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Resumo – A 7-hidroxicumarina é o metabólito ativo da cumarina, que possui propriedades 
antimicrobiana, antiviral, antiinflamatória e anticoagulante. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o 
efeito do solvente nas propriedades espectroscópicas da 7-hidroxicumarina, visando o desenvolvimento de 
uma metodologia analítica usando a espectroscopia de fluorescência para a quantificação da 7-
hidroxicumarina em fluidos biológicos. A 7-hidroxicumarina apresentou máximos de excitação e emissão em 
335 nm e 450 nm, respectivamente. Os resultados indicaram a dependência do sinal espectroscópico da 7-
hidroxicumarina com o solvente. A variação do sinal de fluorescência em função da concentração de 7-
hidroxicumarina apresentou linearidade (r = 0,999) no intervalo concentração de 1,0x10-8 a 1,0x10-6 mol L-1, 
com LD  de 1,6 µg L-1. Estes resultados indicam a possibilidade para o desenvolvimento de um método 
analítico para a quantificação de 7-hidroxicumarina em fluidos biológicos, utilizando a espectroscopia de 
fluorescência, uma vez que a concentração plasmática máxima de 7-hidroxicumarina após alguns minutos é 
de 6,8 6 µg L-1. 
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Introdução 
 

As Cumarinas constituem uma classe de 
metabólitos secundários derivados do ácido 
cinâmico, amplamente distribuídos no reino 
vegetal, podendo também ser encontrados em 
fungos e bactérias. A esses compostos atribui-se 
uma grande variedade de atividades biológicas, 
como a antimicrobiana, a antiviral, a 
antiinflamatória, antiespasmódica, a antitumoral e 
a antioxidante (PEREIRA, et al. 1992).  

Atualmente mais de 1300 cumarinas já foram 
identificadas de fontes naturais, especialmente de 
plantas verdes, sendo que as propriedades 
farmacológicas, bioquímicas e aplicações 
terapêuticas da cumarina simples dependem de 
seus padrões de substituição (RODRIGUES et al. 
2005). 

A cumarina simples (Figura 1A) apresenta 
propriedades terapêuticas como anticoagulante 
onde inibe a ativação de vitamina K, sendo esta 
cofator nas reações de formação dos fatores de 
coagulação, tendo em vista que sua deficiência 
provoca alteração nos processos de coagulação 
(HOULT et al. 1996). Adicionalmente, apresenta 
ação bronco-dilatadora e antiinflamatória pela 
inibição do metabolismo das prostaglandinas e 
leucotrienos. Atualmente a cumarina tem sido 
amplamente utilizada em pesquisas para redução 
de células neoplásicas. Seu bom sinal de 

fluorescência permite a esta substância o uso 
como marcadores de enzimas de DNA e tinturas 
laser (HOUSTON et al. 2007; GAYATHRBI 
et al. 2008) 

A 7-hidroxicumarina (Figura 1B) é o metabólito 
plasmático ativo da cumarina. A cumarina é 
absorvida no organismo e metabolizada em 
hidroxicumarina, em seu processo de excreção 
este metabólito liga-se ao ácido glicurônico o qual 
o deixa mais polar a fim de facilitar a excreção do 
fármaco do organismo.  

A detecção simultânea do metabólito 7-
hidroxicumarina na fase I do metabolismo e 7-
hidroxicumarina-glucuronidio tem sido realizada 
por eletroforese capilar com detecção de UV 
(DUFFY et al. 1998). Adicionalmente, estudos 
realizados sobre as propriedades antitumorais e 
antimetásticas da 7-hidroxicumarina mostram que 
esta apresenta maior potência inibitória frente a 
células proliferativas tumorais do que a cumarina 
simples (ELINOS-BÁEZ et al. 2005). 
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Figura 1:  A) Fórmula estrutural da cumarina. B) 
Fórmula estrutural da 7-hidroxicumarina. 
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi o 
avaliar a influência do solvente nas propriedades 
espectroscópicas da 7-hidroxicumarina, visando o 
desenvolvimneto de uma metodologia analitica 
para determinação de 7-hudroxicumarina em 
fluidos biológicos. 
 
Materiais e métodos 
 

As medidas foram realizadas utilizando 
espectrofluorímetro Jobin-Yvon Spex fluoromax-2 
com varredura de 200 a 800 nm, com cubeta de 
quartzo de 1 cm de caminho óptico. 

As soluções de cumarina padrão (Adrich 99%)  
foram obtidas a partir de uma solução estoque 
1,0x10-3 mol L-1 em acetonitrila. Os solventes 
utilizados para os estudos foram água Milli-Q, 
etanol, dioxano e acetonitrila. 

O efeito da concentração de 7-hidroxicumarina 
no sinal de fluorescência foi avaliado no intervalo 
de concentração de  1,0x10-8 a 1,0x10-6 mol L-1. 
 
Resultados e Discussão 
 
 Inicialmente foram obtidos os espectros de 
excitação e emissão para a 7-hidroxicumarina. Na 
Figura 2 encontram-se os espectros de 
fluorescência (excitação e emissão) obtidos para a 
7-hidroxicumarina, onde observa-se que os 
máximos de excitação e emissão são em 335 nm 
e 450 nm, respectivamente. Desta forma, o valor 
de 335 nm foi comprimento de onda de excitação 
utilizado para a obtenção dos espectros de 
emissão.  
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Figura 2:  Espectro de excitação e emissão para a 
7-hidroxicumarina (1,0x10-5 mol L-1) em meio 
aquoso. 
 

O efeito, dos solventes, água, acetonitrila, 
dioxano e etanol, na intensidade do sinal de 
fluorescência da 7-hidroxicumarina, foi avaliado 
buscando as condições onde se obtém melhor 
sinal analítico.  

Os resultados obtidos indicaram que a 7-
hidroxicumarina apresenta maior sinal de 
fluorescência quando água é utilizada como 
solvente (Figura 3). Esse dado indica que há uma 
maior interação entre as moléculas de água com a 

da 7-hidroxicumarina via processo de solvatação 
tanto do estado fundamental da mesma quanto do 
estado excitado. 
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Figura  3: Variação da intensidade do sinal de 
excitação e emissão ((λexcitação = 335 nm, λemissão = 
450 nm) para 7-hidroxicumarina em diferentes 
solventes, concentração de 7-hudroxicumarina 
5,0x10-6 mol L-1.  
 

A variação nos valores de máximo nos 
espectros de emissão (Figura 3) ilustra a 
dependência da emissão em função do tipo de 
interação soluto/solvente que tem influência direta 
nos espectros de emissão. Essas interações 
também interferem no estado excitado de 
moléculas segundo a equação de Lippert-Mataga 
(equação 1). 
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Onde ∆µ2 é a diferença entre os quadrados dos 
momentos de dipolo da molécula no estado 
fundamental e excitado, a é o raio de Onsager da 
cavidade formada ao redor da molécula, c é a 
velocidade da luz no vácuo, e h é a constante de 
Planck. A inclinação da reta depende da diferença 
do momento de dipolo da molécula antes e depois 
da excitação (OLIVEIRA et. al. 2003).  

Para os sistemas (Figura 4), ∆µ2> 0 para 
misturas água/acetonitrila, indicando que o 
momento de dipolo da molécula no estado 
excitado é um pouco maior que no estado 
fundamental. Para as misturas água/dioxano e 
água/etanol ∆µ2< 0, indicando que o momento de 
dipolo da molécula no estado excitado é um pouco 
menor que no estado fundamental. O 
deslocamento do Stokes tem uma grande 
dependência para misturas água/acetonitrila e 
dioxano, pois são solventes polares e não próticos 
e apolares respectivamente. No caso da mistura 
água/etanol, essa dependência é uma pouco 
menor. Este efeito pode ser atribuído à diminuição 
da polaridade dos solventes. A diminuição da 
polaridade do solvente aumenta a energia de 
ativação de conversão do estado excitado planar 
para um estado de transferência de carga 
intramolecular aumentando o rendimento quântico 
de fluorescência (OLIVEIRA et. al. 2003).  

Por outro lado, um aumento da viscosidade 
impede a rotação interna dos grupamentos 
presentes nas moléculas dos corantes, resultando 
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num aumento da intensidade de fluorescência. Há 
ainda outro aspecto a ser considerado nas 
variações espectrais observadas, sendo este a 
presença de ligações hidrogênio entre a molécula 
da 7-hidroxicumarina e dos solventes. A 7-
hidroxicumarina tem um grupamento OH que pode 
interagir com as moléculas de água das misturas 
de solventes. 
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Figura 4  - Variação do deslocamento de Stokes 
em função do solvente para a 7-hidroxicumarina. 
 

Assim, a variação do sinal de fluorescência em 
função da concentração de 7-hidroxicumarina foi 
avaliada em função da obtenção de uma curva 
analítica. Os espectros de fluorescência foram 
obtidos em meio aquoso. 

Observou-se um aumento linear da intensidade 
relativa do sinal com a concentração de 7-
hidroxicumarina no intervalo de 1,0x10-8 a 1,0x10-6 
mol L-1 (Figura 5), com linearidade de 0,999. O 
limite de detecção, LD = 3SB/b (SHABIR, 2003), 
obtido para a 7-hidroxicumarina foi de 1,0x10-8 mol 
L-1 (1,6 µgL-1). Este valor indica a possibilidade 
para o desenvolvimento de um método analítico 
para a quantificação de 7-hidroxicumarina em 
fluidos biológicos utilizando a espectroscopia de 
fluorescência, pois de acordo com a 
farmacocinética, a cumarina é rapidamente 
absorvida e biotransformada em 7-hidroxicumarina 
(seu principal metobólito ativo). A concentração 
plasmática máxima de 7-hidroxicumarina após 
alguns minutos é de 6,8 6 µg L-1. 

Novos estudos serão realizados para avaliar os 
possíveis interferentes no método (aminoácidos, 
sais, etc.) e este será validado para a 
quantificação de 7-hidroxicumarina em soro 
humano sintético. 

 

0 2 4 6 8 10
0

10

20

30

40

50

60

 

 

In
te

ns
id

ad
e 

/ 1
03

 u
.a

.

Concentração de 7-hidroxicumarina / 10-7 mol L-1

y = 2847,4 + 5,5x1010 [7-hidroxicumarina]
r = 0,999

 
Figura 5 : Curva Analítica obtida para a cumarina 
(λexcitação de 335 nm e λemissão de 450).  
 

Conclusão 
 

A 7-hidroxicuamrina apresentou máximos de 
excitação e emissão em 335 nm e 450 nm, 
respectivamente. O estudo em função do solvente 
mostrou a dependência das propriedades 
espectroscópicas da 7-hidroxicumarina com os 
solventes estudados (água, acetonitrila, dioxano e 
etanol). Melhores resultados em termos de 
intensidade para a 7-hidroxicumarina foram 
obtidos em meio aquoso, isto provavelmente 
ocorre em função do gupamento OH que pode 
interagir com as moléculas de água das misturas 
de solventes. Estes resultados foram importantes 
para a obtenção da curva analítica para 7-
hidroxicumarina. O limite de detecção obtido (1,6 
µgL-1) indica que a espectroscopia de 
fluorescência pode ser adequado para a 
quantificação da 7-hidroxicumarina em fluidos 
biológicos. 
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