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RESUMO

Peumus boldus Molina (Monimiaceae) € uma arvore comum e abundante no
Chile, e suas folhas sdo amplamente empregadas pela medicina tradicional para o
tratamento de uma variedade de afecc¢des do sistema digestivo e hepatobiliar. Seus
principais constituintes quimicos sdo alcal6ides do tipo aporfinicos, sendo a boldina
Seu maior e mais caracteristico representante, cujas propriedades antioxidantes séo
extensivamente relatadas na literatura, servindo desta forma como marcador
quimico para a espécie. Com o objetivo de contribuir com parametros de controle de
qualidade, um estudo botanico macro e microscoépico das folhas e do p6 da espécie
foi realizado. Caracteristicas morfologicas, identificadas pela analise macroscopica,
como pilosidade, tipologia dos tricomas, proeminéncia ao redor da base dos
tricomas e aparéncia do bordo, e caracteristicas microscopicas como estdmatos
anomociticos, folha hipoestomatica e ocorréncia de cristais de oxalato de célcio
denotam valor taxonémico. Parametros farmacopéicos como cinzas totais e perda
por dessecacdo foram determinados, e um método de quantificacdo da boldina foi
desenvolvido e validado utilizando a CLAE. O limite minimo de boldina observado na
analise de 10 amostras adquiridas foi de aproximadamente 0,016%. A fim de avaliar-
se 0 comportamento de seus constituintes quimicos frente a variacdes de
temperatura e umidade, realizou-se estudo de estabilidade acelerada (40°C + 2°C /
75% + 5% U.R.). A degradacdo maxima de boldina foi observada apds 90 dias em
camara climatica chegando a aproximadamente 52%. A reacdo de degradacao
sugerida foi de segunda ordem, e o tempo de vida util e meia-vida calculados foram
de aproximadamente 18 dias e 165 dias, respectivamente. Por fim, realizou-se a
quantificacdo de alguns metais pesados nas folhas da espécie, que decresceram na
ordem de Fe> Mn> Cu> Ni, sendo que Pb, Cr e Co tiveram niveis abaixo do limite de

deteccao de 5 pg/g.

Palavras-chave: Peumus boldus, estudo botanico, CLAE, validacédo, estabilidade.



ABSTRACT

Peumus boldus Molina (Monimiaceae) is an abundant and widespread tree
native from Chile, and the leaves are widely used in folk medicine for the treatment of
digestive and hepatobiliary disorders. Its leaves are rich in several aporphine-like
alkaloids such as boldine, the most characteristic one and used as a marker
constituent for species. This compound has potent antioxidant properties described
in literature. In order to contribute with quality control parameters, macro and
microscopical analisys of the leaves and powder were carried out. Morphological
characteristics of the macroscopical analysis like pilosity, trichomes type, trichome
basis proeminency and border appearance; and microscopical characteristcs like
anomocitic stomata, hipostomatic leave and the presence of calcium oxalate crystals
denote taxonomic value. The following Pharmacopoeia parameters were also
determined: total ash and loss on drying, and a method for boldine quantification
were developed and validated using HPLC. The minimum limit of boldine observed in
the analysis of 10 samples obtained had been of approximately 0,016%. In order to
evaluate the behavior of its chemical constituents under temperature and moisture
variations, a study of accelerated stability (40°C £ 2°C / 75% + 5% R.U.) was carried
out. The maximum boldine degradation was observed after 90 days of treatment,
reaching approximately 52%, and the kinetic degradation of second order was
suggered, By this mean, the shelf life expectancy was determined to be 18 days and
the half-life was 165 days. Finally, the quantification of heavy metals in the leaves of
the specie was performed, and found in the descending order Fe> Mn> Cu> Ni; Pb,

Cr and Co had their quantification levels lower than the detection limit of 5 ug/g.

Key-words: Peumus boldus, botanical study, HPLC, validation, stability.
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INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas o interesse por plantas medicinais tem sido crescente
em todo o mundo, principalmente depois de um periodo em que a quimica sintética
trouxe grandes avancos no desenvolvimento de novos medicamentos. Durante a
primeira metade do século XX, acreditava-se que tudo poderia ser sintetizado em
laboratério, entretanto, as plantas, ainda hoje, continuam sendo fonte importante de
substancias farmacoldgicas ativas (GARCIA, 2000).

Por volta de 1990 (MONTANARI et al., 2001), estimou-se que cerca de 80%
da populacdo mundial procuravam nas plantas a fonte principal de medicamentos.
Esta utilizacdo continua até os dias atuais. Fundamentada neste principio, a
indUstria farmacéutica vem realizando grandes investimentos em pesquisas de
bioprospecédo. De 520 novos farmacos de varias classes, aprovados de 1983 a 1994
pelo FDA nos Estados Unidos, 30 eram produtos naturais e 173 eram estruturas
semi-sintéticas com nucleos de produtos naturais, ou modeladas em um farmacéforo
natural (CRAGG et al., 1997).

Embora existam numerosos grupos de pesquisa em quimica e farmacologia
de produtos naturais, os produtos fitofarmacéuticos existentes no mercado primam
pela baixa qualidade e pela inexisténcia de dados que atestem, se ndo a eficacia
terapéutica, mas, ao menos, a auséncia de toxicidade. Em reunido de peritos da
Organizagdo para o Desenvolvimento Industrial das Nacdes Unidas — ONUDI,
realizada em 1993 em Panajachel, Guatemala, apontou-se, entre outras, como
causa para a baixa qualidade dos produtos fitoterapicos, a falta de conhecimentos
tecnoldgicos para a sua fabricacdo, o desconhecimento ou inexisténcia de métodos
e desenvolvimento em agrotecnologia, tecnologia farmacéutica, validacdo e a
dificuldade de obtencdo de plantas medicinais com a qualidade e em quantidades
necessarias (SHARAPIN, 2000).

A seguranca do uso destes produtos vem sendo questionada principalmente
devido a relatos de doencas e fatalidades, algumas destas associadas a presenca
de metais toxicos. A avaliacdo destes elementos em plantas medicinais tem atraido
a atencdo de cientistas nos ultimos anos, pois 0s vegetais podem acumular estes

metais em todos os tecidos, podendo transferi-los para a cadeia alimentar, e esta



acumulacdo é um dos maiores interesses ambientais no presente, ndo apenas pela
fitotoxicidade de muitos destes metais, mas também pelos potenciais efeitos nocivos
na saude animal e humana (KAKOSY et al., 1996; STEWART et al., 1999; ERNST et
al., 2002; KANNAMKUMARATH et al., 2004; MAIGA et al, 2005).

Grande parte dos trabalhos realizados em plantas é direcionado para o
isolamento de metabdlitos secundarios. Porém, estudos de parametros de qualidade
e estabilidade de matérias-primas vegetais séo raros, e ainda mais raros sdo 0S
trabalhos destinados a quantificacdo de metais, que possuem papel importante na
fisiologia dos vegetais, podendo interferir na producédo de metabdlitos secundarios e
na toxicidade do vegetal (PEREIRA et al., 1998).

Assim, sabendo-se que um fator limitante para uma maior utilizagdo pelas
industrias € que, a maioria das plantas em uso nao possui parametros de qualidade
definidos, o estabelecimento de métodos analiticos validados, que garantam a
quantificacdo de marcadores quimicos para o controle da matéria-prima vegetal e
dos produtos de transformacgdo, tanto intermediarios quanto finais, é fundamental
para a producao de fitoterdpicos com qualidade. A andlise botanica para verificacdo
de possiveis adulterantes, estudos de estabilidade, visando a determinacéo do prazo
de validade dos produtos desenvolvidos e a quantificacdo de metais pesados na
matéria-prima vegetal, também sdo parametros que devem ser criteriosamente
avaliados (WHO, 1993; TOLEDO et al., 2003).

Por esta razdo, a espécie Peumus boldus Molina, nativa e abundante no
centro e sul chileno, foi selecionada neste estudo. Este, representa um caso de
planta medicinal no qual o uso é intensamente fundamentado na medicina
tradicional e que had muito vem sendo objeto de consideravel atencdo do ponto de
vista farmacolégico e quimico (SPEISKY e CASSELS, 1994).

Botanicamente descrito por Abbé Molina ha dois séculos atrds, o Peumus
boldus cresce espontaneamente no Chile entre 33° e 39° da regido &rida e semi-
arida de Limari, a fria e chuvosa regido de Osorno. O seu uso mais comum na
medicina tradicional é para o tratamento de uma variedade de afecc¢des do sistema
digestivo e hepatobiliar. Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), encontram-se no mercado brasileiro 12 apresentacdes de fitoterapicos



simples de Peumus boldus registrados até o presente (BRUN, 1936; COIMBRA e
SILVA, 1958; GUPTA, 1995; SILVA, 2005).
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1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho é realizar um estudo botanico das folhas e do
p6é de Peumus boldus Molina (Monimiaceae), desenvolver e validar um método
analitico utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para a
quantificacdo da boldina em extratos de folhas secas, realizar um estudo de

estabilidade acelerada e de quantificacdo de metais pesados.

Os objetivos especificos encontram-se descritos nos proprios capitulos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ASPECTOS BOTANICOS

Peumus boldus Molina pertence a familia Monimiaceae e é originario das
montanhas do Chile (HERAIL, 1927; BRUN, 1936; PLANCHON et al., 1946; PARIS
e MOYSE, 1967; BISSET et al, 1994; GUPTA, 1995; ALONSO, 1998),
particularmente das regides de Valparaiso, Santiago e Conception (MARTIN e
DOLI, 1998).

A familia Monimiaceae, segundo BARROSO (1978) e SCHULTZ (1984)
pertencia a ordem Magnoliales. Autores mais recentes, como CRONQUIST (1988) e
TAKHTAJAN (1996), colocam-na na ordem Laurales, subordem Monimiineae. E
considerada uma pequena familia, com cerca de 450 espécies e 32 géneros
(SCHULTZ, 1984; TAKHTAJAN, 1996), na maioria tropicais e subtropicais,
especialmente do Hemisfério Sul. No Brasil, esta representada por 6 géneros e
cerca de 84 espécies (BARROSO, 1978), sendo que o0 género Peumus possui

apenas esta espécie.

Peumus boldus, conhecido popularmente como boldo ou boldo-do-chile, é um
arbusto ou arvore pequena, didica, em cujas populacdes a relacdo de individuos
masculinos e femininos é de 1:5 (HOFFMANN, 1981). As citacdes na literatura sobre
a altura que a espécie alcanca sao divergentes. Segundo GUPTA (1995), alcanca
até 2 metros de altura; segundo ALONSO (1998) e PDR (2000) de 5 a 6 metros,
segundo BRUN (1936), de 7 a 8 metros, e segundo MARTIN e DOLI (1998) até 20
metros. A copa é arredondada e o tronco é curto. A ramificacdo € abundante e os
ramos sao cilindricos (GUPTA, 1995). As flores sdo unissexuais, pistiladas e
estaminadas, brancas a branco-amareladas, dispostas em inflorescéncias do tipo
racemosa com 3 a 15 flores, terminais ou axilares. A antese ocorre no periodo do
inverno. Os frutos s@o drupas carnosas e doces, ligeiramente amarelos, aromaticos
de 4 a 8 mm de comprimento, com amadurecimento no verdo e disperséao,
principalmente ornitdfila. Estes podem permanecer na planta até a temporada

seguinte, com um invélucro seco de coloracdo negra (MARTIN e DOLI, 1998).

As folhas de Peumus boldus sdo curtamente pecioladas, inteiras, grossas,

coriaceas, quebradicas, elipticas, oval-elipticas (HERAIL, 1927; BRUN, 1936;
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BRANDT et al., 1942; YOUNGKEN, 1943; PLANCHON et al., 1946; YOUNGKEN,
1951; COIMBRA, 1958; PARIS e MOYSE, 1967; OLIVEIRA et al., 1991;
FARMACOPEIA, 1996; BRITISH, 2000; FARMACOPOEA, 2002), oblongas ou
obtusas (BRUN, 1936; BRANDT et al., 1942), de apice obtuso (YOUNGKEN, 1943;
COIMBRA, 1958; OLIVEIRA et al, 1991; FARMACOPEIA, 1996), agudo,
arredondado (HERAIL, 1927; YOUNGKEN, 1943; PLANCHON et al., 1946;
YOUNGKEN, 1951) ou mucronado (YOUNGKEN, 1943; BRITISH, 2000;
FARMACOPOEA, 2002). A base é arredondada e simétrica ligeiramente dentada
(YOUNGKEN, 1951; OLIVEIRA et al, 1991; FARMACOPEIA, 1996;
FARMACOPOEA, 2002). O comprimento da lamina foliar € de 3 a 7 cm e a largura
de 1 a 5 cm (YOUNGKEN, 1943; YOUNGKEN, 1951). A, |lamina é de cor cinzento-
esverdeada e cinzento-prateada (BRANDT et al, 1942; YOUNGKEN, 1943;
YOUNGKEN, 1951; OLIVEIRA et al., 1991; FARMACOPEIA, 1996; BRITISH, 2000;
FARMACOPOEA, 2002), mostrando-se algumas vezes avermelhada (OLIVEIRA et
al., 1991), com os bordos ligeiramente emarginados e revolutos (HERAIL, 1927;
BRANDT et al., 1942; YOUNGKEN, 1943; PLANCHON, 1946; YOUNGKEN, 1951;
COIMBRA, 1958; PARIS e MOYSE, 1967; FARMACOPEIA, 1996; FARMACOPOEA,
2002). A face adaxial é aspera ao tato, com muitas protuberancias, onde se inserem
tricomas simples, bifurcados ou estrelados (BRUN, 1936; BRANDT et al., 1942;
YOUNGKEN, 1943; YOUNGKEN, 1951; COIMBRA, 1958; OLIVEIRA et al., 1991,
BISSET e WITCHL, 1994; FARMACOPEIA, 1996; BRITISH, 2000). A face abaxial &
quase lisa, com poucas protuberancias, com tricomas entre as nervuras, sendo
essas visivelmente salientes. As nervuras secundérias sdo geralmente indivisas até
guase a margem, onde se anastomosam. Observada por transparéncia, a folha
mostra pontos translucidos, formados por glandulas oleiferas (BRUN, 1936;
BRANDT et al., 1942; PLANCHON et al., 1946; PARIS et al., 1967; OLIVEIRA et al.,
1991; BISSET et al, 1994; FARMACOPEIA, 1996; BRITISH, 2000;
FARMACOPOEIA, 2002), responsaveis por seu odor aromatico (GUPTA, 1995). A
nervacao é descrita como do tipo reticulada por YOUNGKEN (1943 e 1951), e como
do tipo pinada na Farmacopéia Portuguesa (FARMACOPOEIA, 2002).

Secc¢Oes transversais das folhas revelam uma epiderme superior de células
alongadas tangencialmente, com cuticula externa grossa, mais ou menos ondulada,

paredes grossas e proeminéncias onde ficam inseridos grupos de tricomas
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unicelulares com paredes grossas (BRUN, 1936; BRANDT et al., 1942,
YOUNGKEN, 1943; PLANCHON, 1946; YOUNGKEN, 1951; OLIVEIRA et al., 1991,
BISSET et al.,, 1994; FARMACOPEIA, 1996), tricomas bifurcados ou estrelados
(OLIVEIRA et al, 1991; FARMACOPEIA, 1996). A hipoderme é composta
geralmente por duas (HERAIL, 1927; BRANDT, 1942; YOUNGKEN, 1943;
PLANCHON, 1946; YOUNGKEN, 1951; PARIS e MOYSE, 1967) ou trés camadas
de células (BRANDT et al., 1942). O parénquima paligcadico é formado por duas
camadas de células colunares contendo cloroplastidios (BRUN, 1936; BRANDT,
1942; YOUNGKEN, 1943; PLANCHON, 1946; YOUNGKEN, 1951; FARMACOPEIA,
1996) e células secretoras (HERAIL, 1927; BRUN, 1936; BRANDT et al., 1942;
YOUNGKEN, 1943; PLANCHON, 1946; YOUNGKEN, 1951; PARIS e MOYSE,
1967; BISSET et al., 1994; FARMACOPEIA, 1996). O parénquima esponjoso &
formado de pequenas células irregularmente arredondadas ou alongadas e grandes
espacos intercelulares, onde se observam cistélitos (BRUN, 1936; YOUNGKEN,
1943; YOUNGKEN, 1951). A epiderme inferior € formada por uma camada de
células claramente alongadas tangencialmente, apresentando tricomas unicelulares
e estrelados (BRUN, 1936; YOUNGKEN, 1943; PLANCHON et al., 1946;
YOUNGKEN, 1951). O estbmato é anomocitico estreito, rodeado de até sete células
paraestomatais (OLIVEIRA et al., 1991; FARMACOPEIA, 1996).

O p6 apresenta-se com coloragdo amarelo-esverdeada a amarelo-
pardacenta. Caracteriza-se por por¢cdes da epiderme, hipoderme e de parénquima
palicadico; por¢cdes do mesofilo com cristais de oxalato de calcio e fragmentos do
sistema vascular com porcdes de fibras, elementos traqueais e parénquima.
Também mencionam a presenca de tricomas tectores unicelulares simples,
bifurcados ou estrelados (BRITISH, 2000; FARMACOPOEA, 2002).

2.2 ASPECTOS FARMACOLOGICOS E USOS POPULARES
2.2.1 Etnofarmacologia

O boldo foi uma planta muito empregada pelas comunidades indigenas dos
Andes chilenos, sobretudo pelas etnias qollahuayas e mapuche, que o aplicavam em
casos de luxacdes e dores reumaticas (SPEISKY e CASSELS, 1994).

15



Na medicina tradicional, preparacdes contendo boldo sdo geralmente

indicadas para o tratamento de doencas dos sistemas digestivo e hepatobiliar
(SPEISKY e CASSELS, 1994). Algumas de suas utilizacdes na medicina popular

sao listadas a seguir:

v

Estimulante de secrecdes gastricas facilitando, desta forma, o processo de
digestdo (HERAIL, 1927; BRUN, 1936; PLANCHON et al., 1946; PARIS e
MOYSE, 1967; COIMBRA e SILVA, 1958; BISSET e WITCHL, 1994,
GUPTA, 1995; THE COMPLETE, 1998; DUKE, 2000);

Antidispéptico (THE COMPLETE, 1998; PDR, 2000; BRUNETON, 2001);

Colerético e colagogo, aumentando a secrecao biliar e modificando a
composicao da bile, que se torna mais fluida, menos viscosa e mais pobre
em muco (HERAIL, 1927; BRANDT et al., 1942; PLANCHON et al., 1946;
COIMBRA et al., 1958; PARIS e MOYSE, 1967; BISSET e WITCHL, 1994;
DUKE, 2000; PDR, 2000; NEWALL et al., 2002; THE REVIEW, 2002);

Antiespasmadico (PDR, 2000);

Utilizado em disfungbes intestinais, perda do apetite e tensdo muscular
(DUKE, 2000);

Cataplasmas de boldo sdo usados para neuralgias e dores reumaticas
(GUPTA, 1995);

Associado a drogas como a alcachofra é utilizado para ardores esofagicos
e epigastricos, e associacdes com cascara sagrada sdo usadas em
constipacao (BRUNETON, 2001; THE REVIEW, 2002);

Utilizado no tratamento de calculos biliares, dor hepatica, cistite,
reumatismo e, em especial, colelitiase acompanhada de dor (BRUN, 1936;
PARIS e MOYSE, 1967; NEWALL et al., 2002);

Diurético (HERAIL, 1927; PARIS e MOYSE, 1967; BISSET et al., 1994;
NEWALL et al., 2002);
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Segundo a ESCOP (1997), as indicacdes terapéuticas das folhas de Peumus
boldus sé@o para disfuncdes hepatobiliares menores, tratamento sintomético de

disturbios digestivos leves e como um adjuvante na constipacao.
2.2.2 Atividade antioxidante

Folhas de Peumus boldus sao ricas em alcalbides aporfinicos, antioxidantes
naturais muito potentes; e atividades farmacol6gicas de citoprote¢cdo, promogao
antitumoral, antiinflamatéria e antipirética sao associadas a esta atividade
antioxidante (O'BRIEN et al., 2005). Esta atividade de extratos de Peumus boldus e

da boldina ja foi amplamente investigada, como indicado a seguir.

RiIOS e colaboradores (1990) observaram que alguns alcaldides
benzilisoquinolinicos fendlicos inibiram a peroxidacdo lipidica induzida por
Fe®*/cisteina (como producdo de substancias reativas ao tiobarbitirico ou TBARS)
de membranas microssomais de figados de ratos. Apds, usando 0 mesmo modelo
experimental, outros investigadores fizeram observacdes similares com a boldina
(MARTINEZ et al., 1992). Subsequentemente, os autores descobriram que alguns
destes alcalbéides também protegeriam a desoxirribose contra a degradacao induzida
por Fe*" - EDTA na presenca de perdxido de hidrogénio, presumidamente agindo
como sequestrador de radicais hidroxil (HO) (UBEDA et al.,, 1993). De fato, em
estudos visando a elucidagdo do mecanismo antioxidante da boldina, CEDERBAUM
e colaboradores (1992) estabeleceram que a boldina age como um eficiente
sequestrador de radicais hidroxila. Esta capacidade foi confirmada por JANG e
colaboradores (2000) e YOUN e colaboradores (2002).

A boldina mostrou inibicdo da oxidacao de LDL in vitro e da aterosclerose in
vivo em ratos (SANTANAM et al.,, 1991) e atividade antioxidante em ensaio de
peroxidacao lipidica, onde se mostrou seis vezes mais potente que o padrao
catequina (SCHMEDA-HIRSCHIMANN et al., 2003).

SPEISKY e colaboradores (1991) mostraram que baixas concentracdes de
boldina (ICso = de 5 x 10° a 15 x 10 M) protegeram efetivamente membranas de
células plasmaticas vermelhas do sangue contra o AAPH (2,2° — azobis [2-
amidinopropano]), componente sollvel em agua que gera radicais alquilperoxil em

condi¢cdes de decomposicdo térmica. Estes mesmos autores demonstraram que a
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boldina inibiu a autoxidacdo espontanea de lipidios de membrana do cérebro
(determinada pela producdo de TBARS e quimioluminescéncia) com um K; aparente

de aproximadamente 19-30 uM.

LANHERS e colaboradores (1991) mostraram que concentracoes
micromolares de boldina protegeram hepatdcitos contra danos induzidos pela t-
BOOH, confirmando sua acdo hepatoprotetora através de testes in vitro e in vivo.
Porém, ndo se confirmou a possivel acdo colerética em ratos, mencionada em

indigagdes tradicionais da espécie.

KRINGSTEIN e colaboradores (1995) constataram o efeito preventivo da
boldina na peroxidacdo ndo-enzimatica de lipidios microssomais do figado humano
iniciado por Fe**- ATP com NADPH ou NADH como cofatores ou iniciado por CCl, e
NADPH como cofator. Além disso, a boldina demonstrou prevenir a peroxidacao e
inativacao do citocromo P4502E1.

JANG e colaboradores (2000) constataram um efeito protetor da boldina em
injuria oxidativa mitocondrial em ratos diabéticos induzido por estreptozotocina
(STZ2), verificando que a boldina pode exercer um efeito inibitério na injuria oxidativa
tecidual produzida por STZ, e alterar a atividade antioxidante da enzima pela
decomposicdo de espécies de oxigénio reativo e pela inibicdo da producéo de Oxido
nitrico e reducao da formacédo do produto de peroxidacdo. Além disso, a boldina
pode atenuar o desenvolvimento de diabetes em ratos provocado por STZ e interferir
no estresse oxidativo, uma das patogéneses do diabetes mellitus.

KUBINOVA e colaboradores (2001) investigaram possiveis efeitos
quimioprotetores da boldina através de modulacbes in vitro de enzimas
metabolizantes de farmacos em linhagens de células Hepa-1 de hepatomas de ratos
e microssomos hepaticos de ratos. A boldina manifestou atividade inibitéria no
microssomo hepético e estimulou a atividade de células Hepa-1, podendo decrescer
a ativacdo metabolica de outros xenobioticos incluindo mutacdes quimicas. Estas
descobertas sugerem a possibilidade que, em adi¢do a sua atividade sequestrante
de radicais livres, a boldina pode também proteger componentes de células vitais,
ndo s6 pelo decréscimo da ativacdo metabdlica de xenobiodticos potencialmente

toxicos, mas, também, por aumentar a sua remocao.

18



Ainda, a analise do efeito protetor nas células sangiiineas vermelhas e
proteinas do plasma de uma tintura comercial de Peumus boldus, apresentou
protecdo contra o Tenécio-99 (REINIGER, 1999a) e em células bacterianas
(REINIGER, 1999b) e na injuria neuronal associada com oxidacao da catecolamina,

conferindo um potencial efeito protetor neuronal a boldina (YOUN et al., 2002).

Além disso, o extrato aquoso de Peumus boldus mostrou atividade
antioxidante pela descoloracdo de uma solugdo metandlica de 1,1-difenil-2-picril-
hidrazil (DPPH) (SCHMEDA-HIRSCHIMANN et al., 2003).

2.2.3 Atividade antiinflamatodria

A administracdo de um extrato purificado de Peumus boldus exerceu um
efeito antiinflamatério através do teste de edema em patas de ratos induzido por
carragenina, na dose de 100 mg/kg o edema diminuiu em 55%, enquanto que altas
doses de 200 mg/kg e 400 mg/kg reduziram em 75% e 89% a evolucdo do edema,
respectivamente. Este efeito ndo se repetiu quando a boldina (10 ou 20 mg/kg) foi
administrada isolada (LANHERS, 1991).

No entanto, em 1994 BACKHOUSE e colaboradores demonstraram que a
boldina € muito efetiva (CEso = 34 mg/kg; p.0.) em reduzir edema em pata de
cobaias induzido por carragenina e na prevencao (60 mg/kg; p.o.) do aumento da

temperatura retal em coelhos tratados com pirogénios bacterianos.

Relatos indicam que a atividade antiinflamatéria estd ligada a acao
antioxidante da planta, ja que moléculas que podem interferir na geracdo de
espécies reativas de oxigénio, podem, também, possuir propriedades
antiinflamatérias (O'BRIEN et al., 2005).

2.2.4 Atividade fotoprotetora

HIDALGO e colaboradores em 1998 mostraram que a boldina é foto-instavel
quando irradiada a comprimentos de onda acima de 300 nm e exerce um efeito
fotoprotetor contra raios UV-B em ratos, em testes in vivo e in vitro. A fotoprotecéo
foi evidenciada pelo aumento na temperatura da pele de roedores induzido por raios
uVv.
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Mais recentemente, RANCAN e colaboradores (2002) investigaram as
propriedades fotoprotetoras da boldina em humanos. Estes autores observaram que
a aplicacdo da boldina (25 mM) em uma area de 12 cm? protegeu a pela contra a
formacdo de eritemas, na mesma extensédo de um fotoprotetor com fator de protecéo

solar 5.
2.2.5 Atividade antimicrobiana

O oOleo essencial das folhas de Peumus boldus mostrou atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como:
Streptococcus pyogenes, Micrococcus sp, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis
(VILA et al., 1999).

2.2.6 Estudos toxicolégicos

Estudos sobre a genotoxicidade do boldo também foram realizados, e a
boldina demonstrou ser ndo-mutagénica no cromoteste SOS e no Teste Ames, com
ou sem antecedentes de ativacdo metabodlica (MORENO et al., 1991). Outro estudo
definiu que a boldina nas concentragées de 10, 20 e 40 ug/ml ndo induziu acréscimo
na frequéncia de aberracbes cromossomais e mudancas em cromatides irmas em
um estudo in vitro; j& na analise in vivo, houve separacdo e quebras de crométides
na concentracdo de 225 mg/kg de boldina (TAVARES e TAKAHASHI, 1994).

Por fim, a avaliacdo toxicolégica do extrato hidroalcoolico de folhas secas de
Peumus boldus e boldina em ratos, demonstrou que ratas prenhas, tratadas
oralmente com 800 mg/kg do extrato e de boldina, tiveram alteragbes anatdbmicas no
feto. Também foram observados incidentes de acdo blastocistotoxica/antizigotica e
poucos casos de atividade abortiva, além de alteracdes histoldgicas no figado dos
ratos, o que sugere moderacédo e cuidado na administragdo do boldo, especialmente
a longo prazo e nos primeiros trés meses de gestacdo (ALMEIDA et al., 2000).

2.3 ASPECTOS QUIMICOS

As folhas de Peumus boldus séo caracterizadas pela presenca de taninos
(1,2%), Oleos essenciais (2-3%), cumarinas (0,5%), alcaléides (0,1-0,7%) e

flavonoides (FARMACOPEIA, 1988; ESCOP, 1997; THE COMPLETE, 1998; VOGEL
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et al., 1999; BRITISH, 2000; HERBAL, 2000; NEWALL et al., 2002; THE REVIEW,
2002).

O dleo essencial das folhas da espécie, em sua constituicdo quimica,
apresenta cerca de 46 componentes diferentes, em sua maioria compostos
monoterpenos (90,5% do total) como limoneno (17%), p-cimeno (13,6%), 1,8-cineol
(11,8%), pB-felandreno (8,4%), sabineno (6,3%), a-pimeno (5,3%), terpine-4-ol (5,3%)
e a-terpineol (5,2%). Neste mesmo estudo o ascaridol foi encontrado em baixas
concentracdes (1,0%) (VILA et al., 1999); diferindo de outras literaturas nas quais o
ascaridol e o cineol sao encontrados em maiores concentragdes, 45% e 30%,
respectivamente (WASICKY, 1963; SPEISKY e CASSELS, 1994).

A classe dos flavondides esta presente e cinco glicosideos flavonicos séo
identificados: pneumosideo (ramnetina-3-arabinosideo-3’-ramnosideo), boldosideo
(isoramnetina 3-glucosideo-7-ramnosideo), fragosideo (isoramnetina diramnosideo),
campferol-3-glucosideo-7-ramnosideo e isoramnetina-3-arabinosideo-7-ramnosideo
(SPEISKY e CASSELS, 1994).

Os alcaldides séo os responsaveis pelas atividades farmacologicas do boldo.
A boldina foi o primeiro alcaldide isolado e identificado como (S)-2,9-diidroxi-1,10-
dimetoxi-aporfina [(I), Fig. 2.1)]. Logo, foram identificados outros alcaldides:
isoboldina (1), isocoridina (lll), norisocoridina (IV), isocoridina N-Oxido (V), n-
metilaurotetanina (VI), laurotetanina (VII), laurolitsina (VIII) e reticulina (IX). Também
foram isolados alguns alcaldides ndo-aporfindides como a coclaurina, laudanosina e
laudanosolina (HUGHES et al., 1968a, HUGHES et al.,, 1968b; SPEISKY e
CASSELS,1994).
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Figura 2.1 Estrutura quimica de alcal6ides aporfinicos isolados de Peumus boldus.

A deteccao e quantificacdo dos alcaldides foi realizada por técnicas analiticas
convencionais variadas como Cromatografia Gasosa (VILA et al.,1999; VOGEL et
al.,, 1999); Espectrofluorimetria Derivativa (VILCHEZ, 1994); Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e CLAE , estas descritas nas Tabelas 2.1 e 2.2.
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Tabela 2.1 Analises em CCD relatadas para Peumus boldus*.

Fase Movel Revelador Autor
Cloroférmio: dietilamina (75:25) Luz ultravioleta 254 nm. PIETTA e MAURI, 1988.
Acetato de etila: acetona: metanol: Luz ultravioleta 254 nm FARMACOPEIA, 1996.
dietilamina (45:30:20:5) Reagente de Dragendorff

A,B = tolueno: acetato de etila:

dietilamina (70:20:10) A = Luz ultravioleta 365 nm

C = tolueno: acetato de etila (93:7) B = Reagente de Dragendorff WAGNER e BLADT,
D = acetato de etila: 4cido férmico: C=Vanilina sulfarica 1996.

acido acético glacial: agua D= Reagente Natural A

(100:11:11:26)

Metanol: dietilamina: tolueno Solucéo de iodobismutato de BRITISH, 2000;
(10:10:80) potéssio e nitrito de sédio. FARMACOPOEA, 2002.

* As bibliografias consultadas relatavam cromatoplacas de silica gel como fase estacionaria.

Tabela 2.2 Analises por CLAE relatadas para Peumus boldus.

Fluxo Detector

Sistema Coluna (ml/min) (UV) Autor
Isocrético
Acetonitrila: 4gua: trietilamina Cis Bondapack 18 270 nm PIETTA e MAURI,
(87:15:0,2) (30 cm x 3,9 mm d.i.) ' 1988.
pH 2,6 -acido fosférico 10%
Isocrético Spherisorb SS
o ODs s1
Acetonitrila: agua (77,4:22,6) (30 ¢m x 4.6 mm d.i.) 0.8 304 nm. BETTS, 1990.
0,05% dietilamina 30°C
Isocrético
Acetonitrila: perclorato de RP-8 (Merck
- erc
sddio 0,1 M (aquoso) (1515, (25 cm X(4 mm d)l) 15 302 nm ORSl et al., 1997.
vIv)
pH 3,0 - &cido perclorico
Isocrético
A= acetonitrila: dietilamina
) BRITISH, 2000;
(99.8:0.,2) Cig5um 15 304 nm FARMACOPOEA,
B= agua: dietilamina 2002.
(99,8:0,2)
A:B = (16:84)
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3. ANALISE BOTANICA




3.1. INTRODUCAO

Matérias-primas oriundas de plantas medicinais podem ser categorizadas de
acordo com suas caracteristicas macroscépicas e microscépicas. Um exame para
determinar estas caracteristicas € o primeiro passo para estabelecer a identidade e

o grau de pureza destes materiais (WHO, 1998).

Drogas vegetais sdo identificadas macroscopicamente com base na forma,
tamanho, coloragdo, textura, aspectos da fratura e caracteristicas da superficie
cortada. Estas caracteristicas sdo Uteis na caracterizacdo da droga em exame.
Entretanto, como a identificacdo macroscopica é bastante subjetiva e, ainda,
substituintes ou adulterantes podem apresentar caracteristicas muito semelhantes
ao material verdadeiro, sempre se faz necesséaria a analise microscoépica (WHO,
1998; SHARAPIN, 2000).

As caracteristicas microscopicas sao visualizadas ao microscopio com adicéo
ou ndo de corantes e/ou reagentes quimicos. A andlise microscoépica € indispensavel
quando se trata de drogas rasuradas ou pulverizadas e auxilia na sua identificacao,
podendo ser fundamental para o reconhecimento de adulterantes (WHO, 1998;
SHARAPIN, 2000).

Estudos botanicos tém como objetivo a identificacdo inequivoca de uma
espécie vegetal (SONAGLIO et al., 2003), evitando, desta forma, a adulteracdo ou
substituicdo de espécies e da parte usada como farmacogeno, e até mesmo 0 uso
de plantas consideradas toxicas (NEWALL et al., 2002).

A qualidade das plantas medicinais e dos produtos fitoterapicos
comercializados vem sendo afetada, negativamente, pelo aumento da demanda dos
mesmos. Estudos demonstraram que na Ultima década do século passado, cerca de
50% dos produtos fitoterapicos disponiveis no comeércio brasileiro, apresentaram
alguma irregularidade devido a presenca de matéria organica estranha, sujidades e
insetos, problemas de identificagcdo botanica ou teores de fitocompostos abaixo do
especificado e adulteragdo (MARQUES e BORIO, 1991).

Desta forma, a monografia de uma droga vegetal tem por objetivo descrever

as caracteristicas macro e microscopicas, as quais devem ser comparadas com as
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da amostra da droga sempre que novos lotes da espécie forem adquiridos, como
primeiro passo para a producdo de fitoterapicos de qualidade (SHARAPIN, 2000).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Analisar botanicamente as folhas de Peumus boldus, definindo:
a. descricdo e representacédo da folha;
b. descrigdo e representacao de caracteres microscopicos da lamina foliar;
c. descricdo e representacao de caracteres microscopicos do peciolo;

d. identificag &o, descricdo e representacdo dos elementos microscopicos
encontrados no po.



4. ENSAIOS DE PUREZA

E ANALISE QUANTITATIVA DA DROGA VEGETAL




4.1 INTRODUCAO

A participacdo de plantas medicinais e de medicamentos de origem vegetal é
crescente no arsenal terapéutico. Desta forma, a necessidade de efetuar o controle
de qualidade, através de técnicas modernas e eficientes, também cresce
(SHARAPIN, 2000).

Entende-se por qualidade o conjunto de critérios que caracterizam a matéria-
prima e o produto para o uso ao qual se destina. Os parametros da qualidade para
fins farmacéuticos sao, em principio, estabelecidos nas Farmacopéias. Estas sdo
codigos oficiais ou oficialmente adotados, onde s&do descritos os padrdoes de
qualidade dos medicamentos e os métodos para sua analise (SHARAPIN, 2000;
FARIAS et al., 2003).

Em se tratando de plantas medicinais, o controle de qualidade assume
particular importancia. Isto porque alguns parametros essenciais para a qualidade da
matéria-prima vegetal e, conseqiientemente, do produto final, podem variar quanto a
composicdo quimica, pureza e caracteristicas fenotipicas, dependendo da
procedéncia do material, bem como quanto a fatores externos como: temperatura,
umidade, luminosidade, nutrientes do solo, método de coleta, secagem e transporte,
parte da planta usada, entre outros (CALIXTO, 2001; FARIAS et al., 2003).

Dentre parametros de pureza, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda que as especificacbes farmacopéicas para o material vegetal incluam a
determinacdo de cinzas totais, perda por dessecacdo e quantidade de elementos
estranhos (SHARAPIN, 2000). O estabelecimento de parametros quantitativos, no
caso de matérias-primas vegetais, € significativamente mais complexo do que para

matérias-primas sintéticas.

Dentre as técnicas descritas, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) vem se destacando na quimica analitica, por ser reconhecidamente a mais
adequada para a determinacdo quantitativa dos marcadores quimicos, permitindo
identificar e quantificar substancias, mesmo na presenca de interferentes da matriz
vegetal ou no analito (FARIAS et al., 2003; PAVEI, 2004; RIBANI et al, 2004). A

CLAE é considerada um método rapido e preciso, permitindo a separacdo e
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doseamento de quantidades relativamente pequenas de material (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2003).

Agregado ao desenvolvimento de metodologias analiticas quantitativas
utiizando CLAE, a necessidade de se mostrar a qualidade do método, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. E, para garantir que um novo método analitico gere
informacdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser validado
(RIBANI et al., 2004).

A validacado de um método analitico € um processo dinamico e imprescindivel
para a demonstracédo de sua adequabilidade para a aplicacédo pretendida e deve ser
considerada parte de qualquer estudo de desenvolvimento de metodologia (ERMER,
2001). Diversos guias contendo diretrizes sobre a validacdo estdo disponiveis
atualmente (ICH, 1996; USP, 2005; ANVISA, 2003). Nenhum destes 6rgaos, porém,
traz regulamentacbes especificas para matérias-primas vegetais e fitoterapicos.
Sendo assim, o0s parametros de desempenho analitico utlizados estdo

fundamentados naqueles utilizados para os medicamentos, e séo eles:

I) Especificidade / Seletividade: € a capacidade que o método possui de

medir exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz. Em métodos
cromatograficos, devem ser tomadas as precaucfes necessarias para garantir a
pureza dos picos cromatograficos. A utilizacdo de testes de pureza de pico (por
exemplo, com auxilio de detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de
massas) sao necessarios para demonstrar que o pico cromatogréafico é atribuido a

um s6 componente.

II) Linearidade: define-se como a propor¢cdo entre a quantidade ou a
concentracdo do analito e a sua resposta (area, altura), bem como o intervalo de
confiangca para o qual o método é satisfatorio. E normalmente referida como a
variancia do declive da linha de regressdo. Deve abranger, no minimo, cinco

concentracdes no intervalo de 80 — 120%.

IIl) Exatiddo: indica a capacidade que o método analitico possui de

proporcionar resultados o mais préoximo possivel do valor verdadeiro. Na pratica
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traduz a percentagem de recuperacdo do composto cuja concentracdo da amostra
se conhece exatamente. Executa-se, para esta analise, no minimo trés niveis de

concentragéo.

IV) Precis@o: é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla, de uma mesma amostra. A precisédo
pode ser expressa como o0 desvio padrdo ou o desvio padrao relativo (coeficiente de
variacdo) de uma série de medidas. Conforme o ICH (1996) e a Resolugéo n°. 899
(BRASIL, 2003), a precisao pode ser medida em trés niveis:

= Repetibilidade: concordancia entre os resultados dentro de um curto

periodo de tempo com 0 mesmo analista. E verificada por nove
determinacdes em trés niveis de concentracdo, ou seis determinacdes a

100% da concentracao teste.

= Precisdo Intermediaria: concordancia entre os resultados do mesmo

laboratorio, mas obtidos em dias diferentes (no minimo dois), com

analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes.

» Reprodutibilidade: definida como a variagao inter-laboratorial. Verifica-se

gue o método fornece os mesmos resultados em diferentes laboratorios.

V) Limite de Deteccdo (LD): representa a mais baixa concentracdo da

substancia em exame, que pode ser detectada com certo limite de confiabilidade
utilizando um determinado procedimento experimental. Pode ser calculado com base
no desvio padrédo (DP) da resposta e a inclinacdo (I) da curva padrdo a niveis
proximos ao LD a partir da formula LD= 3,3 (DP/I); ou na avaliacdo visual em
métodos ndo instrumentais e na relacdo sinal-ruido para procedimentos analiticos

que exibem ruido de base.

VI) Limite de guantificacdo (LQ): representa a quantidade minima de

amostra que pode ser quantificada com a precisdo e exatiddo adequadas. Da
mesma forma, pode ser calculado a partir da formula LQ= 10 (DP/I), ou na avaliagdo

visual em métodos nao instrumentais e na relacéo sinal-ruido.

VIl) Robustez: corresponde a capacidade de um método de ndo ser afetado

por uma pequena e deliberada modificacdo em seus parametros. A robustez do
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método € avaliada através de parametros modificados como a composi¢cado quimica
da fase movel, pH, temperatura, etc. e a respectiva determinacdo do seu efeito

sobre os resultados obtidos.

Tanto o ICH (1996) como a USP 28 (2005) reconhecem que nao ha
necessidade de avaliar todos os parametros de performance analitica. O tipo de
método e seu respectivo uso determinam quais 0s parametros sao relevantes para o
desempenho do processo analitico e devem ser investigados, sendo de
responsabilidade do analista identificd-los, para que os resultados gerados pela
aplicacdo do meéetodo sejam de total confiabilidade quando o seu uso for rotineiro
(SWARTZ e KRULL, 1997).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver métodos para a avaliagdo analitica da droga vegetal Boldus

folium quanto aos seguintes aspectos:
a. teor de cinzas totais;
b. perda por dessecacéao;
c. materiais estranhos para a droga vegetal;

d. estabelecer e otimizar um sistema de analise por CLAE para quantificacao de

boldina;
e. validar a metodologia desenvolvida por CLAE.
4.3 MATERIAIS E METODOS
4.3.1 Material vegetal

Folhas dessecadas de Peumus boldus, utilizadas para o desenvolvimento das
andlises, foram obtidas em empresas farmacéuticas na cidade de Porto Alegre, nos
meses de maio e agosto de 2004. Apos identificacdo realizada pela Biologa Botanica
Prof. Dra. Lilian A. Mentz, as mesmas foram armazenadas em vidros ambar a
temperatura ambiente. A Tabela 4.1 apresenta as amostras utilizadas nos ensaios

de pureza.
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Tabela 4.1 Listagem das amostras industriais e comerciais de Peumus boldus utilizadas nos
ensaios de pureza.

N° Local de obtencéo Condicéo do material Ano
1* Ind. farmacéutica (Porto Alegre - Brasil) Rasurado 2004
2 Ind. farmacéutica (Porto Alegre - Brasil) Rasurado 2004
3 Ervanario (Manaus — Brasil) Rasurado 2004

* amostra utilizada na analise quantitativa por CLAE.
4.3.2 Ensaios de pureza

4.3.2.1 Determinacéo do teor de cinzas totais (F. B. 4 ed., 2000)

As amostras da espécie foram avaliadas em triplicata conforme
especificacdes da Farmacopéia Brasileira 4 ed. (2000). Os resultados foram obtidos

calculando-se a porcentagem de residuo em relacdo ao material vegetal seco.

4.3.2.2 Determinacédo da perda por dessecacéo

Nesta andlise, os métodos gravimétrico e de secagem em balanca de

infravermelho foram comparados pelo teste estatistico “t” de Student.
Método gravimétrico (F. B. 4 ed., 1988)

A técnica utilizada neste ensaio esta descrita na Farmacopéia Brasileira 4 ed.

(1988) e foi realizada em triplicata e os resultados expressos em massa percentual.
Método de secagem em balanga de infravermelho

Esta andlise ocorreu em triplicata e os resultados foram fornecidos pela
balanca em perda de massa percentual. A balanca utilizada € acoplada ao sistema
de secagem por irradiacdo em infravermelho (termobalanca-Top Ray) com rampa de
aquecimento para 105° C. As amostras rasuradas (cerca de 1 g) foram acomodadas
em pratos de aluminio previamente dessecados em estufa (105° C/ 1 hora).

4.3.2.3 Determinacdo de materiais estranhos (F. B. 4 ed., 2000)

Cinguenta gramas de material foram analisados conforme especificacdo da
Farmacopéia Brasileira 4 ed. (FARMACOPEIA, 2000). O resultado foi expresso em

percentual de materiais estranhos.
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4.3.3 Analise quantitativa

4.3.3.1Preparacdo dos extratos

Dois gramas de material pulverizado em moinho de facas foram inseridos em
erlenmeyer de 250 ml. Acrescentaram-se, entdo, 50 ml de solucdo de acido
cloridrico 8% (v/v), e o erlenmeyer foi levado a banho de agua a 80° C, durante 30
minutos. O extrato foi filtrado para baldo volumétrico de 100 ml e a operacgéo foi
repetida com mais 50 ml do &cido cloridrico diluido. ApGs resfriados os filtrados, o
volume no baldo volumétrico foi ajustado com agua destilada e os mesmos foram
levados a um funil de separacao, onde foram agitados com 100 ml de uma mistura
de volumes iguais de acetato de etila P.A. (SYNTH) e n-hexano P.A. (SYNTH). O pH
da fase aquosa foi ajustado a 8,5 — 9,0 com hidréxido de ambnio P.A. (SYNTH), e
extraido sucessivamente com 100 ml, 50 ml e 50 ml de diclorometano P.A.
(QUIMEX). As fases organicas foram reunidas e evaporadas em evaporador
rotatorio até a secura. O residuo foi entdo retomado em bal&o volumétrico de 5 ml
com acetonitrila (grau analitico para CLAE / MERCK), obtendo uma solu¢gdo com
concentracdo teorica final de 400 mg/ml, A partir desta, todas as diluicbes

pertinentes a cada parametro avaliado foram realizadas.

4.3.3.2 Andlise cromatografica

Os extratos foram diluidos na proporcdo de 1:1 (viv) com uma solucédo de
agua ultrapura (MiliQ® / Millipore): acetonitrila (grau analitico para CLAE / MERCK)
(85:15 v/v). As amostras foram filtradas por membrana filtrante hidrofébica (Millipore;
0,45 um; 13 mm) e 10 ul foram injetados em equipamento de CLAE. As andlises

foram realizadas em triplicatas.

4.3.3.3 CondicOes cromatograficas

Os parametros utilizados nas analises cromatogréaficas estdo descritos na
Tabela 4.1. Todos os solventes utilizados para composicdo da fase mével foram
previamente filtrados através de membrana (HPLV 047 / Millipore) e desaerados por

15 minutos em banho de ultra-som.
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Tabela 4.2 Parametros definidos para a andlise cromatografica dos extratos da espécie
Peumus boldus.

Caracteristicas Descricao
Cromatografo Waters Alliance 2690
Detector Fotodiodos Waters 996
Coluna Nova-Pak C18*
Pré-coluna Lichospher® Merck?
Sistema de eluicdo Isocratico

Fase movel Agua: acetonitrila : acido trifuoroacético (85:15:0,1)
Vazao 0,6 ml/min
Volume de injecao 10 ul
Comprimento de onda 200 — 400 nm (CLAE/DAD)
Sensibilidade de deteccdo 0,05 AUFS

! Dimensdes da coluna / Tamanho de particula: 3,9 x 150 mm / 4 um
> Dimensées da pré-coluna / Preenchimento: 10 x 4 mm / Bondapak® Waters C18 (37-55 um)

Para identificacdo do pico da boldina no cromatograma realizou-se coinje¢céo
das amostras e da substancia quimica de referéncia. Aléem disso, o cromatograma
foi monitorado por Software Empower e os espectros de ultravioleta adquiridos pelo

CLAE/DAD foram comparados e sobrepostos.

4.3.3.4 Curva padrao da boldina

Uma solucdo-méde da substancia quimica de referéncia boldina (Sigma-
Aldrich) com concentracéo final de 0,12 mg/ml foi preparada por dissolugcdo em
acetonitrila, e a partir desta, diluicbes foram realizadas obtendo-se sete niveis de
concentracéao, suficientes para abranger os dados para uma posterior quantificacao.
As solugcdes preparadas foram filtradas com membrana em PVDF (0,45 um) e
injetadas em triplicata, utilizando os parametros cromatograficos descritos no item

4.3.3.3. O experimento foi realizado em trés dias consecutivos.

A média das injecdes foi obtida apos integracdo dos picos referentes a
boldina, que foram utilizadas para a constru¢cdo de um gréfico de area versus
concentracdo, obtendo trés curvas respostas. Os dados foram analisados
estatisticamente através do estudo de regressao linear pelo método dos minimos

quadrados e pela andlise estatistica de variancia (ANOVA).
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4.3.4 Validacdo do método analitico

Os parametros utilizados para a validagdo do método de CLAE foram
fundamentados nas normas estabelecidas pela Conferéncia Internacional de
Harmonizacao (ICH, 1996), HONG & SHAH (2000), USP (2005) e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) RE n.° 899 (BRASIL, 2003) e séo eles:

4.3.4.1 Especificidade

A especificidade do método foi demonstrada através da injecdo de diluicbes
da solucédo descrita em 4.3.3.1, previamente filtradas com membrana em PVDF
(0,45 um) em cromatografo Waters Alliance 2690 com detector de arranjo de
fotodiodos Waters PDA 996.

4.3.4.2 Linearidade

Partindo-se da solucéo preparada conforme o item 4.3.3.1 com concentragao
tedrica final de 400 mg/ml, uma curva foi construida para a amostra contendo sete
niveis de concentracdo contemplada em uma faixa de 70% a 130%. Para cada
ponto da curva, 3 determinacfes foram realizadas, sendo as andlises feitas em
triplicata. Todas as amostras foram previamente filtradas com membrana em PVDF
(0,45 um).

A linearidade do método proposto foi verificada através da andlise das areas
totais do pico do marcador quimico, utilizando o método dos minimos quadrados e

analise de variancia (ANOVA).
4.3.4.3 Precisédo

Repetibilidade

Seis diluicdes a 100% foram preparadas a partir da solugéo obtida no item
4.3.3.1. As injecOes ocorreram em triplicata, em um mesmo dia, sendo as solucdes
previamente filtradas com membrana em PVDF (0,45 um). Os resultados foram

expressos como desvio padrao relativo (DPR).
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Precisdo intermediaria

Neste teste, trés diluicbes foram preparadas a partir da solug&o obtida no item
4.3.3.1. As injecOes ocorreram em triplicatas durante cinco dias consecutivos e as
solugbes foram filtradas com membrana em PVDF (0,45 um). A partir dos
resultados, pode-se obter a preciséo intra-dia calculando-se a média, o DP e o DPR
para cada dia; bem como a precisao entre-dias, a partir da média dos resultados de

cada dia da preciséo intra-dia e calculando novamente a média, o DP e o DPR.
4.3.4.4 Exatidao

Determinada através do teste de recuperagdo da solucdo quimica de
referéncia, adicionando-se concentracoes crescentes de marcador a solugao
extrativa. Cada diluicdo foi preparada em triplicata e injetada trés vezes, sendo cada
uma delas previamente filtrada com membrana em PVDF (0,45 um). O percentual de

recuperacao € fornecido pela equacéo 4.1 abaixo:

Esquema 4.1 Calculo utilizado para determinacdo do percentual de recuperacdo do

marcador quimico.

R% = [(Cr—=Ca)] . 100
Cp

Onde:
Cr = concentragdo do marcador quimico no extrato fortificado (mg/ml);

Ca = concentracdo do marcador quimico no extrato, determinado neste

método (mg/ml);
Cp = concentracdo da solucdo padrdo adicionada (mg/ml).

4.3.4.5 Limite de Deteccédo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

Estes limites foram obtidos com dados da curva padrdo da substancia

quimica de referéncia e calculados matematicamente.
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Esquema 4.2 Calculo para determinacao dos limites de detec¢éo (LD) e quantificacao (LQ).

LD=(33.S LQ=(10.5S)
| |

Onde:
S = desvio padrao meédio do intercepto das trés curvas padrao;
| = inclinacdo média das trés curvas.

4.3.4.6 Robustez

A robustez foi determinada através de variacbes nas condicbes
cromatograficas previamente estabelecidas. As variacdes estdo descritas na Tabela
4.2

Tabela 4.3 Parametros analiticos modificados para a realizagéo do teste de robustez.

Pardmetros Atual Alterado

Coluna Nova Pak® C18 Waters Symmetry® C18 Waters

Cromatografica (4pm; 3,9 x 150 mm) (3,5um; 4,6 x 75 mm)

Fluxo 0,6 ml/ min. 0,8 ml/ min.

Fase mével ACN : Agua : TFA ACN : Agua : TFA
(85:15:0,1; v/viv) (80:20:0,01; viviv)

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1 Ensaios de Pureza

4.4.1.1 Determinacéo do teor de cinzas totais (F. B. 4 ed., 2000)

A determinacdo de cinzas totais envolve a determinacdo tanto da cinza
fisiolégica quanto da néo fisiolégica e consiste em medir a quantidade do residuo
nao volatilizado apds a calcinacéo da droga (SHARAPIN, 2000).

Conforme BRITISH (2000) e PHARMACOPOEIA (2002), o limite aceito para
as folhas de Peumus boldus é 13%, jA& na Farmacopéia Brasileira 4 ed.
(FARMACOPEIA, 1996), o limite € de 10%. Os valores de teor minimo e maximo,
bem como a média, DP e DPR dos resultados obtidos para as trés amostras

analisadas encontram-se na Tabela 4.3.
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Tabela 4.4 Teor de cinzas totais para amostras de Peumus boldus.

N° de amostras Teor minimo - maximo (%) Teor médio (%) + DP DPR (%)

9 8,55 -9,83 9,42 + 0,39 4,19

A partir destes dados, pode-se observar que todas as amostras analisadas
tiveram valores aceitaveis conforme as Farmacopéias citadas anteriormente. Estes
valores concordam com os valores encontrados por BATISTIC e colaboradores
(1989), que encontraram teores minimo de 9,53% e maximo de 12,87%. MELO e
colaboradores (2004), em avaliacdo da qualidade de amostras comerciais de

Peumus boldus, encontraram valores que variaram de 11,29% a 15,27%.

4.4.1.2 Determinacédo da perda por dessecacéo

O excesso de agua em drogas vegetais € responsavel pelo crescimento de
bactérias e fungos, assim como pela hidrdlise de constituintes, podendo acarretar na
sua degradacdo. Além disso, a umidade pode, também, facilitar a atividade
enzimatica na droga (LIST & SCHIMIDT, 1989; SHARAPIN, 2000; CUNHA et al.,
2003; FARIAS et al., 2003).

Os resultados obtidos com a analise gravimétrica e com a balanca de

infravermelho estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.5 Teor de umidade de amostras de Peumus boldus.

Método N® de Teorminimo — . 1adio (%) £ DP  DPR (%)
amostras maximo (%)
Gravimétrico 9 9,97 — 10,88 10,44 + 0,32 3,03
Balanca IV 9 9,17 — 10,55 9,87 £ 0,44 4,41

Com a analise estatistica dos dados, verificou-se que a diferenca entre os
métodos foi significativa (tcac = 3,37; tap = 2,120), apesar das médias apresentadas

serem muito proximas.

As Farmacopéias Brasileira (1996), Britanica (2000) e Portuguesa (2002)
estabelecem limites de 5%, 10% e 10%, respectivamente. Analisando os valores
encontrados, percebe-se que 0s teores minimo e maximo encontrados
ultrapassaram os estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira, e apenas os teores

maximos foram superiores aos limites das Farmacopéias Britanica e Portuguesa.
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Porém varias bibliografias estabelecem que para matérias-primas vegetais os teores
de perda por dessecacdo podem variar de 8 a 14% (OLIVEIRA et al.,, 1991,
SHARAPIN, 2000; FARIAS et al., 2003).

Em estudo realizado por MELO e colaboradores (2004) o teor de umidade
encontrado nas amostras comerciais analisadas variou de 5,91% a 10,07%, obtendo

um teor médio de 7,87%, mais baixo que o encontrado neste estudo.

Devido a varios fatores, como procedéncia da amostra e época de coleta do
material vegetal, bem como condi¢cdes de armazenamento e umidade ambiente no
dia em que foi realizada a analise e sabendo-se que materiais vegetais retém um
teor elevado de umidade, os limites encontrados sdo adequados, sendo possivel o

uso da faixa de 8 a 14%.

4.4.1.3 Determinacdo de materiais estranhos (F. B. 4 ed., 2000)

Os resultados médios obtidos pela analise de quarteamento foram de 6,89%
para ramos e 2,71% para outros elementos. Os materiais mais encontrados foram
folhas de outras drogas, pedras e palhas. As especificacbes das Farmacopéias
pesquisadas sdo as seguintes: Farmacopéia Brasileira 4 ed. (FARMACOPEIA,
1996), maximo de 3%; Farmacopéia Italiana (FARMACOPEA, 1991), no maximo 5%
de ramos; Farmacopéias Britanica (BRISTISH, 2000) e Portuguesa
(FARMACOPOEA, 2002), maximos de 4% para ramos e 2% para outros elementos
estranhos. Desta forma, os resultados encontrados ficam acima dos limites

estabelecidos em todos os compéndios pesquisados.

Em avaliacdo da qualidade de folhas de boldo comercializadas em Curitiba
em 2001, BARBOSA e colaboradores encontraram valores de 1,02% a 10,05%,
sendo que o valor médio obtido foi de 5,09%. Neste trabalho, os autores reprovaram
cinco das sete amostras pesquisadas. MELO e colaboradores, em 2004, obtiveram
uma meédia 5,86% e concluiram que todas as amostras pesquisadas foram

reprovadas.

62



4.4.2 Analise quantitativa

4.4.2.1 Andlise cromatografica

s

Atualmente, a CLAE € aceita como uma das técnicas analiticas mais
utilizadas na quantificacdo de substancias organicas ou de misturas de substancias.
A maioria dos cdédigos oficiais preconiza a utilizacdo desta técnica em funcdo de
suas inumeras vantagens, como rapidez, simplicidade, sensibilidade, preciséo,
exatiddo e capacidade de automacdo (QUATTROCCHIO et al, 1992,
BITTENCOURT, 2003).

Com relacdo a quantificacdo dos alcaléides em uma determinada droga,
deve-se diferenciar entre o doseamento dos alcaldides totais presentes ou de
apenas um alcalodide especifico. A etapa crucial na dosagem dos alcalbides consiste
na escolha de um método geral de extracdo que assegure o esgotamento destes

compostos na droga a ser analisada (HENRIQUES et al., 2003).

A maioria dos trabalhos que relatam quantificacdo de alcaldides, na
atualidade, inclui as técnicas analiticas de CG (Cromatografia Gasosa) no caso de
alcaloides volateis e CLAE, na maioria das vezes acoplado a um detector de arranjo
de fotodiodos que permite, além da quantificacdo, a caracterizacdo das diversas
classes de alcalbides através de seus espectros de absorcdo na regido do UV
(HENRIQUES et al., 2003).

Entre os diversos sistemas cromatogréficos testados, selecionou-se o sistema
isocratico utilizando como fase movel uma mistura de agua, acetonitrila e acido
trifluoroacético (85:15:0,1; v/v/v). Este sistema apresentou uma melhor resolu¢cdo na
separacdo da boldina, além de proporcionar o reaproveitamento da fase mével pela
recirculagéo no aparelho.

O perfil cromatografico de Peumus boldus, apos extracdo descrita no item
4.3.3.1, analisado segundo o item 4.3.3.2 de acordo com as condi¢des preconizadas

em 4.3.3.3, pode ser observado na Figura 4.1.

Verificou-se que o pico majoritario selecionado, apés sobreposicdo dos
cromatogramas da amostra e da substancia quimica de referéncia no mesmo dia

(Figura 4.2), e coinjecdo, com o objetivo de comparar os seus tempos de retencédo e
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espectros na regido do ultravioleta, corresponde a boldina apresentando UV de
absorcdo minimo de 281 nm e maximo de 305 nm (Figura 4.1), sendo o ultimo

selecionado para a leitura das analises.
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Figura 4.1 Cromatograma de Peumus boldus a 305 nm de acordo com o0 método proposto e
destacando a boldina com seu respectivo UV.
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Figura 4.2 Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos com a solucdo extrativa de Peumus
boldus com o cromatograma da substancia de referéncia boldina.
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Na analise de substéancias basicas como alcaléides usando CLAE em fase
reversa, picos com cauda sédo obtidos devido a retencdo de grupos silanol quando é
usado acetonitrila e 4&gua como eluente. Para melhorar a forma e a separacdo dos
picos, fases moveis acidas podem ser utilizadas, dai a necessidade do uso de TFA
como auxiliar na resolucdo do cromatograma (PIETTA et al., 1988; DONDI et al.,
1989).

Através da andlise por CLAE com detector de arranjo de fotodiodos, foi
possivel verificar que o grau de pureza do pico majoritario era satisfatorio, propondo
que o meétodo desenvolvido € bastante adequado para a analise de Peumus boldus.
Além disso, pbéde-se verificar que o método de extracdo proposto mostrou-se

eficiente.

Os alcaloides, por possuirem carater de base fraca, sdo convertidos na forma
de sal em solucdes aquosas de acidos minerais e, quando tratados com solucdes
alcalinas, o nitrogénio libera um ion hidrogénio formando uma amina livre, que sera
solavel em solventes organicos como o diclorometano. Sendo que a extracdo deve
ser precedida por um tratamento com solventes de baixa polaridade para remocéo
de substancias lipofilicas, purificando o extrato final (HENRIQUES et al., 2003).

STEVIGNY e colaboradores (2004) relataram uma melhor eficiéncia de
extracdo dos alcaldides aporfinicos de diferentes amostras de Cassytha filiformis,
comparando a extragdo em banho de 4gua a 50° C, com maceracgao, extracdo em
Soxhlet e percolacdo. Aléem disso, observaram que o pH da solucdo extrativa deve

estar entre 8,5 - 9,5 para uma completa extracdo dos alcalbides.

Na curva padrdo para o método por CLAE foram utilizadas solu¢bes de
boldina na faixa de concentragcdo de 0,028 mg/ml a 0,6 mg/ml. A Tabela 4.5
apresenta as areas absolutas dos picos obtidos nas diferentes concentracdes. A
equacdo da reta obtida por regressao linear e o coeficiente de regressao para o

padrado podem ser visualizados na Figura 4.3.
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Tabela 4.6 Areas absolutas dos picos de boldina obtidas por CLAE.

Concentracdo (mg/ml)* Area (mV.s) média + D.P. DPR %
0,028 983161 + 23291,46 2,37
0,034 1173399 +12306,67 1,05
0,040 1411776 + 33582,22 2,38
0,042 1477510 +11166,97 0,75
0,050 1729448 +10117,02 0,58
0,053 1833321 + 15360,61 0,84
0,060 2089331 + 26958,52 1,29

* todas as analises ocorreram em triplicata.
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Figura 4.3 Curva padrdo da boldina obtida por CLAE

Na Tabela 4.7 sdo mostradas os dados da analise de variancia (ANOVA).

Tabela 4.7 Andlise de varidncia (ANOVA) para a curva padrao da boldina.

Fontes de variacéo GL SQ oM Fcalc
Entre 6 2,66 x 10* 4,43 x 10" 535,02*
Dentro 14 1,16 x 10*° 8,28 x 10°

Total 20 2,67 x 10

* significativo para p < 0,01

A partir dos dados com a andlise de variancia constata-se que a mesma
apresenta diferengas significativas entre as diluicdes, regresséo linear (p < 0,01) e

desvio da linearidade nao significativo.
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4.4.3 Validacdo do método analitico

As solugdes extrativas utilizadas no processo de validacdo do método foram
preparadas conforme item 4.3.3.1.

4.4.3.1 Especificidade

A especificidade do método foi comprovada pela anéalise da pureza do pico
verificada nos cromatogramas obtidos, utilizando cromatografo com detector de
arranjo de fotodiodos.

A Figura 4.4 apresenta o cromatograma obtido com o respectivo espectro de
absorcdo do pico da boldina na regido do ultravioleta (305 nm) e auséncia de

impurezas em diferentes regides.
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Figura 4.4 Cromatograma demonstrando a especificidade do método em relacdo a boldina.

4.4.3.2 Linearidade

O valor do coeficiente de regressao, o grafico da linearidade e a equacéo da
reta estdo apresentados na Figura 4.5.
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Figura 4.5 Curva de linearidade apresentando a equacdo da reta e o coeficiente de
regressao da amostra de Peumus boldus.

A Tabela 4.7 apresenta a analise de variancia do estudo de linearidade.
Verificou-se a manutencdo da integridade do pico da boldina, sendo que os
resultados demonstram, ainda, regressao significativa (p < 0,01) e auséncia de

desvios de linearidade.

Tabela 4.8 Andlise de variancia (ANOVA) para os dados de linearidade de Peumus boldus.

Fontes de variacéo GL SQ QM Fcalc
Entre 6 1,08 x 10*? 1,81 x 10™ 112,47*
Dentro 14 2,24 x 10"° 1,61 x 108

Total 20 1,11 x 10*

* significativo para p < 0,01

4.4.3.3 Precisao

A precisdo do método foi analisada com as determinacfes de repetibilidade e
precisdo intermediaria (intra e entre-dias) da solucdo extrativa. A Tabela 4.8

apresenta os resultados obtidos nesta analise.
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Tabela 4.9 Resultados da avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediaria de Peumus

boldus.
Concentragao de boldina (g%) + DP DPR%

Repetibilidade* 0,0168 + 0,00005 0,29
Preciséo intra-dia

Dia 1 0,0196 + 0,00033 1,68
Dia 2 0,0197 + 0,00036 1,82
Dia 3 0,0198 + 0,00023 1,16
Dia 4 0,0197 £+ 0,00044 2,23
Dia 5 0,0196 + 0,00036 1,84
Precisao inter-dias 0,0197 + 0,00031 1,57

* Resultados da média de seis diluices, cada uma injetada em ftriplicata.

Analisando os resultados obtidos, percebeu-se que o método demonstra boa

precisdo em suas andlises, visto que os valores de DPR estdo abaixo do limite

estabelecido para matrizes complexas de 5% (BRASIL, 2003).

4.4.3.4 Exatiddo

Para a realizacdo do teste de recuperacdo, uma faixa de concentracdo

especifica foi estabelecida e quantidades do padrdo de boldina foram adicionados.

Estes valores estdo especificados na Tabela 4.9, que mostra, ainda, o teor de

boldina recuperada que foi calculada com a utilizacdo da Equacéo 4.1.

Tabela 4.10 Resultados da andlise de exatiddo para a amostra de Peumus boldus.

Concentracéao
Amostras * Adicionada Recuperada Recuperacéo (%) Média (%)
(mg/ml) (mg/ml)
1 0,0103 0,0092 89,8
0,0125 0,0115 92,3 97,2
0,0130 0,0143 109,7
*n=3

O teor médio de boldina recuperado

demonstrando a exatidao do método analitico.
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4.4.3.4 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccao (LD) e quantificacédo (LQ) para a boldina foram obtidos
com a utilizacdo da média dos coeficientes de regressao linear (11598,53) e com o

desvio padrdo médio dos interceptos (18065,94), calculados com a Equacéo 4.2.

Os resultados obtidos foram: LD = 1,72 ug/ml e LQ = 5,23 ug/ml. Estes
valores baixos de LD e LQ demonstram a boa sensibilidade do método analitico

desenvolvido.
4.4.3.5 Robustez
Os resultados do teste de robustez constam na Tabela 4.10.

Tabela 4.11 Avaliacdo do parametro de robustez por CLAE para Peumus boldus.

Parametros Tempo de retencdo (min) Teor médio (%) + DP  DPR (%)
g&':}‘q’;‘i‘ogréﬁca 8,384 0,022 + 0,00075 3,41
Fluxo 5,688 0,023 + 0,00108 4,70
Fase movel 4,0730 0,022 + 0,00006 0,27

As mudangas estabelecidas neste teste ndo alteraram de forma significativa o
cromatograma da amostra. Pode-se observar que os valores de boldina encontrados
na analise de robustez foram semelhantes aos encontrados no teste de preciséo, e
que maiores variagfes ocorreram somente no tempo de retencdo do pico de

interesse.

O método desenvolvido mostrou caracteristicas de performance apropriadas,
sendo adequadas para a andlise de boldina em amostras de folhas de Peumus
boldus. Com o método validado, torna-se possivel garantir a confiabilidade nos
resultados.
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5. QUANTIFICACAO DE BOLDINA

EM AMOSTRAS COMERCIAIS DE Peumus boldus




5.1 INTRODUCAO

Cada pais possui um conjunto de regras que regula a producdo e a
comercializacdo de drogas vegetais. No Brasil, a regulamentacdo para a
comercializacdo de fitoterapicos é regida por legislacdo especifica. A RDC n° 48
(BRASIL, 2004) dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e a
Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA, 1996) traz monografias para algumas
espécies vegetais, que contém critérios definidos para identidade, pureza e teor de
constituintes quimicos (CALIXTO, 2000; MELO et al., 2004).

Embora dispositivos legais que regem a aplicacdo das normas difiram de pais
para pais, o objetivo final em todos os casos é o mesmo: fazer com que um produto
oferecido como substancia medicamentosa satisfaca um padrédo de qualidade,
engquadrando-se nas exigéncias da monografia, quando analisado pelos métodos

preconizados pela Farmacopéia (SHARAPIN, 2000).

O processo de avaliagao da qualidade de uma droga ou de uma planta fresca
usada como matéria-prima deve compreender a determinacgéo de trés caracteristicas
principais: a autenticidade, a integridade e a pureza do material a ser examinado
(MATOS, 1995).

A segunda etapa do processo, ou seja, a determinacéo da integridade de uma
droga é feita somente sobre o material considerado auténtico, especialmente a
droga. Nesta prova busca-se determinar possiveis perdas de uma ou mais de suas
propriedades quimicas e biolégicas. Nesta determinacdo estéo incluidas as técnicas
de doseamento de principios ativos ou de outros componentes caracteristicos
(MATOS, 1995).

Conforme a RDC n° 48, o principio ativo € a substancia, ou classes quimicas
(ex: alcaloides, flavondides, acidos graxos, etc.), quimicamente caracterizada, cuja
acao farmacoldgica é conhecida e responsével, total ou parcialmente, pelos efeitos
terapéuticos do medicamento fitoterapico. E o marcador, componente ou classe de
compostos quimicos (ex: alcaloides, flavonoides, acidos graxos, etc.) presente na
matéria-prima vegetal, idealmente o préprio principio ativo, e preferencialmente que

tenha correlacdo com o efeito terapéutico que € utilizado como referéncia no
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controle de qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos
(BRASIL, 2004).

O teor de componentes ativos abaixo do prescrito indica baixa qualidade da
matéria-prima vegetal. Quando se trata da utilizacdo da droga vegetal para
isolamento de substancias naturais puras, o problema resume-se ao menor
rendimento e, eventualmente, a dificuldades adicionais no processo de isolamento,
em fungdo da natureza e teor mais elevado de componentes secundarios.
Entretanto, quando a matéria-prima vegetal destina-se a fabricacdo de extratos,
tinturas e/ou preparacfes fitofarmacéuticas, o problema assume maior gravidade
visto que a proporcdo entre componentes ativos e inativos estard alterada
(SHARAPIN, 2000).

Outro problema frequentemente encontrado refere-se a adulteragcdes da
matéria-prima vegetal, em maior ou menor grau. As substituicbes sdo geralmente
justificadas pela dificuldade de se obter a espécie oficial (SHARAPIN, 2000). No
Brasil, a espécie Plectranthus barbatus Andrews é utilizada como adulteragdo ao
Peumus boldus, e é conhecida popularmente como falso-boldo ou boldo-brasileiro.
O ensaio farmacolégico do extrato aquoso das folhas de Plectranthus barbatus
mostrou acao hipossecretora gastrica em ratos, diminuindo ndo sé o volume de suco
gastrico como a sua acidez. Embora o uso popular desta planta possa ser justificado
pela comprovagdo experimental da atividade hipossecretora géstrica, ainda nédo se
conhecem seus principios ativos responsaveis por esta acdo (LAPA et al, 1991).

Sabe-se que apenas a espécie Peumus boldus possui o alcal6ide boldina.

A escolha do método de determinacdo quantitativa dos principios ativos
destina-se a assegurar qualidade adequada ao produto. Muitas vezes a escolha
recai sobre um método nao especifico, de facil execucdo, mas cuja precisao é
elevada. Nos casos em que as impurezas ndo sdo determinadas com facilidade,
métodos como a CLAE podem ser prescritos (SHARAPIN, 2000).
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5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar o teor de boldina em amostras comerciais de Peumus boldus.
5.3 MATERIAIS E METODOS
5.3.1 Material vegetal

As amostras de Peumus boldus adquiridas na induastria ou comeércio dos
paises do Brasil, Chile e Argentina estdo apresentadas na Tabela 5.1. Todas as
amostras adquiridas no comércio estavam embaladas em sachets, dentro de caixas

de papel e vedadas com papel celofane, exceto a amostra adquirida em Manaus.

Tabela 5.1 Listagem das amostras industriais e comerciais de Peumus boldus.

N° Local de obtencdao Ano
1 Ind. farmacéutica (Porto Alegre - Brasil) 2004
2 Ind. farmacéutica (Porto Alegre - Brasil) 2004
3 Ervanario (Manaus — Brasil) 2004
4 Comércio (Santiago - Chile) 2004
5 Comércio (Buenos Aires - Argentina) 2004
6 Comércio (Santiago - Chile) 2005
7 Comércio (Porto Alegre — Brasil) 2004
8 Comércio (Porto Alegre - Brasil) 2004
9 Comeércio (Buenos Aires - Argentina) 2004
10 Comércio (Buenos Aires - Argentina) 2005

5.3.2 Andlise quantitativa

Os extratos foram preparados conforme especificado no item 4.3.3.1,
analisados segundo o item 4.3.3.2 e de acordo com as condi¢gdes preconizadas em
4.3.3.3. Foram realizadas andlises em triplicata de cada amostra.

Os teores foram obtidos com utilizacdo da equacado da reta da curva padrao

de boldina apresentada na Figura 4.3.
5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 5.2 mostra os teores médios de boldina obtidos na andlise das dez

amostras industriais e comerciais.

75



Tabela 5.2 Teores médios de boldina encontrados nas amostras de Peumus boldus.

Amostra Concentracédo boldina (g% % DP) DPR (%)
1 0,026 + 0,000505 2,29
2 0,023 + 0,002406 10,6
3 0,019 + 0,001569 8,25
4 0,025 + 0,000927 3,71
5 0,027 £ 0,001435 5,31
6 0,016 + 0,000522 3,16
7 0,016 + 0,000326 1,97
8 0,042 + 0,001272 3,04
9 0,023 + 0,000316 1,37
10 0,059 + 0,000809 1,38

A Figura 5.1 compara as concentracdes de boldina encontradas nas amostras

dos trés paises.

0,07 ~ Argentina

0,06 - .
Brasil

0,05 | — —~ ~

004 | Chile
i) ,—J;‘
0,03 -

0,02

1111

1 2 3 7 8 4 6 5 9 10

Amostras P. boldus

Boldina (%)

Figura 5.1 Analise do teor de boldina encontrada em amostras de Peumus boldus do Brasil,
Chile e Argentina.

Nota-se que a concentracdo de boldina nas amostras obtidas no Brasil variou
de 0,016 % na amostra 7 a 0,042 % na amostra 8, que por sua vez foi a Unica
amostra analisada com prazo de validade vencido. Comparando-se estatisticamente
a menor e a maior concentracao encontradas, observa-se que nao houve diferenca
significativa (tcac = 0,2507; tiap = 2,093). Além disso a amostra obtida de um ervateiro
em Manaus obteve um teor de boldina de 0,019%, pouco superior ao menor valor

encontrado.
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As amostras chilenas tiveram teores médios de 0,016 % na amostra 6 e
0,025% na amostra 4, e estatisticamente também ndo apresentaram diferencas
significativas (tcac = 1,1396; tiap = 2,069).

Por fim, as amostras argentinas apresentaram teores medios que variaram de
0,023 % na amostra 9 a 0,059 % na amostra 10. Esta foi a amostra com o mais alto
teor de boldina encontrado. A andlise estatistica comparativa entre a menor e maior
concentracdo de boldina encontrada, mostra que para estas amostras houve

diferenca significativa entre os valores encontrados (tcac = 12,07; tap = 2,093).

A Tabela 5.3 apresenta os dados das medias de teores de boldina
encontradas entre os trés paises e o0 desvio padréo relativo obtido para cada um

deles.

Tabela 5.3 Médias das concentracdes de boldina obtidas nos trés paises.

Amostras Teor médio de boldina (%) £ DP DPR (%)
Brasil 0,0244 £ 0,010212 41,85
Chile 0,0205 £ 0,006364 31,04
Argentina 0,0363 + 0,019761 54,31
Média geral 0,0272 £ 0,013398 49,26

Observa-se que os desvios padréo relativos obtidos foram muito elevados,
mostrando a diversidade entre os valores encontrados para os trés paises. Apesar
disso, percebe-se que amostras obtidas em paises diferentes e produzidas pelo
mesmo fabricante tiveram concentracdes de boldina muito semelhantes. Este é o
caso das amostras 4 (Chilena) e 5 (Argentina) com teores de 0,025% e 0,027%
respectivamente; e das amostras 6 (Chilena) e 7 (Brasileira), ambas com valores de

0,016% de boldina, sendo esta, a marca com menor teor encontrado.

Peumus boldus € uma planta originaria e cultivada no Chile, podendo ser
encontrada também na Argentina. Sabe-se que todas as distribuidoras de plantas
medicinais no Brasil importam as suas folhas. Porém, fatores ja anteriormente
citados, como a procedéncia do material, bem como os fatores externos:
temperatura, umidade, luminosidade, nutrientes do solo, método de coleta, secagem
e transporte, parte da planta usada, entre outros, podem interferir na composi¢cao
quimica e pureza das amostras, explicando a variacdo entre as amostras analisadas
(CALIXTO, 2001; FARIAS et al., 2003).
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6. DETERMINACAO DA ESTABILIDADE QUIMICA




6.1 INTRODUCAO

Garantir a qualidade de um medicamento é, também, garantir a eficacia e
seguranca durante sua vida util, desta forma, as avaliacdes de estabilidade de
produtos farmacéuticos S&80 necessarias para que se possa assegurar as
caracteristicas terapéuticas adequadas ao produto até o seu uso, bem como,

estabelecer seu prazo de validade (GRIMM, 1987).

Uma droga deteriorada com o tempo pode ter efeitos toxicos, portanto, ser
perigosa ao paciente. Pode também constituir uma fraude se ndo cumprir com as
especificacdes de identidade, efetividade, poténcia, pureza e inocuidade requeridas
(NUDELMAN, 1975).

As reacg0Oes de degradacao de medicamentos ocorrem a velocidades definidas
e sdo de natureza quimica. Dependem de varios fatores como temperatura,
radiacbes, umidade, oxigénio e outros gases atmosféricos, pressao, solventes,
mudancas de pH, intera¢des, contaminacdo microbiana, etc. Sendo assim, todos 0s
métodos para estudo da estabilidade devem levar em conta estes fatores
(NUDELMAN, 1975; LACHMAN et al., 2001).

Portanto, a estabilidade pode ser definida como o tempo durante o qual o
farmaco mantém sua integridade em termos de quantidade e identidade quimica,

sem ser alterado pelos fatores citados acima (BILIA et al., 2001).

Todos os métodos aplicaveis a predicdo de um periodo util ttm uma base
fisico-quimica, jA que a degradacdo compreende uma ou mais reacfes cuja
velocidade pode ser calculada cinéticamente. Assim, a cinética € uma disciplina
fundamental para o estudo da estabilidade de produtos farmacéuticos (NUDELMAN,
1975).

Regulamentos para os estudos de estabilidade sédo definidos em muitos guias
(WHO, 1996; ICH, 2003; MERCOSUL, 1996; BRASIL, 2005), sendo que drogas de
origem vegetal e preparacbes de origem vegetal obedecem aos mesmos
regulamentos oficiais de medicamentos quimicos (HEIGL & FRANZ, 2003).

Estes 6rgdos regulamentadores classificam estes estudos de estabilidade em

estudos de longa duracdo, que sdo validacdes dos experimentos em relacdo as
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caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do medicamento, durante e depois do
prazo de validade esperado; e estudos de estabilidade acelerada, destinados a
aumentar a velocidade de degradacdo quimica e modificacdo fisica de uma
substancia e/ou alteracbes de caracteristicas de forma farmacéutica, usando
condicOes forcadas de armazenamento, com o propdésito de monitorar as reacdes de
degradacéo e prever o prazo de validade nas condi¢cées normais de armazenamento
(WHO, 1996; ICH, 2003; MERCOSUL, 1996; BRASIL, 2005).

Os objetivos destes testes acelerados podem ser definidos como:

1. A répida deteccao da deterioracdo em diferentes formulacdes iniciais do
mesmo produto, o que é usado na selecdo da melhor forma de formulacéo

de uma série de possiveis escolhas.

2. A predicao do prazo em que o produto permanecerd valido para uso,
guando armazenado sob condicbes esperadas ou especificadas de

armazenamento.

3. O fornecimento de um modo rapido de controle de qualidade, o qual
assegura que nenhuma alteracdo inesperada ocorreu no produto
armazenado (AULTON, 2005).

Conforme a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1996) e ICH (2003) os
testes de estabilidade devem considerar as zonas climaticas onde o produto esta
sendo comercializado. Estas zonas sédo espacos geograficamente delimitados de
acordo com os critérios de temperatura e umidade aplicavel quando da realizacao
dos estudos de estabilidade (BRASIL, 2005).

O Brasil esta situado na zona climatica IV (quente/Gmida) onde as condi¢des
de temperatura e umidade relativa estabelecidas s&o de 40°C + 2°C e 75% + 5%, em
estudo acelerado com duracdo de seis meses; ou 30°C + 2°C e 75% = 5% em
estudo de longa duracédo de vinte e quatro meses (condi¢bes preconizadas para
substancias solidas ou semi-solidas). Aléem desta zona, outras trés sdo definidas:
zona | (clima temperado), zona Il (mediterraneo) e zona lll (quente e seco), as quais
possuem temperaturas de analise e umidade relativa mais baixas que as
consideradas na zona IV (WHO, 1996; BRASIL, 2005).

82



A maioria dos métodos de doseamento descritos has monografias oficiais ndo
sdo adequados para a determinacdo da estabilidade dos farmacos, isto €, o
doseamento ndo € capaz de diferenciar o farmaco intacto dos seus produtos de
degradacédo, nédo sendo especifico para a substancia ativa. Quase todos 0s ensaios
de estabilidade dos novos farmacos desenvolvidos recorrem a CLAE como método
analitico de preferéncia para andlise de estabilidade, pois além de separar e
guantificar a substancia ativa, também detecta o surgimento de novos compostos
originados pela degradacéo (LACHMAN et al., 2001).

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a estabilidade quimica acelerada de Peumus boldus analisando

os resultados cinéticamente, definindo desta maneira:

a. a ordem de reacéo;

b. a velocidade de degradacéao (k);

C. o tempo em que a concentracdo de boldina € 90% da inicial (t goo);
d. 0 tempo de meia vida (t +,).

6.3 MATERIAIS E METODOS
6.3.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado no estudo de estabilidade foi obtido de uma
industria farmacéutica de Porto Alegre no ano de 2004 (mesmo material utilizado na
andlise quantitativa da droga).

6.3.2 Condicdes do estudo

Em torno de 10 g de folhas dessecadas de Peumus boldus foram submetidas
a analise em triplicata, dispostas em embalagens de papel, em camara climatica
Nova Etica modelo 420LCD, com controle de temperatura e umidade (40 °C + 2 °C /
75% + 5% U.R.) durante um periodo de 180 dias, de acordo com as condi¢cbes
preconizadas pela Resolugédo n° 01 de 29 de julho de 2005 (BRASIL, 2005).
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As amostragens ocorreram nos tempos 0 (PO: sem acdo de temperatura e
umidade), 30 dias (P1), 60 dias (P2), 90 dias (P3) e 180 dias (P4), pois no inicio do
estudo a legislacdo vigente (Resolugéo RE n° 560 de 02 de abril de 2002) (BRASIL,
2002) previa esta frequéncia de testes no ensaio de estabilidade acelerada. A partir
de 29 de julho de 2005 entrou em vigor a Resolucdo RE n° 1 (BRASIL, 2005) que
preconiza as mesmas condi¢cbes de armazenagem, porém a frequéncia dos testes

passou para 0, 90 e 180 dias.
6.3.3 Andlise quantitativa

A amostra pulverizada referente a cada amostragem foi dividida em trés
partes, gerando trés solucdes extrativas preparadas conforme item 4.3.3.1. Trés
diluicGes foram preparadas para cada amostra, filtradas em membrana em PVDF
(0,45 um) e injetadas em triplicata utilizando o método cromatografico validado

descrito na Tabela 4.1.

6.3.4 Calculos da velocidade de degradacéo (k), dos tempos de vida Gtil (t g00) €

meia vida (t 1)

A partir dos dados obtidos com a andlise dos coeficientes de correlacao,
calculados através de regressao linear, pode-se identificar a ordem da reacéo, e a
partir desta calcular a velocidade de degradacdo (k), tempo de vida Util (t g00) €

tempo de meia vida (t ;) com a utilizacdo de equacdes pertinentes a cada ordem.
6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na andlise quantitativa de boldina nas solucdes
extrativas das amostras submetidas ao estudo de estabilidade encontram-se
descritos na Tabela 6.1. A Figura 6.1 mostra o decaimento na concentracdo de

boldina nos tempos de andlise.
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Tabela 6.1 Anélise de estabilidade acelerada de Peumus boldus.

Amostras Areas médias Concentracédo boldina (%) £+ DP  DPR (%)
PO* 1637468 0,02696 + 0,000729 2,70
p1** 1551222 0,01824 + 0,000432 2,37
p2** 1579515 0,01821 + 0,000595 3,27
p3** 1097469 0,01287 + 0,000420 3,26
p4** 1085306,5 0,01292 + 0,000431 3,34

* Fator de diluicdo = 10
** Fator de diluicdo = 7,14

0,035

0,028 -

0,021 -

0,014 -

0,007 +

Concentracgéo de boldina (%)

0 30 60 90 180

Tempo de tratamento (dias)

Figura 6.1 Perfil do decaimento da concentracdo de boldina obtido a partir das analises
cromatogréficas das amostras provenientes do estudo de estabilidade acelerada para
Peumus boldus.

Analisando os dados da Tabela 6.1 e da Figura 6.1 percebeu-se visivel
decaimento na concentracdo de boldina apés 30 dias em camara climatica,
permanecendo constante até 60 dias, tornando a decair apdés 90 dias e novamente

mantendo os teores até os 180 dias.

A Tabela 6.2 apresenta os percentuais médios de degradacdo do teor de
boldina, calculados em fungcéo das condi¢cbes propostas de temperatura e umidade e
em relacdo ao tempo zero, o qual ndo sofreu nenhuma exposicado a temperaturas e

umidades controladas.
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Tabela 6.2 Percentuais médios de degradacado do teor de boldina no estudo de estabilidade
acelerada de Peumus boldus.

Amostras Teor de boldina (%)
PO 100
P1 67,65
P2 67,54
P3 47,74
P4 47,92

Percebe-se um decaimento abrupto de 32,35% no teor de boldina nos
primeiros 30 dias de tratamento das amostras. A reducdo maxima percentual chega
a 52,26% nos 90 dias da analise.

A Figura 6.2 apresenta 0s cromatogramas obtidos apdés a injecdo das
solucbes extrativas referentes a cada ponto da analise. O cromatograma do ponto
zero mostra os picos integrados numerados de 1 a 7. Esta numeracéo é valida para
0s outros 4 cromatogramas. A Figura 6.3 apresenta a analise das areas médias dos

picos numerados (passiveis de integracao) obtidas no decorrer do estudo.
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Figura 6.2 Cromatogramas obtidos na analise de estabilidade acelerada de Peumus boldus.
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Figura 6.3 Andlise das areas médias dos principais picos encontrados nos cromatogramas
de Peumus boldus na andlise da estabilidade acelerada (PO — ndo submetida as condi¢des
de umidade e temperatura; P1 — apds 30 dias em camara climatica; P2 — ap6s 60 dias em
camara climatica; P3 — apds 90 dias em camara climatica e P4 — apés 180 dias em camara
climatica.

O pico indicado com numero 1 pode se tratar da isoboldina, um isdmero da
boldina que possui o0s mesmos maximos de absorvancia na regido do ultravioleta
(281nm; 305 nm). Os outros picos ndo foram identificados, mas a analise das

absorvancias na regido do ultravioleta indica que possivelmente sejam alcaloides.

Pela andlise da Figura 6.3, pode-se observar o decaimento visivel das areas
de todos os picos integrados. Alguns deles apresentaram um leve aumento, nao
significativo, em seus valores de areas médias, como no caso do pico 4 ap6s 90
(P3) e 180 (P4) dias de tratamento, e do pico 6 apdés 60 (P2) dias em camara

climatica, este, no entanto, tornando a decair nos proximos meses.

Observa-se tanto na Figura 6.2 quanto na Figura 6.3 que o pico numero 7
desaparece apos 180 dias de tratamento (P4). Também pela Figura 6.2 é possivel
notar o surgimento de um novo pico entre os picos 3 e 4 apos 30 (P1) dias de

analise, que desaparece com 60 (P2) dias.

Porém, nenhum dos picos teve aumento significativo de suas areas médias.
Percebe-se que houve uma maior degradacéo de todos os picos analisados do que

0 surgimento ou aumento de outros.

Analisando os resultados cinéticamente, conseguiu-se os valores médios dos

dados obtidos para as amostras submetidas ao estudo de estabilidade acelerada
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considerando-se diferentes ordens de reacdo. Estes valores estdo apresentados na
Tabela 6.3.

Tabela 6.3 Valores experimentais obtidos na analise de estabilidade acelerada de Peumus
boldus, considerando-se diferentes ordens de reacgéo.

Tempo Reacdo de ordem zero Reacdo de primeira ordem Reacdo de segunda ordem
(dias) Teor de boldina (%) log C @ 1/c®
0 0,02696 -1,5693 37,09
30 0,01824 -1,7389 54,82
60 0,01821 -1,7396 54,91
90 0,01287 -1,8904 77,70
180 0,01292 -1,8887 77,39

Y coeficiente de correlagéo (r) = 0,6678
@ coeficiente de correlagao (r) = -0,7179
@ coeficiente de correlacéo (r) = 0,7477

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6.3, observou-se que a
cinética de degradacao da espécie Peumus boldus € de segunda ordem, ou seja, a
velocidade de reacdo é proporcional a concentracdo dos reativos ou a segunda
poténcia de um deles (NUDELMAN, 1975). O grafico obtido com os valores de 1/C
versus tempo (dias), bem como o coeficiente de correlacdo obtido estédo

apresentados na Figura 6.4.
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Figura 6.4 Representacao grafica, de segunda ordem, da curva de degradacéo da boldina.

Com os dados da Tabela 6.3 foi possivel determinar a constante da
velocidade de degradacédo (k), o tempo de vida util (to0ss) € 0 tempo de meia-vida

(t12) da espécie em estudo, com utilizagédo de equagdes de segunda ordem.
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Equacéo 6.1 Equacdes de segunda ordem usadas no calculo da velocidade de degradacao

(k), tempo de vida util (teoy,) € 0 tempo de meia-vida (t11,).

k = 1/t (1/C — 1/Co) teos = 1/ (9k. C0) ty = 1/k. Co

Onde : k = constante de velocidade de reagao
t = tempo em dias
C = concentracdo da substancia ativa no tempo “t”
Co = concentragao inicial da substancia ativa

A constante de velocidade de degradacéo (k) encontrada foi de 0,2236 dias ™.

O tempo para que o marcador reduza sua concentracdo inicial em 10% é de

aproximadamente 18 dias, e o tempo de meia-vida é de aproximadamente 165 dias.
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7. QUANTIFICACAO DE METAIS PESADOS

POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA




7.1 INTRODUCAO

A expressédo “metais pesados”, mesmo sendo comumente usada, ndo é muito
bem definida, podendo-se utilizar como sindnimos, “metais trago”, “elementos traco”,
“micronutrientes”, “microelementos”, entre outros. Desigha-se metal pesado o grupo
de elementos que ocorrem em sistemas naturais em pequenas concentracdes e

apresentam densidade igual ou acima de 5 g/cm® (DUARTE e PASQUAL, 2000).

Todas as formas de vida sdo afetadas pela presenca de metais, alguns
desses elementos sendo benéficos, enquanto que outros sdo danosos ao sistema
biolégico, dependendo da dose e da forma quimica em que se encontram (OGA,
2003).

Os metais séo redistribuidos naturalmente no meio ambiente tanto por ciclos
geoldgicos como biolégicos e constituem a maior fonte poluidora inorganica de solos
e aguas, sendo levados ao ambiente principalmente através de fertilizantes,
pesticidas, combustdo de carvéo e 6leo, emissdes veiculares, mineracdo, fundicéo,
refinamento e incineracdo de residuos urbanos e industriais (TAVARES e
CARVALHO, 1992; KLASSEN e WATKINS III, 2001).

O solo possui uma grande capacidade de retencdo de metais pesados,
porém, se essa capacidade for ultrapassada, os metais em disponibilidade no meio
penetram na cadeia alimentar dos organismos vivos ou sao lixiviados, colocando em
risco a qualidade do sistema de 4gua subterranea (MATOS et al., 1996). Em geral,
as plantas absorvem prontamente esses elementos dissolvidos nas solugbes do
solo, seja na forma ibnica ou quelado, seja na forma de complexos (DUARTE e
PASQUAL, 2000).

Assim, preparacdes medicinais podem conter niveis elevados de metais
pesados. Isto acontece quando estes sdo os ingredientes ativos, como no caso do
chumbo e mercurio nas medicinas Chinesa, Mexicana e Indiana, ou quando as
plantas crescem em areas poluidas, perto de rodovias ou refinarias de minérios.
Ainda, altos niveis podem ser encontrados quando recursos como fertilizantes
contendo cadmio, pesticidas a base de mercurio organico ou chumbo, sao utilizados
como recursos agricolas (ABOU-ARAB et al., 1999).
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Alguns metais sdo considerados essenciais ao desenvolvimento de plantas ou
animais, porém, os limites de toler&ncia a estes microelementos, de maneira geral,
sdo muito baixos. Sabe-se que todos os elementos em concentragdes elevadas
podem trazer danos aos organismos, por interagirem diretamente com o DNA
(KLASSEN e WATKINS I, 2001; HSU e GUO, 2002; MAIGA et al., 2005). Dentre
eles destacamos:

Ferro - (Ee): vital para a maioria dos organismos vivos é considerado um
elemento em traco, ou seja, necessario na ordem de miligrama. Participa de uma
série de processos metabalicos, incluindo o transporte de oxigénio, sintese de DNA
e transporte de elétrons. As desordens no metabolismo do ferro estdo entre as mais
comuns doencas em humanos, e podem levar a manifesta¢des clinicas diversas,
como anemia e condi¢cdes neurodegenerativas. As consideracdes toxicoldgicas do
ferro sdo importantes em termos de exposi¢cdes agudas acidentais (geralmente com
medicamentos) e sobredoses crbnicas, devido a hemocromatose idiopatica, como
consequéncia de teor excessivo de ferro na dieta ou como consequéncia de
transfusdes sanguineas frequentes (KLASSEN e WATKINS I, 2001; OGA, 2003;
MAIGA et al., 2005).

Cobalto - (Co): essencial para a formacéo da vitamina B12, que por sua vez

€ necessaria para a producdo de células sanguineas vermelhas e prevencdo de
anemias prejudiciais. Além disso, participa da catalise de rea¢cdes como a sintese de
metionina, metabolismo de purinas e folatos, e a formacédo de acido metilmaldnico
em acido succinico. Este metal € considerado um elemento em ultratraco necessario
na ordem de micrograma-nanograma, e € considerado relativamente raro, produzido
principalmente como sub-produto de outros metais, principalmente o cobre. E usado
em ligas de alta temperatura e em imds permanentes. Os seus sais sao Uteis como
secantes de tintas, como catalisadores e na producdo de numerosos pigmentos. As
doencas causadas pela deficiéncia do metal em gados e ovelhas sao caracterizadas
por anemia, perda de peso e crescimento retardado. A administracdo excessiva
desse elemento pode causar gota e reduzir a atividade tireoidiana. Exposi¢cdes ao
cobalto estdo relacionadas ao desenvolvimento de cardiomiopatia (KLASSEN e
WATKINS lll, 2001; OGA, 2003; MAIGA et al., 2005).
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Cobre - (Cu): assim como o ferro, o cobre é considerado um elemento em
traco, necessario na ordem de miligrama. E componente essencial de enzimas como
a tirosinase, citocromo oxidase e superoxido dismutase, mas o ion € potencialmente
toxico devido a geracéo de radicais livres. Deficiéncias de cobre sdo caracterizadas
por anemia hipocrémica e anemia microcitica, causadas por uma falha na sintese de
hemoglobina; além disso, doencas neurolégicas como Doenca de Alzheimer,
Doenca de Prion e Doenga de Wilson est&o relacionadas a deficiéncias de cobre. A
toxicidade por cobre se caracteriza pela inducdo de espécies reativas de oxigénio
em reacOes do tipo Fenton causando quebras no DNA e danos a membranas e
mitocdndrias (BRITO FILHO, 1988; CHUKHLOVIN et al.,, 2001; KLASSEN e
WATKINS llI, 2001; OGA, 2003).

Manganés - (Mn): metal essencial considerado, assim como o ferro e o

cobre, um elemento em traco, estd presente em metaloproteinas como a piruvato
descarboxilase, enzima citoplasmatica glial e glutamina sintetase. Esta presente em
todos os organismos vivos, e apesar de existir na atmosfera urbana e na maioria das
reservas de agua, a fonte principal de exposi¢ao deriva da alimentacdo. Os vegetais,
as partes germinais dos graos, frutos, nozes, chas e algumas especiarias sao fontes
deste elemento. Deficiéncias de manganés produzem severas anormalidades
esqueléticas e reprodutivas em mamiferos. Altas doses produzem efeitos adversos
primeiramente nos pulmdes e no cérebro (BRITO FILHO, 1988; CHUKHLOVIN et al.,
2001; KLASSEN e WATKINS Ill, 2001; OGA, 2003).

Cromo - (Cr): elemento geralmente abundante na crosta terrestre ocorre em
estados de oxidacdo variando de Cr** a Cr®*, mas apenas as formas trivalentes e
hexavalentes tém significado biologico. O cromo trivalente € um elemento em
ultratraco, necessario na ordem de micrograma-nanograma, essencial para o
metabolismo do colesterol, gordura e glicose. Deficiéncias de cromo na dieta
produzem concentracbes elevadas de insulina circulante, hiperglicemia,
hipercolesterolemia, elevagdo da gordura corporal, diminuicdo da contagem de
espermas e reducao da fertilidade. O cromo hexavalente € irritante das membranas
da pele e mucosas bem como um poderoso agente oxidante (BRITO FILHO, 1988;
CHUKHLOVIN et al., 2001; KLASSEN e WATKINS IIl, 2001; OGA, 2003).
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Niguel - (Ni): elemento essencial para muitos animais, particularmente porque
participa da regulacdo de lipideos e sintese de fosfolipideos. E considerado um
elemento em ultratraco e um agente cancerigeno do trato respiratério em
trabalhadores de industrias de refinacdo de niquel. Exposicdes elevadas a este
metal geralmente induzem dermatites. Estudos em animais mostraram que o niquel
provavelmente esteja envolvido na acdo da biotina, folato e vitamina B12. O Ni*
atravessa membranas via canal de célcio e compete com o Ca*" por receptores
intracelulares especificos (BRITO FILHO, 1988; CHUKHLOVIN et al.,, 2001;
KLASSEN e WATKINS IIl, 2001; OGA, 2003).

Outros metais sdo considerados exclusivamente toxicos e possuem efeitos

multiplos em organismos a sua exposi¢ao, dentre eles destacamos o chumbo.

Chumbo - (Pb): conhecido por induzir véarias disfuncbes em animais de

laboratorio e humanos, alterando a atividade antioxidante por inibicdo do grupo
funcional SH em muitas enzimas, como ALAD, SOD, catalase, glutation peroxidase
e glicose-6-desidrogenase, o chumbo é considerado um microcontaminante
ambiental. Seus efeitos toxicos concentram-se geralmente no sistema renal,
hematolégico e sistema nervoso, atravessando a barreira placentaria, com
potenciais efeitos téxicos também aos fetos. O principal meio de exposicédo para a
populacdo em geral sdo os alimentos e fontes ambientais, como tintas interiores e
poeira originada de emissdes industriais (BRITO FILHO, 1988; CHUKHLOVIN et al.,

2001; KLASSEN e WATKINS 11, 2001; OGA, 2003).

O aumento da poluicdo ambiental por metais toxicos e o aumento do uso de
pesticidas, inclusive em cultivos de plantas medicinais tém resultado no aumento do
namero de amostras que apresentam residuos de pesticidas e teores de metais
pesados superiores aos limites prescritos. O risco para o consumidor € muito maior
quando se trata de matéria-prima para a obtencdo de extratos ou produtos
fitoterapicos, que sofrem um numero limitado de etapas de processamento
(SHARAPIN, 2000).

O monitoramento de metais toxicos € muito importante no desenvolvimento

de paises onde as plantas sdo usadas como alimentos ou com fins medicinais, como

96



o Brasil, que possui uma elevada diversidade de plantas usadas para fins
farmacoldgicos (CALDAS e MACHADO, 2004).

O estabelecimento de limites de tolerancia para esses elementos em plantas
medicinais tem sido discutido. Algumas legislacbes consideram adequados 0s
limites determinados para alimentos, outras, no entanto, entendem que as drogas
vegetais devem seguir 0s mesmos critérios fixados para as demais matérias-primas

farmacéuticas e medicamentos (FARIAS et al., 2003).

Os ensaios limite para metais pesados estdo descritos em todas as
Farmacopéias, porém, os métodos de analise farmacopéica tradicionais, baseados
nos ensaios limites, ndo sdo seletivos para metais pesados especificos, além de
apresentarem pouca sensibilidade e baixa precisdo. Metodologias como a
espectrofotometria de absor¢cdo atdbmica, espectrometria de emissdo atdomica ou
voltametria inversa sdo consideradas mais adequadas (SCHILCHER et al. apud
FARIAS, 2003).

A Farmacopéia Britanica (BRITISH, 2004) traz a espectrofotometria de
absorcdo atbmica para determinar metais pesados em fitoterdpicos e Oleos

essenciais e cita os seguintes elementos Cd, Cu, Fe, Ni, Pb, Zn, As e Hg.

A espectrofotometria de absorcdo atdbmica € um método de alta sensibilidade
para o doseamento de atomos, ions ou complexos idnicos de elementos metalicos.
Compreende a medida da intensidade da luz absorvida em dado comprimento de
onda pelos aomos na promocdo eletrbnica ao estado excitado, ao serem
atomizados em uma fonte de energia, que pode ser uma corrente elétrica ou chama.
Se o0 processo de absorcdo é efetuado em chama sob condic6es controladas e
reprodutiveis, a absorvancia é proporcional a concentracdo do elemento dosado,
permitindo o estabelecimento de retas de calibracdo que, por sua vez, permitem a
quantificacio de uma amostra contendo determinado elemento (FARMACOPEIA,
1988).

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar o teor dos microelementos Fe, Mn, Cu, Pb, Cr, Co e Ni em

amostras industriais e comerciais de Peumus boldus.
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7.3. MATERIAIS E METODOS
7.3.1 Material vegetal

As amostras de Peumus boldus utilizadas na quantificacédo de metais pesados

estdo apresentadas na Tabela 7.1.

Tabela 7.1 Listagem das amostras de Peumus boldus utilizadas na quantificacdo de metais
pesados.

N° Quantidade (mg) Local de obtencao Ano
1 22,8 Ind. farmacéutica (Porto Alegre - Brasil) 2004
2 21,6 Ervanario (Manaus — Brasil) 2004
3 24,5 Industria farmacéutica (Porto Alegre - Brasil) 2004
4 21,5 Comércio (Buenos Aires — Argentina) 2004
5 194 Comércio (Buenos Aires — Argentina) 2004
6 20,4 Comércio (Porto Alegre — Brasil) 2005
7 23,0 Comércio (Santiago — Chile) 2004
8 25,3 Comércio (Santiago — Chile) 2004

7.3.2 Preparacao das curvas padréo

Para a preparacao das curvas padrao, diluices foram efetuadas a partir de
uma solucéo estoque de cada metal na concentragdo de 1 mg/ml (MERCK). Assim,
obteve-se sete curvas de calibracdo cujas concentracfes estdo especificadas na
Tabela 7.2. Todas as concentracfes das curvas foram analisadas em triplicata,

sendo que as curvas foram preparadas no mesmo dia da analise.

Tabela 7.2 Concentra¢des das curvas padrao obtidas para cada metal pesquisado.

Metal Concentrag¢@es da curva padrao (ppb)

Fe 25, 50,100 e 200

Mn 15,45 e 60

Cu 50, 100 e 200

Pb 15,45 e 60

Cr 15,45 e 60

Co 15,45 e 60

Ni 25, 50 e 100
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7.3.3 Preparacao das amostras

As amostras foram pesadas em balanca analitica diretamente em tubos tipo
eppendorf de 2 ml e as quantidades estdo especificadas na Tabela 6.2. Neste tubo,
adicionou-se 1 ml de &cido nitrico P.A. previamente bidestilado para retirada de
qualquer impureza inorganica, e este entéo foi levado a banho de ultra-som durante
30 minutos e apds deixado em estufa (60°C) durante uma hora. Todo este
procedimento leva a digestdo da amostra. Esta solugdo sobrenadante €, por fim,
diluida em &gua ultrapura até abranger as concentracdes da curva padrdo. Trés
diluicbes foram preparadas e analisadas para cada amostra. Os metais foram

quantificados a partir das curvas de calibracédo preparadas.
7.3.4 Preparacgéo do branco

O branco consistiu em uma mistura de agua ultrapura e acido nitrico P.A.

previamente bidestilado.
7.3.5 Quantificacao por espectrofotometria de absorgcéo atdmica

As concentracbes dos elementos foram determinadas em um aparelho
Espectrofotdmetro de Absorgcédo Atdmica Perkin EImer AAnalist — 300, equipado com
forno de grafite HGA — 800 e amostrador AS — 70. Foram utilizadas lampadas

monoelemento de catodo oco para as analises.

As andlises deste capitulo foram realizadas pelo Bolsista PIBIC/UFRGS
Jéferson José Ferreira.

7.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracfes de metais encontradas nas amostras de Peumus boldus

estdo apresentadas na Tabela 7.3 e Figura 7.1.
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Tabela 7.3 Concentracdes médias dos metais nas amostras de Peumus boldus.

Amostra Fe* Mn* Cu* Ni* Co** Cr** Pb**
1 2215 105,9 3,75 1,30
2 139,4 93,5 3,10 2,10
3 109,7 133,0 3.04 1,10
4 255.6 158,8 432 0,98
5 285 5 87.3 4,39 0,77 <5 <5 <5
6 315,7 136,3 3,74 431
7 254.1 65,5 5,59 3,83
8 267,2 108,5 9,16 346
*mg/kg ** ug/g

Concentracédo (mg/k
|_\
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o
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Figura 7.1 Comparagéo dos metais presentes em diferentes amostras de Peumus boldus.

A técnica de digestdo de amostras organicas na determinacdo de metais em
traco ou ultratraco exerce influéncia significante no resultado das anélises, sendo
que o processo utilizado neste trabalho € sugerido como um dos mais seguros
(BORDAJANDI et al., 2004; COCCHI et al., 2004; MAIGA et al., 2005).

A concentracdo de metais pesados neste estudo decresceu na ordem de Fe>
Mn> Cu> Ni, sendo que Pb, Cr e Co tiveram niveis de quantificacdo abaixo do limite

de deteccéo de 5 pg/g.

Todas as amostras apresentaram niveis mais elevados de Fe, que variaram
de 109,7 mg/kg a 315,7 mg/kg. O limite tolerdvel de Fe, segundo MAIGA e
colaboradores (2005) é de 45 mg. Isto corresponderia a aproximadamente 142 g de
folhas de Peumus boldus da amostra 6, ou 410 g de folhas da amostra 3, ambas

amostras obtidas no Brasil.
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O Mn foi o segundo microelemento de maior concentracdo quantificado nas
amostras. Seus niveis variaram de 158,8 mg/kg a 65,5 mg/kg. A recomendacao
diaria de Mn na dieta é de 2 a 5 mg de Mn?*, correspondendo a aproximadamente,
12,59 g a 31,48 g da amostra 4; e 30,53 g a 76,34 g da amostra 7 (MAIGA et al.,
2005).

As folhas de Peumus boldus sdo encontradas a venda no comércio, na
maioria das vezes, na forma de chas acondicionados em saquinhos. Estes

saquinhos contém, em média, 1,5 g de folhas rasuradas.

Os niveis de Cu variaram de 9,16 mg/kg a 3,04 mg/kg. Todos os valores
encontrados ficaram abaixo do limite permitido pela OMS em alimentos, que € de 4
mg/100 g. Conforme Portaria 685 da ANVISA (1998), os niveis toleraveis de Cu em
alimentos variam de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg. Nenhum dos valores obtidos na analise
fica abaixo do nivel de 0,1 mg/kg, no entanto, este limite corresponde a Oleos,
gorduras e emulsdes refinadas (BRASIL, 1998; MAIGA et al., 2005).

Os niveis de Ni variaram de 4,31 mg/kg a 0,77 mg/kg. Estes valores
encontrados ndo ultrapassam a recomendacdo didria deste metal para criancas

lactentes, que é de 5 a 15 ug/g de Ni por dia no leite (BARCELOUX, 1999).

Os microelementos Pb, Cr e Co tiveram niveis de deteccdo abaixo de 5 pug/g.
Conforme a OMS, o limite maximo permitido para alimentos de chumbo é de 10
ug/g, enquanto que a Portaria 685 da ANVISA (1998) tolera limites de 0,05 mg/kg a
2,0 mg/kg. A Farmacopéia Européia indica um limite maximo de chumbo em plantas
medicinais de 5 mg/kg. Para o cromo a recomendacao diaria prescrita no FDA para
alimentos é de 0,12 mg/kg (HAIDER et al., 2004; BRASIL, 1998; EUROPEAN,
2002).

Plantas absorvem ions metalicos do solo através das raizes. O aumento da
concentracdo de metais por plantas € influenciado por varios fatores, incluindo
praticas na agricultura, condi¢cdes geocliméticas, atividades antropogénicas tais
como indudstrias quimicas, espécie da planta e a parte usada (ABOU-ARAB et al.,
1999; CALDAS et al., 2004; MAIGA et al., 2005). Metais pesados, principalmente o
Pb, sdo muito densos e soluveis em agua, desta forma sdo facilmente absorvidos

por organismos vivos (HAIDER et al., 2004).
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PALMIERI e colaboradores (2005) sugeriram que metais como o Pb séo
expostos no ambiente através de deposicdo aérea ao longo de rodovias, em
proporcdo a densidade do trafego, enquanto o Cu € acumulado por plantas
particularmente pelo solo e seu conteudo ndo esta relacionado ao volume de

trafego.

Todas as amostras analisadas tiveram teores dos metais pesquisados abaixo
do recomendado ou indicado. Pode-se observar que ndo houve relacéo entre as
maiores concentracdes encontradas de metais pesados e 0os mais altos teores de

boldina quantificados nas amostras onde as duas analises puderam ser realizadas.
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DISCUSSAO GERAL




DISCUSSAO GERAL

A utilizacdo cada vez mais difundida da medicina tradicional para o tratamento
das necessidades primarias de saude envolvendo o uso de plantas medicinais, e a
consequente maior entrada de matérias-primas vegetais e produtos fitoterapicos no
mercado brasileiro, tem tornado mais claro, ainda, a necessidade de se buscar

parametros para o controle de qualidade destes produtos.

Os avangos crescentes assumidos pelas técnicas analiticas de controle de
qualidade tém contribuido muito para a padronizacéo e a estabilizacdo de matérias-
primas vegetais, estas, que podem sofrer inUmeras variacbes no conteudo de
principios ativos, sob a influéncia de diversos fatores, como: clima, solo, transporte,

armazenamento € muitos outros.

O controle de qualidade das plantas medicinais deve ser aplicado desde o
momento de sua coleta, identificando corretamente a espécie a ser utilizada e
respeitando os periodos mais adequados da evolu¢do da planta, de acordo com
estudos prévios, para garantir, desta forma, os teores adequados de principios

ativos.

Peumus boldus € uma planta importada pelo mercado brasileiro, que possui
ampla utilizacdo pela populacdo em geral e é muito confundida com a espécie
brasileira Plectranthus barbatus. Desta forma, a analise botanica e os parametros de
qualidade propostos neste trabalho, tornam-se muito relevantes.

A analise botanica da espécie apresentada no capitulo 3, descrevendo as
caracteristicas macroscopicas e microscopicas da folha e peciolo, e caracteres
microscoépicos do pé, revelou a importancia morfolégica da pilosidade da folha e
tipologia dos tricomas, proeminéncia ao redor da base dos tricomas, aparéncia do
bordo, e tipologia e caracteristicas da nervacdo. Anatomicamente, as principais
caracteristicas sdo: epiderme de paredes espessas, estdbmatos anomociticos e folha
hipoestomatica, presenca de hipoderme com paredes espessas e algumas vezes
biestratificada, presenca de células secretoras nos parénquimas, ocorréncia de
cristais, parénquima palicadico biestratificado, parénquima esponjoso frouxo e com

varias camadas, sistema vascular com bainha de fibras envolvendo o feixe, fibras
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nos tecidos de conducdo e ocorréncia de dois feixes menores junto a nervura

principal.

As caracteristicas dos tricomas foram divergentes da maioria das referéncias
consultadas, ja que nao foi observada a presenca de tricomas simples para esta
espécie. Provavelmente, os autores observaram uma Unica célula de um tricoma
parcial ou caduco, identificando esta como um tricoma simples. O p6 atende a
todas as exigéncias estabelecidas para a espécie, exceto 0s caracteres
macroscopicos. As caracteristicas microscopicas observadas concordam com as
relatadas nas Farmacopéias Brasileira (FARMACOPEIA, 1996), Britanica
(BRITISH, 2000) e Portuguesa (FARMACOPOEA, 2002).

Outra caracteristica muito importante para identificacdo da espécie € a
consisténcia das folhas. Por tratar-se de uma espécie importada, a sua
disponibilidade no mercado é apenas de folhas rasuradas e dessecadas, o que
dificulta muito a analise botanica, ja que € necessario um processo de hidratacdo e
muitas vezes a integridade do material é afetada. Além disso, folhas rasuradas e
dessecadas facilitam a adulteragéo do vegetal.

A andlise botanica da espécie objetiva contribuir com o estabelecimento de
parametros farmacopéicos, assim como a determinacdo de parametros de pureza,
como a perda por dessecacao, teor de materiais estranhos e cinzas totais. Estas
andlises estdo descritas no capitulo 4, juntamente com a andlise quimica quali e

quantitativa.

A determinacdo quimica quali e quantitativa da boldina, alcaléide majoritario
em Peumus boldus, foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A
técnica de CLAE vem se tornando o método de escolha para determinacdo quimica
quali e, principalmente, quantitativa de plantas medicinais, pela possibilidade da
analise de substancias polares e nao volateis, compreendendo uma variedade de

modos de separacéo e a identificacdo do constituinte desejado.

Vérios fatores podem ser modificados na andlise por CLAE para se obter a
melhor separacao, entre eles a coluna cromatografica, o fluxo e composicao da fase
movel e o tipo de detector. Neste trabalho a separacéo ocorreu de forma satisfatoria

com uma coluna em fase reversa com particulas de tamanho aproximado a 4 um.
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Além disso, um fluxo isocratico foi proposto, proporcionando maior tempo de
utilizacdo da fase mdvel, ja que a mesma pode ser recirculada no sistema. Toda a
andlise quali e quantitativa foi realizada com detector de arranjo de fotodiodos, pois
a literatura ja relatava a presenca de um isébmero da boldina (isoboldina), que
apresentava 0s mesmos maximos de absorcdo e tempo de retencdo muito proximo
ao da boldina. Portanto fazia-se necessaria a utilizagdo de um detector que
possibilitasse a identificacdo destes dois picos.

Apés a determinacdo de um método para quantificacdo da boldina, o mesmo
foi entdo validado. A validacdo é processo fundamental para a confiabilidade dos
resultados e necessaria para registro de qualquer medicamento, seja de origem
vegetal ou biologica. Os parametros utilizados na validagdo do método seguiram as
normas estabelecidas pelo ICH (1996), pela RDC n. 899 (BRASIL, 2003) e pela
Farmacopéia Americana (USP, 2005). Estes 6rgaos regulamentam a validacdo de
produtos farmacéuticos, porém nao especificam os testes para produtos de origem
vegetal. Desta forma, geralmente segue-se o0s parametros estabelecidos para

matrizes complexas, que admitem maiores faixas de variagoes.

Com o método validado, as analises de estabilidade acelerada e de
quantificacdo de boldina nas amostras comerciais de Peumus boldus puderam ser
realizadas. Ambos seguiram 0s mesmos parametros utilizados na validagdo do
método por CLAE.

O estudo de estabilidade acelerada é o primeiro passo para a determinacao
do prazo de validade de um produto farmacéutico, e deve estar sempre aliado a
estudos de longa duragdo. Também neste caso, a CLAE continua sendo o método
analitico de escolha, principalmente por permitir a identificacdo de compostos que
possam vir a surgir ou desaparecer no decorrer do ensaio, assim, todos os picos do

cromatograma podem ser monitorados.

Os resultados da analise de estabilidade demonstraram que houve uma
reducdo percentual maxima no teor de boldina de 52,26%, alcangcada em 60 dias da
analise. Observou-se que todos os picos sofreram decaimentos nos valores de suas
areas com o aumento da permanéncia na camara climatica, sem o surgimento de

novos componentes. Estes fatos ja haviam sido relatados em outros estudos de
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estabilidade acelerada de plantas (HEIGL & FRANZ, 2003; ARIGONY, 2005). Um
dos motivos citados para este acontecimento € o de que poucas plantas resistam as
condi¢des preconizadas para os medicamentos nestes estudos.

Avaliando-se cineticamente os resultados, observou-se que a cinética de
degradacédo para a espécie em estudo foi a de segunda ordem, onde a velocidade
de reacao € proporcional a concentracdo dos reativos ou a segunda poténcia de um
deles (NUDELMAN, 1975). O tempo de meia vida da amostra ficou estimado em
aproximadamente 165 dias. Cabe ressaltar que para este estudo partiu-se de uma
amostra que ja se encontrava dessecada, e este foi considerado o ponto zero desta
amostra. Sabe-se que 0 processo de secagem e a data da coleta do material
analisado, que ndo sao conhecidos neste caso, interferem nos resultados, sendo
que uma amostra fresca recém coletada apresentaria resultados mais confiaveis.
Ainda, um nudmero maior de amostras devem ser analisadas para maior

confiabilidade dos resultados.

As grandes diferencas encontradas nos teores de boldina quantificadas em
amostras comerciais da espécie, provenientes de paises diferentes (Brasil, Chile e
Argentina) reforca a necessidade de padronizacédo destes produtos pela industria de

fitoterapicos.

Ainda escassos, 0s estudos tanto na area de controle de qualidade, como os
de estabilidade e principalmente de quantificacdo de metais pesados em plantas
medicinais, em um pais com uma das maiores diversidades ecoldgicas do mundo,
tornam-se de suma importancia, contribuindo para o desenvolvimento da industria

de fitofarmacos e visando a seguranca com a utilizagdo destes materiais.
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CONCLUSOES

v'As caracteristicas morfologicas foliares de Peumus boldus, identificadas
pela analise macroscépica, como: pilosidade, tipologia dos tricomas,
proeminéncia ao redor da base dos tricomas, aparéncia do bordo,
tipologia e caracteristicas da nervagdo sdo muito relevantes e denotam

valor taxondémico para a espécie;

v As observacoes realizadas na analise microscopica das folhas da espécie
permitem indicar varios caracteres anatémicos como de valor taxonémico:
epiderme de paredes espessas, estdbmatos anomociticos e folha
hipoestomatica, presenca de hipoderme com paredes espessas e
algumas vezes biestratificada, presenca de células secretoras nos
parénquimas, ocorréncia de cristais de oxalato de calcio, parénquima
palicadico biestratificado, parénquima esponjoso frouxo e com varias
camadas, sistema vascular com bainha de fibras envolvendo o feixe,
fibras nos tecidos de condugé&o e ocorréncia de dois feixes menores junto

a nervura principal;

v O teor médio encontrado de cinzas totais foi de 9,42%, respeitando os

limites especificados nas Farmacopéias Brasileira, Britanica e Portuguesa;

v' O teor de perda por dessecacao pelo método gravimétrico foi de 10,44%,
e com a termobalanca com infravermelho foi de 9,87%;

v O conteldo de materiais estranhos ultrapassou os limites indicados em

todas as Farmacopéias consultadas;

v' O método analitico desenvolvido por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia mostrou-se satisfatério, sendo linear, sensivel, especifico,
preciso, exato e robusto para a quantificacdo de boldina em solucdes
extrativas de Peumus boldus, sendo, portanto, passivel de utilizacdo no

controle de qualidade desta planta;

v' Amostras de Peumus boldus adquiridas no comércio e indastrias do Brasil,

Chile e Argentina tiveram teores de boldina diferenciados, inferindo que
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fatores como época da coleta, transporte, armazenamento e outros

influenciam no teor do marcador quimico;

O estudo preliminar de estabilidade acelerada demonstrou degradacéo da

boldina de aproximadamente 52% em 60 dias de analise;

Obteve-se uma reacdo de degradacdo com comportamento caracteristico

de segunda ordem, com velocidade de degradacéo igual a 0,2236 dias *;

O tempo de vida util foi estimado em 18 dias e o tempo de meia-vida em
165 dias, sugerindo estudos com maior niumero de amostras e de longa

duracédo para conclusdes mais precisas;

Todas as amostras analisadas tiveram teores de metais pesados abaixo

do recomendado ou indicado pelas bibliografias disponiveis.
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