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Determinagédo de Cumarina em
Extratos de Guaco Comercial: Um
Estudo de Caso sobre o Controle de
Qualidade de Fitoterapicos

Coumarin determination in Commercial
Extracts of Guaco: A Case Study of the
Quality Control of Phytotherapics

Resumo

Os fitoterapicos necessitam de um controle de qualidade da produgao
(plantio, secagem, armazenamento) e da comercializagdo do produto
acabado. Para isso, deve-se garantir o resultado da andlise qualitativa
e quantitativa dos principios ativos, a fim de comprovar que nao houve
degradacao, de modo que os mesmos ndo percam suas caracteristicas.
Para a avaliagao de qualidade de um fitoterapico foi utilizado o guaco
comercial como exemplo de caso. O guaco é muito utilizado como
brénquio-dilatador no Brasil, sendo a cumarina o principal metabélito
secundario responsavel por esta atividade farmacolégica desta espécie.
Neste artigo é descrito um método simples e seletivo para extragao e
determinacéo via Cromatografia Gasosa (CG) do teor de cumarina em
guaco, comercializado como Mikania glomerata Sprengel. Foram utiliza-
das amostras de sete distribuidoras de diferentes Estados do Brasil,
sendo os resultados confrontados com as normas da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que recomenda uma dose diéria
méxima de 4,89 mg. As amostras comerciais de guaco mostraram estar
de acordo com as recomendacoes da ANVISA. Contudo, a variagao de
cumarina observada de uma distribuidora para outra (1,41 mg a 4,48
mg por grama de folha) mostra a necessidade de padronizagéo, para
garantir o consumo seguro deste fitoterdpico. O método permitiu a
quantificacdo répida e simples de cumarina em guaco comercial,
mostrando uma recuperacéo de 90,22 + 0,32%.

Abstract

Phytotherapics need a quality control of production (planting, drying
and storage) and the finish product commercialization. For that, it is
necessary to get the results of qualitative and quantitative analysis of
the active compounds, showing that there was no degradation and lost
of pharmacological properties. This article describe a selective method
of extraction and coumarin quantification in commercial samples of guaco
by gas chromatography (GC), commercialized as Mikania glomerata
Sprengel. For this end, seven commercial samples were used from different
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States of Brazil. The results were confronted with the rules of the National Health Surveillance Agency
(ANVISA), Brazilian agency that regulates and registers medicines, which recommends a daily maximum dose
of 4.89 mg. Guaco is an important bronchodilatator used in Brazil, whose biological activity comes from
coumarin. The commercial samples of guaco were according to ANVISA's Recommendations. However, the
wide range of coumarin noticed (1.41 mg to 4.48 mg for leaf gram) shows that the commercial samples need
to be standardized, getting a safe consumption of this phytotherapic. The method allowed a fast and simple
quantification of coumarin in commercial samples of guaco, showing a recovery of 90.22 £+ 0.32%.

Introdugao

No Brasil, o uso de plantas medicinais pela popula-
¢ao com a finalidade de tratar enfermidades foi
sempre expressivo, principalmente devido a extensa
e diversificada flora. Com base na evolugao histérica
do uso de plantas medicinais e aromaticas a Organi-
zacao Mundial de Satde (OMS), em 1978, passa a
reconhecer a fitoterapia como terapia alternativa
de enfermidades humanas de eficacia comprovada
(VIEIRA, 1992). Segundo a Resolucdo RDC n° 48
(BRASIL, 2004a) da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA/MS, fitoterapico é o medica-
mento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais. Devido ao
crescente interesse da populacdo e de o6rgaos
governamentais por terapias alternativas e produtos
naturais, atualmente o mercado de plantas medici-
nais e aromaticas vem crescendo de forma expressi-
va em todo o mundo, inclusive no Brasil. O mercado
mundial de fitoterapicos esté avaliado em US$ 12,4
bilhoes, o que representa 5% do mercado
internacional de produtos farmacéuticos. Deste
montante, US$ 355 milhdes sdo gerados por medica-
mentos produzidos a partir de espécies vegetais
brasileiras (FERREIRA, 1998).

Seguindo essa tendéncia, através da Portaria n® 971
(BRASIL, 2006) do Conselho Nacional de Saude/
MS foi estabelecida a politica Nacional de Préaticas
Integrativas e Complementares-PNPIC no Sistema
Unico de Saude-SUS. A finalidade, entre outras,
foi estabelecer financiamento para o desenvolvimen-
to de agdes voltadas a implantagado das plantas
medicinais e fitoterapicos no SUS. Além disso, visa
garantir o monitoramento dos fitoterapicos pelo
Servico Nacional de Vigilancia Sanitaria-SNVS. Isto
porque, segundo a Resolugdo RE n°® 89 (BRASIL,
2004b) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
- ANVISA/MS, somente os fitoterapicos que fazem
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parte da Lista de Registro Simplificado de Fitotera-
picos-LRSF da ANVISA, estéo liberados para serem
comercializados por empresas que possuam o
Certificado de Boas Praticas de Fabricagao e Con-
trole-CBPFC (NETTO et al., 20086).

Dentre os fitoterapicos que fazem parte da LRSF
esté o guaco (Mikania glomerata Sprengel). Trata-
se de uma planta que pertence a familia Compositae,
género Mikania, sendo empregada para tratamento
de doengas respiratérias como bronquite, tosse e
asma (MARTINS et al., 1995; PANIZZA, 1997). E
comercializado principalmente nas formas de extrato
fluido, tintura, xarope, in natura e planta seca. A
Mikania glomerata Sprengel apresenta muitas
outras atividades farmacoldgicas, entre elas
fungicida, antimicrobiana, antiinflamatéria (FIERRO
et al., 1999; MOURA et al., 2001; PEREIRA et al.,
1994). Além disso, é relatada a sua atividade antio-
fidica, pois de acordo com a tradigcdo popular o
extrato aquoso é usado como um antidoto contra o
veneno de certas serpentes (CORREA, 1984; CRUZ,
1965; MAIORANO et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
1985; RUPPELT et al., 1991). Esta planta contém a
cumarina (Figura 1) como um dos principais
metabdlitos secundarios, sendo responséavel pela
atividade do guaco em seu efeito bronquio-dilatador
(LEITE et al., 1993).

Figura 1 - Estrutura da 2H-1-benzopiran-
2-one (cumarina)

(€3}
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Vérios estudos relatam a presenca de diversas
substancias na Mikania glomerata Sprengel, sendo
as principais, além da cumarina, o acido caurendico,
&cido cinamoilgrandiflérico, estigmasterol, friedelina,
lupeol e acetato de lupeol (CABRAL et al., 2001;
CELEGHINI et al., 2001; VENEZIANI et al., 1999;
VILEGAS et al., 1997; VILEGAS et al., 1997). O
interesse na quantificacdo de cumarina no guaco
tem grande importéancia ndo somente devido as suas
comprovadas atividades farmacoldgicas, mas também
devido aos problemas colaterais pelo uso excessivo,
tais como vomitos, diarréias e hipertenséo, além de
néo poder ser usado por mulheres durante o ciclo
menstrual, pois causa aumento do fluxo sangiineo
(NOLLA, 2005).

Qualquer fitoterapico necessita de controle de
qualidade do produto acabado comprovando, através
de anélise quantitativa, a presenca dos principios
ativos caracteristicos ou mesmo se houve
degradagéo como, por exemplo, devido as variagoes
sazonais que muitas vezes influenciam drasticamen-
te em seus teores (NETTO et al., 2006). E desejavel
que os métodos empregados para o controle de
qualidade apresentem um minimo de complexidade
e custos, de forma a nado encarecer demais o
fitoterapico, sendo este deixaria de ser interessante
comercialmente. Nesta linha de penasamento, o
presente trabalho relata a determinacao quantita-
tiva do teor de cumarina, e as variagdes, no fitotera-
pico guaco comercializado como Mikania glomerata
Sprengel por diferentes distribuidoras, como parte
de um estudo de caso sobre o controle de qualidade
de fitoterapicos disponiveis no mercado.

Os métodos quantitativos para a determinacdo de
cumarina na espécie de Mikania glomerata Sprengel
sdo baseados em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia a Gas (CG), que
estdo bem descritos na literatura (CABRAL et al.,
2001; CELEGHINI et al., 2001; VENEZIANI et al.,
1999; VILEGAS et al., 1997; VILEGAS et al., 1997).
Para determinagdo de cumarina nesse trabalho,
utilizou-se do fitoterapico comercial guaco, como
planta seca e na forma de extrato aquoso (chd),
pois este é o principal modo de uso popular. Através
de uma extragao simples e de uma anélise quantita-
tiva contra um padréo interno por Cromatografia a
Géas (CQ), verificou-se a variagdo do teor de
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cumarina de diversos fornecedores. Os resultados
obtidos foram ainda comparados com as recomen-
dacgoes da ANVISA, que delimita a dose diaria méxi-
ma de cumarina de 4,89 mg de acordo com a Lista
de Registro Simplificado de Fitoteréapicos (Resolucéo
RE n° 89, de 16 de margo de 2004).

Material e Métodos

Cumarina (99%) e o cloroférmio foram adquiridos
da Merck (Brasil). Na,SO, anidro, n-hexano (85%),
diclorometano e éter etililico da Tedia (Brasil). O
padréo interno fumarato de dietila foi preparado a
partir da esterificacdo do acido fumarico 99%
(Aldrich) e etanol anidro em presenca de SOCI, 99%
(Aldrich), sendo purificado por destilacao (80%).
Este padréo interno foi analisado pelos métodos de
RMN e CG mostrando pureza superior a 99,8%.
Foram analisadas folhas secas de guaco comercial
de 7 distribuidoras diferentes e adquiridas no varejo,
sendo 5 do Estado do Rio de Janeiro (A, B, C, D,
E), uma do Estado de Sao Paulo (F) e uma do Esta-
do de Santa Catarina (G). Nenhuma das empresas
discriminava o teor de cumarina, nem tao poucos
possuiam o Certificado de Boas Praticas de Fabrica-
géo e Controle (CBPFC) ou mesmo indicavam prazo
de validade.

As matrizes de analises foram geradas por extracao
aquosa de 1,0 g de folhas pulverizadas de guaco
comercial, obtidos por infusédo a quente (140 mL de
adgua) seguido de resfriamento a temperatura
ambiente. Apds filtracéo, as solugdes foram extraidas
com diclorometano (3 x 60 mL). A proporgéao
agua:solvente foi otimizada a partir de testes em
solugdes aquosas de cumarina padrao, para
determinar melhor proporgao para maxima extragao.
Os extratos orgénicos foram secos com Na,SO,
anidro, filtrados e evaporados em evaporador
rotatério (sob véacuo a 37 °C). Os residuos sélidos
obtidos foram dissolvidos em 2,0 mL de solugéo de
cloroférmio contendo 1,0 mg.mL" de fumarato de
dietila (padréo interno).

As anélises cromatogréficas foram realizadas em um
cromatégrafo a gas (Hewlett Packard — modelo HP
5890 Série I) acoplado a um Detector por lonizagéo
em Chamas (CG-DIC). As condigbes de CG-DIC
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foram as seguintes: coluna capilar com 30m de
comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e 0,25
um de espessura de fase de 5% de fenil em metil
silicone (HP-5). Foi usado hidrogénio como gés
carreador a velocidade média de 50 cm/s. A
temperatura do injetor a 280 °C e diviséo de fluxo
(split) de 1:20. A temperatura do forno programada
de 80 °C até 200 °C com taxa de aquecimento de
12 °C/min.

Estudos prévios sobre a quantificagdo de cumarina
em Mikania glomerata por CG e CLAE-UV
(CABRAL et al., 2001; CELEGHINI et al., 2001;
VENEZIANI et al., 1999; VILEGAS et al., 1997a;
VILEGAS et al., 1997b), serviram de base para a
elaboracéo da curva de calibracéo (cinco pontos em
triplicata na faixa de 0,4 a 2,0 mg.mL"' de cumarina
padrao, com 1,0 mg.mL"do padréo interno), que foi
utilizada nas quantificacbes por CG. A curva de

Fitoteréapicos

calibragdo tomou como base as areas normalizadas
do pico de cumarina em relagdo ao pico do padréo
interno de fumarato de dietila versus as
concentragcoes em mg/mL de cumarina. Foram
realizados experimentos para verificar a recuperagéo
de cumarina a partir da extragdo de cumarina
comercial com 60 mL de CH,CI, (3x) de solugdes
preparadas, adicionando 2,0 e 3,0 mg de cumarina
em 140 mL de &dgua em ebulicédo, e em seguida
repetido o mesmo procedimento realizado nas
amostras de guaco comercial. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

Resultados e Discussao
A regresséo linear da curva de calibragao resultou

na equagédo y = -7,3.10° + 1,89x (R? = 0,9996).
Os limites de detecgéo e de quantificagdo foram de

Figura 2 - Cromatograma tipico de um extrato diclorometanico de guaco comercial,
mostrando o pico da cumarina (CA) e do fumarato de dietila (Pl = padrdo interno).

Resposta do detector

5 6 7 8 9

Tempo (min)

Tabela 1 - Experimento de recuperagdo de cumarina padréao.

Cumarina

Cumarina = Recuperagéo
i recuperada, Recuperagéao, i
utilizada, . média,
mg e desvio %
Mg i %
padrao
2,0 1,80 = 0,07 89,99
90,22 = 0,32
3.0 2,71 =0,03 90,44

*Medidas feitas em triplicata.
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Tabela 2 - Contelido de cumarina determinado por CG em 1g de folhas de diferentes

distribuidoras de guaco comercial.

Guaco comercial

Cumarina, mg e desvio padrao*

m m O O W >

G

2,72 = 0,06
1,41 = 0,01
3,26 = 0,03
2,44 + 0,05
2,99 = 0,02

1,86 = 0,01

4,48 + 0,02

*Medidas feitas em triplicata.

0,029 mg.mL" e 0,087 mg.mL"', respectivamente.
As anélises de CG mostraram uma boa separagéo
entre o padréo interno e o composto de interesse,
em um tempo total de anélise menor que 10 min. A
Figura 2 exemplifica um cromatograma tipico do
extrato diclorometéanico, o que evidencia também a
seletividade do processo de extracao.

Os experimentos de recuperacdo de cumarina
padréo resultaram em 90,22 (= 0,32)% de
recuperacao média apos as varias etapas, indicando
uma quantificacdo satisfatéria de cumarina pelo
método (Tabela 1). Os resultados das quantificagoes
das sete amostras analisadas estdo apresentados
na Tabela 2.

O resultado da quantificagdo de cumarina nas
amostras comerciais apresenta uma variagao
consideravel. Por exemplo, entre as amostras das
distribuidoras B (1,41 mg) e E (2,99 mg), houve
uma diferenga de mais de duas vezes em quantidade
de cumarina, para produtores de uma mesma regidao
geogréfica do Pais, ou seja, do Estado do Rio de
Janeiro. Comparando amostras de Estados dife-
rentes, Rio de Janeiro e Santa Catarina, a diferenga
¢ maior do que trés vezes (distribuidoras B e G,
respectivamente). Isto reforca a necessidade de
padronizacdo dos fitoterapicos através de um con-
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trole de qualidade em todas as etapas da produgéo
(plantio, secagem, armazenamento), com a finalidade
de garantir o seu uso como tal. Mesmo antes da
comercializacéo, é primordial o controle de qualidade
do produto acabado, através de analises qualitativas
e quantitativas dos principios ativos, a fim de
comprovar que nao houve degradagdo dos mesmos.
O método desenvolvido para determinagédo de
cumarina em extratos aquosos de guaco por CG,
mostrou ser simples e seletivo. Além disso, foi
utilizado um padrao interno de baixo custo, que
elimina qualquer etapa de derivatizagdo. Com esta
metodologia, o contetdo de cumarina no guaco co-
mercial péde ser determinado em um tempo muito
menor que os métodos descritos na literatura (cada
experimento necessita de menos de 30 min, entre
extragao e quantificagcdo). Um exemplo de caso que
demonstra como se pode garantir o monitoramento
dos fitoterapicos pelo Servigo Nacional de Vigilancia
Sanitéria (SNVS) e como laboratérios de
Universidades, que agreguem o conhecimento e a
disponibilidade para tal, podem auxiliar neste
objetivo.

As amostras de guaco comerciais das sete
distribuidoras analisadas mostraram estar de acordo
com as recomendacdes da ANVISA. Contudo, a
variacdo de cumarina, determinada entre as distri-
buidoras, mostra a necessidade de padronizacéo
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para que o consumo desse tipo de fitoterapico, princi-
palmente no SUS, possa ser realizado com segura-
nca. Necessita-se também uma maior fiscalizagao
na comercializagao de fitoterapicos, principalmente
para a observancia das Boas Praticas de Fabricacdo
e Controle, determinado pela ANVISA. O exemplo
de caso aqui apresentado demonstra isso. Na
conjuntura atual, dificilmente é possivel se compro-
meter com a prescrigao de um fitoterapico. Haveria
o risco de ndo causar efeito algum e a doenca se
agravar ou de intoxicar o paciente pelo excesso de
principio ativo. Certos fitoterdpicos sdo potentes
mesmo em pequenas doses, como qualquer medica-
mento alopatico. Contudo neste Ultimo, o médico e
paciente tem pleno conhecimento e seguranca na
quantidade de principio ativo presente, pois o
controle é muito mais rigoroso.
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