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Resumo - O uso de espécies vegetais como fonte de novos medicamentos ainda oferece
grandes vertentes para a investigacdo cientifica nos dias atuais. Desta forma, o boldo do Chile
um tipo de espécie vegetal arborea que pertence a familia monimiaceae apresenta alguns
beneficios farmacoldgicos para a salde, pois € comumente usado na medicina popular para
problemas digestivos e hepaticos. Assim, a presente pesquisa teve o propdésito de avaliar o
boldo do Chile como inibidor da peroxidacdo lipidica, através do método TBA (&cido
tiobarbitdrico). Desta maneira, foi observado que resultados adquiridos indicaram que o
extrato etandlico das folhas do boldo do Chile apresenta um sigficativo potencial de inibicédo
da peroxidacéo lipidica equivalente a o antioxidante sintético BHT (di-terc-butil metil fenol).
O extrato vegetal apresentou o indice antioxidante (IA%) de 32,63006 a 100 pg/mL. Essa
acdo pode ser atribuida aos compostos fenolicos ja detectados nesta espécie evidencia sua
importancia como fonte de produtos naturais bioativos para fins farmacolégicos.

Palavras-chave: Peumus boldus, radicais, produtos naturais, acdo farmacologica.

Abstract - The use of plant species as sources of new drugs still offers major areas for
scientific research nowadays. Thus, the Chilean Boldo a type of plant species belonging to the
family tree Monimiaceae presents some pharmacological benefits for health because it is
commonly used in folk medicine for digestive problems and liver. Thus, the present study
aimed to evaluate the bilberry of Chile as an inhibitor of lipid peroxidation, using the method
TBA (thiobarbituric acid). Thus, it was observed that the results obtained indicated that the
ethanolic extract from the leaves of bilberry Chile sigficativo presents a potential inhibition of
lipid peroxidation equivalent to the synthetic antioxidant BHT (di- tert -butyl methyl phenol).
The plant extract showed antioxidant index (Al %) 32.63006 to 100 mg / mL . This action can
be attributed to phenolic compounds have been detected in this species shows its importance
as a source of bioactive natural products for pharmacological purposes.

Keywords: Peumus boldus, radicals, natural products, pharmacological action.
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Introducéo

O potencial farmacol6gico das plantas ovaciona sua importancia como fonte de novos
farmacos, desta forma, ainda oferece grandes subsidios para investigacdo cientifica, pois das
cercas de 250 000 a 500 000 espécies conhecidas, uma pequena porcentagem ja foi
investigada fitoquimicamente e apenas uma fracao destas ja foi avaliada quanto ao potencial
farmacoldgico (RATES, 2001, p. 603). Mesmo entre as plantas com uso medicinal tradicional
ainda hd um grande percentual que ndo foi objeto de estudo visando a comprovacdo da
eficacia e da seguranca de seu uso (CORDELL & COLVARD, 2005, p. 6).

Vérios estudos tém associado o consumo de chas e a reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas. Alguns desses demonstram que em
relacdo a doencas cardiovasculares, o cha agiu diminuindo os niveis de colesterol total,
pressdo arterial e agregacdo plaquetaria, além de atuarem inibindo a atuacdo de &cido
araquidénico e seus metabolitos resultando em diminuicdo da resposta inflamatéria (CRAIG,
1999, p. 491).

O boldo do Chile (Peumus boldus) ¢ uma espécie arborea, pertencente a familia
Monimiaceae e nativa das regides central e sul do Chile, onde ocorre abundantemente. Suas
folhas sdo usadas na medicina popular para tratamento de problemas digestivos e hepaticos.
Além do uso popular, inimeras preparacfes a base de boldo sdo descritas em varios textos
farmacogndsticos oficiais, como Martindale Extra Farmacopéia e as farmacopéias oficiais do
Brasil, Chile, Alemanha, Portugal, Roménia, Espanha e Sui¢a. O boldo é também empregado
na medicina homeopética (SPEISKY H & CASSELS, 1994, p. 3; BRANDAO et al., 2006, p.
409 e AGRA et al., 2007, p. 116)

A maioria da populacdo acredita que possui no quintal o boldo do Chile, no entanto o
verdadeiro € rarissimo no Brasil. No pais ocorrem algumas plantas que sdo chamadas de
boldos e os principais sdo: o boldo da terra (boldo de folha peluda) e o boldo-baiano, que
pode ser considerado o mais alto. As folhas do boldo do Chile possuem odor muito proximo
da erva-de-santa-maria devido a presenca de mesma substancia. De qualquer maneira o boldo
que é comercializado nas farmacias é o verdadeiro, pois o0 Brasil gasta muito dinheiro com
importacdo desta espécie, apesar de possuir plantas com eficacia semelhante (SPEISKY H &
CASSELS, 1994, p. 3).

A denominacdo boldo no inicio do século s era referéncia ao boldo do Chile e na
Primeira Farmacopéia Brasileira de 1929, ha somente citacdo deste com nome cientifico —
Boldus - que atualmente ndo € mais utilizado, exceto em algumas farméacias. As seguintes
atividades farmacoldgicas sdo atribuidas ao boldo do Chile: estimulante de secrecdes
gastricas, facilitando a digestio (HOFFMANN, 1981, p.31), antidispéptico, colerético e
colagogo, antiespasmadico, associado a drogas como a alcachofra, € utilizado em ardores
esofagicos e epigéstricos, e associacbes com cascara-sagrada sdo usadas na constipagéo,
tratamento de calculos biliares, cistite e colelitiase acompanhada de dor e diurético (SOUSA
et al.,, 2013, p. 594; SCHWANZ, 2006, p. 16). Diversas pesquisas foram realizadas
comprovando a a¢do antioxidante do boldo.

Seus principais principios ativos sdo: Oleo essencial (eucaliptol, ascaridol, cineol,
eugenol e alfa pineno); Alcaldides tais como boldina, iso-coridina, nor-isocoridina, N-metil-
laurotetanina e esparteina; Taninos; Glicosideos (glucoboldina ou boldoglucina); Flavondides;
Sitosterol; Acido oléico, linoleico, linolénico e substancias minerais (SOUSA et al., 2004,
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p.445; MATSUBARA & RODRIGUEZ-AMAYA, 2006, p. 381) . A presenca de compostos
fendlicos nesta espécie vegetal justifica seu potencial antioxidante (CUNHA, 2013).

A capacidade antioxidante da boldina parece estar relacionada com a habilidade em
seqUestrar radicais hidroxila e peroxila. Através de um mecanismo de acdo antioxidante, a
boldina mostrou-se capaz de atenuar a inativacdo do citocromo P450,:; humano e de inibir a
peroxidacgdo de lipidios em microssomos hepéticos tratados com agentes redutores de atenuar
0 desenvolvimento de diabetes e de proteger células vermelhas da clivagem hemolitica
induzida in vitro por 2,2'-azobis-(2-amidinopropano) (YOUN et al., 2002, p. 497;
KRINGSTEIN & CEDERBAUM, 1995, p. 560; JANG et al., 2000, p. 363 e JIMENEZ et al.,
2000, p. 340).

O termo antioxidante tem natureza multiconceitual. No entanto, de maneira geral e no
contexto deste trabalho, ‘antioxidante’ pode ser definido como uma familia heterogénea de
moléculas naturais, que, presentes em baixas concentracbes, comparativamente as
biomoléculas que supostamente protegeriam, podem prevenir ou reduzir a extensdo do dano
oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; BROINIZI et al., 2007, p. 903).

Dentre os antioxidantes enzimaticos mais estudados, destacam-se as superoxido
dismutases, consideradas como a linha de frente de defesa antioxidante, embora possam exibir
atividade peroxidasica, na presenca de excesso de H,0, destacam-se também a catalase e as
glutationas peroxidases, encarregadas de reduzir peréxidos geradores de radicais ‘OH e ‘OR,
respectivamente (FERREIRA & MATSUBARA, 1997, p. 63; VELLOSA et al., 2007, p.120;
GOTTLIEB et al., 2011, p.69).

Segundo Sousa et al. (2007, p. 352) os compostos com acdo antioxidantes estabilizam
ou desativam as espécies de radicais antes que estes agridam alvos bioldgicos nas células
causando doencas. Sendo assim, eles inibem a oxidacdo de varios substratos através de duas
formas, pela inibicdo da formacdo dos radicais (impossibilitando a etapa de iniciacdo) ou pela
eliminacdo destes radicais (interrompendo a reacdo de oxidagdo em cadeia), podendo ser
enddgenos ou exdgenos (SOARES, 2002, p. 72).

Quanto aos antioxidantes de baixo peso molecular (antioxidantes “quimicos”), devem-
se incluir algumas vitaminas (C, E e A), outros produtos naturais (ex.. carotenoides,
flavonoides, outros polifenois, furanoides e tidis) e produtos sintéticos (ex.: Ebselen, N-
acetilcisteina e Trolox). E interessante notar que espécies carbonilicas no estado triplete,
produzidas na termdlise de dioxetanos e dismutacdo de radicais alcoxilas e peroxilas,
formadas com altos rendimentos durante a peroxidacao lipidica e outras oxidagdes bioldgicas,
tém sido negligenciadas na literatura apesar de, in vitro, terem exibido reatividade similar a de
radicais alcoxila (CILENTO & ADAM, 1995, p. 104; MCKAY & BLUMBERG, 2002, p. 3;
VELLOSA et al., 2007, p.121).

Nos chés, a acdo antioxidante est diretamente relacionada a sua estrutura quimica, na
qual ha a combinacdo de anéis aromaticos e grupos hidroxil, que proporcionam a capacidade
de ligagdo e neutralizagdo dos radicais livres (RL) (MCKAY & BLUMBERG, 2002, p. 2;
SOARES, 2002, p. 73).

Diversos antioxidantes naturais ja foram isolados de chas com acdo bloqueadora da
formacdo de malonildialdeido (MDA), um dos produtos finais da peroxidacdo lipidica
(POVOA FILHO, 1995). Apesar da atividade antioxidante do boldo do Chile ja ter sido
comprovada, existe ainda uma grande necessidade de estudar seu efeito como inibidor da
peroxidacao lipidica buscando fundamentar ainda mais a importancia desta espécie para fins
medicinais, fornecendo mais validagdo para utilizacdo farmacoldgica desta planta na producédo
de novos farmacos a partir de produtos naturais. Diante dessas premissas a presente pesquisa
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teve o objetivo de avaliar o potencial das folhas de Boldo do Chile (Peumus boldus) como
inibidor da peroxidacdo lipidica.
Metodologia

Campo de realizacdo da pesquisa

A presente pesquisa foi desenvolvida na cidade de Maceid que pertence ao estado de
Alagoas que fica localizado na regido nordeste do Brasil (Figura 1). Esta pesquisa se trata de
um estudo experimental com avaliacdo laboratorial in vitro, realizado no laboratorio
multidisciplinar de pesquisa pertencente ao Centro Universitario CESMAC.
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Figura 1 - Localizacdo da cidade de Macei6. Fonte: (SILVA, 2013, p.52).
Preparacao do extrato etandlico das folhas do Boldo do Chile

O material vegetal para obtencdo do extrato etandlico bruto das folhas do boldo do
Chile foram obtidas em farmécias e lojas credenciadas para venda de ervas na cidade de
Maceid-AL. O extrato etandlico do boldo do Chile (Peumus boldus) foi preparado através do
método de maceracgédo etanolica, no qual as folhas secas do Boldo do Chile foram pesadas e
posteriormente trituradas em liquidificador e transferidas para um percolador juntamente com
etanol absoluto por um periodo de 72 horas. Apos esse periodo, o extrato foi filtrado com
auxilio de algodao, esse procedimento foi repetido até extracdo exaustiva do material vegetal.
A amostra etandlica e liquida do Boldo do Chile adquirida foi concentrada em um evaporador
rotatdrio sob pressao reduzida (rota-evaporador) até a obtencéo do extrato etanolico bruto das
folhas do Peumus boldus (Figura 2).
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Figura 2 - Folhas secas do boldo (A); pesagem do material na balanca (B); trituracdo no
liquidificador (C); filtracdo no percolador (D); rota-evaporacao (E) e extrato etandlico bruto
das folhas do boldo (F). Fonte: Dados da pesquisa.

Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do &cido tiobarbiturico — (TBA)

Foi utilizada solucdo de gema de ovo homogeneizada como meio rico em lipideos. O
procedimento foi feito em quintuplicata, conforme metodologia descrita por Morais (2006).
Em cinco tubos de ensaio foram adicionados 0,5 mL da solu¢do de gema de ovo (10% m/v) e
0,1 mL de solucdo da amostra vegetal EEB (extrato etanodlico bruto) dissolvida em metanol,
completando-se o volume para 1 mL com &gua. A amostra EEB foi avaliada em trés
concentragdes: 100, 500 ¢ 1000 pg/mL™ (M/v).

Em seguida, foi adicionado, a cada tubo, 0,05 mL de cloreto de 2,2’-azo-bis (2-
amidino propano) - ABAP (0,07 mol/L) para induzir a peroxidagdo dos lipideos. Foram
adicionados 1,5 mL de solucdo 20% de acido acético (pH 3,5) e 1,5 mL de solucdo de TBA
(0,8% m/v) em solucédo de dodecil sulfato de sddio - SDS (1,1% m/v).

No tubo controle foram adicionados todos 0s reagentes exceto a amostra vegetal para
se observar a completa peroxidacdo dos lipideos. Utilizou-se como padrdo positivo o
antioxidante 3,5-di-terc-butil-4-hidroxitolueno - BHT na mesma propor¢do a que foram
submetidas as amostras vegetais. Os tubos de ensaio foram levados ao banho-maria a 95 °C,
sob agitacdo, por 1 h. Apos resfriamento, adicionou-se 5 mL de 1-butanol a cada tubo e
centrifugados a 3000 rota¢des por minuto (rpm), durante 10 minutos.
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Foi medida a absorbancia da camada organica sobrenadante em um espectrofotometro
no comprimento de onda de 532 nm. Os valores obtidos foram aplicados na férmula a seguir
para determinacéo do Indice Antioxidante da amostra vegetal em percentual (1A%): 1A% = (1
— A/C) x 100, onde C é a absorbancia do controle totalmente oxidado e A, a média aritmética
das absorbancias da amostra testada (MORAIS, 2006, p. 908).

Resultados e discussao

Experimentos simples podem ser realizados para examinar diretamente a habilidade
antioxidante in vitro e para testar possivel efeito pro-oxidante em diferentes alvos
moleculares. Um dos métodos mais utilizados consiste em avaliar a atividade sequestradora
do radical livre 2, 2 — difenil -1- picril-hidrazila - DPPH. Este teste permite determinar a
porcentagem de atividade antioxidante que corresponde a quantidade de DPPH consumida
pelo antioxidante ou a atividade sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH
remanescente no meio racional (BRAND-WILLIANS et al., 1990, p. 26; SANCHEZ-
MORENO, 2002, p. 122; SOUSA et al., 2007, p.352).

Outro método in vitro também utilizado para avaliar atividade antioxidante e o ensaio
da desoxirribose. Este acUcar e degradado quando exposto ao radical hidroxil, gerado por uma
mistura que contenha Fe®', ascorbato e H,O, na presenca de uma pequena quantidade de
EDTA. Se a mistura resultante for aquecida em condicGes acidas, forma-se malonaldeido
(MDA), que pode ser detectado por sua habilidade em reagir com o acido tiobarbiturico
(TBA), formando um cromoforo roseo. Qualquer composto adicionado na mistura reacional
capaz de reagir com OH poderd competir com a deoxiribose por este radical, diminuindo
assim a degradacdo deste acucar e a formacdo de MDA. Este método mede a combinacdo de
dois fatores: habilidade em remover ions ferro da desoxirribose e habilidade em tornar tais
ions inativos ou pobremente ativos na geracdo de OH (HALLIWELL et al., 1987, p. 216).

O método da atividade quelante de ferro é também muito utilizado para examinar
potencial antioxidante. Este experimento avalia a inibi¢do da geracdo de OH pela ligagédo com
o0 metal de transicdo Fe. Isto pode ocorrer por dois mecanismos: a ligacdo do antioxidante
com ions metal pode alterar seu potencial de oxirreducdo e/ou a capacidade deste metal em
participar da formacdo do radical OH. Outra possibilidade e que tal ligacdo ndo impediria as
reacOes de oxirredugdo, mais sim direcionaria essas reacfes para o antioxidante, poupando o
alvo mais importante (ARUOMA et al., 1987, 290; GUTTERIDGE, 1984, p. 763).

Portanto, a atividade antioxidante pode e deve ser avaliada com diferentes
mecanismos. A maioria dos métodos quimicos utilizados sdo baseados na habilidade de
sequestrar diferentes radicais livres, mais também a habilidade de absorver UV e de quelar
ions metais de transicdo podem ser utilizados (MOURE et al., 2001, p. 146).

A técnica mais utilizada para medir a lipoperoxidacéo € o teste do &cido tiobarbiturico
(TBA), que é um método espectrofotometrico que mede a concentragdo dos produtos
oriundos da peroxidagéo de lipideos. O produto final medido ¢ o malonaldeido ou substancias
reativas do acido barbitdrico (MAIA, 2006).

No teste TBA extrato etanolico das folhas do Peumus boldus apresentou um indice
antioxidante equivalente ao apresentado pelo antioxidante sintético BHT nas concentracGes de
1000 pg/mL, 500 pg/mL e 100 pg/mL (Tabelal). O extrato vegetal apresentou o indice
antioxidante (1A%) de 32,63006 a 100 pg/mL.
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Tabela 1 — indice antioxidante do extrato etanélico das folhas do Peumus boldus.

Amostras Concentracdes das amostras pg/mL - Valores de |1A%

1000 pg/mL 500 pg/mL 100 pg/mL
Extrato vegetal 34,01734 % 33,98844 % 32,63006 %
Controle BHT 34,56647 % 33,98844 % 32,08092 %

Fonte: Dados da pesquisa.

A capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica apresentada pelo extrato vegetal
pode ser relacionada aos constituintes quimicos ja identificados para a espécie.
Concluséo

Portanto, a intensificacdo de pesquisas em torno de espécies vegetais ricas em acoes
medicinais auxilia a busca por novas fontes naturais para formulagdo de novos medicamentos,
sendo assim, considera-se que inimeras substancias naturais advindas das plantas comumente
usadas como chés podem ser responsaveis pelo efeito de protecdo contra algumas patologias
que agridem o organismo. Desta forma pesquisas e estudos quimicos vem contribuir, a fim de
comprovar as possiveis atividades farmacoldgicas dessas espécies que sdo esséncias e
indispensaveis para industria farmacéutica.

Diante disso, a partir da presente pesquisa foi possivel comprovar in vitro que o
extrato etandlico das folhas do boldo do Chile (Peumus boldus) apresenta acdo inibitdria
contra radicais, equivalente ao antioxidante sintético BHT. Tal propriedade faz desta espécie
uma promissora candidata a fonte de antioxidantes naturais de uso humano, intensificando
cada vez mais a utilizagcdo dos produtos naturais para fins medicinais, uma vez que, estes
apresentam resultados significativos como fontes de produtos bioativos ricos em acGes
bioldgicas e terapéuticas relevantes para producdo de novos farmacos.
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