determinagdes, com
diferenca <1%.

Para o estudo de linearidade, testou-se a correlacdo
entre quantidade conhecida de padrao adicionado ao ex-
trato fluido e a quantidade encontrada em analise. O co-
eficiente de correlagdo da reta encontrado foi de 0,9987
indicando que o método ¢ linear para aplicagdo no extra-
to fluido (Figura IV, Tabela V).
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FIGURA 4 - Curva do teste de linearidade em que obteve-
se R>=0,9976 ¢ R=0,9987. (*) e (**) correspondem,
respectivamente, aos valores em mg/mL do padrdo de
cumarina adicionada ao extrato e mg/mL determinado na
analise.
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TABELA 1V — Concentragoes calculadas no teste de
linearidade empregando método da espectrofotometria
derivada no extrato fluido de guaco

Quantidade de cumarina
adicionada ao extrato
fluido de guaco

Concentracao
determinada
no extrato fluido

em mg/ml de guaco em mg/mL
0 3,80
1 4,67
2 5,70
3 6,64
4 7,66
5 9,01

Obs: Média de duas determinagdes, com diferenga <1%.

CONCLUSAO

Os métodos usuais descritos na literatura para de-
terminacao de especificidade e linearidade utilizados para
substancias incorporadas na forma farmacéutica sao de
dificil aplica¢do em extratos vegetais, uma vez que recor-
rem a preparacdo de um placebo e incorporagdo do prin-
cipio ativo em concentra¢ao determinada; isto ¢ impossi-
vel para extratos vegetais, porque nas plantas ha mistura
natural de compostos.

A espectrofotometria por derivada de primeira or-
dem, pelo coeficiente de linearidade alto (0,9987), quando
de sua aplicagdo em extrato fluido de guaco, mostrou-se
util para a aplicagdo em extratos vegetais.
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ABSTRACT

Determination of coumarin in fluid extract and
tinture of “guaco” by first derivative
spectrophotometry

The objective of this work was to develop a method for
coumarin(1,2-benzopyran) dosage in fluid extract and
tinture of “guaco” (Mikania glomerata Sprengel). First
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derivative spectrophotometry was developed and
proved to be accurate, exact, reprodutive and of easy
execution.

UNITERMS: Mikania glomerata. Guaco. Coumarin.
First Derivative spectrophotometry. Fluid extract.
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