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1. Introduccion

La Caléndula officinalis es una hierba anual originaria de la regiéon de Mediterraneo, que se cultiva en
todo el mundo con fines ornamentales pero también como planta medicinal o para preparados cosméticos
debido a sus propiedades farmacolégicas.

Hay registro del uso de sus flores desde la antigiiedad como infusion, en unglentos o tinturas para
curar la ictericia, inducir la menstruacion, en el tratamiento de la conjuntivitis, en el tratamiento de more-
tones y quemaduras entre otros.

Posee una gran diversidad de efectos farmacolégicos, lo que se explica por poseer una gran cantidad
de componentes quimicos, entre los que se destacan los flavonoides, los carotenoides, acidos fendlicos,
saponinas y el aceite esencial. Entre los efectos farmacoldgicos que se han demostrado se destacan la
actividad dérmica de extractos de sus flores en ungtientos para tratar dermatitis agudas o para promover
la epitelizacién u otro tipo de afecciones cutaneas; también posee actividad antiinflamatoria, antibacte-
riana, anti fungica, entre otras.

La Caléndula esta codificada en diversas farmacopeas, por ejemplo en la Farmacopea Argentina 8va.
ed. (FA VIII), Farmacopea Brasilera 5ta. ed., British Pharmacopoeia 2009 volume Il (todas las cuales
tiene idéntica metodologia analitica). También hay una monografia en la Farmacopea Europea 7.0 (Ph
Eur 7.0), Farmacopea Francesa 1996, Farmacopea Hungara 7ma. ed., Farmacopea Helvética 8va. ed.,
ESCOP (2003) (1), la British Herbal Pharmacopoeia (1996) (BHP 2006), una publicada por la Commission
E,yla OMS (2004).

El control de calidad de materias primas de origen vegetal y sus preparados es complejo, especialmente
debido a la variabilidad de las mismas. Las condiciones edaficas y climaticas pueden ser responsables
de grandes variaciones en la composicion quimica de una droga vegetal. Estos factores son dificiles
de controlar y en todo caso, generan un perfil quimico caracteristico de ciertas regiones geograficas.
Sin embargo, lo que si se puede controlar es el manejo agronémico de la planta y factores tales como
la fertilizacion, cantidad y sistema de riego, momento del afio de la siembra que pueden modificar el
perfil quimico de la planta. Optimizando estas condiciones se intenta llegar a una calidad reproducible y
consistente de la planta medicinal que se deberia reflejar en la obtencién de una droga vegetal y/o sus
preparados que cumpla de la misma manera con los requisitos farmacopeicos y sobre todo, que tengan
una actividad farmacoldgica también reproducible y consistente.

Con este objetivo se trabajé en conjunto con un grupo de investigadores de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de Lujan que se encargaron del cultivo, monitoreo, cosecha y secado de las flores de
Caléndula sometidas a diversas variables de fertilizacion.

Para la evaluacioén de las diferentes muestras, se tuvo en cuenta que la Caléndula seria utilizada bien
con fines medicinales o cosméticos. Por lo tanto, como droga vegetal, debe cumplir con los requisitos
establecidos en la Farmacopea Argentina 8va. ed. que la define como “la flor ligulada completamente
abierta, separada del receptaculo, desecada, entera o fragmentada, de los capitulos simples, semidobles
de Calendula officinalis L. (Asteraceae). Debe contener no menos de 0.4 por ciento de flavonoides totales,
calculados como hiperésido sobre la droga desecada”. Esta definicion coincide con la de la Farmacopea
Brasilera y la Farmacopea Europea.

Las muestras suministradas por la Facultad de Agronomia de la Universidad de Lujan fueron someti-
das a dos diferentes ensayos: la evaluacion del perfil cromatografico obtenido por cromatografia en capa
delgada y a la valoracion espectrofotométrica de los flavonoides totales con el fin de correlacionar las
diferentes condiciones agronémicas con la calidad botanica de la planta.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general:

El objetivo del presente trabajo fue la evaluacion de diferentes muestras de flores de Caléndula officinalis,
que se obtuvieron de plantas sometidas a tratamientos agronémicos diferentes. Teniendo en cuenta que
la Caléndula se utiliza con fines medicinales las muestras se evaluaron utilizando los ensayos indicados
en la FAVIII. para verificar cuales cumplian mejor con los requisitos de la misma y asi determinar cuales
condiciones eran mas favorables para lograr la calidad exigida. Se emplearon, por lo tanto las técnicas
de identificacién y valoracion de flavonoides descriptas en dicha farmacopea y que coinciden con las es-
tablecidas en la Farmacopea Brasilera 5ta. ed. y la Ph Eur 7.0 El trabajo se llevé a cabo en conjunto con
investigadores de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Lujan que estuvieron a cargo de los
aspectos agrondmicos de la produccién de la droga vegetal, de su recoleccion y tratamiento post-cosecha.

2.2 Objetivos especificos:

» Evaluar las muestras de flores de Caléndula, comparando sus perfiles cromatograficos obtenidos
con Cromatografia en capa delgada.

» Calcular el porcentaje total de flavonoides de las diferentes muestras por medio de una valoracién
espectrofotométrica.

» Comparar las diferentes muestras e identificar aquellas que cumplan con lo establecido en la FA
VIII.
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3. Aspectos farmacognosticos de C. Officinalis
3.1. Descripcién botanica

Planta herbacea, anual, de color verde claro y de 30 a 60 cm de altura. En los primeros estadios
la planta esta conformada por una roseta basal de hojas, posteriormente desarrolla tallos angulosos y
pubescentes a menudo ramificados desde la base. Hojas simples, alternas, algo gruesas, de oblongas
a obovado-oblongas, enteras o diminutas y remotamente denticuladas. En los extremos de los tallos se
encuentran los capitulos florales cuyo diametro oscila entre 3 y 6 cm y estan formados por flores liguladas
marginales y tubulares en el centro, de color amarillo blanquecino hasta anaranjado subido, que se cierran
por la noche. El involucro es gris-verdoso en forma de platillo de 1,5 a 3 cm de diametro, el receptaculo
desnudo, plano o ligeramente prominente, su fruto es en aquenio. (Acosta de la Luz et al. 2001).

Fig. 1: Flor de C. officinalis (http://pharmacology.georgetown.edu/urbanherbs/calendula.htm)

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Divisiéon: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida (dicotiledénea)
Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Calendula L.

Especie: Calendula officinalis L.
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3.2 Caracteristicas de la flor

Segun la FA VI, las flores de C. officinalis deben presentar las siguientes caracteristicas:

Caracteristicas macroscopicas

Flores liguladas femeninas de 20 a 30 mm de longitud por 5 a 7 mm de didmetro, de color amarillo o
amarillo anaranjado a pardo anaranjado, son pilosas, con tres dientes en el apice de la ligula; tubo corolino
de color pardo amarillento a pardo anaranjado, estilo bifido, ovario de color pardo amarillento a pardo
anaranjado, los frutos son aquenios curvados, naviculares, con el dorso cubierto de espinas cortas de
color verdoso y sin vilano. Flores tubulosas masculinas con corola de aproximadamente 5 mm de longitud,
5-lobulada, de color amarillo, rojo, anaranjado o rojo violaceo, pilosa en la parte inferior.

Caracteristicas microscopicas

En el material diafanizado se observan en vista superficial flores liguladas, fragmentos de la corola
cuya epidermis interna estéd compuesta por células elongadas longitudinalmente, con paredes delgadas
y cuticula estriada; en el parénquima subyacente se observa gran cantidad de gldbulos oleiferos de color
amarillo-anaranjado y en la base de la corola las células epidérmicas muestran las paredes mas engro-
sadas y con diminutos cristales o drusas de oxalato de calcio; la epidermis externa es similar a la interna
excepto por presentar escasos estomas de tipo anomocitico. Se observan tricomas simples, presentes
en la base de la corola, ellos son biseriados, largos, conicos, con apice redondeado, con células de pa-
redes ligeramente engrosadas. En la corola y en la pared del ovario se encuentran tricomas glandulares
de dos tipos: uniseriados, con un pie de 3 a 5 células, ocasionalmente pueden ser biseriados con 3 a 4
células por serie; los tricomas glandulares del segundo tipo se sésiles y en todos los casos las cabezas
son pluricelulares. Se encuentran fragmentos con papilas estigméaticas, cortas y bulbosas, con granos de
polen, retenidos, esféricos de hasta 40 um de diametro, con tres poros germinativos y exina con espinas;
fragmentos de la pared del ovario, con células poligonales, las que contienen pigmentos abundantes
de color marrén; fruto aquenio, de forma navicular con el dorso espinoso, de color pardo oscuro; restos
de las corolas de las flores tubulosas, abundantes fragmentos de filamentos y anteras y fragmentos de
endotelio de las anteras.

3.3 Historia (Sociedad Argentina de Dermatologia 2002-3)

La Caléndula es conocida desde la antigledad por arabes, indios y griegos. Su nombre proviene del
latin kalendulae, que representa el primer dia del mes del calendario romano. Los romanos la denominaron
solsequium (seguidora del sol) ya que sus flores se abren al alba y se cierran a la caida del sol. Es una
planta originaria de Egipto, introducida al continente europeo por medio de los romanos.

Sus pétalos secos fueron empleados como sustituto del azafran por griegos y romanos.

En la Edad media, la abadesa Hildegarda de Bingen (1099-1179) la recomendaba en el tratamiento
del impétigo y maculas dérmicas. El padre Sebastian Kneipp (1821-1897) recomendaba la aplicacion
externa de caléndula en Ulceras, varices y maculopatias cutaneas de todo tipo. Tanto en la Guerra Civil
Norteamericana como en la Primera Guerra Mundial, se han empleado unguentos y pomadas en base a
caléndula como antiinflamatorio y antiséptico de heridas.

Tanto los Mayas como los Aztecas utilizaban esta planta en muchos de sus rituales.
Debido a que sus flésculos se asemejan a rayos de gloria, esta flor fue consagrada y reverenciada por

los devotos de la Virgen Maria. Actualmente, en la India, de acuerdo con una vieja tradicion, se hacen
guirnaldas con flores de caléndula en honor de las deidades Mahadevi y Durga.
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3.4 Cultivo

El cultivo de la caléndula se lleva a cabo con éxito en climas templados, y en general tiene buena re-
sistencia al frio y a las sequias. Es poco exigente en cuanto a tipo de suelo, pero siempre son preferibles
aquellos con buen contenido de materia organica.

El suelo debera encontrarse en 6ptimas condiciones fisicas, quimicas y biolégicas. Tendra que pre-
sentar un drenaje adecuado para que no se acumule agua o humedad que promueva la proliferacion
de microorganismos, o sea que de ser necesario se realizara una nivelacion. La orientacion del cultivo
también es muy importante ya que necesita un lugar soleado o, por lo menos, parcialmente soleado. Para
ello, se recomienda usar terrenos orientados en sentido N-S. Las flores son sensibles a las variaciones de
temperatura y humedad y se cierran cuando oscurece y cuando se esperan precipitaciones. La eleccion
de la semilla es un paso muy importante tanto para el cultivo de la caléndula como para cualquier otro
cultivo. Si lo que se busca es producir caléndula para la obtencién de aceites y extractos, es preferible
que la semilla sea importada, ya que esta tiene un mayor poder de floracién (Moore et al 2005).

El poder germinativo suele ser de un 85%, aunque este va disminuyendo conforme pasa el tiempo,
y a los dos afios de cosechadas se considera que las semillas pierden totalmente el poder germinativo.

El momento de siembra habitual es desde fines de otofo hasta, incluso, principios de primavera. Los
capitulos florecen desde fines de invierno hasta el verano inclusive.

La recoleccion se realiza cuando los capitulos se hallan en plena floracion (Centeno et al. 2004). Los
rendimientos en el cultivo de caléndula pueden variar considerablemente, y dependen en gran medida
de una serie de factores que incluyen latitud, época del afio, manejo del cultivo, calidad de la semilla,
calidad del suelo, etc.

En cuanto al uso de fertilizantes Govin et al. (2005) sefialaron que el tratamiento realizado con hu-
mus de lombriz como fertilizante fue el mas efectivo a la hora de analizar los mejores porcentajes de los
principios activos, cenizas totales y rendimiento de masa vegetal, mientras que la humedad depende del
método de secado utilizado.

Moreira et al. (2005) analizaron las concentraciones de N y P en el suelo, demostrando que son im-
portantes en el cultivo de Caléndula ya que se observé un aumento en la produccién de masas frescas
y secas de la parte aérea y de los capitulos florales. La adicién de N aumenté el contenido del mismo
en los capitulos florales, mientras que la adiciéon de P redujo el contenido de nitrégeno en los mismos y
aumento el contenido de P.

La fertilizacién es uno de los factores externos que intervienen en el normal desarrollo de las plantas y
la concentracion de principios activos de la especie. Por ello, es necesario el aporte de fertilizantes para
la correcta nutricion y crecimiento de la planta (Furlan, 1998). En la regién pampeana es importante la
fertilizacion fosforada, ya que el fosforo es el elemento que con mayor frecuencia resulta limitante (Garcia,
1999), el mismo es necesario desde las primeras etapas de los cultivos, ya que estimula el desarrollo
temprano del sistema radical y tallo, estimula produccién de flores, interviene en la madurez y uniformidad
de los cultivos y los hace mas resistentes al ataque de adversidades bidticas y abidticas (Sedgui et al.,
2011; Taiz & Zeiger, 2003; Moreira et al., 2005; Salisbury, 2009).

Con respecto al contenido de agua durante su cultivo Bortolo et al. (2009) analizaron cuatro niveles
de irrigacion diferentes, sin notar diferencias estadisticas en cuanto al contenido de flavonoides en las
mismas. Los mayores valores de peso de la droga seca fueron obtenidos del tratamiento sin irrigacion, y
las muestras sujetas a un stress por exceso de agua mostraron un mayor contenido de prolina.

3.5 Conservacion

De acuerdo a Garcia et al. (1996) las mejores formas de secado resultan ser el sol y la temperatura
de 40°C, dado que se obtienen los mejores valores con respecto a los porcentajes de humedad, las sus-
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tancias extraibles en alcohol al 70% y en agua de las diferentes muestras analizadas. Ademas, la droga
se conserva en Optimas condiciones hasta los seis meses en frascos de vidrio y latas compuestas (con
foil de aluminio, sobres de polietileno de baja densidad, sobres de papel crema y sobres de papel blanco).

3.6 Composicion quimica

Numerosos estudios demuestran que las flores de C. officinalis estd compuesta por una gran variedad
de compuestos quimicos, entre los que se destacan los flavonoides, los carotenoides y los componentes
del aceite esencial, terpenoides, cumarinas, acidos fendlicos, aminoacidos, taninos.

Flavonoides

Se han aislado diversos flavonoides de flores de Caléndula incluyendo isoramnetina, quercetina,
isoquercetina, calendoflasido, calendoflavésido, calendoflavobidsido, narcisina, quercitrina, rutina. Los
flavonoides predominantes son derivados de la quercetina y la isoarmnetina (Kahn et al. 2011).
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Fig. 2: Principales flavonoides de C. officinalis
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En cuanto al contenido de carotenoides Pintea et al. (2003) indican que la mayor cantidad de los mis-
mo se encuentra en los pétalos, y que la concentracion de los mismo aumenta con la intensidad del color,
siendo la variedad naranja la que mayor concentracion de los mismos presenta; asimismo la intensidad
del color naranja es determinado por la cantidad de luteina, licopeno, y-caroteno, 3-caroteno y rubixantina
(estos pigmentos son responsables del color naranja o hasta, del color rojo en tejidos vegetales). Los
carotenoides que se encontraron fueron: neoxantina, luteoxantina, flavoxantina, mutatoxantina, luteina,
rubixantina, licopeno, 3-caroteno, y-caroteno, a-caroteno, etc. Segun Beta et al. en el polen y en los pé-
talos la flavoxantina y la aroxantina son los carotenoides de mayor cantidad, y en el tallo y las hojas son
la luteina y el B-caroteno. Pintea et al. (2003) determinaron que el contenido de carotenoides totales es
de 7.71% en pétalos y de 1.61% en polen, y de 0.85% para hojas y 0.18% para tallos.

Por otra parte Adler et al. (1975), identificaron una importante cantidad de terpenoides en un extracto
de éter de petrdleo, incluyendo sitoesteroles, estigmasteroles, diésteres de dioles, monoésteres de tara-
xasterol, ursadiol, y saponinas derivadas del 4cido oleandlico: calendulosido AH, un glicésido del &cido
oleandlico: calenduldsidos A, By C. En las cabezas florales se encontraron faradiol 3-O-laurato, palmitato
y miristato que son los de mayor contenido en este tipo de compuesto (Hamburge et al. 2003).

Segun Ocioszynka (1977) los taninos se encuentran en el 11.2% y 10.4% para las flores liguladas y
los receptaculos respectivamente.

Entre las cumarinas se destaca la presencia de escopolamina, umbeliferona y esculetina (Garcia et
al. 1996).

Con respecto a los acidos fendlicos presentes, Lastra Valdés et al (1999) destacaron la presencia
de los acidos cumarinico, vainillinico, caféico, salicilico y clorogénico. Kurowska et al. (1985) determiné
un contenido de acidos fendlicos totales de 104mg%.

Segun Muley et al. (2009) los aminoacidos presentes en forma libre son: alanina, arginina, acido
aspartico, aspargina, valina, histidina, acido glutamico, leucina, lisina, prolina, serina, tirosina, treonina,
metionina y fenilalanina. El contenido de los mismos en la hojas es aproximadamente 5%, en el tallo es
de 3.5% y en las flores un porcentaje de 4.5%.

Aceite esencial: Estd compuesto por varios mono y sesquiterpenos y segun Muley et al. (2009) la con-
centracién del mismo es maxima en su etapa de floracién, un 0.97%, y minima en la etapa pre floracion,
con un valor de 0.13%. Segun Lastra Valdés et al. (1999) se aprecia un rendimiento de 0.02% para la flor
en su conjunto y se sefalan rendimientos de 0.12% y 0.40% para las flores liguladas y los receptaculos
respectivamente.

El aceite esencial estd dominado por un 2-64% de alpha-cadinol y un 8-10% de eudesmol, junto con
otros esteres de acidos grasos y sesquiterpenos, los que le brindan un olor agradable y picante (Tucker.
2007).

3.7 Usos tradicionales/actuales

La utilizacion de la planta de C. officinalis se extiende largamente en el tiempo. Los antiguos curanderos
europeos utilizaban extractos, infusiones y ungutentos para curar la ictericia, promover la transpiracion
durante periodos de fiebre y para inducir la menstruacion.

En el siglo XIX se utilizaban preparados en EEUU para tratar la conjuntivitis, problemas del higado,
ulceras estomacales y quemaduras superficiales, hinchazones y heridas (Blumenthal et al. 2000).

Al tener actividad tanto astringente como antiinflamatoria las infusiones, ungiientos y tinturas se utilizan
en el tratamiento de moretones, quemaduras, cortes y heridas con infecciones menores, Tyler (1994). Los
preparados de Caléndula fueron utilizados también para tratar la inflamacién de la piel y mucosa como
la faringitis, dermatitis y ulceras en las piernas (Wichtl et al. 2004).
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La German Commission E aprobd su uso interno y tdpico para la inflamacién de la mucosa oral y fa-
ringea. (Blumenthal et al. 1998). La ESCOP (2003) y la BHP (1996) la aprobaron para el tratamiento de
cortes superficiales, inflamaciones menores de la piel y de la mucosa oral, heridas y ulcus cruris.

La indicacion terapéutica es para el tratamiento de inflamaciones menores de la piel y la mucosa,
ademas se puede utilizar como una ayuda en el tratamiento de heridas menores.

Las flores se usan por sus propiedades antiflogistica, antiséptica, antiespasmaédica, astringente, dia-
forética, antibacteriana, cicatrizante, antiinflamatoria, emenagogo e inmunomoduladora. Se emplean en
caso de acné, contusiones, golpes, torceduras, eczemas, quemaduras, picaduras de insectos, irritaciones
cutaneas, amenorrea, dismenorrea y vulvovaginitis (Olivera Garrido et al., 2012).

3.8 Propiedades farmacolégicas

Las flores de C. officinalis demostraron que poseen varios efectos farmacolégicos, algunos de los
cuales son de gran importancia, en especial para su posible desarrollo a futuro.

Actividad dérmica

Segun Pommier et al. (2004) la caléndula se deberia proponer como un tratamiento preventivo para
pacientes que irradiados con quimioterapia luego de haber sido operados por cancer de mama, ya que en
un estudio comprobaron que la caléndula es estadisticamente mas efectiva que la trolamina (tratamiento
utilizado regularmente para este propdsito en Francia) para prevenir una dermatitis aguda de grado 2 o
mayor; ademas observaron una reduccion de los dolores inducidos por la radiacién. A diferencia de este
ultimo estudio Sharp et al. (2012) sefialaron que en su investigacion no se encontraron diferencias entre
una crema de caléndula (caléndula Weleda®) y una crema Essex® (una crema acuosa con parabenos
de Schering-Plough) en el tratamiento para reducir las severas reacciones de la piel producidas por ra-
diacién aguda.

En un estudio in vivo en ratas, al aplicar el extracto de caléndula como ungiiento en combinacién con
alantoina, se observo la estimulacién de la epitelizacion de heridas quirdrgicas. En conejos el tiempo
de cicatrizacién completa se acorté en un 25%. La actividad de un extracto etandlico de las flores fue
investigado para evaluar su actividad en quemaduras térmicas inducidas en ratas, observandose que
a determinadas dosis se obtuvo una mejoria significante por incremento de hidroxiprolina colageno y
contenidos de hexosamina (ESCOP, 2003).

El extracto de caléndula analizado por Fonseca et al. (2010) demostré actividad antioxidante in vitro
contra varios radicales. En el estudio se observo que el extracto de caléndula es capaz de estimular la
proliferacion de los fibroblastos de los ratones, aunque a concentraciones mayores se observaron efectos
téxicos. Esto coincide con lo observado en una cepa de células humanas por Matysik et al (2005), que
determinaron en concentraciones pequenas que el extracto de Caléndula estimulaba la proliferacion de
fibroblastos humanos, pero a mayores concentraciones podia ser toxico. Es por esto que se sugieren
la potencial aplicacidon de un extracto de caléndula contra dafos en la piel producidos por radiaciéon UV.

Se sugiere su uso para tratar la queilitis exfoliativa, ya que un unguento al 10% demostro ser efectiva
en un paciente en un estudio realizado por Roveroni-Favaretto et al. (2009). El estudio se realizo sobre
un solo paciente.

La fraccién de polisacaridos existentes en las flores de caléndula contribuye a los efectos terapéuticos
en la mucosa irritada debido a que en un estudio en porcinos se observo baja viscosidad en procesos de
fuerte adhesion dependientes de concentracion (ESCOP 2003). Ademas, se observé que los polisacari-
dos estimulaban la fagocitosis de los granulocitos humanos, demostrando actividad inmunoestimulante.

Actividad antiinflamatoria

Con respecto a la inflamacién, Muley et al. (2009) sefialaron que una fraccion soluble en acetato de
etilo demostro la inhibicion mas potente en ratones utilizando indometacina como droga de referencia.
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Actividad anti-edematosa

Muley et al. (2009) sefalaron que los ésteres de faradiol con acido miristico, y acido palmitico en com-
binacion con taraxasterol poseian actividad anti-edematosa, y que cuando se duplicaba la concentracion
de los esteres de faradiol, la inhibicion del edema también aumenta.

Actividad anti VIH

Se observé que una tintura 70% hidroalcohdlica de la flor de Caléndula tiene alta actividad contra
los virus de la influenza y una marcada habilidad para suprimir el crecimiento del virus herpes simplex
(ESCOP 2003); Se destaca un estudio en el cual un extracto (diclorometano: metanol 1:1) de caléndula
demostro actividad anti — VIH en un ensayo in vitro basado en MTT (Muley et al. 2009).

Actividad antibacteriana y anti-fungica

Se demostro esta actividad en un ensayo en el que se evalué un extracto metandlico al 10% sobre
bacterias periodontales anaerobias y aerobias facultativas, cuyos resultados indicaron una marcada inhi-
bicion contra todos los microorganismos ensayados (principalmente Porphyromonos gingivalis, Prevotella
spp., Furobacterium nucleatum, Caphocytophaga, gingivalis, Veilonella parvula, Eikenellacorrodens,
Peptostreptococcus micros and Actinomyces odontolyticus), (Muley et al 2009).

En cuanto a la actividad anti-fungica se analiz6 el aceite esencial de las flores contra varias cepas
de hongos (principalmente Candida albicans (ATCC64548), Candida dubliniensis (ATCC777), Candida
parapsilosis (ATCC22019), Candida glabrata (ATCC90030), Candida krusei (ATCC6258), y levadura ais-
lada de humanos, viz, Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Candida krusei y Rhodotorella spp, (Muley et al. 2009).

Actividad anti-cancerigena

Una fraccion enriquecida con triterpenos obtenidos de la planta de caléndula administrada por via
oral a ratones con carcinoma Ehrlich previno el desarrollo de ascitis € incremento la supervivencia en
comparacion con el grupo control (ESCOP 2003).

Por otra parte Re et al. (2009) demostraron mediante analisis toxicologicos (TTC) que un extracto
alcohol / agua con dosis de hasta 500 mg/kg/dia no producian cambios significativos en la masa corporal
en ratas; ademas, establecié una dosis de seguridad de 300 mg para una persona de 60 kilogramos.

4. Materiales y métodos

Se recibieron 9 muestras de C. officinalis de la Universidad de Lujan, provenientes de plantas cultivadas
en diferentes épocas del afo y tratadas o no con fertilizante, que se analizaron utilizando Cromatografia
en capa delgada (TLC); ademas, se valord espectrofotométricamente el contenido de flavonoides. Los
procesos sefalados se realizaron en base a FA VIII.

El fertilizante utilizado tenia una composicion de 9 % de nitrégeno, 46 % de fésforo, 2 % de azufre y
8 % de calcio. El fertilizante se aplicé a la siembra, junto a la linea de siembra. Las cantidades fueron las
estandares utilizadas en cultivos intensivos.

A las muestras se les extrajeron manualmente los pétalos de las flores, se secaron a 40°C y poste-
riormente se trituraron con la ayuda de un molino y un mortero para llevarlas a polvo. (Muestras 1, 3, 5,
11,17, 18, 21, 22, 33).

Luego del andlisis realizado a estas muestras se recibieron dos nuevas muestras frescas, identificadas

como 40 y 41. Ambas muestras fueron desecadas en las siguientes condiciones: a 100°C en estufa durante
4 horas y luego se trituraron con un molino y posteriormente con ayuda de un mortero se llevaron a polvo.
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4.1 Condiciones de las muestras

Numero de bolsa Fecha de siembra Dosis fertilizante (Kg/ha)
1 13/05/2011 50
3 01/07/2011 0
5 10/06/2011 100
11 13/05/2011 100
17 10/06/2011 50
18 01/07/2011 100
21 13/05/2011 0
22 10/06/2011 0
33 01/07/2011 50
Tabla 1: Fecha de siembra y dosis de fertilizante correspondiente a las muestras entregadas por los investigadores de la

Facultad de Agronomia de la Universidad de Lujan

4.2 Cromatografia en capa delgada

4.2.1 Materiales

Acido cafeico Sigma Aldrich

Acido clorogénico Sigma Aldrich

Rutina Fluka

Difenilborinato de 2-aminoetilo p.a. Fluka

Acido férmico p.a. Cicarelli

Metanol p.a. J.T. Baker

Acetato de etilo p.a. J.T. Baker

TLC silica gel 60 F,,,, Folios de aluminio N° 105553 (MerckMillipore)
Balanza Shimadzu modelo: AUW220D

4.2.2 Condiciones cromatogrdficas

Fase estacionaria: Silica gel 60 F254

Fase movil: Acetato de etilo: acido féormico: agua (80:10:10)

Revelado: Solucion 1% de difenilborinato de 2-aminoetilo en metanol (NPR)
Volumen sembrado: 50 pl

4.2.3 Preparacion de soluciones

Solucién muestra: Las flores de Caléndula se redujeron a polvo. Se pesé 1.0 g de la droga y se extrajo
a reflujo durante 10 minutos con 10.0 ml de metanol. El contenido del baldn se enfrio, se filtré por papel
de filtro y el filtrado se colocd en un matraz de 25 ml y se llevd a volumen con metanol.
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Solucién estandar: Se disolvieron 1.0mg de 4cido caféico, 1.0mg de acido clorogénico y 2.5mg de
rutina en 10mL de metanol.

Revelador: Se disolvieron 0.5g de difenilborinato de 2-aminoetilo en 25 ml de metanol

4.2.4 Procedimiento

Se aplicaron 50 pl de cada una de las soluciones muestras y de la solucién testigo en bandas de 1 cm.
Se dejaron secar las aplicaciones y se desarrollaron los cromatogramas hasta que el frente del solvente
recorrié aproximadamente tres cuartas partes de la longitud de la placa. Se retiro la placa de la camara,
se marco el frente del solvente y se dejoé secar entre 100° y 105°C. Se pulverizé la placa con revelador,
se seco al aire y se examind la placa bajo luz ultravioleta a 365 nm.

4.2.5 Resultados y discusion

Fig. 2: cromatograma de solucién testigo y muestras 1, 22, 11, 5, 33, 21, 18, 17, 3. FE: Silica gel 60
F..,; FM: Acetato de etilo: acido férmico: agua (80:10:10); Revelador (NPR); Vol. Sembrado: 50 pl.

2547
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RF/muestra | Testigo 1 22 11 5 33 21 18 17 3

0.0(celeste)
(A) ++ + +++ | +++ +++ + - - +

0.09 (verde)

(B) + +++ ++ +++ + + ++ ++ ++
0.21 - Rutina

(amarilla)

(C) +++ + +++ + +++ + + ++ ++ +

0.26 (verde)

(D) + +++ ++ +++ ++ ++ +++ ++ +
0.50 - Ac.

clorogénico

(celeste) (E) +++ + +++ ++ +++ ++ ++ ++ + +
0.87(verde)

(F) + +++ + +++ + ++ ++ + +

0.92(celeste)

(G) + ++ +++ | +++ ++ + ++ ++ ++
1.0 - Ac.

caféico

(celeste) +++ - - - +++ - - - B _

Tabla 2: Valores de RF de bandas de fluorescencia detectadas en las muestras. Entre paréntesis se detalla el color
correspondiente a la fluorescencia observada a 365nm luego del revelado con NPR. Intensidad: Se utilizé un sistema en el cual
se analizaron las bandas de fluorescencia en una escala del 1 al 3, siendo 3 la de mayor intensidad. Las muestras 40 y 41 no
figuran en la tabla ya que no se pudieron identificar ninguna de las bandas correspondientes.

Segun lo establecido en la FA VIII el cromatograma obtenido con la solucién estandar debe presentar
tres bandas de fluorescencia, una pardo amarillenta en la parte inferior correspondiente a la rutina, otra
celeste en la parte media correspondiente al 4cido clorogénico y la tercera también en la parte superior
correspondiente al acido caféico. El cromatograma obtenido con la solucién muestra debe presentar entre
otras, una banda de fluorescencia pardo amarillenta con el mismo valor de la correspondiente a la rutina
obtenida a partir de la solucion estandar. Ademas debe presentar, una banda de fluorescencia verde
amarillenta por debajo de la banda correspondiente a la rutina y otra de fluorescencia celeste por encima
de la banda correspondiente al acido clorogénico obtenida en el cromatograma de la solucion estandar;
una banda de fluorescencia verde amarillenta por encima y otra de fluorescencia celeste por debajo de
la correspondiente al acido caféico obtenida en el cromatograma de la solucion estandar

* Las muestras 3y 1 son las que obtuvieron menor intensidad en todas sus bandas

* La muestra 5 presenté la mayor intensidad en todas las bandas, excepto en la A

* Lamuestra 22 es similarala 5, con la excepcion de la banda G (correspondiente a la banda de
acido caféico)

* La muestra 1 presenta trazas de la banda F

* Las muestras 18 y 17 no presentan la banda A

* Las muestras 33, 11 y 1 que presentan una intensidad similar en la banda A tienen poca
intensidad en las bandas C (correspondiente a la Rutina) y F

» Las muestras que presentan poca intensidad en la banda A tienen mayor intensidad en la
banda F

* Las muestras 40 y 41 no presentan ningun tipo de bandas
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4.3 Valoracién espectrofotométrica

4.3.1 Materiales
* Cloruro de aluminio p.a. Sigma
* Hexametilentetramina p.a. Sigma
» Carbonato de sodio anhidro p.a. J.T. Baker
« PEG 4000
» Balanza Shimadzu modelo: AUW220D
* Espectrofotémetro UV-VIS Shimadzu, modelo: UV-1800

4.3.2 Preparacion de la muestra

Se calent6 a reflujo en un balén de 100 ml durante 30 minutos, 0.800 g de la droga reducida a polvo
fino, 1,0 ml de la solucion al 0.5% de hexametilentetramina, 20 ml de acetona y 7 ml de acido clorhidrico.
Se filtr6 a través de algodon absorbente y se transfirido a un matraz de 100 ml. Se agrego el algodén al
residuo en el baldn y se extrajo a reflujo con dos porciones de 20 ml de acetona durante 10 minutos. Se
dej6 enfriar a temperatura ambiente, se filtré a través de algoddn, se reunieron los extractos, se filtraron
a través de un papel de filtro y se transfiri6 el filtrado al matraz. Se completo a volumen con acetona
lavando el balén y el filtro. Se transfirieron 20,0 ml de la solucién anterior a una ampolla de decantacion,
se agregaron 20 ml de agua y se extrajo con 15, 10, 10 y 10 ml de acetato de etilo. Se combinaron los
extractos en una ampolla de decantacion, se los lavé con dos porciones de 50 ml de agua, se filtré sobre
10 g de sulfato de sodio anhidro y se transfirieron a un matraz aforado de 50 ml. Se llevd a volumen con
acetato de etilo.

Se transfirieron 10.0 ml de la preparacion de la muestra a un matraz de 25 ml. Se agregd 1 ml de
solucién de cloruro de aluminio y se llevd a volumen con una solucion de acido acético glacial en metanol
al 5% viv.

4.3.3 Preparacion de las soluciones de reactivos

Solucién de cloruro de aluminio: Se disolvieron 2,0 g de cloruro de aluminio en 100 ml de una solucién
de &cido acético glacial en metanol al 5 % v/v.

Solucién de compensacién: Se transfirieron 10,0 ml de la preparacion muestra a un matraz aforado de
25 ml, se agreg6 1 ml de solucién de cloruro de aluminio y se llevé a volumen con una solucion de acido
acético glacial en metanol al 5 % v/v.

4.3.4 Procedimiento

Se determind la absorbancia de la solucién problema luego de 30 minutos por comparacion con la
solucion de compensacién, a 425 nm. Se calculd el porcentaje total de flavonoides como hiperésido,
empleando 500 como coeficiente de extincion especifica € (1 %, 1 cm), por la formula siguiente: 1,25 A/P,
en la cual A es la absorbancia a 425 nmy P es el peso en g de la droga en polvo empleada para preparar
la preparacién muestra.
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4.3.5 Resultados y discusion

Muestra Contenido de flavonoides
(% calculado como hiperdésido)
1 0.19
5 0.44
22 0.56
11 0.29
3 0.25
18 0.50
17 0.48
33 0.27
21 0.35
A 0.05
N 0.06

Tabla 3: porcentaje total de flavonoides calculado como hiperdsido de cada muestra segun la férmula explicitada anteriormente

0,6

A

0.5

0.4

03

0,2

01 :I
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1 5 22 11 3 18 17 33 21 40 4

1

% flavonoides (M/M)

Fig. 3: Contenido de flavonoides expresado en % (M/M) calculados como hiperésido.
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De acuerdo a lo calculado se puede llegar a las siguientes conclusiones:

» Las muestras 1, 11, 3, 33, 21, 40 y 41 no cumplen con el 0.4% de flavonoides calculados como
hiperdsido que establece la Farmacopea Argentina 8va. ed. como limite para el contenido de los
mismos en las flores de Caléndula officinalis.

» Cumplen las muestras 5, 22, 18 y 17.

5. Conclusiones

La finalidad del presente trabajo fue la de correlacionar una variable del manejo agronémico del cultivo
de Caléndula, el uso de fertilizantes, con la calidad de la droga vegetal (flores de Caléndula) resultante.
Por este motivo se eligi6 como parametro de calidad el cumplimiento de los requisitos establecidos en
la FA VIII, ya que el uso de la Caléndula es medicinal y/o cosmético. Los resultados obtenidos permiten
concluir que todas las muestras analizadas, excepto las muestras 40 y 41, cumplen con el perfil croma-
tografico cualitativo de flores de C. officinalis descripto por la FA VIII.

on respecto a lo analizado en la técnica de espectrofotometria se observé que varias muestras no
cumplian con el requisito, por lo que estas no se aconsejarian para su uso como producto farmacéutico.
Se analizé la relacién entre el color de las muestras y la cantidad de flavonoides presente en las mismas,
destacando que las muestras con mas color amarillo/anaranjado son las que mayor contenido de flavo-
noides arrojaron, lo que podria significar una relacién directa pero para confirmar esto se deben realizar
mas estudios. Es posible que la forma de secado influya en el contenido de flavonoides y seria un factor
a optimizar.

La variable analizada en cuanto al manejo agronémico del cultivo fue la fertilizacion. El fertilizante
utilizado tenia 9% de nitrégeno, 46% de fosforo, 2% de azufre y 8% de calcio. Tenia un alto contenido de
fosforo ya que los investigadores de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Lujan consideran que
es una variable limitante en los suelos de la provincia de Buenos Aires. De las condiciones de siembra
se pudo concluir que es 6ptimo el cultivo durante el mes de Junio, ya que las tres muestras sembradas
durante este mes (sin fertilizante, con 50 kg/ha y con 100 kg/ha) dieron los mayores contenidos de flavo-
noides (entre 0.44% y 0.56%), En el caso de cultivos con fertilizante (100 kg/ha) se obtuvieron rendimientos
aceptables con fecha de siembra en el mes de Julio (0.50%). Sin embargo al comparar estas muestras
entre si, se observa que es mayor el rendimiento obtenido en plantas sembradas en el mes de Junio aun
sin la presencia de fertilizante. Esto podria indicar que el uso de fertilizante no incida en la concentracion
de los flavonoides, aunque se precisan estudiar mas muestras para confirmar esta conclusion. Sin em-
bargo, es importante destacar que estos resultados se refieren al contenido de flavonoides de las flores
de C. officinalis y no se analiza el rendimiento en cantidad de material vegetal que pudiera obtenerse con
la aplicacion del fertilizante.

En el presente trabajo no se analiz6 la influencia de las condiciones de secado de las muestras. Las
muestras 40 y 41 si fueron desecadas en condiciones controladas en el laboratorio de la Universidad de
Belgrano pero para analizar la influencia de este proceso se precisan mayores estudios al respecto dado
que la informacién recolectada no era la adecuada para este proceso.

A modo de reflexidn es interesante senalar la posible inconsistencia en los métodos farmacopeicos
por valorar los flavonoides como sinédnimo de actividad farmacoldgica, ya que la mayoria de la evidencia
apunta tanto a los carotenoides como al aceite esencial como los responsables de la mayor cantidad de
efectos farmacoldgicos. Esto coincide, por otra parte, con el uso generalizado de oleados de flores de
Caléndula, en los cuales se extraen eficientemente estos compuestos lipofilicos pero no se encuentran
glicésidos flavonoides debido a que estos son lipofébicos.
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7. Anexo

Anexo 1: Calculos correspondientes a la valoracion espectofotométrica de las muestras de
Caléndula.

Muestra 1:

Peso: 0.80879

Medicion: 0.127

1.25 X 0.127 / 0.80879 = 0.196%

Muestra 5:

Peso: 0.79902

Medicion: 0.284

1.25X0.284 /0.79902 = 0.449%

Muestra 22:

Peso: 0.80264
Medicion: 0.366

1.25 X 0.366 = 0.569%

Muestra 11:

Peso: 0.8109

Medicioén: 0.192
1.25X0.192/0.8109 = 0.295%

Muestra 3:

Peso: 0.7911

Medicion: 0.163

1.25 X 0.163/0.7911 = 0.257%

Muestra 18:

Peso: 0.7963

Medicion: 0.323
1.25X0.323/0.7963 = 0.507%

Muestra 17:

Peso: 0.7978

Medicion: 0.312

1.25 X 0.7978/0.312 = 0.488%

Muestra 33:

Peso: 0.8083

Medicion: 0.175

1.25 X 0.175/0.8083 = 0.270%

Muestra 21:

Peso: 0.7984

Medicion: 0.240
1.25X0.240/0.7984 = 0.357%

Muestra 40:

Peso: 0.7566

Medicion: 0.033

1.25 X 0.03/0.7566 = 0.05%

Muestra 41:

Peso: 0.8122

Medicion: 0.039

1.25 X 0.039/0.8122 = 0.06%
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Anexo 2: Fotografias de las placas obtenidas por cromatografia en capa delgada

Fig. 4: cromatograma correspondiente a las muestras 1, 22, 11, 5, 33, 21, 18, 17, 3 y a la solucion testigo.

Fig. 5: cromatograma correspondiente a las muestras 40, 41 y a la solucion testigo.
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Anexo 3: Monografia C. officinalis, Farmacopea Argentina VIIlI edicién, tercer volumen.
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CALENDULA, flor

Definicion - Caléndula consiste en las fores li-
guladas completamente abjertas, separadas del
receptaculo, desecadss, enteras o fragmentadas, de
los capimlos simples, semidobles de Calenduls
qfficinaliz L. (Asteracess). Debe coniener no me-
20s de 0.4 por ciemto de Oavonoides totales, calou-
lado como hiperosido sobre la droga desecada y
debe cunplir con las siguientes especificaciones.

CONSERVACION

En emases inactinicos bien cerrados, en um sido
fresco v seco.

ENSAYOS

Identificacion

A - Corecrerizticas macrescdpicas - Flores Li-
guladas femeninas de 20 a 30 mm de longind por 5
a 7 mm de diametro, de color amanilo o amanilo
mﬁnlpﬂﬁnm:’b son pilosas, con Tes
dientes en el apice de la Mguls; mbo corolino de
color pardo amariilento o pardo anaranjado , esdlo
bifido, ovario de color pardo amanllento 3 pardo
snaranjado, los fratos son aquenios curvados, nani-
culames, con &l dorso cubleno de espinas corms de
color pando verdoso y sin vilano. Flores mbulosas
masculings con corols de aproximadamente 5 mm
de longinad S-lobulada de color amanllo, rojo
mmjﬂhﬂmpﬂﬁlmpﬂulmhmmﬂ-

B Caractericficar microzcdpicas - En &l ma-
teria] disfanirado se observan en vista superficial
fores liguladas, Sagmentos de la corola cava epi-
dernus mierna 41 conpuesta por celulas eloagadas
mmmmgl#sym
esmiada; en el mdwm
cente s¢ observa gran canridad de globulos cleiferos
de color amarillo-anaranjado v en la base de la
muis engrosadas y con diminutos cristales o drusas
de oxalato de calcio; la epidernnis eocoerna o3 similar
a la mferna excepto por presentar escasos esiomas
de tipo anomocitco. Se observan ticomas simples,
presentes en la base de la corola, ellos son bisena-
dos, largos, comicos com dpice redondeado, com
celulss de paredes lizsramente engrosadas. Enla
corola y en la pared del ovano e encuentran mco-

mhhmm:mm
mbiaScﬂﬂﬁ,mmdmw
busudmmia-icdﬂupcrmhm
glandulares del sepumdo Gpo wa sesiles v en todos
los casos las caberas son pluricecularss. 5& en-
mhmmwlum:u—
tas ¥ bulbosas, con granos de polen, retemidos, esfe-

ricos de hasm 40 pm de diameto, con Tes poros
Ferminativos ¥ exina con espinss; fragmentos de la
pared del ovario, con celulas poliponales, las que
frmo aguenio, de forms navicular con el dorso espi-
noso, de color pardo oscure; restos de corolas de las
flores mbulosss, abundantes fragmentos de flamen-
o4 v anterac ¥ fragmentos de endotecio de las ante-
ras

C - Droga en polvo - El polve &5 da color par-
do amanllento. Presents fragmentos de las corolas
copteniendo gofitss de aceite de color amarillo
claro, algunos con shundantes estomse snomociti-
cos, gandes, oTos contemiendo prismas y drusas de

puluufm:aadthmdﬂpmdt&mu,cm
una exina fpertemente espimulosa ¥ URS POTOS DEr-
mamanves Ocasenalments mueeTs Sammenios de

Zafia con indicador de Sucrescencia, de 0,25 mm

de espesor. B

Faze mowi] - Acdo formice, acetato de etilo v
agua (80:10:100.

Solucidn estdndar - Disolver 1,0 mg de acido

cafeico, 1,0 mg de acido clorogénico y 2.5 mg de
rutina e 10 ml de metanol.

Solucién muestra - Calentar 3 refhigo durante
10 minmos 1.0 g de droga reducida a polvo com
10,0 mi de metano]l  Enfriar v filoar

Revelador - Solucidn 2l 1 % de difenilborinato
ds 2-armrinnedls on MSTImS]

Procedimiento - Aphcar por separsdo sobre la
placa 20 pl de la Solucidn muatra ¥ 20 pl de la
Solucidn eztdndar. Dejar secar las aplicaciones v
desarrollar Jos crommtogramas hasts que el frenote
dal solvents hava recormido aproximadaments tres
cuartas partss de la longitud de la placa Ratirar la
placa de la camara, marcar el frente del solvente v
sacar entre 100 v 105 °C. Pulvernizar sobre la placa
con Revelador, dejar secsr al aime v excansnar la
placa bajo hz ulravioleta a 365mn.  El cromato-
Zrama obtemdo con la Selucidn estdndar debe pre-
sentar tres bandas de Sucrescencia pardo amarillen-
ta en la parte mferior comespondiente a la rofina
oTa celeste en la pame media comespondiente al
acido clorozénico ¥ a tercera también celeste en la
parte superior cormespondiente al acido cafeico. El
cronmtograma obtemido con la Solucidn muestra
debe presentar enire ofas, una bunda de Sucrescen-
cia pardo amanillent con el mismo valor de que la
comrespondiente a la rutina obtenids a partr de la



Tesinas Caléndula: influencia de dos variables de manejo agrondmico en la calidad farmacologica

Solucién estdindar. Ademas debe presentar, uma
bands de fuorescencia verde amanllenss por debajo
de 1a bands correspondiente a Ia rutina ¥ oma de
fluorescencia celeste por encima de la banda co-
mespondiente al acido clorogenico obtenida en el
aomatograma de la Selucidn estdndar, una banda
de fluorescencia verde amarillenta por encima y
m&ﬂmuxmacehﬁpudﬂlp&hm-

Cﬁmhﬂuﬁtﬁiﬂ.jﬁmﬂﬁfm

No mas de 10,0 %

Control higiénico (ver 630 \érodos de Far-
macognosia)

Det lir con Jos requisi

Determinacion de aflatoxinas <110~

Limite de metales pesades <590

Mérodo I. Nomas de 0,001 %.

mma:mmmarm
cognasia) ) i

No debe contener mas de 5 % de bracteas y oo
mas de 2.0 % de ofros elementos extranos.

Perdida por secado (ver 630. Método: de Far-

macognosia)

Secar entre 100 y 105 °C durante 2 horas 10 g
de droga reducida a polvo: no debe perder mas de
12,0 % de wu peso.

Residuos de pesticidas (ver 630 Mtodos de
Farmacognosia)

Det R andin e

VALORACION

Preparacidn muestra - Calentar a reflujo en wm
balon de 100 ml durante 30 mimzos, 0,800 g de la
droga reducida a polvo fino, 1,0 ml de la solucion al
0.5 %& de hexametlentetransina 20 ml de acetoma y

?d:hindncmitm Filtrar a traveés de al-
godon absorbente y mumsferir a un mamz de
100 ml wamum;am;—
extraer a reflygjo con dos porciones de 20 ml de
acetona a reflo durante 10 mimatos. Dejar enfnar
a temperatura ambiente, filar a waves de algodon,
rewmir los extractos y filtrar a raves de un papel de
filro y mansferir e filrado al matraz Completar a
volunen con acetona lavando el balén y el filoo.
Tramsferir 20,0 ml de la solucion amterior a wna
ampolla de decantacion. agregar 20ml de agua v
exmraer con 15, 10, 10 y 10 ml de acetato de edlo.
Combinar los extractos en una ampolla de decants-
cion, lavar com dos porciomes de S0 ml de agm,
filtrar sobre 10 g de sulfato de sodio amhidro y
transferir 3 un marar aforade de S0 ml Completar

a vohmnen con acetato de edlo y mezclar,
Solucidn de clorwre de aluminio - Disolver
2.0 g de clonmo de aheninio en 100 mi de una solu-
cion de acido acético glacial en metancl al 5 % viv.
Solucidn probiema - Trapsferir 10,0 ml de la
mitiesing A un matraz aforado de 25 ml

Preparacion
wlﬂ&hhm#cmdlm?

completar a vohmmen com uma solucién de acido
acénco placial en metanol al 5 % viv.

Solucién dé compensacidn - Transferir 10,0 ml
de la Preparacién muestra 2 un matraz aforado de
25 ml y completar a3 volumen con um solucion de
acido acético glacial en metanol al 5 % viv.

FProcedimierse - Determsnar la absorbancia de
h Sutm probiema lnego de 30 mimmos por

con la Solucidn de compemcacion, a
425mm cmemma-ﬂnm
mhpnm enpleando 500 como coeficiente
de extincion especifica E (/ %,/ cm), por la fornmila
sifente.
1,254P

en la cual 4 es la sbsorbancia 2 425 nm y P es e

peso e g de La droga en polvo enpleads para pre-
parar la Preparacién muestra,
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Anexo 4: Monografia de Caléndula, Farmacopea Brasilefia 5 edicion.
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714 Rrmempes e, 5 ok

ROTULAGEM
Observar a legislagio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

CALAMINA

Iol Blal
calamira; 01645
Calamita

[8011-95-9]

Calamira & oxido de Zinco COm IR Pequend Proporgdo
de oxido de ferro, & contem. apos ignicao, Ddo DMDOS quE
£5.0% & ndo mads que 100,5% de oxido de rinco (Znd).

-

DESCRICAQ

Caracteristicas fisicas. Po amorfo, ndo palpavel roseo
ou marrom vermelhado, dependendo da cor da vanedade
¢ da quantidade do oxido femico presente, bem como do
proceiso palo qual & incorporade.

Solubilidsde. Pravicaments insobive]l em 3mus Dissolve
com efervescéncia em acido cloridrico.

IDENTIFICACAO

A. Dissolver | pda amosta com 10 mL de acido clondrico
3 W e filrar O filrado responds i1 macdes do fom minco
(53.11)

B. Dissolver | g da amostra em 10 el de acido cloridrico 3
M. acqaecer 3 farvura, @ filtrar O filrado assums colorag 3o
avermelhada apos a adig do de tiocianato de amonio SR

Calcio. Fazer a digestio de | g da amostra em 25 ml de
acido cloridico 3 M por 30 pumatos. Filwar para remover
o ouado ferrico insolivel, adacionar hidronado de sodwo 6 A/

20 filrado, a1 que o primedro precipitado que se forma €
redissoivide. em sepuds sdiona mass J ol de Ridoade

da sodio 6 M A 10 L desta adiciozar 1 ml ds
oxalato de aoomio 2 3.5% (pv). Nio mads que urna leve
turbidez ¢ produrida

Calcio ou Magnésio. A cutra porgso de 10 mL da solugbo
preparada para o teste de Calcio, adicionar 3 ml de fosfaro
de mmwa 12% (p/v). Ko mais
e uma leve rurbidez & produzida.

Chumbe. Para 1 g da amosra, adicionsr 15 ml ds dgaa,
agitar, adicionar entao 3 ml d acido acetico glacial
aquecer em banho-mana ate dissolver Filirar & adscionar
canco gotas de cromato de potassio SR Neshuma rarvagio
¢ formada

Sebstincias insoluveis em acide. Pesar 2 g & adicionar
50 mL de acido clondnico 3 A/ Se um residuo insobivel
remanascer, coletar em um filtro tarado. lavar com 2z &
secara 105 °C por | bor, eifriar e pesar O peso do residuo
ndo exceds 20 my (20%)
Substancias alcalings. Fazera dgestdode | goom 20 mL
de &rua emm banho-rmaria por 15 mimaios, fikrar,. adicionar
dmas pomas de fenoftaleina SI Se uma cor vermelha &
zida. ndo mais que 0.2 ml. de acido sulferice 0,05 M
& requerido para removi-la.
Arséndo (5.3.1.5). Utilizar o Mierod J. Utilizar solugio de
acido sulfirico 3.5 Af e solugdo de cloreto estnoso a 40%
(pAv) em acido clomidrico. O limite ¢ de 0,0008% (8 ppm).

Cinzas suifatadas (5.2.10). Pesar cenca de 3 g da amosma,
calcimar a 500 *C ate peso constanse. No maxime 1.0%,.

Pesquica e de patogemos ($5.31.3)
Cunypre o feste para amséncia de Preudomonas oeruginosa
& Samphylococcns aurns.

DOSEAMENTO

Calcinar, exatamente cerca de 1.5 g de calamina A es
amita recentemente calcinada, fazer 3 dipesths com 50
mlL de acide sulfimico 0.5 M SV, aplicando calor susve., ate
ndo ooarmer mais solubidirscis. Filtrar 3 mitners, & bivar o
resichio o fltre oo AMa qusnie a0k qus A dlrima lvagem
s&ja meura &6 papel de tormasssl Ao filmade combimads
thﬁlﬂﬂ.MlS;&ﬂu‘wd&m esfriar
sdicionar alaranjado de metils, & tnilar com hidroxido de
sadio M SV Cada ml de acido sulfurico 0.5 W/ SV equivale
340,59 mg de oxido de zinco.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em reciptentes bem fachados e protegidos da luz.
ROTULAGEM

Observar a legislacio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

CALENDULA
Calendulae fo:

Calendula gfficinaiis L. — ASTERACEAE

A dropa vepstal conume de Sares Hpuladss intsirys ou
miraradas, &5 & escassas Sores nubulosas,
Mﬁumbtdﬂwmmm
Nao deve conter menos que 0.4% de favoncides totais,
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calmilados como mm (C,H 0. 4644, em
relag o a0 materia] dessecado

CARACTERISTICAS

Caracteristicas orgamclépticas, A droga possu oder
fraco ¢ sabor levemenie amargo.
DESCRICAO MACROSCOPICA
Flores dispostas em capitalos de 3 cm a 7 cm de dizmetro,
emvolvidas por um imvohro de duas séries de bracteas.
As flores da periferia s3o liguladas, pistiladas, de 1.5 cm
2 30 cm de comprimento ¢ 0.5 cm 2 0.7 cm de lupn
o2 porpdo mediana da Ligula Corolas amareladas ou
thammmm
ou cinco Dervaras @ fbo curo coberto de tricomas
ocasioralmerte acormpanhadas de um estilete fliforme
& um astigma hifido. As flores do centro sio escamas,

tabulosas, pequenas, curtas, de aproximadaments 0.5 cm
umwmqm

DESCRICEDMERDS{DMCA

Em vista frooml. a face adaxial da epiderme da corola
ligulads mostra célulss retangulaes. alongadas, de
contorno Jevemente sinuoso, com cuticula estriada e €
m&mhmwﬂ&mmﬁt
as celula s30 merores & amanjadas menos regulammente,
no extrame basal da liguls existe uma camada de cebalas
COM $SDESSAMANtO Nas paredes externas contendo prismas
¢ pequenos aglomerados de cristais. A face abaxial da
m:w;mmmw
IPIESEnIar POUCOS esIOmals ANOmMOCIICos. 05 quais 530
relativamente grandes na regido apical da ligula, quando
mngndm tmu&mnm&nhsmdnmnku
pargao. Na regido basal da face abaxial ocomem micomas
tectores longos, multicelulares, bisseriados, coricos, de
Zpice amedondado & micommas gplandulares multcabulares,
de pedicelo unisseriado, com més a cinco cehulys, ou
bisseriado, com wés ou quatmo céluls em cada fileira,
nbmmummmﬂuh peralments
bisseriada. As celulas do paréngquima ente da corola
Wmmmd&ﬂoh:ﬂm&n

cinco faices vasculares bifurcados abaixo da zoma de
Presenes, CCOITem racomas ted tores longos, multicelulares,
buisenades, comicos. de EpKe amedondade, € UMD
teciores COm QUATO OU Cmco celulas, wmisseriadas. das

a2 celula # Do mais do que a5 demais
mﬁmmﬁdl I:m.wﬂmm;lm
gbndulare: moic raros, muiticellares, de pedicelo
bisseriads, comico, comn cibulss barxis mais lomzas e
iregulares do que a: demais Nas anteras obierva-se o

endotécio, composto ds celulas lipeiraments alongadas que,
nmﬂmﬂmmmm
Testritos as paredes tramsversais (anticlinais) Associados
30 endotécio, eoofmem esclereide: pecuenss, alaranjadas,
com paredes pouco espessadas ¢ Dumerosss pOIOaoes.
mmammmmw
nmhﬁm&ﬁmmmpﬂm
ﬁmﬁmlempqﬂu:mhhn,m
a5 dos ovirios sdo pequenas, polizomais em visn fropmal,
contendo pigmentos castanhos. Nos OVETios oCOmTRm
ricomas glandulares iguais 205 das corolys lignladas. Os
mwmm tém farma maviculsr com
dentadas na face dossal

DESCRICAO MICROSCOPICADO PO

Ommuﬂam nmtm
pu:up-u mmwwm Sao

caracteristicas: castacho-amanelada; de
tubos das Sares - deli da

de tecido vascular, corolas das Sores rubulosas: anteras
das flores whulosas, fapmentos de anteras na majoria das
vezes com porpdes de feixes condutores; grios de polen
equizados. micolpados; fagmentos de celulas epidenmicas
dos estizmas com: paptlas bulbosas. fragmentos de paredes
de ovirios com cabuls pipmentadas: aquimios e tricomas
ipuais 305 descritos yoima

IDENTIFICAGAQ

Proceder conforme descrito em Cromarogrgia em camada
deigads (5.1171), wiinndo wlica-pel GF,. ¢
espessra de 250 um. como suporte. & mistara de acide
formico anidro. agua ¢ acetato de etila (10:10:80). como
fase movel. Aplicar, separadaments, 3 placa, em forma
de bands, 20 ul da Sodugao (1) e 10 ul da Sodugde (2).
descritas a segmr.

Soluglo (1): ferver sob refiuxs 1 2 da dropa pulvenizads
com 10 mL d& metano] dwame 1) miztes « fima

mmmguumluum
cafeico & | mg de dcido clotogimico sm mamrol &
completar o volume paa 10 ml uwolizando © mesmeo
solvente,

Desenvolver o cromaiograma. Remover a placa, detxar
secar em estufa 3 temperatura entre 100 *C & 105 *C o,
ainda morna, pebulizar com uma sohugdo de difenilhorato
de aminoetanol 2 1% (pv) em metanol. sepuido de uma
solucao de macrogol 400 a 5% (pW) em metanol Deixar
2 placa secar a0 ar livre por 30 mimutes. Examinar sob
hz ulmavieldta (345 mm). O comasogmama obtde com
a Soiugao (2), deve apresentar no texgo inferior da placa
duas manchas fuorescentes. uma de coloragio mamom-
amarelads (rutina) ¢ outra da coloracdo arul claro (3cide
cloropinica); & 1o tergs Juperior, ums manchs fusrsscents
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de coloracio azul claro (2cido cafeice). O comatograma da
Soiugao (1) deve apresentar mancha finorescente marrom-
amarelada em posicdo 2 mancha obuda
com 2 ruiina oo comatograma da Solugdo (J); manchas
fuorescentes verds amarelada e azul claro. correspondentes
em posicdo 2 mancha obtida com o acido clorogénico no
comatograma da Solwgao (7). manchas Suorescentes
verde amarelada ¢ azul claro comespondente em posigdo
2 mancha obtida com ¢ acido cafeico no cromatograma da
Soiugao (2). Oumas manchas podem estar precentes.

ENSAIOS DE PUREZA

Matéria estranha (5.4.2.2). No maxime
Agna (5.4.2.3). No maximo 12,0%.
Cimzas totais (5.4.2.4). No maxime 10.0%.

30%

DOSEAMENTO
Flavonoides totars

Proceder conforme descrie em Especmoformeria &
absorgdo no vistvel (5.1.14). Preparar as solugdes descritas
a seguir

Solugoo extogque: pﬂ;mwﬂﬂwgﬂ
droza pulverizada (800 ).eu:ﬂurpnhho&
fundo redondo de 100 mL. Acrescentar 1 mL de solugdo
aquosa de metenaming a 0.5% (p'v). 20 mL de acetora e
2 ml de dcido cloridrico. Aqmnumbmb-mwb
refluxo, por 30 minutos. Filtrar a mistura em algodio para
um baldo volumetrico de 100 ml. retomar o residuo da
droza e o algodio 20 mesmo balio de fundo redondo,
adiciopar 20 ml de acetona Colocar em refluxo, por 10
mimitos. Apds resfriamento até temperatura ambisnte
filmar a solugdo para o balio volumemico de 100 mi.
unlw Em sepuida. complenar o volume do
mm::nm}hﬁnltw
adsciopar 20 mL dessa solugdo & 20 mL de agm destlada

30

€. apos, extrair com 135 mL de acemato de etila, repetir és
wezes, com porgdes de 10 miL de acetato de edila cada vez.
Reunir as fases de acetato de etila e lava-las em funil de
separa; 20, com duas porgdes de 50 mL de 2gua destilada.
Transferir a fase de acetato de erila para baldo volumerico
de 50 ml e completar o volume com acetato de ertila,

Solugho amostra: a 10 mL da Solupdo estogue, adicionar
1 ml da soluglo de cloreto de aluminio a 1% (pv) em
30 de acido acetico 5% (w'v) em metanol Diluir em
baldo vohumemico de 25 mL com solugdo de acido acetco
5% (vv) em metanol
Solugae branco: adicionar 10 ml da Solugao esiogue em
balio velumetrico de 25 mL e completar o volume com
solugo de acido acetico a 5% (vv) em metanol
Extamente apos 30 mmuios. medir 2 absorvincia da
Solugao amosera a 415 pm, em cubeta de 1 om, urilizande
Solugao branco pan ajuste do zero. Calcular a porcentagem
de flavonoides romis segundo a expressdo:
_ Ax125
{m —PI)

em que

A = absorvancia da Solugo amostra medida.

m = massa da droga (g):

PD = perda por dessecagdo (% pp).

O memlnde é formecide em porcentagem (pp) de
favonoides totass calculados comeo hiperosideo (C o s

wmmmw {
lem) = 500.

EMBALAGEM E ARMATENAMENTO

Em recipientes de vidro ou metal. bem fechados. a0 abrigo
da huz e do caler.
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Ciommglemendo das legrnds & Fipars | As osomlas corspondemem A B OC. D G Heda 10 am, om E, Fe 1o 300 gm
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