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RESUMEN

La Farmacopea Europea establece que los extractos de hojas de Peumus boldus
Molina, deben contener un minimo de 0,1% de alcaloides totales expresados
como boldina. Asimismo, la Agencia Europea de Medicamentos ha aprobado su
uso tradicional y se requiere de extractos estandarizados para una adecuada
administracién y dosificacién. La investigacion tuvo como objetivo obtener y
estandarizar el extracto de las hojas de “boldo” que procedieron del departamento
de Junin. Los extractos secos se obtuvieron por maceracion a 45°C, utilizando
como solventes agua y mezclas hidroalcohdlicas. La identificacion y cuantificacion
se realizé por HPLC, segun lo descrito en la Farmacopea Europea. Se us6 una
columna C18 de 250mm x 4,60mm, el método fue isocréatico a 25°C, la fase movil
fue una solucion dietilamina:acetonitrilo y &cido féormico (16:84 v/v), flujo 1,5
mL/min, volumen de inyeccién de 20 pl, longitud de onda de 304 nm y barrido UV-
VIS de 200 a 600 nm. Los extractos presentaron picos de maxima absorciéon a
longitudes de onda de 225 nm y 281 nm y un tiempo de retencién de 1,2 minutos.
Los extractos presentaron un color marrén y un aspecto higroscopico. El extracto
hidroalcohdlico de 65°, presentdé un mayor contenido alcaloides de 0,295 +
0,007%, estadisticamente superior (p < 0,05) al extracto hidroalcohdlico de 55° y
el extracto acuoso que presentaron contenidos de alcaloides expresados en
boldina de 0,054 = 0,003% y 0,019 + 0,001%, respectivamente. Se concluye que
es posible obtener y estandarizar el extracto de las hojas de Peumus boldus Mol.
“boldo”.

Palabras claves: Peumus boldus, extracto, estandarizacion.
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l. INTRODUCCION

Peumus boldus Molina, conocida vulgarmente como “boldo”, es una especie
nativa de Sudamérica, que crece abundantemente en la zona central de Chile,
ademas en el sur del Pert y Marruecos. El boldo crece en prados secos, soleados,
de climas frios y templados?.

Tradicionalmente las hojas de boldo se han utilizado para el dolor de oido, dolor
de cabeza, reumatismo, congestion nasal y, sobre todo, para trastornos digestivos
y biliares. Su uso extendido, principalmente para dispepsias y espasmos
digestivos leves, por sus propiedades hepatoprotectoras, coleréticas y
colagogicas, y también como sedante suave, ha llevado a su inclusién en la
Farmacopea Europea y su evaluacién por la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA)2.

Muchos estudios atribuyen el efecto benéfico del boldo a su contenido de boldina,
considerado su alcaloide mas caracteristico; sin embargo, el notable contenido de
polifenoles en esta especie, especialmente catequina y compuestos relacionados,
mas concentraciones relevantes de otros alcaloides fendlicos, sugieren una
interpretacion mas compleja?.

Asi, la Farmacopea Europea considera como droga vegetal a las hojas de P.
boldus M. (Boldi folium), y establece que estas deben contener un minimo de 0,1%
de alcaloides totales expresados como boldina®. De igual manera, la EMA ha
aprobado su uso tradicional para el alivio sintomatico de la dispepsia y de las
afecciones gastrointestinales leves de caracter espasmadico; y la Cooperativa
Cientifica Europea de Fitoterapia (ESCOP) indica ademas su uso en disfunciones
hepatobiliares menores y como coadyuvante en el tratamiento del estrefiimiento®.
El uso de P. boldus, en el ambito de la fitoterapia, estd muy difundido. Se usa
como hojas desecadas, extractos, comprimidos, tanto en presentaciones simples

como compuestas“.



La EMA, respecto a la posologia, lo recomienda tanto para adultos y ancianos en
forma de infusién y como extracto seco. Asi mismo, la ESCOP, recomienda su uso
en forma de infusién tintura y extracto fluido®.

Respecto al uso de extractos, éstos generalmente son conocidos como
estandarizados o0 normalizados. La reglamentacion europea para los
medicamentos define claramente lo que son los extractos normalizados, asi como
otras dos categorias de extractos segun la especificacion de contenido en
principios activos (extractos normalizados) o0 marcadores (extractos
cuantificados)?.

La utilizacién de extractos son importantes, en primer lugar, permite la preparacion
de una mayor variedad de formas farmacéuticas y, segundo, disminuir las dosis
con respecto a las drogas vegetales de origen?.

Con la finalidad de garantizar una adecuada utilizacién de las plantas medicinales,
asi como, otras formas de presentacién, es necesario que los extractos utilizados
sean adecuadamente preparados, vale decir estandarizados.

La Farmacopea Europea, respecto al extracto seco de hojas de boldo “Boldi
folium”, refiere que es elaborado a partir de hoja de boldo. Asimismo, indica varias
posibilidades de tipo de extractos, como extractos acuosos y extractos
hidroalcohdlicos. Del mismo modo, establece que se puede producir mediante un
procedimiento adecuado utilizando agua caliente a no menos de 65°C o un
disolvente hidroalcohdlico equivalente en concentracion a etanol de 45-75% v/v.
En ese sentido, ante las diferentes posibilidades para la obtencion y preparacion
de extractos a base de hojas de boldo, es que la presente investigacion tiene como
finalidad obtener y estandarizar extractos a base de las hojas de P. boldus Molina.
OBJETIVO GENERAL:

e Obtenery estandarizar el extracto de las hojas de Peumus boldus Mol. “boldo”.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ Obtener extractos secos a partir de hojas Peumus boldus M.

e Estandarizar los extractos secos de hojas Peumus boldus M. segun el

contenido de alcaloides totales calculados como boldina.



ll. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
Fuentes et al?, evaluaron el contenido de alcaloides de Peumus boldus, con la
finalidad de realizar un analisis cuantitativo a los alcaloides presentes en la
corteza, la madera y las raices de los arboles de boldo. Detectaron dieciocho
alcaloides en la corteza, hojas, madera y raices de P. boldus, incluyendo trazas
de secoboldina, N-metilsecoboldina, glaucina y norreticulina, no reportados
previamente como constituyentes de esta especie. Usando estandares
apropiados, cuantificaron trece de ellos por UHPLC-MS/MS. La boldina fue el
alcaloide dominante en la corteza y laurolitsine en madera y raices. La
composicion alcaloide de las hojas, determinada para 130 arboles identificados
individualmente, clasificados por edad y sexo, fue altamente variable, donde
predominaron N-metillaurotetanina, laurotetanina, coclaurina y en algunos casos
isocorydina, pero no boldina.
Soto et al®, evaluaron el efecto de las condiciones de extraccién sobre el contenido
fendlico total y la capacidad antioxidante de hojas silvestres pre tratadas de P.
boldus. Los resultados indicaron que las infusiones preparadas con bolsitas de té
de boldo comerciales tenian valores de actividad antioxidante similares o
superiores en comparacion con las infusiones preparadas con hojas secadas por
calor o liofilizadas. Los experimentos de extraccibn mostraron que las mezclas
hidroalcohdlicas son los mejores solventes para extraer antioxidantes de las hojas
de boldo. Teniendo en cuenta el perfil de alcaloides de los extractos de hojas
liofilizadas y bolsas de té de hierbas, por HPLC, estas ultimas exhibieron mayores
cantidades de los alcaloides, incluida la boldina.
Klimaczewski et al®, estudiaron la actividad antioxidante del extracto de P. boldus
y del alcaloide boldina frente al dafio inducido por el citrato de Fe (ll) en las

mitocondrias de higado de rata in vitro. El objetivo de este estudio fue evaluar los



efectos del extracto de hoja de P. boldus y boldina contra los sistemas de dafio
oxidativo mitocondrial inducido por citrato de Fe?*. Se evidenci6 que P. boldus fue
un antioxidante méas eficaz que la boldina, cuando se utilizaron. Los efectos
antioxidantes del extracto de P. boldus (PbE) se pueden atribuir a sus compuestos
polifendlicos, determinados por HPLC (Cromatografia liquida de alta
performance). Por tanto, el del extracto de P. boldus (PbE) y la boldina pueden
tener propiedades antioxidantes sinérgicas y contribuir al efecto protector de P.
boldus contra las enfermedades hepaticas asociadas con el estrés oxidativo y el
hierro libre.

Vogel et al’, evaluaron el cultivo de P. boldus cultivado en diferentes condiciones
de luz, humedad del suelo y densidad de plantacién. Determinaron que el
rendimiento de hojas por planta, asi como el contenido de alcaloides y aceites
esenciales fueron los mismos para las plantas cultivadas bajo sombra y para las
plantas expuestas a pleno sol. Las hojas producidas por el boldo cultivado
generalmente cumplen con los requisitos descritos en la normativa europea.
Concluyeron que el boldo se puede cultivar con éxito en las condiciones de cultivo
descritas.

Simirgiotis et al®, identificaron los constituyentes fendlicos en infusiones de hojas
de P. boldus mediante HPLC con arreglo de diodos y espectrometria de masas en
tandem de ionizacion por electropulverizacion. Identificaron componentes
fendlicos, principalmente proantocianidinas y glicésidos de flavonol. Determinaron
gue la huella digital de HPLC obtenida podria ser util en la autenticacion del
extracto crudo, asi como para el andlisis cualitativo y la diferenciacion de
poblaciones de plantas en el rango de distribucion de arboles.

Palma et al°, disefiaron tabletas de P. boldus por compresién directa utilizando un
novedoso extracto. Reportaron el analisis de la mezcla de solventes con mayor
rendimiento y la obtencién de extracto fluido y seco. Se evaluaron varias
formulaciones de tabletas conteniendo el extracto vegetal seco de boldo vy
excipientes comunes para compresion directa.

Yovera M?°, determiné el efecto protector del extracto acuoso de las hojas de
Peumus boldus “Boldo” en la toxicidad hepatica inducida por isoniazida en ratas
Holtzman hembra. Donde se usé el extracto acuoso de las hojas de Peumus
boldus Concluyendo que el extracto acuoso de Peumus boldus posee efecto
protector en la toxicidad hepatica inducida por isoniazida en ratas Holtzman

hembra, evidenciado mediante parametros clinicos, bioquimicos y morfolégico.



Palomino A2, los componente volatiles del aceite esencial de Peumus boldus
(boldo) de origen peruano fueron obtenidos por hidrodestilacion y posteriormente
caracterizados usando GC-MS en los laboratorios de la Facultad de Quimica e
Ingenieria Quimica de la UNMSM. Los resultados muestran la presencia de 21
componentes. De estos el componente mayor es 4-metil-7-etil-3,8-dioxatriciclo [5,
1,0 (7-4)] octano con 48%, seguido por 1,5 cineol con 14,9%, el trans pinocarbeol
con 1.5% el 4-terpineol y el terpineol con el 1.6% cada uno. Los restantes
componentes se hallan en concentraciones inferiores al 1%.

Guillen F?2, realizaron el estudio del efecto hepatoprotector del Peumus boldus en
hepatotoxicidad inducida por paracetamol en Rattus rattus var albinus, donde
demuestran que el las hojas del boldo posee compuestos activos, entre ellos la
boldina a la que algunos estudios le atribuyen propiedades hepatoprotectores, se
realizé un estudio experimental en 16 ejemplares de Rattus rattus var albinus,
concluyendo que Peumus boldus posee efecto hepatoprotector en la toxicidad
hepéatica inducida por paracetamol en Rattus rattus vas albinus. Usando el extracto
hidroalcohdlico al 70%.

2.2 Peumus boldus Molina

2.2.1 Clasificacion taxondmica de Peumus boldus “boldo”

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Magnoliidae

Orden : Laurales

Familia : Monimiaceae

Género : Peumus

Especie : Peumus boldus Molina

Nombre vulgar : “boldo”

Fuente: Constancia emitida por la bidloga Laura Aucasime Medina especialista en
taxonomia y sistematica de plantas (Anexo 1).

2.2.2 Descripcion morfolégica

P. boldus, es un &rbol o arbusto dioico, perennifolio, deciduo de hasta 9 m de alto,
aromatico, frondoso, muy ramificado, con ramas alargadas. Sus hojas son
opuestas cortamente pecioladas, perennes, ovoides u oblongas de 3-6 m de largo
por 2-4 cm de ancho, coriaceas, enteras, rugosas o correosas, verde palido en el
haz y més clara y con nervios prominentes en el revés. Presenta flores

unisexuales, blancas o amarillas campanuladas, axilares o terminales, de hasta 1



cm de diametro; rara vez se dispone en racimos laxos. Las flores masculinas
presentan muchos estambres. Los frutos son pequefios, carnosos, amarillos,
jugosos y comestibles. Toda la planta tiene un aroma especial'.

2.2.3 Composicion quimica

Los principios activos de P. boldus son alcaloides isoquinolénicos derivados de la
aporfina y la noraporfina (0,1-0,5%) de los cuales se han aislado mas de una
veintena, destacando en proporcion de boldina (Figura 1) y otros en menor
cantidad como la isoboldina, la (+) reticulina, la laurotetanina y laurolitsina.
Ademdas contiene aceite esencia (1-3%), compuestos de hidrocarburos
monoterpénicos (p-cimeno, a-pineno y B-pineno, Y-terpineno, limoneno, B-
felandreno) y monoterpenos oxigenados (1,8 cineol, linalol, alcanfor, ascaridol).
Ademas, presenta flavonoides (ramnetol, isorramnetol, kempferol) y taninos (1-
2%)%.

Los andlisis de HPLC de muestras de hojas y extractos de boldo evidenciaron la
presencia de laurotetanina o N-metillaurotetanina como alcaloides principales,
seguido a menudo por isocoridina?®!t, Sin embargo, un andlisis de hojas
recolectadas en el centro-sur de Chile y de bolsitas de té de boldo indico
isocoridina, con menos N-metillaurotetanina, como alcaloides principales,®
mientras que un perfil 13C NMR (Resonancia magnética nuclear) de un extracto
crudo de hoja de boldo sugirié que la norisocoridina era la mas abundante, seguida
también por N-metillaurotetanina®?.

Si bien muchos estudios atribuyen el efecto benéfico del boldo a su contenido de
boldina, considerado su alcaloide mas caracteristico, el notable contenido de
polifenoles en esta especie, especialmente catequina y compuestos relacionados,
mas concentraciones relevantes de otros alcaloides fendlicos, sugieren una

interpretacion mas compleja.
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Figura 1. Estructura quimica de la boldina



2.2.4 Aspectos fitoterapéuticos de P. boldus

Segun la Farmacopea Europea, la droga vegetal de P. boldus, consiste en la hoja
(Boldi folium) entera o fragmentada desecada, con un contenido minimo de 0,1%
de alcaloides, expresados como boldina, respecto a la droga seca”.

La accién farmacolégica es diversa, se usa como digestiva (aperitiva, colarética,
colagoga) hepatoprotectora, antioxidante, antierematosa (inhibe la peroxidaciéon
lipidica), hipoglicemiante, antiinflamatoria, antipirética, antihelmintica, fungicida,
citoprotectora y antitumoral. El aceite esencial tiene actividad bactericida®.

La Farmacopea Europa, refiere que los extractos acuosos elaborados a partir
de hoja de boldo, presenta un contenido minimo de 0,5% del total de alcaloides,
expresado como boldina (C19H2:NO4; PM: 327,4) en extracto seco y para extractos
hidroalcohélicos un contenido minimo 1,0% del total de alcaloides®.

La produccidon de extractos a partir de Boldi folium se realiza mediante un
procedimiento adecuado utilizando agua caliente a no menos de 65°C 0 un
disolvente hidroalcohélico equivalente en concentracion al etanol (45-75% v/v).*
Segun la EMA P. boldus esta indicado para el alivio sintomatico de la dispepsia
y de las afecciones gastrointestinales leves de caracter espasmadico. Asi mismo,
la ESCOP indica su uso en disfunciones hepatobiliares menores y como
coadyuvantes en el tratamiento del estrefiimiento®.

Respecto a la posologia, segiin ESCOP, P. boldus se usa en forma de infusion
(2 -5 g de droga al dia), extracto hidroalcohélico (0,2-0,6 g de droga o dosis
equivalente), tintura (1:5, etanol 80%) 1-3 mL diarios, extracto fluido (1:1, etanol
80%) 0,5-1 mL diarios. Segun EMA, la posologia para adultos y anciano, consiste
en infusioén (1-2 g en 150 mL de agua, 2-3 veces al dia) y como extracto seco (5:1
acuoso) 200-400 mg dos veces al dia®. La duracion del tratamiento es de dos
semanas, y si lo sintomas persisten, se debe consultar con un profesional de
salud®.

P. boldus esta contraindicado en caso de obstruccion de las vias biliares,
colangitis, afecciones hepéticas, litiasis biliar y otras afecciones que requieren
control médico. La Comision E recomienda no utilizar el aceite esencial puro,
debido a su contenido en ascaridol; sin embargo, hay que tener en cuenta que el
aceite esencial de boldo no siempre es rico en ascaridol*,

No existe suficiente informacion que garantice la seguridad del uso de P. boldus

durante el embarazo, la lactancia y en menores de 18 afios.*



2.3 Estandarizacién de extractos vegetales

Los dos procedimientos basicos para la obtencién de productos extractivos a
partir de drogas vegetales son la destilacion y la accion de uno o mas disolventes
sobre la droga. En la extraccion con disolventes hay que tener en cuenta la
relacion droga-extracto (RDE), que se define como la relacion entre la cantidad
de droga vegetal y la de extracto obtenido con la misma. Asi mismo, se debe tener
en cuenta la relacion droga-disolvente (RDD), que es la relacion entre la
cantidad de droga vegetal, expresada en masa, utilizada en la elaboracién de un
extracto y la cantidad del primer disolvente de extraccion, expresada en masa o
volumen®,

El extracto sin excipientes, se define como extracto vegetal genuino (extracto
seco) y en el caso de extractos blancos y liquidos, el extracto genuino puede
contener cantidades variables de disolvente de extraccién®.

En el ambito de la fitoterapia, para un adecuado uso de los productos extractivos,
segun las indicaciones y la posologia, es necesario conocer intrinsecamente a los
productos extractivos, tanto cualitativa como cuantitativamente, lo que se logra
con el proceso de estandarizacion de extractos.

Con frecuencia se habla de extractos estandarizados, que en anglosajén
significa “ajustado a una norma” (standard en inglés) y que, en espanol, deberia
traducirse como “normalizado. Al respecto, la reglamentacién europea define
claramente lo que son los extractos normalizados, asi como otras dos categorias
de extractos segun la especificacion de contenido en principios activos
(extractos normalizados) o marcadores (extractos cuantificados)?.

Los extractos normalizados, son lo que estan ajustados a un contenido definido
de uno o mas constituyentes con actividad terapéutica conocida. El ajuste de
contenido puede realizarse mediante la adicién de excipientes inertes o mediante
la mezcla de lotes de extractos de diferente contenido®.

Los extractos cuantificados son los que estan ajustados a uno o mas
marcadores activos, el contenido de los cuales esta controlado dentro de un rango
limitado y especificado. Los ajustes se realizan mediante la mezcla de lotes de
extractos®.

Una ultima categoria son “otros extractos”, los cuales no se ajustan a un
contenido particular de constituyentes. A efectos de control, uno o mas
constituyentes se utilizan como marcadores analiticos. Estos son marcadores que

se emplean con fines analiticos, para el control de calidad. En la Farmacopea, el



contenido minimo de estos marcadores analiticos se especifica en la monografia
de cada extracto natural®.

2.4 Andlisis de drogas vegetales por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (CLAR)

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR, en inglés: HPLC, High
Perfomance Liquid Chromatography), en ocasiones denominada cromatografia
liquida de alta eficacia, es una técnica de separacion cromatogréafica en la que una
fase mdvil liquida circula a través de una fase estacionaria sélida contenida en una
columna. Se basa principalmente en mecanismos de adsorcion, de reparto, de
intercambio iénico o de exclusion molecular. En cromatografia liquida, la rapidez
de equilibrio del soluto entre la fase movil y la estacionaria es mayor cuanto menor
es la dimension de las particulas de la fase estacionaria, lo cual implica una mayor
resistencia al flujo de la fase mévil y por lo tanto la necesidad de emplear presién
elevada para forzar el paso de liquido a través de la columna. Normalmente, se
requieren presiones aproximadas de 70 a 400 Atmosferas para conseguir flujos
de 0,5 a 5 ml/min. La columna y el equipo empleados deben estar construidos de
material resistente a estas presiones elevadas®.

Entre sus aplicaciones, al igual que la cromatografia gaseosa, la CLAR se emplea
tanto con finalidad cualitativa (identidad y pureza), como con finalidad cuantitativa
(valoracion de principios activos, marcadores y posibles contaminantes). Las
determinaciones cuantitativas, también en este caso, se basan en que la
respuesta del detector y el area del correspondiente pico del cromatograma son
proporcionales a la cantidad de sustancia. Puede ser necesario emplear factores
de correccion y las determinaciones pueden efectuarse utilizando un patrén
interno, un patrén externo o por normalizacion®.

El andlisis de constituyentes de plantas medicinales generalmente se efectla por
HPLC, debido a que permite realizar los andlisis cuantitativos de forma mucho
mas eficaz y segura®®. Asi, la Farmacopea Europea y Brasilefia, para el analisis
de Boldi folium y sus extractos, refiere el uso del HPLC en el analisis cuantitativo
de alcaloides totales®!4.

El perfeccionamiento de detectores especificos para determinadas clases de
sustancias permite un andlisis selectivo, incluso cuando se encuentran en mezclas
complejas.'® Por esta razén, para analizar los productos fitoterapéuticos, sin poner
en riesgo la eficacia de la columna cromatogréafica sera necesario realizar una

purificacion previa del uso de agentes clarificantes®®.



Para el andlisis de productos fitoterapéuticos, la seleccion del detector varia de
acuerdo con las caracteristicas de las estructuras que estan siendo analizadas. El
detector mas usado es el que mide la absorcion en la region UV-visible. La
comparacion de los espectros con los espectros que se encuentran en un banco
de datos, suministra valiosas informaciones sobre la clase quimica de las

sustancias presentes en el extractos.
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el Centro de Desarrollo,
Andlisis y Control de Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) “Javier
Gomez Guerreiro”: Laboratorio de Control de Calidad, de la Escuela Profesional
de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.2 Definicion de la poblacion y muestra
La poblacién corresponde a las hojas de la especie de Peumus boldus Molina
“boldo”, procedente de la provincia de “Chanchamayo” del departamento de Junin.
La muestra estuvo constituida por 3 Kg de planta fresca de Peumus boldus Mol.
“boldo” recolectadas de la selva “Chanchamayo” del departamento de Junin.
La especie fue identificada por la bidloga Laura Aucasime Medina (anexo 1).
3.3. Disefio metodoldgico
3.3.1 Tipo de estudio
El tipo de estudio fue aplicado®®.
3.3.2 Disefio experimental
El disefio fue experimental de tipo pre experimento con Unicamente pos pruebal®.

G x mg%poidina

Donde: G es el grupo de hojas, x el solvente y mg%po1aina €S la concentracion de
boldina.
3.4 Obtencion del extracto acuoso
Se pes6 30 g de muestra seca y pulverizada, se agregdé 80 mL solvente (agua,
etanol 55° y etanol 65°) y se realizo la extraccidbn con agitacion constante. La
extraccion con agua se realizé a ebullicion y la extraccion con las mezclas

hidroalcohdlicas se realizé a 50°C3°, El extracto se enfrié y se filtr6 en un filtro
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PTFE, para luego concentrarlo en un rotavapor a 40°C. El extracto concentrado
se termind de evaporar a sequedad en una estufa a 40° C por 24 horas®.

3.5 Estandarizacion del extracto

3.5.1 Preparacién de las muestras para la identificacion

Se peso 0,5 g del extracto seco y se agreg6 25 mL de acido clorhidrico diluido R,
se sonico por 15 min y filtr6. La muestra filtrada se transfirié a una pera de bromo,
se desengraso con 10 mL de una mezcla acetato de etilo R y hexano R (1:1). La
fase acuosa se ajust6 a pH 9,5 con amoniaco diluido R1 y se extrajo
sucesivamente con 50 ml, 25 ml y 25 ml de cloruro de metileno R, hasta
agotamiento.® Se separé la fase inferior y se concentré en un rotavapor a 40°C y
posteriormente se llevd hasta sequedad en un bafio maria a 40°C.Y" El extracto
seco se redisolvio y diluy6 hasta 10 mL con fase moévil y se inyect6 (20 yL) en un
HPLC-DAD3.

3.5.2 Instrumentacion

Se utilizé un HPLC Dionex 3000 ultramate equipado con una bomba y detector UV
con arreglo de diodos y automuestreador. Se us6 una columna C18 de 250 mm x
4,60 mm, 5 um (Phenomenex, USA) mantenido a 25°C.

3.5.3 Identificacién de boldina por HPLC-DAD

La identificaciébn de boldina en el extracto seco de P. boldus se realizd por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Para ello, la solucién del extracto seco de P. boldus en fase mavil filtrada fue
sometida a analisis pro HPLC-DAD usando un método isocratico y una fase movil
de solucion A, solucién B (16:84 v/v) a un flujo fue 1,5 mL/min (la solucién A
contiene 0,2 mL de dietilamina R con 99,8 mL de acetonitrilo y la solucion B
contiene 0,2 mL de dietilamina R con 99,8 mL de agua ajustado a pH 3 con acido
férmico R). El volumen de inyeccién fue 20 pl. La boldina fue monitoreada a 304
nm y se registraron espectros UV de 200 a 600 nm para la caracterizacion de los
picos. Se utilizé un estandar de referencia de boldina CRS (3 mg en 25 mL de
fase movil)®.

3.5.3 Valoracién de boldina por HPLC-DAD

Se preparo soluciones estdndar de boldina CRS de concentraciones de 60, 120,
180, 240 y 300 mg%. El contenido de boldina se analiz6 por HPCL-DAD, segun el

método descrito en la identificacion de boldina y se determiné el area bajo la curva.
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3.6 Andlisis estadisticos

Las medias y desviacion estandar del contenido de boldina corresponden a tres
repeticiones. Se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) y el andlisis de

comparaciones mdltiples de Duncan con un 95% de nivel de confianza®.
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IV. RESULTADOS
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Figura 2. Espectro de absorcion UV-VIS de la Boldina en el extracto seco de hojas
de P. boldus M. Ayacucho 2020
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Cromatograma por HPLC del extracto acuoso de las hojas de peumus boldus
Mol. “boldo”

Boldina seq #5 MACUOSA UV VIS 1

400 1Al WVL304 nm

35&3
30(}2
25&3
20&5
1-BOLDINA-1.2

150

100

Figura 3. Identificacién de Boldina en el extracto acuoso de hojas de P. boldus M.
Ayacucho 2020
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Cromatograma por HPLC del extracto Hidroalcohdlico al 55° de las hojas de
peumus boldus mol. “boldo”

Boldina seq #8 MUESTRA 55 UV VIS 1

400 AU WVL304 i

35&?
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20&5
1-BOLDINA -1.2

1501

100

Figura 4. Identificacion de Boldina en el extracto hidroalcohdlico (Etanol 55°) de
hojas de P. boldus M. Ayacucho 2020
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Cromatograma por HPLC del extracto Hidroalcohdlico al 65° de las hojas de
peumus boldus mol. “boldo”

Boldina seq #16 MUESTRA 65 UV VIS 1

400 Tl WVL304
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Figura 5. Identificacion de Boldina en el extracto hidroalcohdlico (Etanol 65°) de
hojas de P. boldus M. Ayacucho 2020
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Figura 6. Curva de calibracion de Boldina para la cuantificacion en el extracto seco

de hojas de P. boldus M. Ayacucho 2020
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Tabla 1. Cuantificacién de Boldina en extractos secos de hojas de P. boldus M.

Ayacucho 2020

Concentracion

Solvente AUC g % x (%)t
(mg/mL)
19,198 0,0104 0,000120 0,0200
Agua 19,126 0,0100 0,00011 0,0193 0,019 £ 0,001?
19,185 0,0103 0,00011 0,0198
23,125 0,0338 0,00035 0,0675
Etanol 55° 21,741 0,0256 0,00027 0,0512 0,054 + 0,003°
21,823 0,0260 0,00011 0,0520
43,542 0,1556 0,00157 0,3092
Etanol 65° 41,784 0,1451 0,00011 0,2884 0,295 + 0,007¢
41,691 0,1446 0,00146 0,2874

fContenido de alcaloides expresados en boldina (%)

ab. ¢ Comparaciones mdiltiples de Duncan al 95% de nivel de confianza
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V. DISCUSION
Las plantas medicinales y drogas vegetales se pueden usar para la obtencion de

principios activos purificados. También, se pueden usar directamente (infusiones
0 en polvo) o bien en forma de productos extractivos (extractos secos, tinturas,
aceites esenciales, entre otros)*.

Los productos extractivos, dan lugar a la mayor parte de productos a base de
plantas medicinales en fitoterapia. Por lo que deben aplicarse condiciones para
ser incluidos en la categoria de medicamentos, es decir que cumplan con los
requisitos de calidad, seguridad y eficacia®.

El uso del extracto de P. boldus esta muy difundido en el campo de la fitoterapia.
Se comercializa como extractos biologicos, liofilizados, estandarizados, extractos
secos Y fluidos, y en forma farmacéutica de comprimidos y capsulas. Es por ello,
que esta incluido de obras oficiales como la Farmacopea Europea y la
Farmacopea Brasilefia®.

Por estas consideraciones el objetivo de la presente investigacion fue obtener y
estandarizar extractos secos de las hojas de P. boldus.

En primer lugar, se obtuvieron un extracto seco acuoso y dos extractos secos
hidroalcohdlicos a base de las hojas de P. boldus. Segun la Farmacopea Europea,
el extracto de P. boldus se obtiene a partir de las hojas, a través de un método
aadecuado, usando como solvente el agua o una mezcla hidroalcohdlica3, es asi,
que los extractos hidroalcohélicos se obtuvieron con una mezcla hidroalcohdlica
de 55° y 65°. Al respecto, Palma et al°, al diseiiar tabletas de extracto seco P.
boldus, determinaron que los extractos secos hidroalcohdlicos de hojas de boldo,
obtenidas con mezclas hidroalcohdlicas con una relacion etanol:agua 70:30 y
60:40, reportaron los mayores niveles de boldina.

Asimismo, la Farmacopea Europea, refiere que el extracto de hojas de P. boldus
M. “boldo” presenta el aspecto es de polvo higroscopico de color marron o marrén
verdoso®, que coincide con nuestros resultados, ya que los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos obtenidos presentaron un color marrén y tenia caracteristicas

higroscopicas.
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Al respecto, Vanaclocha et al, refieren que los extractos secos son preparados
de consistencia soélida obtenidas por eliminacion total del disolvente empleado en
la extraccién, hasta obtener un polvo seco. Sin embargo, los extractos secos son
ligeramente higroscépicos y normalmente tienen una pérdida por desecacion que
supera el 5% m/m.

Asimismo, en el proceso de obtencion de extractos la relacion droga-extracto
(RDE), que se define como la relacion entre la cantidad de droga vegetal y la de
extracto obtenido con ella, se emplea con frecuencia para calcular la dosis que
debe administrarse de un determinado extracto a partir de la dosis prescrita para
la droga®, asimismo, la relaciéon droga-disolvente (RDD), que es la relaciéon entre
la droga vegetal utilizada en la elaboracion de un extracto y la cantidad del primer
disolvente de extraccion, son aspectos muy importantes en su estandarizacion®.
Respecto a la estandarizacion de extractos, existen los extractos normalizados,
los extractos cuantificados. En el caso de los extractos acuosos e hidroalcoholicos
obtenidos de las hojas de P. boldus, son extractos normalizados, ya que su
contenido fue establecido en funcidn al contenido de boldina, alcaloide mayoritario
en hojas de P. boldus.

En la Figura 1, se presenta el espectro de absorcién UV-Vis por HPLC-DAD, del
extracto seco de P. boldus, en la cual se observa picos de maxima absorcion a
longitudes de onda de 225 nmy 281 nm, que coincide con el espectro de absorcién
del estandar de boldina. Al respecto, en el andlisis de las drogas vegetales la
identificacion de uno mas componentes activos relacionados con la actividad
terapéutica de la droga vegetal es crucial, ya que de esta depende un adecuado
control de calidad.

Sin bien es cierto, La Farmacopea Europea y la Farmacopea Brasilefia®>!4, para la
identificacion de boldina en extractos secos, establece un procedimiento por el
método de cromatografia en capa fina (CCF), en la presente investigacion, se
realizé por HPLC-DAD, debido a disponibilidad de algunos reactivos.

Ademas, en la actualidad, la mayoria de analisis de constituyentes de plantas se
realizan por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), ya que es un método
que permite realizar las separaciones que se llevan a cabo por CCF y ademas los
andlisis cuantitativos se pueden realizar de manera mas eficaz y segura®®.

La cromatografia liquida de alta eficiencia con detector con arreglo de diodos, o
fila de fotodiodos, se usa para registrar el espectro completo de UV de cada pico

a medida que se eluye y de este modo es posible determinar qué compuestos
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corresponde a cada pico?®, por lo que, la identificacion de boldina que se realizé
por HPLC-DAD es inequivoca.

Es asi, que en las Figuras 2, 3y 4 se presentan los cromatogramas obtenidos por
HPLC-DAD de los extractos de P. boldus. Se puede apreciar los picos
caracteristicos de la boldina, presentando un tiempo de retencién de 1,2 minutos,
tanto para los extractos acuosos e hidroalcohdlicos como para el estandar de
boldina. Cabe mencionar, que el tiempo de retencion, es el tiempo que tarda un
soluto, desde la inyeccion, en ser eluido de una columna cromatogréfica, y que es
caracteristico de una sustancia quimica, que a su vez permite su identificacion?®.
Si bien es cierto, la Farmacopea Europea?, establece para la boldina un tiempo de
retencion alrededor de 6 minutos, eso para compuestos como isoboldina con un
tiempo de retencién de 0,9 min; isocoridina N-oxido (1,8 min), laurotetanina (2,2
min), isocoridina (2,8 min), N-metillaurotetanina (3,2 min), e inclusive refiere que
adicionalmente pudiera presentar otros picos. Para nuestro caso, el pico tuvo un
tiempo de retencién de 1,2 con una respuesta de area bajo la curva (AUC)
significativa y pico definido sin asimetrias, por lo que se procedi6 a realizar la
identificacion y cuantificacion teniendo de referencia a ese tiempo de retencion.
En la Figura 5, se presenta la curva de calibracion de la boldina para la
cuantificacion de en los extractos secos de las hojas de P. boldus. La curva de
calibracion presenta una ecuacion lineal de y = 243x + 7,83. De la ecuacion,
podemos observar que el valor de la interseccién en el eje de la ordenadas es de
7,83 que representa un valor cercano al origen; asimismo, el coeficiente de
determinacion fue de 0,9842, cuyo valor es muy cercano a la unidad, lo que
significa que la relacion AUC versus concentracion tiene una tendencia lineal muy
definida. Dichos resultados, nos permite reportar las concentraciones de boldina
en los extractos secos con precision*e,

En la Tabla 1, se presenta los resultados de la cuantificacién de boldina (%) en los
extractos secos de las hojas de P. boldus, tanto en el extracto acuoso como en
los extractos hidroalcohdlicos. Se observa que el extracto hidroalcohdlico,
obtenido con una mezcla hidroalcohdlica de 65°, presentd un contenido alcaloides
de 0,295 + 0,007%, estadisticamente superior (p < 0,05) al extracto hidroalcohdlico
de 55° y el extracto acuoso que presentaron contenidos de alcaloides expresados
en boldina de 0,054 + 0,003% y 0,019 + 0,001%, respectivamente.

Al respecto, la Farmacopea Europea, refiere los extractos secos obtenidos a partir

de P. boldus M. “boldo” presentan un contenido de alcaloides totales expresados
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como boldina (C19H21NO4) de minimo 0,5% en un extracto acuoso secoy 1,0% en
extractos hidroalcohdlicos?, segun el cual, el contenido obtenido en la presente
investigacion es menor, lo que se puede deber a la procedencia de la muestra,
condicionada por diferentes factores edéaficos y climatolégicos?e.

Asimismo, Palma et al®, determinaron que los extractos secos hidroalcohélicos de
hojas de P. boldus, obtenidos con mezclas hidroalcohdlicas con una relacion
etanol:agua 70:30 y 60:40, reportaron los mayores niveles de boldina, con valores
de 99 mg/100 mL y 90 mg/100 mL, lo que podria utilizarse estos extractos
estandarizados a nivel de las farmacias de formulacién y ademas permitira una

correcta dosificacion y administracion.
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VI. CONCLUSION

Se obtuvo y se estandarizé el extracto de las hojas de Peumus boldus Mol.
“boldo”.

Los extractos secos acuosos e hidroalcohdlicos de Peumus boldus Mol.
“boldo” presentaron picos de maxima absorcion a longitudes de onda de 225
nm y 281 nm y un tiempo de retencién de 1,2 minutos. Los extractos
presentaron un color marrén y un aspecto higroscépico.

El extracto hidroalcohdlico de Peumus boldus Mol. “boldo”, obtenido con una
mezcla hidroalcohdlica de 65°, presenté un mayor contenido alcaloides de
0,295 + 0,007%, estadisticamente superior (p < 0,05) al extracto
hidroalcohdlico de 55° y el extracto acuoso que se presentaron contenidos de
alcaloides expresados en boldina de 0,054 + 0,003% y 0,019 = 0,001%,

respectivamente.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Seguir realizando estudios de plantas medicinales ya que en nuestro Per( y
nuestra regién Ayacucho hay multitud de plantas medicinales que no se han
estudiado audn.

2. Antes de empezar a utilizar el equipo de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) que se encuentra en el laboratorio de control de calidad de
la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, se tiene que capacitar y
haber manejado el equipo, para posteriormente no tener dificultades.

3. Se debe verificar las condiciones analiticas de los equipos que se van a usar

en todo el procedimiento, con la finalidad de evitar errores en los resultados.
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IX. ANEXOS
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Anexo 1. Certificado de identificacién de Peumus boldus Mol. Ayacucho-2020.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, el Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de
Medicamentos y Fito medicamentos “Marco A. Garrido Malo”, ha solicitado

la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de Investigacion

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de Cronquist. A. 1988, siendo su taxonomia el siguiente: |

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA

CLASE 2 MAGNOLIOPSIDA }
SUB CLASE : MAGNOLIIDAE

ORDEN : LAURALES

FAMILIA 3 MONIMIACEAE

GENERO 5 Peumus

ESPECIE : Peumus boldus Mol. ‘
N.V. : “boldo” [

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del
interesado para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 3 de Setiembre del 2 019.

o 0 ot
LAURA AUCASIME
BIOLOGA
Reg. C.B.P. N° 583 CR.- X111
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Anexo 2. Cromatograma del estandar primario de boldina, seguin la farmacopea

europea, en el Centro de Desarrollo y Control de Calidad de Medicamentos y Fito-

medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud de la E.P. Farmacia y

Bioquimica. Donde muestra el tiempo de retencién a 1.220 min y area del pico
45,238. Ayacucho-2020.

470 Boldina seq #2 ST BOLDINA UV _VIS_1
mAU WVL:304 nm)
4 1-BOLDINA -1.2
400+
300
200+
100
L
min
L o = T I T T O = & F 1 & & 4 4
0.0 1.3 25 3.8 5.0 6.3 75 8.8 10.0
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Anexo 3. Cromatograma de la boldina, obtenidos del extracto acuoso de
las hojas de Peumus boldus Mol. Segun la farmacopea europea. En el
Centro de Desarrollo y Control de Calidad de Medicamentos y Fito-
medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud de la E.P. Farmacia y
Bioquimica. Donde muestra el tiempo de retencion a 1.200min y area del
pico 22,026. Ayacucho-2020.

400 Boldina seq#5 M ACUOSA UV VIS_1
1mAU WVL:304 nm
350
3001
250
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] 1-BOLDINA-12
150+
100
50
.
0.00 1.00 2,00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00
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Anexo 4. Datos descriptivos del contenido de Boldina en los extractos de hojas

de Pneumus boldus Mol. “boldo”, Ayacucho 2020.

95% del intervalo
de confianza

Extractos N Media Deest\gr?g;érn eslfetlrr?drar parala media Minimo Maximo
Limite Limite
inferior superior
Extracto acuoso 3 0,0197 0,00036 0,00021 0,0188 0,0206 0,02 0,02
Extracto EtOH 55° 3 0536 0,00343 0,00198 0,0450 0,0621 0,05 0,06
Extracto EtOH 65° 3 2950 0,01231 0,00711 0,2644 0,3256 0,29 0,31
Total 9 0,1228 0,13017 0,04339 0,0227 0,2228 0,02 0,31
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Anexo 5. Analisis de varianza del contenido de Boldina en los extractos de hojas

de Pneumus boldus Mol. “boldo”, Ayacucho 2020.

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética B p-valor
Entre
grupos 0,135 2 0,068
1241.58 1.4x108
Dentro de
grupos 0.000 6 0,000
Total 0.136 8
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Anexo 6. Analisis de comparaciones multiple de Tukey del contenido de Boldina

en los extractos de hojas de Pneumus boldus Mol. “boldo”, Ayacucho 2020.

Subconjunto para alfa = 0.05

Extractos N

a b C
Extracto acuoso 3 0,0197
Extracto EtOH 55° 3 0,0536
Extracto EtOH 65° 3 0,2950
Sig. 1,000 1,000 1,000
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Anexo 7. Equipo Cromatografo liquido de Alta Resolucién marca UltiMate 3000
del Centro de Desarrollo y Control de Calidad de Medicamentos y Fito-
medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud de la E.P. Farmacia y
Bioquimica. Ayacucho — 2020
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Anexo 8. Procedimiento de filtrar el agua y la fase mévil para utilizar en el equipo
Cromatografo liquido de Alta Resolucion marca UltiMate 3000. En el Centro de
Desarrollo y Control de Calidad de Medicamentos y Fito-medicamentos, Facultad
de Ciencias de la Salud de la E.P. Farmacia y Bioquimica. Ayacucho — 2020
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Anexo 9. Procedimiento de pesado del estandar de boldina y la muestra, extracto
de las hojas de Peumus boldus Mol. En el Centro de Desarrollo y Control de
Calidad de Medicamentos y Fito-medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud
de la E.P. Farmacia y Bioquimica. Ayacucho-2020.
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Anexo 10. Procedimiento de pesado de la muestra del extracto de las hojas de
Peumus boldus Mol. En el Centro de Desarrollo y Control de Calidad de
Medicamentos y Fito-medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud de la E.P.
Farmacia y Bioguimica. Ayacucho-2020.
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Anexo 11. El uso de rotavapor. En el Centro de Desarrollo y Control de Calidad

de Medicamentos y Fito-medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud de la

E.P. Farmacia y Bioquimica. Ayacucho-2020.
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Anexo 12. Procedimiento de extraccion del alcaloide “boldina” con el cloruro de
metileno R En el Centro de Desarrollo y Control de Calidad de Medicamentos y
Fito-medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud de la E.P. Farmacia y
Bioquimica. Ayacucho-2020.

46



Anexo 13. Procedimiento de concentracion de la muestra. En el Centro de
Desarrollo y Control de Calidad de Medicamentos y Fito-medicamentos, Facultad
de Ciencias de la Salud de la E.P. Farmacia y Bioguimica. Ayacucho-2020.
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Anexo 14. Procedimiento donde se esta llevando a un pH de 9.5 tal cual dice en
la farmacopea europea. En el Centro de Desarrollo y Control de Calidad de
Medicamentos y Fito-medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud de la E.P.
Farmacia y Bioguimica. Ayacucho-2020.
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Anexo 15. La estufa. En el Centro de Desarrollo y Control de Calidad de
Medicamentos y Fito-medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud de la E.P.
Farmacia y Bioquimica. Ayacucho-2020.
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Anexo 16. Procedimiento de obtencion del extracto acuoso e hidroalcohdlico. En
el Centro de Desarrollo y Control de Calidad de Medicamentos y Fito-
medicamentos, Facultad de Ciencias de la Salud de la E.P. Farmacia y
Bioquimica. Ayacucho-2020.
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Anexo 17

. Matriz de consistencia

TITULO
Obtencién

estandariz
acion del
extracto
de las
hojas de
Peumus
boldus Mol
“boldo”.
Ayacucho
2020

PROBLEMA
.Se podra
Obtener el
extracto Ide
las hojas de
Peumus
boldus  Mol.
“boldo” en
Ayacucho
20207?

ése podra
estandarizar
el extracto de
las hojas de

Peumus
boldus  Mol.
“boldo” en
Ayacucho
20207

OBJETIVOS

OBJETIVO
GENERAL

Obtener vy
estandarizar
el extracto
de las hojas
de Peumus
boldus Mol.
“boldo”.

OBJETIVOS
ESPECIFICOS:

Obtener
extractos
Secos a
partir de
hojas
Peumus
boldus M.
Estandarizar
los extractos
Secos de
hojas
Peumus
boldus M.
segun el
contenido
de
alcaloides
totales
calculados
como
boldina.

VARIABLES
a. Contenido
de
alcaloides
en las
hojas
e Indicadore
s:
Alcaloides
(%)

b. Identificac
i6n de la
boldia por
HPLC-
DAD.

c. Contenido
de
alcaloide
boldina en
el
extracto.

e Indicadore
s:
Alcaloides
(%)

MARCO TEORICO

Antecedentes
Peumus boldus Molina
e Clasificacion taxonémica de Peumus boldus

“boldo”
. Descripcion morfoldgica
. Composicion quimica
e  Aspectos fitoterapéuticos de P. boldus
Estandarizacion de extractos vegetales
Analisis de drogas vegetales por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

METODOLOGIA
Tipo de investigacién
Tipo de estudio aplicado
Disefio experimental
Pre experimento con Unicamente pos prueba.

La poblacion corresponde a las hojas de la especie de
Peumus boldus Molina “boldo”, procedente de la provincia
de “Chanchamayo” del departamento de Junin.

La muestra estuvo constituida por 3 Kg de planta fresca
de Peumus boldus Mol. “boldo” recolectadas de la selva
“Chanchamayo” del departamento de Junin.

La especie fue identificada por la bidloga Laura
Aucasime Medina.

Andlisis de datos

Los datos se presentaran mediante fotos y graficos. Los
resultados de los andlisis fisicoquimicos como:
identificacion por HPLC, concentracion de alcaloides
“boldina” por HPLC, prueba de aceites esenciales,
materia extrafia, cenizas sulfatadas, se expresara
haciendo comparacion con un estandar primario de
“boldina” y usando los equipos del laboratorio de control
de calidad de la E.P. Farmacia Bioquimica- UNSCH. En
la determinacion de los parametros botanicos de la planta
Peumus boldus Mol se usara el microscopio.

Para los resultados Se usara el programa de Word y
Excel.
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