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RESUMO

Plantas medicinais sdo amplamente utilizadas com finalidades terapéuticas em
diversas patologias que acometem a saude humana. No que concerne a Echinacea
purpurea (EP), planta de origem norte-americana, seu uso é extensamente difundido
pelo mundo, apresentando grande aplicacdo farmacoldgica, principalmente no
tratamento de infec¢des dos tratos respiratorio e urinario. No Brasil, extratos secos
de EP sao utilizados para producdo de medicamentos por farmacias magistrais e
induUstrias farmacéuticas, porém, nem sempre a procedéncia dos mesmos é bem
estabelecida. Deste modo, é de extrema importancia avaliar a qualidade e a eficacia
destes extratos para o tratamento de infecgbes. Logo, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar um método analitico por cromatografia a liquido de ultra
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLUE-DAD), para identificacéo
e quantificacdo dos marcadores vegetais em EP. O método por CLUE foi
desenvolvido utilizando-se coluna cromatografica Cy5 (2,1 x 50 mm; 1,8 pym), mantida
a 30 °C. A fase movel foi composta por acetonitrila e solucdo aquosa de acido
férmico a 0,05% (v/v), na proporcédo de 9:1, em modo isocratico, com fluxo de 0,2
mL/min. O volume de injecdo foi 10 yL e o comprimento de onda para deteccéo foi
300 nm. O método desenvolvido cumpriu com os parametros de validacéo exigidos,
se mostrando linear, preciso, exato, seletivo e robusto. Com o método validado, foi
feita a quantificacdo dos teores de acido caftarico, acido chicérico e acido
clorogénico em cinco amostras de extratos secos de EP obtidas, sendo verificada
variacdo significativa nos teores entre as diferentes amostras. Também foram
realizados testes bioldgicos in vitro para avaliacdo das atividades antimicrobiana e
imunomodulatodria de extratos secos de EP. Os resultados obtidos demostraram que
as amostras analisadas nao apresentaram atividade antibacteriana significativa,
sendo verificada apenas pequena atividade antifUngica. Foram observados, ainda,
efeitos positivos dos extratos de Echinacea purpurea em relacdo a modulacédo da

atividade imunoldgica celular.

Palavras-chave: Echinacea purpurea. Acido chicérico. Acido caftarico. Acido

Clorogénico. Atividade imunomoduladora. CLUE-UV.



ABSTRACT

Medicinal plants are widely used for therapeutic purposes in several pathologies that
affect human health. With regard to Echinacea purpurea (EP), a plant of North
American origin, its use is widely diffused throughout the world, presenting wide
pharmacological application, mainly in the treatment of infections of respiratory and
urinary tracts. In Brazil, dry extracts of EP are used to the production of medicines by
compounding pharmacies and pharmaceutical industries, however, the source of
them is not always well established. So, it is extremely important to evaluate the
qguality and efficacy of these extracts for the treatment of infections. Therefore, the
objective of this work was to develop and validate an analytical method by ultra
performance liquid chromatography coupled to a diode array detector (UPLC-DAD),
to identify and quantify the chemical markers in EP. UPLC method was developed
using a Cig (2.1 x 50 mm, 1.8 ym) chromatographic column, maintained at 30 °C.
The mobile phase was composed of acetonitrile and 0.05% (v/v) formic acid aqueous
solution, in a ratio of 9:1, in isocratic mode, flow rate 0.2 mL/min. The injection
volume was 10 yL and the wavelength for detection was 300 nm. The developed
method complied with the required validation parameters, and showed to be linear,
precise, accurate, selective and robust. Using the validated method, the levels of
caftaric acid, chicoric acid and chlorogenic acid were quantified in five samples of EP
dry extracts obtained, with a significant variation in the contents between the different
samples. In vitro biological tests were also performed to evaluate the antimicrobial
and immunomodulatory activities of dry extracts of EP. The results showed that the
analyzed samples showed no significant antibacterial activity, but a low antifungal
activity was verified. Positive effects of Echinacea purpurea extracts on the

modulation of cellular immune activity were also observed.

Key words: Echinacea purpurea. Chicoric acid. Caftaric acid. Chlorogenic acid.

Immunomodulatory activity. UPLC-DAD.
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1.1 INTRODUCAO

A Echinacea purpurea é uma planta utilizada para fins medicinais, especialmente no
tratamento de gripes e resfriados comuns. Também € usada como adjuvante em

tratamentos com antimicrobianos e para melhorar a resposta imune dos pacientes.

Na Alemanha, por exemplo, a E. purpurea estd entre os vinte fitoterdpicos mais
utilizados em monoterapia. Nos Estados Unidos, esta entre os doze extratos naturais

mais vendidos nos ultimos anos.

O controle de qualidade de medicamentos é uma ferramenta muito Gtil e importante
da area farmacéutica para auxiliar a garantir a eficacia e seguranca dos
medicamentos e, consequentemente, a contribuir com saude da populagéo.
Entretanto, o controle de qualidade dos produtos naturais ainda € deficitario, devido
a falta de meétodos compendiais e as dificuldades analiticas relacionadas a

complexidade da matriz vegetal.

Para a determinacdo quantitativa de marcadores vegetais, farmacos e substancias
relacionadas, a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) é considerada, na
maioria das vezes, mais adequada. Entretando, também pode-se empregar a
cromatografia a liquido de ultra eficiéncia (CLUE), cujas vantagens sao evidentes.
Os mecanismos de separacdo e 0s principios cromatograficos sdo mantidos,
enquanto parametros como velocidade, eficiéncia e resolucdo sdo melhorados. As
principais vantagens sdo reducdo significativa do tempo de analise, e

consequentemente reducdo no consumo de solvente, além de melhor sensibilidade.

Devido as atuais exigéncias relativas ao controle de qualidade de medicamentos
fitoterapicos, a comercializacédo de fitoterapicos a base de Echinacea purpurea como
adjuvantes no tratamento de infec¢des, e a auséncia de monografia na Farmacopeia
Brasileira para avaliar a qualidade destes produtos, torna-se imprescindivel
desenvolver e validar um método analitico para a determinacdo de marcadores
vegetais para o controle de qualidade de extratos de Echinacea purpurea
comercializados no pais. Tal fato se mostra relevante também tendo em vista as

variagdes nas concentracdes desses marcadores encontradas nos produtos a base
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de Echinacea purpurea, que podem ocorrer devido as condicdes de

armazenamento, aos metodos de extragdo e a adulteracdo dos extratos.

Além disso, diante do constante aumento de resisténcia bacteriana, tanto no ambito
hospitalar quanto comunitério, € de grande relevancia a busca por novos agentes
antimicrobianos ou mesmo adjuvantes em tratamentos de infec¢cdes que atinjam a
populacdo como um todo. Atualmente, h4& um aumento no numero de estudos
relacionados ao uso de produtos naturais com esse tipo de atividade. Também ha
varios relatos da atividade de Echinacea purpurea no controle de infeccdes
bacterianas e fungicas. Destaca-se, ainda, a atividade imunomodulatéria da
equinacea, que ainda ndo € completamente elucidada, sendo necessarios estudos

mais aprofundados na area.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Echinacea purpurea

A Echinacea purpurea (EP), pertencente a familia Asteraceae (Compositae), € nativa
da América do Norte, sendo conhecida também como purple coneflower ou apenas
equinacea (BARNES et al., 2005). E uma espécie que possui longa historia como
planta medicinal. Tradicionalmente, sdo usadas as partes aéreas (Figura 1), raizes
e eventualmente o restante da planta (ARDJOMAND-WOELKART et al.,, 2015;
SANDASI et al., 2014).

Figura 1 — Flores de Echinacea purpurea.

FONTE: SANDASI et al., 2014.

Echinacea purpurea (L.) Moench é a planta medicinal mais cultivada dentro dessa
espécie, que tem sido utilizada principalmente em quimioprevencao e quimioterapia
para doencas infecciosas dos sistemas respiratorios superior e inferior e doencas do
trato urinario (BARNES et al., 2014). Esta espécie tem sido popularmente utilizada
para o tratamento da dor de dente, dor intestinal, picada de cobra, doencas de pele,

convuls@es, artrite crénica e cancer. Embora o isolamento e elucidagéo estrutural de
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seus principais compostos tém sido investigados pelos pesquisadores, ndo ha

nenhuma certeza sobre seu mecanismo de acao exato.

As plantas desta espécie apresentam cerca de 100 cm de altura, possuem folhas
lanceoladas, aperas e de coloracdo intensamente esverdeada; escalpo com
inflorescéncia solitaria em capitulo, com aproximadamente 20 flores tubulosas ao
centro e liguladas na periferia, que formam um disco concavo que se assemelha a
um ourigo-do-mar, do grego ‘echinos”, terminologia da qual se deriva o género
Echinacea (PIRES et al., 2014).

De acordo com relatos da literatura, todas as espécies medicinais de Echinacea,
incluindo E. purpurea, E. angustifolia e E. pallida sédo bastante seguras. Apesar da
auséncia de eventos adversos graves relacionados com a planta ndo provarem
conclusivamente seguranca, € uma indicacdo de que 0s eventos toxicoldgicos
agudos significativos sao raros (ARDJOMAND-WOELKART et al.,, 2015). Além
disso, STANISAVLJEVI e colaboradores (2009) afirmam que n&do ha efeitos toxicos
conhecidos de Echinacea purpurea, em ratos ou humanos, mesmo administrada em

alta dose.

1.2.1.1 Composicao fitoquimica

A Echinacea purpurea apresenta em suas partes aéreas constituintes como
alcamidas, derivados de acido cafeico, polissacarideos, glicoproteinas,
poliacetilenos, antocianinas e flavonoides, ndo estando presentes equinacosideos,
ao contrario de outras espécies do mesmo género (BARNES et al., 2005). Varios
compostos que pertencem a diferentes classes de metabdlitos secundarios tem sido
isolados e identificados em extratos de Echinacea purpurea. Alcamidas, derivados
do acido cafeico e polissacérideos sdo os trés principais grupos de metabdlitos
secundarios da planta (MANAYI et al., 2015). Dentre os polifenois derivados do

acido cafeico, destacam-se os acidos caftarico, clorogénico e chicérico.

Para aplicacdo da equinacea nos mais variados tratamentos, utilizam-se

majoritariamente extratos secos de suas partes aéreas e eventualmente de suas
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raizes, que segundo andlises da composicao fitoquimica, possuem alcamidas,
derivados do acido cafeico, polissacarideos, glicoproteinas, o6leos essenciais,
taninos, fenilpropanoides e flavonoides (MANAYI et al., 2015). De acordo com a
Instrucdo Normativa n°® 02, de 13 de maio de 2014 da ANVISA, que apresenta a
“Lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado” e a “Lista de produtos
tradicionais fitoterapicos de registro simplificado”, as partes aéreas floridas séo
utilizadas para efeitos terapéuticos (BRASIL, 2014). J4 o Memento Fitoterapico da
Farmacopeia Brasileira, publicado em 2016, descreve a raiz da planta como parte

utilizada.

As condicbes de armazenamento e meétodos de extracdo podem influenciar
significativamente o contetdo de acido chicorico e derivados de alcamida. Outros
compostos, incluindo alcaloides, amidas, e flavonoides (quercetina, kaempferol e
isoramnetina e seus acidos fendlicos livres, incluindo acido p-coumarico, acido p-
hidroxibenzoico, e acido protocatecuico), também foram isolados e identificados a
partir da planta (MANAY!I et al., 2015).

Os marcadores vegetais de Echinacea purpurea preconizados como ativos no Brasil
segundo a Instrucdo Normativa n® 02 de 2014 (BRASIL, 2014) séo o acido chicoarico,
de formula C2H18012 € massa molar 474,37 g/mol, (Figura 2) e acido caftarico,
formula Ci3H1209 € massa molar 312,23 g/mol (Figura 3) (BRASIL, 2014). A
Instrucdo Normativa n°® 5, de 11 de dezembro de 2008 citava também o &cido
clorogénico (Figura 4), de massa molar 354,311 g/mol e formula CisHi18O9, €
equinacosideos na composicdo preconizada da planta (BRASIL, 2008). Entretanto,

esta norma ndo se encontra mais em vigor no pais.



Figura 2 — Estrutura quimica do acido chicérico.
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Figura 3 — Estrutura quimica do acido caftérico.
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Figura 4 - Estrutura quimica do acido clorogénico.

O

P OH
HO o 0

OH

OH

OH
OH

Fonte: KONG et al., (2017).

24



25

Segundo Rattanadechsakul et al. (2007), a Echinacea purpurea possui componentes
gue se degradam facilmente, portanto € altamente recomendavel que 0s seus
produtos relacionados sejam mantidos na geladeira para uma vida til prolongada.
Além disso, técnicas de formulacdo apropriadas, como o encapsulamento, devem

ser aplicadas para aumentar sua estabilidade.

1.2.1.2 Atividade antimicrobiana

As diferentes espécies e partes de Echinacea tem sido utilizadas tradicionalmente
na Ameérica do Norte para o tratamento de resfriados comuns e gripes, bem como
para o tratamento de candidiase, doencas respiratorias, e cicatrizacdo de feridas
(HUDSON et al., 2012).

Quando se trata de infeccbes do trato respiratorio, ha diversas bactérias
potencialmente patogénicas que podem causa-las. Ao infectarem um hospedeiro,
tais microrganismos se proliferam, resultando em dano celular, geralmente
acompanhado de inducdo de citocinas proinflamatorias, levando a um quadro de
inflamacdo. Em contrapartida, Sharma et al. (2010) demonstraram que muitas
destas bactérias apresentam sua proliferacdo atenuada quando expostas as
preparacoes de EP, que também apresentaram efeito anti-inflamatério frente as

inflamacdes secundarias as infecgcdes, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Efeitos antibacterianos e anti-inflamatérios da Echinacea purpurea.

Atividade Resposta anti-
Bactérias antimicrobiana inflamatoria
(- até ++) (-ou +)
Streptococcus pyogenes ++ +
Haemophilus influenzae ++ +
Legionella pneumophila ++ +
Staphylococcus aureus +/- +
Klebsiella pneumoniae +/- nao testado
Propionibacterium acnes ++ +
Mycobacterium smegmatis i +
Clostridium difficile ++ +

(+): houve atividade antimicrobiana; (+/-): houve baixa atividade antimicrobiana; (++):
houve alta atividade antimicrobiana.
Fonte: Sharma et al. (2010).
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Segundo Manayi et al. (2015), o extrato das raizes de E. purpurea também possui
efeitos antifungicos, inibindo consideravelmente o crescimento de Candida albicans
e Saccharomyces cerevisiae, mas ndo causando nenhuma inibicdo de Aspergillus
niger. BARNES et al. (2005) também relataram atividade anti Candida spp. de
Echinacea purpurea, além de atividade contra as bactérias Escherichia coli, Proteus

mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Segundo Hudson e colaboradores (2012), estudos recentes com preparagdes
padronizadas de Echinaforce® (EF, produzido por Vogel Bioforce, Suica), composto
por extratos etandlicos de E. purpurea constituidos de 95% de partes aéreas e 5%
de raizes, demonstraram elevada atividade antiviral contra varios virus envelopados.
Em estudos adicionais, observou-se uma menor eficacia de Echinacea purpurea
contra virus intracelulares. Consequentemente, virus ja presentes dentro de uma
célula podem ser refratarios para o efeito inibidor de EP, enquanto as particulas de
virus que vertem para os fluidos extracelulares podem ser vulneraveis. Portanto, EP
pode atuar durante o contato inicial com o virus, isto €, no inicio da infeccéo e
também durante a transmisséo de virus a partir de células infectadas (HUDSON et
al., 2012).

Barnes et al., 2005 realizaram diversos estudos clinicos randomizados para avaliar o
potencial de preparacdes feitas com E. purpurea na prevencado de resfriados
comuns, entretanto nenhum dos estudos demonstrou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos de pacientes que receberam placebo e 0s que

receberam preparacdes a base de E. purpurea.

1.2.1.3 Atividade imunomodulatoéria

Devido a suas propriedades imunomodulatérias, a Echinacea purpurea ndo deve ser
administrada em pessoas com esclerose mdltipla, colagenose, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, tuberculose, pacientes em uso de medicamentos

Imunossupressores e outras desordens autoimunes (MEMENTO, 2016).
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Segundo Manayi et al. (2015), a atividade imunoestimulante da planta ou de suas
preparacdes pode ocorrer por trés mecanismos: ativagao de fagocitose, estimulagao
dos fibroblastos, e aumento da atividade respiratéria, que resulta no aumento da
mobilidade de leucécitos. Alguns estudos in vivo sobre os efeitos imunomoduladores
e anti-inflamatérios da equindcea sugerem que a imunidade inata € reforcada pela
administracdo da planta e que o sistema imunoldgico € fortalecido contra infec¢des
patogénicas por meio da ativagdo dos neutrdfilos, macréfagos, leucdcitos
polimorfonucleares e células natural killer. Por esta razdo, o uso da planta pode ser
adequado para prevencdo e tratamento de varias doencas infecciosas, como
infeccBes do sistema respiratorio, infeccdes de feridas e infecgBes pélvicas crénicas.
(MANAY!I et al., 2015).

Haron e colaboradores (2016) apresentam uma teoria de que grande parte da
atividade imunologica da Echinacea purpurea esta relacionada as bactérias que
colonizam a planta, em especial proteobactérias que compdem a comunidade
bacteriana associada a planta. A eficacia das preparacfes de E. purpurea contra
infeccdes respiratorias pode ser determinada pela composicdo da comunidade de
proteobactérias da planta, uma vez que a ingestdo dessas bactérias (probidticos) é

relatada como tendo um efeito protetor para a saude.

Hudson e colaboradores (2012) testaram as funcfes imunolégicas de Echinacea
purpurea em culturas celulares de cobaias, demonstrando que a incubacdo de
preparacdes de mondcitos, macréfagos e linfécitos peritoneais, alveolares ou do
baco com Echinacea purpurea resultou na estimulacdo da fagocitose e producédo de
citocinas proé-inflamatoérias. Além disso, observou-se também que a equinacea
promove consideravel reducdo da resposta inflamatéria induzida por
lipopolissacarideos bacterianos em células humanas e de ratos (HUDSON et al.,
2012; ZHAI et al., 2009). Além disso, a Echinacea purpurea pode causar reducao de
edema de pata induzido em cobaias, sendo que este efeito pode ser atribuido a
inibicdo da COX1 e, em menor extensdo da COX2 pelas alcamidas (MANAYI et al.,
2015; BIRT et al., 2008).
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As espécies reativas de oxigénio (ERO), como o peroxido de hidrogénio, produzidas
externamente ou durante o metabolismo normal, podem danificar diferentes
componentes celulares e geralmente desencadeiam uma resposta antioxidante
contraria. Animais e seres humanos utilizam ERO e espécies relacionadas ao
nitrogénio para prevenir infecgdes. Entretanto, alguns microrganismos,
especialmente fungos filamentosos, possuem mecanismos para minimizar o efeito
das espécies reativas de oxigénio, como enzimas antioxidantes e metabdlitos

secundarios com fungdes antioxidantes (AGUIRRE et al., 2006).

Ainda de acordo com Aguirre e colaboradores (2006), as espécies reativas de
oxigénio sdo subprodutos do metabolismo aerobio normal, produzidas
principalmente por reducéo parcial do oxigénio durante a respiragcdo. ERO podem
oxidar praticamente qualquer molécula celular, causando danos ao DNA, inativacao
de proteinas, reticulacdo e fragmentacao de proteinas e peroxidacéo de lipidios. As
células tem uma série de mecanismos para manter baixos niveis intracelulares de
espécies reativas de oxigénio, que coletivamente constituem a resposta
antioxidante. Por serem prejudiciais, as ERO séo produzidas pelos seres humanos e
animais de forma regulada, como parte de um mecanismo de defesa contra todos os
tipos de agentes patogénicos, incluindo fungos como Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus. Todos esses oxidantes

produzidos como exploséo oxidativa tem uma elevada atividade antimicrobiana.

De acordo com Fonseca e colaboradores (2014), os compostos presentes nos
extratos secos de Echinacea purpurea tem a capacidade de estimular o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio, inibindo o crescimento de fungos em
testes in vivo. Segundo Stanisavljevi et al., (2009), dos derivados de &cido cafeico,
apenas o acido chicorico, considerado o composto fendlico principal em E. purpurea,
apresenta propriedades imunomodulatérias, promovendo atividade de fagocitose
in vitro e in vivo. Além do acido chicorico, os constituintes tipicos dos extratos de
E. purpurea como o &cido clorogénico e o acido caftarico sdo capazes de promover
a producao de radicais livres e a peroxidacao lipidica, envolvida no desenvolvimento
da inflamacgédo, e ainda fracos efeitos antibacterianos, antivirais e produtores de
espécies reativas de oxigénio (STANISAVLJEVI et al., 2009).
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Além disso, alguns estudos demonstram que os extratos de E. purpurea protegem
0s camundongos contra infecgcOes sistémicas com Listeria monocytogenes e
Candida albicans, estimulando a funcdo dos macrofagos e dos neutrofilos (TSAY et
al., 2012).

1.2.1.4 Outras atividades biolégicas

A atividade ansiolitica de preparacbes de Echinacea foi determinada em animais
experimentais com doses mais baixas do que as usadas nas indicacdes tradicionais.
Alcamidas de Echinacea foram mencionadas como tendo propriedades
canabinomiméticas em ambos receptores canabindides CB1 e CB2. Tal fato pode
ser atribuido a sua semelhanca estrutural com o canabinodide enddégeno que se liga
ao receptor de anandamida. Os efeitos da anandamida s&o mediados no cérebro e
sistema nervoso periférico pelos receptores CB1 e CB2. A ativacao do receptor CB1
com ligantes enddgenos desempenha um papel importante no controle da
ansiedade e o CB2 é principalmente envolvido em atividades do sistema
imunologico (MANAYI et al., 2015).

1.2.1.5 Métodos para quantificacdo dos marcadores vegetais de Echinacea

purpurea

De acordo com Sandasi et al. (2014), véarios produtos a base de Echinacea com
gualidade inadequada ja foram identificados, alguns ndo indicando as espécies ou
partes de plantas utilizadas, enquanto outros adulteravam a espécie mencionada.
De 59 produtos comerciais analisados no estudo, 28 (48%) nado continham a espécie

identificada no rétulo.

Moolgard e colaboradores (2003) desenvolveram um método por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa, para quantificar os marcadores
vegetais e seus derivados. Foi determinado o teor de derivados de acido cafeico,
acido chicorico e alcamidas de partes aéreas de Echinacea purpurea. O método

consistiu na extracdo dos compostos fendlicos hidrofilicos, assim como das
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alcamidas lipofilicas, em seguida procedeu-se com a quantificacdo analitica por
CLAE para determinacéo desses compostos. Foi o primeiro método validado para a
determinacao simultanea desses dois grupos de compostos.

Outros métodos ja foram relatados para a analise de componentes de extratos de
E. purpurea. Tipicamente, essas técnicas requerem duas analises separadas para a
determinacéo de classes diferentes de constituintes. Por exemplo, os pesquisadores
tem empregado CLAE de fase reversa com deteccdo espectrofotométrica na regido
do UV, deteccdo eletroquimica coulométrica, ou ionizagdo por electrospray com
deteccdo por espectrometria de massas para a determinacdo de alcamidas.
Derivados do acido cafeico de extratos de E. purpurea foram analisados utilizando
CLAE de fase reversa ou eletroforese capilar com deteccdo espectrofotométrica na
regido do UV (CECH et al., 2006). Entretanto, recentemente, foram desenvolvidos
meétodos para analise simultdnea dos marcadores de EP por técnica de eletroforese
capilar usando detector de arranjo de diodos (MOOLGARD et al., 2003).

A eluicdo em gradiente por CLAE tem sido empregada para analise concomitante de
derivados de acido cafeico e alcamidas presentes em E. purpurea, utilizando varios
detectores, tais como a espectrometria de massas e espectrofotometria no UV
(MANAYI et al., 2015).

N&o estdo disponiveis monografias para Echinacea purpurea na Farmacopeia
Brasileira 52 edicdo (2010). A Farmacopeia Americana 382 edicdo (2014) apresenta
diferentes monografias para a planta: Echinacea purpurea partes aéreas, Echinacea
purpurea raizes e extatos de Echinacea purpurea, que sédo constituidos de partes
aéreas, raizes ou a mistura destas. Nas monografias, € descrito um método por
CLAE-UV para quantificacdo de acido chicorico, acido caftarico e acido clorogénico,
com detector UV a 330 nm; coluna C18 de 4,6 mm x 25 cm, com esquema de
eluicdo em gradiente, em que a fase movel é constituida de acido fosférico 0,1% e
acetonitrila, fluxo de 1,5 mL/min e tempo de corrida 30 minutos. Além disso, é
descrito outro método por CLAE-UV para determinagdo de alcamidas calculadas
como acido dodecatetraenoico e isobutilamida, com condigbes cromatogréaficas
diferentes do primeiro método, devido as diferencas no comportamento quimico e

polaridade entre os dois grupos de marcadores.
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A Farmacopeia Europeia 92 edicdo (2016) também apresenta monografia para
partes aéreas e raizes de EP. As condi¢Bes cromatograficas para quantificacdo de
acido caftarico, chicorico e clorogénico se diferenciam daquelas propostas pela USP
38 apenas no esquema de eluicdo em gradiente, sendo a fase moével também
composta por acido fosforico 0,1% e acetonitrila, com tempo total de corrida de
20 min. O cromatograma apresentado nesta farmacopeia esta representado na
Figura 5, em que os picos 1, 2 e 3 representam respectivamente, os acidos
caftarico, clorogénico e chicérico, sendo que o segundo nem sempre estara presente

nas amostras.

Figura 5 - Cromatograma apresentado para o doseamento de marcadores vegetais
de Echinacea purpurea, segundo Farmacopeia Europeia 92 edicdo, 2016. (pico 1 =
acido caftarico, pico 2 = 4cido clorogénico e pico 3 = acido chicorico).
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Fonte: THE EUROPEAN PHARMACOPEIA 9.0 (2016).

Apesar de alguns artigos descreverem a quantificacdo de marcadores vegetais de
EP por CLAE com diferentes detectores, ndo foram encontrados métodos na

literatura para quantificacdo destes marcadores por CLUE.



32

1.2.2 Cromatografia a liquido de ultra eficiéncia

7

Na realizacdo de andlises de rotina, € importante considerar a velocidade,
sensibilidade e resolucdo cromatografica, mas também o custo de analise e a
manutencdo da coluna e do equipamento. E importante a escolha de fases méveis
adequadas, a lavagem cuidadosa do sistema e a aplicacdo de taxas de fluxo
adequadas as propriedades da coluna e do sistema cromatografico (NOVAKOVA et
al., 2006b).

Segundo Wren e colaboradores (2006), a demanda por métodos de analise rapidos
e com elevada eficiéncia tem crescido significativamente. Cada vez mais existe a
necessidade de utilizagcdo de métodos que permitam a determinacdo, com elevada

eficiéncia, de um grande numero de analitos, em um curto tempo de analise.

Embora a CLAE seja uma técnica confiavel muito bem estabelecida e seja adequada
ao controle da qualidade de produtos farmacéuticos, alguns fatores ainda podem ser
melhorados, uma vez que muitas vezes é uma técnica lenta devido a complexidade
de algumas das amostras farmacéuticas encontradas. Reduzir os tempos de
separacdo em CLAE sem reduzir a qualidade da separacdo requer uma maior
capacidade de analise por unidade de tempo. Embora a resolucdo entre analitos
individuais em uma amostra especifica possa ser aumentada pela melhoria da
seletividade ou retencdo, a melhor abordagem geral para aumentar o poder de

resolucdo € aumentar a eficiéncia de separacéo (WREN et al., 2006).

Uma opcéao para melhoria dos parametros de andlises € a cromatografia a liquido de
ultra eficiencia (CLUE), em que as particulas porosas constituintes da fase
estacionaria possuem diametro médio inferior a 2 ym (GUILLARME et al., 2006). O
cromatografo para CLUE foi especialmente concebido de modo a resistir a pressbées
mais elevadas do que na cromatografia liquida habitual. Nele, o sistema de injecéo
da amostra € caracterizado por ciclos rapidos e com volumes baixos, que em
conjunto contribuem para a velocidade e sensibilidade de andlise por CLUE
(NOVAKOVA et al., 2006a). O sistema cromatografico utilizado na CLUE suporta
pressdes de até 15000 psi (cerca de 1000 bar), € mais sofisticado e equipado com
detectores com menor tempo de resposta, maior taxa de aquisicdo de dados e

menor volume interno da célula de detecc¢do. Além disso, as tubulacdes devem ser
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de menor comprimento e diametro interno, reduzindo o alargamento de bandas por
efeito extracoluna (GUILLARME et al., 2006; WU et al., 2008).

Segundo NOVAKOVA et al. (2006a), as andlises realizadas por CLUE sdo muito
mais eficientes do que as realizadas por CLAE, com numeros muito mais elevados
de pratos tedricos e em menor tempo de corrida. Na prética, o uso do sistema CLUE
durante o desenvolvimento, validacdo e posterior aplicacdo de rotina subsequente

também significa redugdes significativas no consumo total de tempo e solventes.

MIRANDA e colaboradores (2015) compararam o tempo de execucao total de um
método desenvolvido em CLUE com a mesma analise em CLAE para quantificacao
simultanea de cloroquina e primaquina em comprimidos. A analise por CLUE foi feita
em metade do tempo da andlise por CLAE. Apesar de um tempo mais longo para o
reequilibrio de coluna ser necessario para o metodo CLUE, o tempo de execucao
total foi mais rapido e a taxa de fluxo da fase movel de CLUE foi menor do que o
método CLAE, obtendo-se a mesma eficiéncia cromatografica. Logo, promoveu-se
um consumo de solventes consideravelmente baixo, reduzindo o custo de analise e
demonstrando uma abordagem cromatografica mais ecologica para analises de
rotina (MIRANDA et al., 2015).

1.2.3 Comercializacdo e aspectos regulatorios

Os rizomas e raizes da Echinacea purpurea tem sido usados para fins medicinais,
assim como as partes aéreas frescas ou secas, podendo ser comercializados em
diversas formas, como tinturas, extratos etandlicos, cdpsulas, chas, comprimidos e

preparacdes para uso parenteral (BARNES et al., 2005).

7

No Brasil, a Echinacea Purpurea é comercializada principalmente em forma de
cépsulas contendo 200 a 300 mg de extrato seco, sendo utilizadas para diversas

indicacdes, como antiviral, ansiolitico e imunoestimulante, entre outras.

No entanto, de acordo com a ANVISA, o extrato de Echinacea purpurea é indicado

somente como preventivo e coadjuvante na terapia de resfriados e infec¢des do trato
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respiratério e urinério, sendo as demais aplicagbes consideradas de uso popular
(BRASIL, 2014). A venda das diversas formas farmacéuticas de Echinacea purpurea

no Brasil é livre, ndo sendo necesséria retencdo de prescricdo meédica.

No Brasil, a Instrugcdo Normativa n° 02, de 13 de maio de 2014, preconiza para
adultos a dose diaria de 13 a 36 mg da soma de acido caftarico e chicorico,
administrada por via oral (BRASIL, 2014).

Na Farmacopeia Europeia 92 edicdo, a indicacdo é de que haja o teor minimo de
0,1% da soma dos acidos caftarico e chicérico nas partes aéreas pulverizadas e
0,5% da soma dos mesmos &cidos na raiz pulverizada (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2016). Ja a Farmacopeia Americana 382 edicéo traz diferentes
indicacdes para os teores minimos da soma de acido chicérico e acido caftarico.
Para as partes aéreas pulverizadas, indicacao € de que haja o teor minimo de 1,0%
da soma dos &cidos caftarico e chicorico, e para a raiz pulverizada, minimo de 0,5%
da soma dos mesmos acidos. A mesma farmacopeia preconiza que o extrato seco
da planta apresente pelo menos 4,0% de fendis totais, calculados como a soma dos
acidos caftarico, chicérico e clorogénico (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA,
2014). Observa-se certa discrepancia nas especificacbes, uma vez que a
Farmacopeia Europeia 92 edicdo preconiza maior teor de marcadores nas raizes da
planta, enquanto a Farmacopeia Americana 382 edicdo descreve um maior teor nas

partes aéreas.

Manayi et al. (2015) sugeriram a padronizacdo de no minimo 3 mg/g para alcamidas
e no minimo 5 mg/g para o acido chicérico nos extratos de EP para a

comercializacéo.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antimicrobiana e imunomodulatéria e quantificar os
principais marcadores vegetais em extratos secos de Echinacea purpurea, por meio
do desenvolvimento e validagdo de método analitico por cromatografia a liquido de
ultra eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLUE-DAD).

1.3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar um método analitico por CLUE-DAD para quantificacdo de
acido chicorico, acido caftarico e acido clorogénico em extratos secos de
Echinacea purpurea.

e Avaliar a qualidade de extratos secos de Echinacea purpurea utilizados para
manipulacdo de capsulas por farmacias magistrais, empregando o método
validado.

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos secos de Echinacea purpurea,
por meio da realizacdo de testes bioldgicos in vitro, por microdiluicdo em caldo e
determinacao de concentracao inibitéria minima (CIM).

e Avaliar a atividade imunomodulatéria dos extratos secos de Echinacea purpurea,
por meio da realizacdo de testes bioldgicos in vitro de avaliacdo de fagocitose,

producédo de espécies reativas de oxigénio e taxa de proliferacao intracelular.
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CAPITULO II: AVALIAC}AO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E
IMUNOMODULADORA DE Echinacea purpurea
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2.1 MATERIAIS

2.1.1 Material quimico

e Extratos secos de Echinacea purpurea doados por farmacias magistrais,
provenientes dos fornecedores VivaFarma, Ely Martins e Florien;

e cloranfenicol Sigma-Aldrich®;

e itraconazol Sigma-Aldrich®;

e dimetilsulféxido (DMSO);

e agar Sabouraud;

e padréo de McFarland 0.5;

e corante azul de tripan e corante panotico;

e PBS e PBS/EDTA gelado;

e meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640;

e agar Sabouraud Dextrose (ASD);

e agar Batata Dextrose (ABD);

e agar Mueller-Hinton (MH);

e meio BHI (Brain Heart Infusion);

e solucao salina NaCl 0,9%;

e tween 20 0,1%;

e solucao de diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA);

e agua destilada.

2.1.2 Material biolégico

Cepas das bactérias: Salmonella entérica subespécie enterica sorovar
Typhimurium ATCC14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Escherichia
coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Acinetobacter baummani
ATCC19606, Staphylococcus aureus ATCC 33591, Klebsiella pneumonia ATCC
13882 e Shigella flexnelli ATCC 12022,
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e Cepas dos fungos: Cryptococcus gattii R265, Cryptococcus gattii ATCC 24065,
Cryptococcus neoformans H99, Cryptococcus neoformans ATCC 24067, Candida
albicans ATCC 18804, Aspergillus fumigatus (isolado clinico) e os dermatdfitos
Trichophyton inderdigitale ATCC 9533, Trichophyton rubrum ATCC 40051 e
Microsporum gypseum (isolado clinico).

e Células de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (8 a 12 semanas de vida)

em cultura.

Os microrganismos que ndo possuem numero de referéncia eram pertencentes a
Colecdo de Cultura de Microrganismos do Departamento de Microbiologia do
ICB/UFMG.

2.1.3 Equipamentos, instrumentos e materiais acessorios

e Espectrofotdmetro SHIMADZU® 160-A;

e microscopio 6ptico LM-LUX Leitz® ;

e camara de fluxo laminar QUIMIS®;

e agitador vortex MS1 Minishaker IKA®;

e fluorimetro (Synergy 2 SL Luminescence Microplate Reader; Biotek®);
e alca de inoculacéo descartavel;

e filtros de 0,22 ym;

e micropipetadores e respectivas ponteiras;
e microplacas de poliestireno com 96 pocos;
e seringas de 5 mL;

e tubos tipo Falcon, estéreis e ndo-estéreis;
e vidrarias de uso comum em laboratorio;

e placas de Petri;

e pérolas de vidro;

e laminulas circulares;

e pinga autoclavada;

e tubos Eppendorf®.
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2.2 METODOS

2.2.1 Obtencao dos extratos secos de Echinacea purpurea

A obtencéo dos extratos secos de Echinacea purpurea ocorreu por meio de doacdes
de farmacias magistrais. Foram contactadas 32 farmacias de manipulacdo em Belo
Horizonte e regido metropolitana. As farmacias foram localizadas via internet,
contactadas via telefone e aquelas que se disponibilizaram a fazer a doacdo do
extrato seco de Echinacea purpurea receberam uma cépia da carta de pedido de

doacdo.

2.2.2 Testes biologicos in vitro

2.2.2.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos secos de Echinacea

purpurea

Devido as escassas quantidades disponiveis das demais SQR, o marcador vegetal
de referéncia utilizado foi o acido clorogénico que, apesar de ndo ser um dos
marcadores vegetais da EP preconizados pela ANVISA, € um derivado do acido

cafeico assim como os acidos caftarico e chicorico.

As bactérias foram selecionadas para o teste observando-se o critério conhecido
como grupo ESKAPE. Esse grupo € formado por E-Enterobacter; S-Staphylococcus;
K- Klebsiella; A- Acinetobacter; P- Pseudomonas; E- Enterococcus. Entretanto, ndo
foi possivel realizer o teste em Enterobacter, por indisponibilidade de cepas. As
bactérias do grupo ESKAPE sdo de grande relevancia clinica por serem as que
apresentam conhecidamente maior resisténcia aos antimicrobianos de uso clinico.
Os fungos também foram selecionados de acordo com sua relevancia clinica. Além
disso, as cepas de fungos e bactérias foram selecionadas de acordo com a literatura
consultada para atividade antimicrobiana de EP e também de acordo com a

disponibilidade dos microrganismos no laboratério de Micologia do ICB/UFMG.
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A susceptibilidade dos microrganismos frente aos extratos secos de Echinacea
purpurea foi determinada segundo metodologia de microdiluicdo em caldo, em placa
de poliestireno de 96 pocos, conforme proposto pelos documentos M7-A9 para
bactérias, M27-A3 para leveduras e M38-A2 para fungos filamentosos, do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008a, 2008b e 2012).

Os in6culos das bactérias analisadas foram preparados a partir do crescimento das
amostras em BHI com incubacéo a 37 °C por aproximadamente 24 h. Padronizou-se
a concentracdo da suspensao bacteriana por meio da comparacédo da turbidez do
in6culo, em relacdo ao padrédo 0,5 da escala de MacFarland, em espectrofotbmetro
com leitura em 625 nm. O resultado da absorvancia deve estar entre 0,08 e 0,10,
equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL. Apds a padronizacéo, a suspensdo bacteriana foi
homogeneizada em vértex e diluida na proporgéao 1:50, seguida da diluicdo de 1:20,
ambas em caldo MH, para obtencé&o do ino6culo concentrado usado no teste entre
1,0 x 10° e 2,0 x 10° UFC/mL (CLSI, 2012).

As amostras de levedura foram previamente cultivadas em meio ASD por 48 h
(Cyrptococcus spp.) a temperatura de 35 °C. As colbnias coletadas foram
suspendidas em solucdo salina, colocadas em vortex por 15 segundos e, em
seguida, suas porcentagens de transmitancia foram determinadas em
espectrofotometro a 530 nm. Foram efetuadas diluicdes necessarias com solucéo
salina estéril, de maneira que fossem obtidas porcentagens de transmitancia entre
77 e 75%, gerando desse modo, suspensdes estoque com concentracdes finais de
1,0 a 5,0 x 10% UFC/mL, de cada fungo testado. A partir dessas suspensées, foram
preparadas suspensoes de trabalho de cada fungo, pela diluicdo de 1:50 seguido de
diluicdo de 1:20 da suspensao de trabalho em meio RPMI-1640, resultando em

suspensdes finais com concentracdo entre 5,0 x 10%2 e 1,0 x 103 UFC/mL.

As amostras de fungos filamentosos foram previamente cultivadas em agar Batata
Dextrose (ABD) por 7 dias a temperatura de 28 °C. Em seguida, as coldnias de
fungos foram cobertas com 5 mL de solucdo salina estéril acrescida de 1% de
Tween 80 para obtencdo de uma suspenséo. A suspenséo foi homogeneizada em
vortex e a mistura de fragmentos de conidios e hifas filtrada em filtro Whatman n° 40
(tamanho dos poros - 8 um), que reteve os fragmentos de hifas e permitiu apenas a

passagem de microconidios dos fungos filamentosos testados. As densidades das
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suspensdes foram ajustadas em espectrofotbmetro em 520 nm a uma transmitancia
de 70 a 72%, a qual corresponde a concentracdo de 2 a 4 x 108 UFC/mL (BARROS
et. al., 2007).

Para a realizacdo dos ensaios, primeiramente, foi preparada uma solugcdo aquosa
dos extratos secos de Echinacea purpurea, na concentracao de 10 mg/mL de extrato
seco. Em seguida, 205 pL da solucdo final de cada extrato solubilizado foram
adicionados aos respectivos tubos tipo Falcon contendo 4 mL de meio RPMI-1640.
ApoOs a adicdo, foram realizadas diluicdes sucessivas em 2 mL do respectivo meio,
gerando solugcbes com as concentracdes finais de 512, 256, 128, 64 e 32 ug/mL.
Para as analises referentes a avaliacdo antifungica, foram testadas todas as
concentragbes preparadas, enquanto para a avaliagdo antibacteriana foi testada a

concentragéo de 512 pg/mL.

Apoés as diluicdes, 100 uL das solucdes finais de cada concentracdo dos extratos
avaliados foram adicionadas nos pocos correspondentes de cada microplaca, ja
contendo 100 pL do respectivo meio de cultura, com excecdo de uma fileira pre-
definida em que n&o foi adicionado nenhum extrato para controle de crescimento
positivo de cada fungo a ser testado. As andlises foram realizadas em duplicata.
Itraconazol foi o antimicrobiano utilizado para o controle positivo de inibicdo e para o
controle negativo uma placa néo inoculada com microrganismos foi incubada nas

mesmas condicdes do teste.

Apés a preparacdo dos inoculos, 100 pL da suspensdo de trabalho de cada
microrganismo foram adicionados aos respectivos pocos das microplacas, em
duplicata. Por fim, as placas foram incubadas a uma temperatura de 28 °C para
fungos dermatdfitos e a 35 °C para 0s outros microrganismos. As leituras foram
realizadas apds 24 h para bactérias, 48 h para Aspergillus fumigatus, 72 h para
Cryptococcus spp. e 7 dias para fungos dermatofitos. Em seguida, os crescimentos
dos microrganismos foram comparados visualmente com o controle positivo utilizado
em cada microplaca, de maneira a determinar a CIM de cada extrato frente aos
microrganismos avaliados. Os valores de concentracdo inibitéria minima foram
determinados como a menor concentracao do extrato sem crescimento aparente do
microrganismo quando comparado ao controle positivo de crescimento por analise

visual.
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2.2.2.2 Avaliagdo da atividade imunomoduladora dos extratos secos de
Echinacea purpurea

Inicialmente, foi realizada uma triagem das concentracdes dos extratos de EP para
os testes de imunomodulag&o. Avaliou-se a viabilidade celular dos macréfagos por
meio do teste de reducdo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina), no qual as células (macréfagos) foram colocadas em presenca do MTT
e do extrato seco de EP na concentracdo avaliada. Basicamente, células viaveis
com metabolismo ativo convertem o reagente MTT em um produto de coloragéo roxa
(formazan), enquanto células mortas ndo s@o capazes de realizar essa conversao.
Dessa forma, foi possivel avaliar se o extrato seco de Echinacea purpurea estaria ou
nao inviabilizando os macrofagos. As concentracdes de 10 e 100 pg/mL de extrato
seco em agua foram selecionadas, por ndo causarem diminui¢cdo da viabilidade dos

macréfagos a serem utilizados no teste de imunomodulacéo.

Com as concentragOes ideais definidas, foram feitos testes in vitro para avaliar o
potencial dos extratos de Echinacea purpurea em estimular a capacidade dos
macroéfagos fagocitarem o fungo Cryptococcus gatti. Este fungo foi selecionado por
ja ser utilizado em um modelo para avaliacdo de atividade imunomodulatéria no
Laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, onde os

experimentos foram realizados.

Para realizacéo dos testes, células de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (8 a
12 semanas de vida) foram removidas. Para a diferenciacdo de macrofagos
derivados da medula 0ssea, as células foram ressuspensas em meio RPMI 1640
suplementado com 20% de SFB (Soro Fetal Bovino) e submetidas a 30% de
sobrenadante de cultura de células L-929, que contém quantidade significativa de
Fator Estimulante de Colénias de Macrofagos, um fator de crescimento essencial na
diferenciacdo de células progenitoras a macrofagos. O protocolo do estudo foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG), sob numero 34/2016.

Também foi avaliada a capacidade do extrato em alterar a producdo de espécies

reativas de oxigénio para controle da infeccdo com o fungo, e a taxa de proliferacao
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intracelular do fungo Cryptococcus gatti, apdés a fagocitose por macréfagos, na

presenca de extratos secos de Echinacea purpurea.

2.2.2.2.1 Fagocitose in vitro, producdo de espécies reativas de oxigénio e taxa
de proliferacao intracelular

Cultivou-se C. gatti em meio Agar-Sabouraud por 48 horas. Em seguida, foi
preparada uma suspensao fungica com a massa celular de C. gatti em PBS e a
contagem celular foi realizada em camara de Neubauer com azul de Trypan para

padronizacdo do inoculo.

Para o ensaio de fagocitose e para a determinacdo da Taxa de Proliferacao
Intracelular (do inglés Intracellular Proliferation Rate - IPR), foram utilizadas placas
de 24 pocos. Primeiramente, no fundo de cada poco da placa, foram adicionadas
laminulas circulares estéreis (13-16 mm). Os macrofagos foram adicionados nas
placas, com volume final de 500 pL, na concentracdo de 2 x 10° cel/mL.

Para infeccdo dos macréfagos com o fungo, as leveduras viaveis de C. gatti foram
ajustadas para 0,4 x 10° células/mL (propor¢do 1:5 de leveduras em relagédo aos
macréfagos) e adicionadas a cultura de macrofagos nas placas. Foram feitos dois
controles: um deles apenas com a suspensdo de macréfagos e outro com a

suspensao de macrofagos infectados com C. gattii sem tratamentos.

Em metade dos pocos, foi adicionada solucdo do extrato seco de Echinacea
purpurea na concentracdo de 10 pg/mL e na outra metade, uma concentracdo de
100 pg/mL do mesmo extrato, para que ambas as concentracdes e suas respectivas
respostas fossem avaliadas. As placas foram incubadas a 37 °C, com atmosfera de
5% COs.

Para o ensaio de fagocitose, as laminulas foram cuidadosamente retiradas 24 h
apos infecgéo, lavadas em PBS estéril para a remocdo do sobrenadante, secas,
fixadas com metanol gelado, montadas em laminas e coradas com o corante
Pandtico (10 segundos cada reagente). A contagem dos macrofagos (®) foi
realizada por meio de microscopia 6ptica e a capacidade fagocitica foi expressa pelo

percentual de macré6fagos com fungo internalizado.
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Para investigar a capacidade dos macréfagos em controlar a proliferacdo fungica
apos fagocitose, obtendo a taxa de proliferacéo intracelular do fungo, nos tempos de
3 e 24 h apos infeccdo, cada poco foi lavado com PBS para remoc¢do de fungo
extracelular, ou seja, das leveduras nao internalizadas. Em seguida, as células
foram lisadas utilizando 200 pL de agua destilada estéril aquecida para recuperacao
do fungo intracelular. Cada placa foi incubada a 37 °C por 30 min para lise total das
células. Apos o periodo de incubacéo, 50 pL do lisado foi coletado e plaqueado em
ASD para determinagdo do numero de UFC. Quanto menor o numero de UFC
recuperado, maior a capacidade do macréfago de controlar a proliferacdo celular do
fungo estudado. A taxa de proliferacdo intracelular foi calculada pela divisdo do
namero (UFC) de leveduras intracelulares em 24 horas (t 24h) pelo numero (UFC)
inicial de leveduras intracelulares em 3 horas (t 3h).

Para o ensaio de quantificacdo de espécies reativas de oxigénio, os macrofagos
foram plaqueados em placas de 96 pocos, com volume final de 100 pL, na mesma
concentragdo utilizada para os testes de fagocitose e taxa de proliferacédo
intracelular (2 x 10° células/mL). As células permaneceram em repouso overnight.
Para infeccdo dos macrofagos com o fungo, as leveduras viaveis foram ajustadas
para 0,4 x 10° células/mL e adicionadas a cultura de macréfagos, na proporcéo de
1:5. Foram feitos dois controles: um deles apenas com a suspensdo de macréfagos
e outro apenas com a suspensao de C. gattii sem tratamentos. Em seguida, foi
colocada na metade dos pocos solucdo de extrato seco de Echinacea purpurea a
uma concentracao de 10 pg/mL e na outra metade, uma concentracédo de 100 pg/mL
do mesmo extrato. As placas foram incubadas a 37 °C, com atmosfera de 5% COq,

por 3 e 24 horas.

Para quantificacdo de espécies reativas de oxigénio, foram adicionados nos poc¢os
10 pL da solucdo de solucdo de diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) apos
periodo de incubacdo. DCF-DA ndo é uma substancia fluorescente, mas na
presenca de espécies reativas de oxigénio, este reagente € oxidado e torna-se verde

fluorescente.
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Nos tempos previstos, as placas foram lidas no fluorimetro. Os dados foram
expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia. Os resultados foram
estatisticamente comparados pelo software GraphPad Prism® Statistical Software

5.0, versao para Macintosh.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Obtencao dos extratos secos de Echinacea purpurea

ApOs contato com 32 farmacias magistrais, foram obtidas 6 amostras de extratos
secos de Echinacea purpurea. Muitas das farméacias possuiam o extrato seco de EP
em seu catalogo, porém estavam com o produto em falta. Mais da metade das

farmacias comercializavam o produto.

Caracteristicas dos seis extratos obtidos estdo disponibilizadas na Tabela 2. Vale
ressaltar que os dados foram extraidos dos laudos enviados pelos fornecedores das
amostras, excetuando-se as amostras 3, 5 e 6, que nao possuiam laudo e tiveram
suas caracteristicas descritas de acordo com observa¢cdes de seu aspecto fisico.
Dentre as amostras que possuiam laudo, todas apresentavam suas caracteristicas
em conformidade em relacdo as especificacées dos fornecedores da matéria-prima,

porém a amostra 2 se mostrava fora do prazo de validade.

Nas amostras 2, 3 e 5, observou-se formacdo de grumos apOs aproximadamente
trés meses de armazenamento, em condicfes idénticas as demais amostras
(embalagem escura, vedada com Parafilm® e em dessecador). O uso das amostras
2 e 5 para o estudo ainda era possibilitado por meio da raspagem do corpo sélido
formado, pulverizando-o. Ja o extrato 3 se tornou uma massa solida rigida e de

coloracdo escura, sendo excluida dos testes realizados.
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Tabela 2 - Caracteristicas das amostras de extrato seco de Echinacea purpurea obtidas de farmacias magistrais.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
Data de Fevereiro/2018 Setembro/2016 . Setembro/2017 s s
validade
Partes Folha, caulee Folha, caule e .
- . . - Raiz - -
utilizadas raiz raiz
TR T Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura
Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
Pé fino, Pé6 fino e
higroscoépico, higroscépico, Po fino, livre Po fino, livre P6 fino, livre Pa fino, livre
Descricéao livre de livre de de particulas de elementos de particulas de particulas
particulas particulas estranhas estranhos estranhas estranhas
estranhas estranhas
Cor PR FEE & PRI FENE & Marrom Marrom Marrom Pardo
pardo pardo

Sabor e odor

Solubilidade

Doseamento

Caracteristicos

Parcialmente
solavel em
agua e
insolGvel em
etanol
Taninos totais
(polifenois) =
1,5%

Caracteristicos

Parcialmente
solavel em
agua e
insolGvel em
etanol

Taninos totais
2 15%

Caracteristicos

Caracteristicos

90% soluvel
em agua

Teor de
polifenois > 4,0
%

Caracteristicos

Caracteristicos
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2.3.2 Testes bioldgicos in vitro

2.3.2.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana dos extratos secos de Echinacea

purpurea

Os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos secos de EP e
do padrao de acido clorogénico em relacdo a diferentes cepas de bactérias e fungos
se encontram na Tabela 3. De acordo com os dados obtidos, nenhum dos extratos
foi capaz de inibir o crescimento das cepas das bactérias testadas.

Tabela 3 - Avaliagéo do crescimento de microrganismos na presenga de 512 pg/mL
de Echinacea purpurea.

] ] Amostras de Echinacea purpurea ACI
Microrganismos
1 2 4 5 6
Acmetobac?_er + + + + + +
baumannii
Enteroco_ccus + + + + + +
faecalis
Escherichia coli A A s s + +
KIebS|eII_a + + + + + +
pneumoniae
Pseudo_monas + + + + + +
aeruginosa
Salmonella enterica + + + + + +
Shigella flexneri 4 1 + + + +
Staphylococcus + + + + + +
aureus
Aspe_zrglllus 4 + + + + _
fumigatus
Candida albicans + + + + + _
Cryptococcus _ _ _ _ _ _
neoformans

(+): houve crescimento microbiano; (-): houve inibicao do crescimento microbiano
ACI = Acido Clorogénico

Foi observada uma possivel atividade antifungica dos extratos, em relacdo a
Cryptococcus neoformans, de forma que testes complementares foram realizados

para determinacao da CIM dos extratos frente a diferentes cepas de fungos.
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A leitura dos testes foi realizada pela observacgao visual da inibicdo de crescimento
em cada poco e comparada com o crescimento observado no po¢o do controle
positivo (CLSI, 2008). Para os compostos estudados, a CIM foi considerada a menor
concentracdo que inibiu 100% do crescimento microbiano apdés o tempo de

incubacao, por analise visual.

Como controle positivo de inibicdo de crescimento foi utilizado o antifungico
itraconazol em concentragdes seriadas entre 16 e 0,015 pg/mL, sendo considerada
a CIM como sendo a menor concentracdo capaz de inibir 100% do crescimento
fangico (CLSI, 2008).

Como demonstrado na Tabela 4, as amostras 1, 2, 5 e 6 ndo foram capazes de inibir
0 crescimento de nenhuma das linhagens de fungos empregados no teste, em

nenhuma das concentracdes examinadas.

Tabela 4 - Determinacédo da CIM para diferentes cepas de fungos, em ug/mL, de

amostras de extratos secos de Echinacea purpurea.

. . Amostra de extrato seco de EP
Microrganismos

1 2 4 5 6 ACI

C. gattii R265 >512 >512 512 >512 >512 512

C. gattii ATCC 24065 >512 >512 512 >512 >512 256

C. neoformans H99 >512 >512 512 >512 >512 512

C. neoformans ATCC 24067 >512 >512 512 >512 >512 512

Trichophyton Qggsrdlgltale ATCC 5512 >512 >512 >512 >512 512

Trichophyton rubrum ATCC 40051 >512 >512 >512 >512 >512 512

Microsporum gypseum >512 >512 >512 >512 >512 512
ACI = Acido Clorogénico

O extrato seco 4, por sua vez, apresentou CIM de 512 ug/mL para todas as cepas
de Cryptococcus sp. De acordo com o laudo do fornecedor e com os resultados do
doseamento descritos no Capitulo Ill, a amostra 4 foi a que apresentou maior teor
dos marcadores vegetais. Isso pode justificar a maior atividade antifingica desta
amostra, comparada as outras. Além disso, dentre as amostras com procedéncia
conhecida, a amostra 4 era a Unica composta apenas pela raiz da planta, enquanto

as outras eram compostas por partes aéreas, ou mistura de partes aéreas e raizes.
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O acido clorogénico apresentou CIM de 512 ug/mL para seis das sete cepas de
microrganismos testadas e de 256 ug/mL para uma delas, C. gattii ATCC 24065.
Esse derivado do &cido cafeico, assim como os demais, possuem inumeras
atividades biolégicas, tal como a antimicrobiana (ADOLPHO, 2012). Além disso,
Kong e colaboradores (2017) demonstraram que o &cido clorogénico € capaz de
reduzir a formacdo de biofilme pelo fungo Aspergillus fumigatus, revelando seu
potencial efeito antifingico. Os resultados do presente estudo mostraram que, de
fato, o acido clorogénico foi capaz de inibir o crescimento de Cryptococcus gatti em

teste. Entretanto, 0 mesmo nao apresentou efeito contra o crescimento bacteriano.

As amostras analisadas ndo apresentaram atividade contra bactérias, ao contrario
do elevado efeito antibacteriano de uma preparacdo de EP, em extrato etandlico de
equinacea, com 65% de partes aéreas e 5% de raiz em concentragao de 160 ug/mL,
demonstrado pelos estudos de Sharma et al. (2010). J& no presente estudo, 0s
extratos secos de EP foram testados na concentracédo de 512 ug/mL, de forma que

esperava-se uma resposta antibacteriana maior.

A diferenca na atividade antimicrobiana das amostras testadas no presente estudo e
aquelas dos artigos analisados pode estar relacionada com a forma de extracdo,
solventes utilizados para a obtencdo do extrato ou até mesmo da parte da planta
utilizada, uma vez que os laudos das amostras coletadas em farmacias magistrais
ndo apresentam 0s percentuais que representam cada parte da planta no extrato.
Além disso, os laudos nao informavam qual foi o solvente utilizado para a extracao,

enquanto Sharma et al. (2010) utilizam extrato etandlico.

Tradicionalmente, a Echinacea purpurea é utilizada no tratamento de infec¢des,
entretanto, o efeito antibacteriano ndo foi comprovado no presente trabalho. Pode
ser que a planta in natura apresente este efeito, mas os extratos secos analisados
ndo, em virtude dos fatores previamente mencionados, como forma de extracdo e

solventes utilizados.
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2.3.2.2 Avaliagdo da atividade imunomoduladora dos extratos secos de
Echinacea purpurea

2.3.2.2.1 Fagocitose in vitro

O indice fagocitico foi calculado como percentual de macr6fagos com leveduras
internalizadas, em relacdo ao numero total de macréfagos. Os resultados dos testes
de fagocitose foram avaliados no tempo de 24 h de incubacdo das placas, por meio

de microscopia Optica, e estdo dispostos no grafico a seguir.

Figura 6 - Avaliagéo do indice de fagocitose na presenca de Echinacea purpurea, em
24 h.

B
Lh
]

indice de Fagocitose %

D' T T
N - - N < S - Gy

R RN N

‘::-'h ‘fc;} ‘&-rl" ‘fc;:t" ‘::-l-h ‘fc;:b "::--bI ,L'h
Concentragdes das amostras em pg/mL

®Cg = macrofagos infectados com Cryptococcus gatti; E1-10 e E1-100 = amostra 1 nas
concentracdes de 10 pyg/mL e 100 ug/mL, respectivamente; E2-10 e E2-100 = amostra 2
nas concentra¢des de 10 yg/mL e 100 yg/mL, respectivamente; E4-10 e E4-100 = amostra
4 nas concentracbes de 10 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente; E5-10 e E5-100 =
amostra 5 nas concentragdes de 10 pg/mL e 100 pyg/mL, respectivamente.
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Foram comparadas, através do teste de comparagdo mdultipla de Tukey, as
respostas dos macrofagos infectados com Cryptococcus gatti (¢ Cg) na presenca
das duas concentracfes de EP utilizadas: 10 e 100 ug/mL dos diferentes extratos

testados. Os resultados sé&o apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Comparagdo estatistica entre os indices de fagocitose na presenca de
Echinacea purpurea, em 24h.

Diferenga estatisticamente

Comparacdes Diferenca média R
significativa
E1-10 pg/mL vs. E1 — 100 pg/mL -3 N&o
E2 — 10 pg/mL vs. E2 — 100 pg/mL -4,25 N&o
E4 — 10 pg/mL vs. E4 — 100 pg/mL -5 N&o
E5-10 pg/mL vs. E5 - 100 pg/mL -16,5 SIM
® Cg vs. E5 - 100ug/mL -12,17 SIM

®Cg = macrofagos infectados com Cryptococcus gatti;

E1-10 e E1-100 = amostra 1 nas concentracdes de 10 pg/mL e 100 ug/mL, respectivamente;
E2-10 e E2-100 = amostra 2 nas concentracdes de 10 pyg/mL e 100 ug/mL, respectivamente;
E4-10 e E4-100 = amostra 4 nas concentracdes de 10 ug/mL e 100 ug/mL, respectivamente;
E5-10 e E5-100 = amostra 5 nas concentracdes de 10 ug/mL e 100 ug/mL, respectivamente.

Analisando a tabela com o tratamento estatistico comparativo, pode-se observar que
somente o indice da fagocitose estimulada pela amostra 5, na concentracdo de
100 pg/mL, teve diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao indice de
fagocitose ocorrido em macréfagos infectados, sem tratamento com o extrato da
planta. Também houve diferenca estatisticamente significativa comparando-se 0s
indices de fagocitose ocorridos com as concentracdes de 10 e 100 pg/mL.
Demonstrando assim, que a amostra 5 em maior concentracdo pode estimular a
fagocitose in vitro nos testes realizados de forma mais pronunciada e

dosedependente.

2.3.2.2.2 Producdao de espécies reativas de oxigénio

Os resultados dos testes que avaliariam os efeitos da Echinacea purpurea no
estimulo da producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) foram avaliados nos
tempos de 3 e 24 h de incubacdo das placas, em fluorimetro, e estdo dispostos na

Figura 7, na qual sdo demonstrados os numeros de Unidades Arbitrarias (UA) de
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fluorescéncia para cada uma das concentracbes e amostras analisadas. Quanto

maior a fluorescéncia observada, maior a producdo de espécies reativas de
oxigénio.

Figura 7 - Avaliagdo da producéo de espécies reativas de oxigénio na presenca de
Echinacea purpurea.
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® = macréfagos; ®Cg = macréfagos infectados com Cryptococcus gatti; E1-10 e E1-100 =
amostra 1 nas concentra¢des de 10 yg/mL e 100 yg/mL, respectivamente; E2-10 e E2-100
= amostra 2 nas concentracdes de 10 pyg/mL e 100 pg/mL, respectivamente; E4-10 e E4-
100 = amostra 4 nas concentracdes de 10 yg/mL e 100 pg/mL, respectivamente; E5-10 e
E5-100 = amostra 5 nas concentragdes de 10 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente.

Comparando-se o0 grupo de macréfagos infectados na auséncia de EP e na
presenca de extratos secos de EP, pode-se observar que o extrato estimula o

aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, de forma dosedependente.
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Ou seja, a producdo de ERO pode ser relacionada a concentracdo do extrato no

meio.

Comparou-se por meio do teste de Tukey as respostas das células nas duas
concentragdes de EP utilizadas: 10 e 100 pg/mL dos diferentes extratos testados. Os
resultados sé&o apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 — Comparacdo estatistica da producédo de espécies reativas de oxigénio em
3 h na presenca de Echinacea purpurea em meio INFECTADO por C. gatti, entre as
diferentes concentracfes de cada extrato de EP.

Diferenca estatisticamente

Comparacoes Diferenca média significativa
®vs. d Cg -33 Nao
®vs. E110 -45,38 N&o
@ vs. E1 100 -158,2 SIM
®vs. E2 10 -62,43 N&ao
@ vs. E2 100 -200,8 SIM
® vs. E4 10 -47,63 N&ao
@ vs. E4 100 -357,4 SIM
@ vs. E5 100 -63,23 Nao
@ vs. E5 100 -120,4 SIM
® Cgvs.E110 -12,38 Nao
® Cgvs.E1100 -125,2 SIM
® Cgvs.E210 -29,43 Nao
® Cgvs.E2100 -167,8 SIM
® Cgvs.E410 -14,63 Nao
@ Cgvs. E4 100 -324,4 SIM
® Cgvs. E5 100 -30,23 Nao
@ Cgvs. E5100 -87,43 SIM
E110vs. E1 100 -112,9 SIM
E2 10 vs. E2 100 -138,4 SIM
E4 10 vs. E4 100 -309,8 SIM
E5 10 vs. E5 100 -57,2 Nao

@ = macrdéfagos; Cg = macrdfagos infectados com Cryptococcus gatti; E1-10 e E1-100
= amostra 1 nas concentracdes de 10 ug/mL e 100 pg/mL, respectivamente. E2-10 e E2-
100 = amostra 2 nas concentragdes de 10 uyg/mL e 100 pg/mL, respectivamente. E4-10 e
E4-100 = amostra 4 nas concentracdes de 10 uyg/mL e 100 pyg/mL, respectivamente. E5-
10 e E5-100 = amostra 5 nas concentragfes de 10 ug/mL e 100 yg/mL, respectivamente.
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Tabela 7 — Comparagéo estatistica da producédo de espécies reativas de oxigénio em
24h na presenca de Echinacea purpurea em meio INFECTADO por C. gatti, entre as
diferentes concentracfes de cada extrato.

Diferenga estatisticamente

Comparacoes Diferenca média significativa
®vs. d®Cg 244.7 N&o
®vs. E110 22,38 N&o
® vs. E1 100 -354,2 N&o
®vs. E210 -25,23 N&o
@ vs. E2 100 -573,4 SIM
® vs. E4 10 -108,2 N&o
@ vs. E4 100 -1096 SIM
@ vs. E5 100 -67,83 N&o
@ vs. E5 100 -839,4 SIM
® Cgvs.E110 -222.3 Nao
@ Cg vs. E1 100 -598,9 SIM
® Cgvs.E210 -269,9 N&ao
@ Cg vs. E2 100 -818,1 SIM
® Cgvs.E410 -352,9 N&ao
® Cg vs. E4 100 -1341 SIM
@ Cgvs. E5100 -312,5 N&ao
@ Cg vs. E5 100 -1084 SIM
E110vs. E1100 -376,6 Nao
E2 10 vs. E2 100 -548,2 SIM
E4 10 vs. E4 100 -987,6 SIM
E5 10 vs. E5 100 -771,6 SIM

& = macréfagos; ®Cg = macréfagos infectados com Cryptococcus gatti; E1-10 e E1-100 =
amostra 1 nas concentra¢des de 10 yg/mL e 100 yg/mL, respectivamente. E2-10 e E2-100
= amostra 2 nas concentracdes de 10 pyg/mL e 100 pg/mL, respectivamente. E4-10 e E4-
100 = amostra 4 nas concentracdes de 10 yg/mL e 100 pyg/mL, respectivamente. E5-10 e
E5-100 = amostra 5 nas concentra¢des de 10 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente.

Analisando-se o0s testes estatiticos de comparacdo entre os extratos e suas
respectivas concentracdes, pode-se obervar gue nos meios infectados com C. gatti,
no tempo de 3 h, todas as amostras na concentracdo de 100 ug/mL apresentaram
diferenca significativa na producdo de espécies reativas de oxigénio, quando
comparadas com os macrofagos infectados na auséncia de extratos de EP. Nas
comparacgdes entre concentracées, somente a amostra 5 ndo apresenta diferenca

estatisticamente significativa na producéo de espécies reativas de oxigénio.
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No tempo de 24 h para os meios infectados com C. gatti, todas as amostras na
concentracdo de 100 pg/mL também apresentaram diferenca significativa na
producdo de espécies reativas de oxigénio, quando comparadas com os macréfagos
infectados na auséncia de extratos de EP. Nas comparacdes entre concentracoes,
somente a amostra 1 ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa na

producdo de espécies reativas de oxigénio.

Comparando-se os macrofagos nao infectados sem tratamento, com os macrofagos
nao infectados e tratados com Echinacea purpurea, tanto no tempo de 3 h quanto no
tempo de 24 h, nenhum dos extratos na concentracdo de 10 ug/mL foi capaz de
aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio. JA na concentracdo de
100 pg/mL, mesmo nos meios nao infectados, houve aumento da producédo de

espécies reativas de oxigénio no caso dos extratos secos 1, 2 e 4.

Logo, pode-se observar que ha influéncia positiva dos extratos testados na producao
de espécies reativas de oxigénio e que esse efeito € diretamente relacionado a
concentragdo dos extratos secos de Echinacea purpurea, ou seja, dosedependente.
Uma vez que as ERO facilitam a resolucdo de infec¢bes, verificou-se um potencial
da Echinacea purpurea como adjuvante na modulacdo da resposta imunoldgica, de
forma a auxiliar na eliminacdo do microrganismo apés a infeccdo. Estes resultados
sdo condizentes com Fonseca e colaboradores (2014), que demonstraram que 0S
compostos presentes nos extratos secos de Echinacea purpurea tem a capacidade
de estimular o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, inibindo o

crescimento de fungos em testes in vivo.

2.3.2.2.3 Efeito na taxa de proliferacéo intracelular

Os resultados dos testes de taxa de proliferacéo intracelular in vitro foram avaliados
nos tempos de 3 e 24 h de incubacédo das placas, por meio da contagem do nimero
de UFC nos dois tempos. A taxa de proliferacdo intracelular € dada pela razdo entre
0s numeros de unidades observadas nos tempos de 24 e 3 h. Na Figura 8 é

possivel observar o grafico que representa essa razao.



57

Figura 8 — Razédo 24h/3h da taxa de proliferacao intracelular de C. gatti em
macrofagos, na presenca de extratos secos de Echinacea purpurea.

Razao 24/3

UFC/ mL

Concentragbes das amostras em pg/mbL

®Cg = macrofagos infectados com Cryptococcus gatti; E1-10 e E1-100 = amostra 1 nas
concentracbes de 10 ug/mL e 100 pg/mL, respectivamente. E2-10 e E2-100 = amostra 2
nas concentra¢des de 10 yg/mL e 100 yg/mL, respectivamente. E4-10 e E4-100 = amostra
4 nas concentracbes de 10 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente. E5-10 e E5-100 =
amostra 5 nas concentragdes de 10 yg/mL e 100 pg/mL, respectivamente.

Para avaliar a significancia estatistica dos resultados obtidos, foram comparadas
através do Teste de Tukey as respostas das células nas duas concentracfes de
extratos de EP utilizadas: 10 e 100 pg/mL. Os resultados sdo apresentados na

Tabela 8.
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Tabela 8 - Comparagdo estatistica entre as taxas de proliferacdo intracelular em
diferentes concentragcfes de extrato de Echinacea purpurea.

Diferenca
Comparacodes Diferenca média estatisticamente
significativa
® Cgvs.E1-10 -5,481 Nao
® Cgvs.E1-100 -4,125 Nao
® Cgvs.E2-10 -0,691 Nao
® Cgvs.E2-100 -16,45 N&o
® Cgvs.E4-10 0,9662 Nao
® Cgvs. E4 - 100 -2,259 N&o
® Cgvs.E5-10 -0,6111 Nao
® Cg vs. E5 - 100 -52,71 SIM
E1-10vs. E1-100 1,356 Nao
E2-10vs. E2 -100 -15,76 Nao
E5-10vs. E5 - 100 -52,1 SIM

®Cg = macrofagos infectados com Cryptococcus gatti; E1-10 e E1-100 = amostra 1 nas
concentracfes de 10 yg/mL e 100 ug/mL, respectivamente. E2-10 e E2-100 = amostra 2
nas concentracdes de 10 ug/mL e 100 pg/mL, respectivamente. E4-10 e E4-100 =
amostra 4 nas concentracdes de 10 ug/mL e 100 pg/mL, respectivamente. E5-10 e E5-
100 = amostra 5 nas concentrac6es de 10 yg/mL e 100 ug/mL, respectivamente.

Uma vez que quanto menor o numero de UFC recuperado e quanto menor a razao
24 h/3 h, maior a capacidade fungicida do macrofago, pode-se observar pela analise
da Figura 11, que a amostra 4 em concentracdo de 10 ug/mL foi a que mais
estimulou a capacidade fungicida do macrofago. No entanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre a referida amostra e as demais, nem mesmo
entre a amostra 4 e os macréfagos infectados na auséncia de EP, concluindo-se que
a taxa de proliferacao intracelular ndo é significativamente alterada pelos extratos de

Echinacea purpurea.

Os testes realizados para avaliacdo da atividade imunomodulatéria sdo interligados
e complementares, visto que a taxa de proliferacdo intracelular € consequéncia da
fagocitose e da producdo de espécies reativas de oxigénio. Nos experimentos
realizados, verificou-se que os extratos secos de EP foram capazes de estimular a
fagocitose do fungo pelos macréfagos e aumentar a producdo de espécies reativas

de oxigénio por macréfagos infectados por C. gatti, de forma dosedependente.
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Apesar da taxa de proliferacéo intracelular do fungo nao ter sido significativamente
alterada, pode-se comprovar a atividade imunomodulatéria dos extratos de EP
avaliados, sendo este um mecanismo importante para combate as infeccbes

microbianas.

A partir dos testes bioldgicos realizados, é possivel inferir que o provavel mecanismo
pelo qual a Echinacea purpurea é eficaz para o tratamento de infeccbes seria um
mecanismo indireto, principalmente pela ativacdo do sistema imunoldgico, atuando
em diferentes vias existentes. O efeito antimicrobiano direto parece ser menos
pronunciado, uma vez que néo foi observada atividade antibacteriana significativa e
apenas leve atividade antifingica, contra as cepas avaliadas e nas condi¢cdes dos

testes.
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3 CAPITULO Ill: DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE METODO ANALITICO
PARA QUANTIFICAQAO DE MARCADORES VEGETAIS EM EXTRATOS SECOS
DE Echinacea purpurea
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3.1 MATERIAIS

3.1.1 Material quimico

Extratos secos de Echinacea purpurea doados por farmacias magistrais,

provenientes dos fornecedores VivaFarma, Ely Martins e Florien;

e substancias quimicas de referéncia (SQR) dos acidos caftarico, chicorico e
clorogénico, todas da marca Sigma-Aldrich®;

e reagentes grau cromatografico: acetonitrila, metanol, acido férmico;

e reagentes grau analitico: acido aceético e acido trifluoroacético;

e Aagua destilada e deionizada em sistema Milipore®.

3.1.2 Equipamentos, instrumentos e materiais acessorios

e Balanca analitica Startorius BP 221D;

e coluna cromatografica Cis ZORBAX Eclipse Plus (2,1 x 50 mm; 1,8 um);

e sistema CLUE-UV WATERS UPLC® ACQUITY com detector DAD, autoinjetor,
forno de coluna, e bomba binéaria, conectado ao software Empower Pro 2;

e pHmetro Metrohm 827;

o refrigerador Consul 240;

e ultrassom BRANSON 1510;

e purificador de agua Millipore® Direct-Q 3UV com filtro de 0,22 um;

e pipetas automaticas calibradas marca BRAND;

o filtros de celulose regenerada 0,22 pm;

e Vvidrarias de uso comum em laboratério.
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3.2 METODOS

3.2.1 Desenvolvimento de método analitico por CLUE-DAD para quantificacéo

de marcadores vegetais nos extratos secos de Echinacea purpurea

Por meio de adaptac6es dos métodos de quantificacdo dos marcadores vegetais de
EP preconizado pela Farmacopeia Americana 382 edicdo e pela Farmacopeia
Europeia 92 edicdo, de consultas a literatura disponivel sobre a planta e de andlises
experimentais, foram determinadas as condi¢fes cromatograficas ideais para melhor
resolucdo dos picos referentes aos marcadores vegetais estudados (acido caftarico,

acido chicorico e acido clorogénico).

As analises foram realizadas por meio da CLUE, utilizando o sistema de
cromatografia a liquido de ultra eficiéncia WATERS UPLC® ACQUITY com detector
DAD, autoinjetor, forno de coluna, e bomba binaria. Utilizou-se coluna
cromatografica ZORBAX Eclipse Plus Cis com dimensbes de 2,1 x 50 mm e
tamanho de particulas de 1,8 um. Os dados foram coletados e processados pelo

software Empower Pro 2.
Foram avaliadas as seguintes condicoes:

e comprimento de onda para deteccdo no UV: além das analises feitas no
comprimento de onda de 330 nm, como estabelecido pelas farmacopeias
americana e europeia, todo o espectro na regido do ultravioleta (200-400 nm) foi
analisado, para estabelecer qual seria 0 melhor comprimento de onda para
identificacdo e quantificacdo dos marcadores;

e composicdo da fase movel (FM): foram testadas diversas proporcdes da mistura
entre 0s solventes organicos acetonitrila e metanol, e os &cidos acético,
trifluoroacético e formico diluidos em agua, os mais utilizados para a referida
analise nas farmacopeias e literaturas consultadas;

e forma de elui¢do: foram analisadas as elui¢cdes isocratica, na qual a for¢a da fase
moével se mantém constante durante toda a corrida, e em gradiente, onde tal
forca é alterada ao longo do tempo de andlise, devido altera¢cdes na composicéo
da FM,;
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e fluxo da fase movel;
e volume de injecao;
e tempo de corrida;

e temperatura da coluna.

Para o preparo da solucdo estoque padréo, pesou-se, exatamente, cerca de 1,6 mg
de acido caftarico e 0,48 mg de acido chicérico, transferindo-se quantitativamente
para baldo volumétrico de 10 mL. Para o acido clorogénico, pesou-se, exatamente,
cerca 3,0 mg de &cido clorogénico SQR, transferiu-se quantitativamente para um
baldo volumétrico de 25 mL, e completou-se o volume com agua. Desta solucdo de
acido clorogénico, transferiu-se 1 mL para baldo o volumétrico de 10 mL em que ja
se encontravam 0s outros padrdes, e completou-se o volume com agua. Obteve-se
entdo, concentracao final de 160 yg/mL para o acido caftarico, 12 yg/mL para o

acido clorogénico e 48 pg/mL para o acido chicorico.

As solucbes amostra foram preparadas pesando-se 20 mg das amostras de extrato
seco de Echinacea purpurea, transferindo-se quantitativamente para baldo de 2 mL
e completando-se o volume com solucdo aquosa de acido formico 0,05% (v/v),
obtendo-se uma concentracao final de 10 mg/mL. O conteudo foi homogeneizado e

filtrado em membrana de 0,22 pum.

O preparo da fase movel foi realizado adicionando-se 100 pL de acido formico grau
analitico a 200 mL de agua deionizada. Foi aferido pH 2,8, em peagametro

calibrado.

Ao proceder as analises, a selecdo das condi¢cdes ideais foi baseada na avaliacéo
de parametros cromatogréficos, como fator de retencéo, fator de cauda e resolucéo,
tendo em vista a otimizacdo do método para identificacdo e quantificacdo dos

marcadores vegetais da EP.
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3.2.2 Validacdo de método analitico por CLUE-UV para quantificacdo de

marcadores vegetais nos extratos secos de Echinacea purpurea

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com as especificacbes da
Resolugéo n° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA). Os resultados foram tratados pelo Software Microsoft Excel®

para Mac 2011 versdo 14.7.7. Para a valida¢do do método, foi utilizada a amostra 4
de extrato seco de EP.

3.2.2.1 CondigBes cromatograficas

Apos otimizacéo das condicOes cromatograficas, a fase movel utilizada foi composta
por acetonitrila e solugdo aquosa de acido formico a 0,05% (v/v), na proporcao de
90:10, com fluxo 0,2 mL/min. O volume de injecao foi 10 YL e os espectros na regido
do ultravioleta foram armazenados na faixa de 200 a 400 nm, por meio do detector
DAD, para identificacdo dos picos cromatograficos. Os comprimentos de onda

selecionados para quantificacdo dos marcadores foram 300 e 330 nm.

3.2.2.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada construindo-se uma curva analitica para cada um dos
marcadores analisados com sete niveis de concentracao, na faixa de 20 a 200% da
concentracdo de trabalho de cada marcador: acido caftarico (40 pg/mL), acido

clorogénico (3 pg/mL) e acido chicérico (12 pg/mL).

Para a construcdo da curva analitica, foi preparada uma solucdo padrdo estoque
com os trés marcadores analisados, nas concentracdes de 160 pg/mL para o acido
caftarico, 12 yg/mL para o &cido clorogénico e 48 ug/mL para o acido chicérico,

conforme procedimento descrito no item 3.2.1.

Em seguida, prepararam-se as solu¢cdes amostras a 20, 50, 80, 110, 140, 170 e

200% da concentracao de trabalho, por meio da diluicdo das solu¢des padrao
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estoque em agua, utilizando-se pipetador automatico Handy Step®. Cada ponto foi

analisado em triplicata.

As solugbes amostra foram filtradas em membrana de 0,22 um, transferidas para
vials e injetadas para a analise por CLUE. As diluicdes feitas para obtencao das
solucdes amostra estdo representadas na Tabela 9.

Tabela 9 - DiluicGes para avaliacdo da linearidade do método analitico por CLUE-DAD
para quantificacdo de acido caftarico, acido clorogénico e acido chicorico em extrato
seco de Echinacea purpurea.

Intervalo Linear Volyme da~ = g
(%) solugdo padréo Concentragao final (ung/mL) H.O g.s.p (mL)
estoque (mL)
20 0,25 8,0 ACa + 0,6 ACI + 2,4 ACh 50
50 0,625 20,0 ACa + 1,5 ACIl + 6,0 ACh 50
80 1,0 32,0ACa + 2,4 ACl+9,6 ACh 50
110 1,375 44,0 ACa + 3,3 ACl + 13,0 ACh 50
140 1,75 56,0 ACa + 4,2 ACI + 17,0 ACh 50
170 2,125 68,0 ACa + 5,1 ACI + 20,4 ACh 50
200 2,5 80,0 ACa + 6,0 ACI + 24 ACh 50

ACa = &cido caftarico; ACI = acido clorogénico; ACh = &cido chicorico

Os outliers foram identificados pelo teste de residuo padronizado de Jacknife
(a = 0,05). O critério de aceitacdo utilizado foi que no maximo 22% dos dados

originais da curva de calibracdo podem ser excluidos (SOUZA, 2007).

Em seguida, testes estatisticos foram utilizados para analisar se os residuos da
regressdo seguiam a distribuicdo normal, possuiam variancia constante ao longo do

eixo x e eram independentes.

A normalidade da regressdo foi avaliada pelo teste de Ryan-Joiner, a
homocedasticidade pelo teste de Levene modificado por Brown e Forsythe e a
independéncia dos residuos da regresséao pelo teste de Durbin-Watson. Também foi
analisado se a regressao era significativa e se o desvio da linearidade nao era
significativo, utilizando a analise de variancia (ANOVA) (SOUZA, 2007; SOUZA,
JUNQUEIRA, 2005). A curva analitica foi construida com os valores de area sob o

pico de cada um dos marcadores, obtidas para cada nivel de concentracao.
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A linearidade foi avaliada pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO),
por meio da estimativa dos parametros coeficiente de determinacéo (R?), coeficiente
angular (b) e coeficiente linear (a).

3.2.2.3 Seletividade

A seletividade do método por CLUE-DAD foi determinada pela avaliacdo da pureza
espectral dos picos dos &cidos caftarico, clorogénico e chicérico, obtidos em
cromatogramas de solugcdes padrdo e amostra, nas concentracdes de trabalho de
cada um dos marcadores, com auxilio do detector DAD, a partir de calculos feitos

pelo Software Empower® Pro 2.

3.2.2.4 Precisao

A precisédo intracorrida foi avaliada por meio de seis determinacfes a 100% da
concentracdo de trabalho estimada para cada marcador vegetal analisado da EP:
acido caftarico (40 pg/mL), acido clorogénico (3 pg/mL) e acido chicérico (12 ug/mL),

em um mesmo dia, com o mesmo analista.

Para isso, preparou-se seis solucbes amostra independentes, conforme
procedimento descrito no item 3.2.1, obtendo-se uma concentracdo final de
10 mg/mL.

Preparou-se uma solucéo padréo, a partir da solucéo estoque descrita no item 3.2.1,
com os trés marcadores analisados, obtendo-se concentracao final de 40 pg/mL
para o acido caftarico, 3 ug/mL para o acido clorogénico e 12 pg/mL para o acido

chicérico.

Para avaliacdo da precisdo intercorridas, o mesmo procedimento foi adotado,
realizando-se analises em dois dias consecutivos, com analistas diferentes. Os
teores dos marcadores vegetais e o0 desvio padrdo relativo (DPR) foram

determinados para o primeiro dia de andlise e para os dias consecutivos.
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3.2.2.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pelo procedimento de adi¢cdo de padrdo, sendo
avaliada a partir de nove determinagBes contemplando os niveis de 50% (baixo),
100% (médio) e 150% (alto) da concentracdo de trabalho dos acidos caftérico,
clorogénico e chicérico. A analise foi realizada em triplicata para cada nivel de

concentragéo.

Preparou-se uma solucdo padrao estoque, nas concentracbes de 80 ug/mL para o
acido caftarico, 6 pyg/mL para o acido clorogénico, 24 pg/mL para o acido chicérico.

A solucéo amostra estoque foi preparada pesando-se 100 mg da amostra de extrato
seco, transferindo-se quantitativamente para um baldo volumétrico de 10 mL,
completando-se o volume com solucdo aquosa de acido formico 0,05% (viv) e
homogeneizando-se. Obteve-se, teoricamente, as seguintes concentracdes: 40
Mg/mL para o acido caftarico, 3 yg/mL para o acido clorogénico, 12 pg/mL para o

acido chicorico.

Para o preparo das solucdes fortificadas com concentracdes finais de 50, 100 e
150% dos marcadores, 2 mL da solucdo amostra foram adicionados em nove baldes
volumétricos de 5 mL. Em seguida, foram adicionadas em cada baldo volumétrico,
0s seguintes volumes de solucéo padréo estoque: 0,25 mL para a concentracao final
de 50%, 1,5 mL para a concentracao final de 100% e 2,75 mL para a concentracao
final de 150%. Os volumes foram completados com agua e homogeneizados.
Também foi preparada uma solu¢cdo da amostra diluida, transferindo-se 4 mL da
solucdo amostra estoque para baldo volumétrico de 10 mL e completando-se o
volume com &cido férmico 0,05% (v/v), a fim de se obter uma solu¢cdo com
concentragdo teoricamente de 16 ug/mL para o acido caftarico, 1,2 pg/mL para o
acido clorogénico, 4,8 ug/mL para o acido chicorico. As amostras foram filtradas em
membranas de 0,22 um, transferidas para vials e injetadas no cromatégrafo. Na
Tabela 10 estdo descritas as concentragbes em nivel alto, médio e baixo, para

avaliacdo da exatidao do método.
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Tabela 10 — Delineamento das concentragdes de acido caftarico, acido clorogénico e
acido chicorico para avaliagdo da exatidao do método analitico por CLUE-DAD.

Concentracdo da Concentracéo do

% Concentragéo 2 padrao
correspondente  tedrica final (ug/mL) amost(ra ellg:fgonada adicionado
- (ug/mL)
50 20,0 ACa + 1,5 ACI + 16,0 ACa + 1,2 ACl + 4,0 ACa + 0,3 ACI
6,0 ACh 4,8 ACh (40%) + 1,2 ACh (10%)
100 40,0 ACa + 3,0 ACl + 16,0 ACa+12AClI+ 24,0ACa+1,8ACI

12,0 ACh 4,8 ACh (40%) + 7,2 ACh (60%)

60,0 ACa + 4,5 ACI + 16,0 ACa + 1,2 ACl + 440 ACa + 3,3 ACI

= 18,0 ACh 4,8 ACh (40%) +13,2 ACh (110%)

ACa = acido caftarico; ACI = acido clorogénico; ACh = acido chicérico

As porcentagens de recuperacdo foram calculadas pela relacdo entre as
concentragcbes dos marcadores obtidas experimentalmente e as concentracfes
tedricas dos mesmos marcadores nas preparacdes fortificadas, de acordo com a
equacao a seguir (BRASIL, 2017):

CEf — CEqq

CTyq

Recuperacgao = x 100

Em que: CEr corresponde a concentracdo experimental final, CE,2 a concentracdo

experimental da amostra adicionada, e C7p2 € a concentragdo tedrica do padrdo

adionado.

3.2.2.6 Limites de deteccdo e quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) dos acidos caftérico, clorogénico e
chicorico foram estimados a partir das equacfes que levam em consideracédo

parametros da curva analitica, conforme item 3.2.2.2.
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As equacdes estao representadas a seguir (BRASIL, 2017):

DP,
b

DPg

LD = 3,3 LQ =10 =*

Em que: LD corresponde ao Limite de Detecgéo, L@ ao limite de quantificacédo, DP;

corresponde ao desvio padrdo do intercepto e b é o valor da inclinacdo da curva

analitica.

3.2.2.7 Robustez

Uma solucao padrao e seis solu¢gdes amostra independentes do extrato seco foram

preparadas, conforme previamente descrito.

As solucbes amostra foram preparadas na concentracdo de 10 mg/mL. A solucéo
padrdo foi preparada, conforme descrito no item 3.2.1, com concentracdes de
40 ug/mL para o acido caftarico, 3 pyg/mL para o acido clorogénico e 12 yg/mL para

0 acido chicorico.

As solucbes preparadas foram analisadas nas condi¢des nominais e variando-se 0s
seguintes parametros analiticos: propor¢cdo de acetonitrila e acido formico
0,05% (v/v), fluxo da fase moével e temperatura da coluna. As variacdes

estabelecidas para cada parametro estdo demonstradas na Tabela 11.
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Tabela 11 - Variagdes de parametros analiticos para a avaliacdo da robustez do
método de quantificacdo de 4cido caftarico, acido clorogénico e acido chicoérico em
extratos secos de Echinacea purpurea.

A Menor Valor Maior o

Parametro Valor Nominal Valor Variagao
Proporgao de ac. formico na FM (%) 8 10 12 +2,00
Fluxo da FM (mL/min) 0,18 0,20 0,22 +0,02
Temperatura da coluna (°C) 27 30 33 + 3,00

Em cada uma das condi¢des, os teores dos acidos caftarico, clorogénico e chicérico
foram determinados e os valores obtidos nas condi¢ées nominais e nas condi¢bes
variadas foram estatisticamente comparados por meio de analise de variancia
(ANOVA).

3.2.2.8 Efeito Matriz

O efeito matriz pode ser avaliado por meio de curvas analiticas plotadas com
amostras fortificadas com quantidades conhecidas do padrdo do analito. No
presente estudo, a avaliacdo deste parametro foi realizada utlizando-se acido
clorogénico, devido a baixa disponibilidade das substancias quimicas de referéncia

dos outros dois marcadores vegetais.

Para a avaliacdo do efeito matriz, construiu-se uma curva analitica para o acido
clorogénico SQR com sete niveis de concentracdo, na faixa de 20 a 200% da
concentracdo de trabalho e uma segunda curva analitica com a amostra de extrato
seco fortificada com acido clorogénico SQR, também com sete niveis de
concentragdo, proporcionais aos da primeira curva (40 a 220% da concentracéo de
trabalho).

Para a construcdo da curva analitica, foi preparada uma solugédo padrdo estoque de
acido clorogénico a 12 ug/mL. Para isso, pesou-se, exatamente, cerca 3 mg de

acido clorogénico SQR, transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de
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25 mL, e completou-se o volume com agua. Desta solucéo, transferiu-se 1 mL para

baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com agua.

Em seguida, preparou-se uma solugdo amostra com concentracdo estimada de
3 ug/mL de é&cido clorogénico, pesando-se 100 mg da amostra de extrato seco de
EP e transferindo-se para um baldo de 10 mL. Completou-se o volume com &cido
férmico 0,05% (v/v).

As diluicOes feitas para obtencdo das solucbes analisadas estédo representadas nas
Tabelas 12 e 13 a sequir.

Tabela 12 - Diluicdes para avaliacdo do efeito matriz do método analitico por CLUE-
DAD para quantificacdo de acido clorogénico em extrato seco de Echinacea purpurea
- curva em solvente.

Concentracdo de Volume da

0 acido solugao H.O g.s.p
Y% - ~
clorogénico padréo (mL)
(pg/mL) (mL)
20 0,6 0,25 50
50 15 0,625 5,0
80 2,4 1,0 50
110 3,3 1,375 5,0
140 4,2 1,75 50
170 51 2,125 5,0
200 6,0 2,5 5,0

Tabela 13 - Dilui¢cdes para avaliacéo do efeito matriz do método analitico por CLUE-
DAD para quantificagcdo de acido clorogénico em extrato seco de Echinacea purpurea
- curva amostra fortificada.

Concentragdo de Volume da Vo(ljuame
acido solucéo ~ H.O g.s.p

% o ~ solugéo
clorogénico padréo (mL)

amostra

(Mg/mL) (mL) (mL)

40 1,2 0,25 1,0 5,0
70 2,1 0,625 1,0 50
100 3,0 1,0 1,0 5,0
130 3,9 1,375 1,0 50
160 4,8 1,75 1,0 50
190 57 2,125 1,0 50

220 6,6 2,5 1,0 5,0
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A analise estatitica foi feita pelo método dos minimos quadrados ordinarios, por meio
da estimativa dos parametros coeficiente de determinacado, coeficiente angular e

coeficiente linear.

O efeito matriz foi avaliado por meio da comparacao entre os coeficientes angulares
das curvas de calibracédo construidas com o acido clorogénico em solvente e com a
amostra fortificada (matriz), como preconiza a Resolugéo RE n°® 166/2017 (ANVISA).
O paralelismo das retas € indicativo de auséncia de interferéncia dos constituintes
da matriz (BRASIL, 2017).

Apoés andlise da linearidade das curvas em solucao e em matriz, aplicou-se o teste F
(Fischer-Snedecor) para avaliacdo da homogeneidade das variancias dos residuos
das duas curvas. De acordo com o resultado deste teste, aplicou-se o teste t de
Student com variancias distintas para comparacdo das inclinagdes, pois as

variancias das duas curvas foram heterogéneas.

3.3 QUANTIFICACAO DOS TEORES DE MARCADORES VEGETAIS NAS
AMOSTRAS DE EXTRATOS SECOS DE Echinacea purpurea

Para a quantificacdo dos teores de marcadores vegetais nas amostras de extratos
secos de Echinacea purpurea, foram analisadas as cinco amostras disponiveis: 1, 2,

4,5, e 6, cada uma em triplicata.

Cada solucdo amostra foi preparada a 100% da concentracao de trabalho, pesando-
se 20 mg da amostra, transferindo-se quantitativamente para um baldo volumétrico
de 2 mL, completando-se o volume com solucdo aquosa de acido formico 0,05%
(v/v) e homogeneizando-se, de forma a obter concentracdo final dos extratos 10
mg/mL. Para quantificacdo, foi preparada solucdo padrdo dos marcadores, nas
concentragfes 40 uyg/mL para o acido caftarico, 3 uyg/mL para o acido clorogénico,

12 pg/mL para o acido chicorico.

As amostras foram filtradas em membrana de 0,22 um, transferidas para vials e
injetadas no cromatdgrafo em triplicata. O teor de cada marcador em cada amostra

de extrato seco foi expresso em % (m/m).
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Desenvolvimento de método analitico por CLUE-UV para quantificacdo de
marcadores vegetais nos extratos secos de Echinacea purpurea

Foram realizadas diversas andlises por CLUE-DAD buscando as melhores
condicdes cromatogréaficas para que se pudesse alcancar uma boa separacao dos
picos dos analitos, tanto entre si, quanto ao restante dos componentes da matriz,
para assim quantificar os &cidos caftarico, chicorico e clorogénico em todos os

extratos.

A cromatografia € uma técnica analitica de separacdo de substancias, que funciona
por diversos meios, sendo um deles a particdo, onde os analitos sdo separados de
acordo com a sua capacidade de interagir com a fase movel (FM) e a fase
estacionaria (FE). A FE utilizada é composta de uma base de silica quimicamente
ligada a um grupo octadecilsilano, conferindo & mesma carater altamente hidrofobico
(SNYDER et al.,, 1997). Desta forma, quanto mais polar a substancia, mais
rapidamente ela ir4 eluir, sendo identificada por exemplo, por um método
espectrofotométrico de absorcdo no ultravioleta (UV) que, por sua vez, se baseia em

transicOes eletrbnicas apos incidéncia de radiacdo especifica.

Os testes para otimizacdo do método foram realizados com a amostra 4, visto que,
além de ser a que apresentou melhores resultados nos testes biologicos, ela se

apresentava com melhor aspecto fisico em relagdo as demais.

As condi¢Bes utilizadas inicialmente foram baseadas nos métodos de quantificacéo
determinados pelas farmacopeias americana e europeia. A técnica indicada por
estas farmacopeias é a CLAE, mas optou-se por utilizar a CLUE devido suas
vantagens em relacédo a CLAE e pela inovacgéo da aplicacdo do método a analise de
Echinacea purpurea. Apesar dos principios das cromatografias e os mecanismos de
separacdo permanecerem os mesmos, a CLUE possui velocidade e eficiéncia de
analise superiores, apresentando maior sensibilidade e melhor resolugdo de picos

(NOVAKOVA et al. 2006a).
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O tamanho de particulas da coluna usada em CLUE é menor do que as usadas em
CLAE, consequentemente a pressao requerida para o equipamento é muito maior.
De acordo com Miranda et al. (2015), é possivel reduzir consideravelmente o uso de
solventes na CLUE, em relagdo a CLAE, diminuindo os custos de analise e

contribuindo com o meio ambiente.

Foram testados trés acidos, indicados na literatura, como componentes aquosos da
FM. O A&cido acético foi utilizado em solugdo aquosa a 5%, enquanto o
trifluoroacético e o formico foram usados também em solucdo aquosa a 0,05%. Tais
diluicbes garantiram que os valores de pH da solucdo aquosa estivessem dentro de
uma faixa 6tima de trabalho da coluna empregada. O detector DAD foi programado
para fazer varredura em toda regido do ultravioleta, compreendida na faixa de 200 a
400 nm.

Assim, as primeiras condi¢des testadas foram:

e amostras de extratos secos nas concentracdes de 0,5 a 10 mg/mL, diluida em
agua ultrapura;

e solucdo padrdo das substancias quimicas de referéncia, com concentracao
de 4 ug/mL de acido caftéarico, 0,3 ug/mL de acido clorogénico e 1,2 ug/mL de
acido chicorico, em agua.

e fluxo: 0,2 mL/min;

e temperatura da coluna: 35 °C;

e volume de injegcao: 5 pL;

e tempo de corrida: 20 minutos;

e eluicdo: gradiente linear exploratério variando de 5 a 95 % de acetonitrila e de
95 a 5 % das solucdes aquosas acidificadas;

e comprimento de onda: 330 nm; varredura de 200 a 400 nm.

Ao se comparar 0s cromatogramas obtidos com os trés acidos, observou-se que
aquele referente a fase movel composta por acetonitrila e acido férmico apresentou

melhor resolugcéo e menor quantidade de picos interferentes.
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Com objetivo de melhorar os parametros de separagao, foram testados diferentes
esquemas de eluicdo, dispostos na Tabela 14, até que se chegasse a um

cromatograma com boa resolugao.

Tabela 14 - Esquemas de eluicdo testados com objetivo de melhorar a resolucéo dos
picos nos cromatogramas.

Esquema Tempo Acetonitrila Acido férmico Eluigéo
(minutos) (%) 0,05% (%)
A 0-10 10 > 60 90 - 40 Gradiente linear
B 0-10 10 - 50 90 = 50 Gradiente linear
C 0-5 30 70 Isocratica
D 0-5 20 80 Isocratica
E 0-8 10 90 Isocratica

Como a faixa do gradiente necessaria para a separacdo dos trés picos foi
relativamente estreita, condicbes com eluicdo isocratica também foram testadas. A
primeira delas, o esquema C, foi determinado pelos valores médios das propor¢cdes

utilizadas no esquema anterior, que mostraram bons resultados.

Com objetivo de aumentar o tempo de retencao dos analitos e consequentemente a
separacdo cromatografica, aumentou-se a propor¢do do componente aquoso na
fase movel, fazendo com que a interacdo entre fase estacionaria (FE) e analitos

aumentasse e, consequentemente, os tempos de retencdo também.

As Figuras 9, 10 e 11 mostram os cromatogramas das substancias quimicas de
referéncia dos acidos caftarico, clorogénico e chicorico, respectivamente, obtida com
0 esquema de eluicdo E (10% acetonitrila). A concentracdo da solucdo amostra
precisou ser aumentada para 10 mg/mL, para que fosse possivel obter o pico
cromatografico dos marcadores com intensidade adequada para deteccdo. A
substituicdo de agua por solucdo aquosa de acido férmico 0,05% (v/v) para o
preparo da solucdo amostra foi necesséaria para garantir simetria dos picos dos
marcadores. A Figura 12 representa o cromatograma da amostra na concentracédo
de 10,0 mg/mL, solubilizada em solugdo aquosa de acido férmico 0,05% (v/v), no

mesmo esquema de elui¢ao.
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Figura 9 - Cromatograma do acido caftarico, obtido pelo método analitico otimizado
por CLUE-DAD (pico 1 = acido caftéarico).
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Figura 10 - Cromatograma do &cido clorogénico, obtido pelo método analitico
otimizado por CLUE-DAD (pico 2 = acido clorogénico).
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Figura 11 - Cromatograma do &cido chicérico, obtido pelo método analitico otimizado
por CLUE-DAD (pico 3 = &cido chicérico).
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Figura 12 - Cromatograma obtido pela andlise da amostra a 10 mg/mL em acido
féormico 0,05% (pico 1 = acido caftérico, pico 2 = acido clorogénico e pico 3 = acido
chicorico).

Minutes

As solucdes padrdes dos marcadores e a solugédo do extrato seco foram submetidas
a analise, para que pudesse ser feita a comparacao dos tempos de retencdo e dos

espectros na regiao do ultravioleta dos picos, visando sua identificacao.

Os acidos caftarico e clorogénico foram detectados a 300 nm e o acido chicorico foi
detectado a 330 nm. No comprimento de onda 330 nm, o pico do acido chicdrico é
mais intenso e simétrico, entretanto nesse mesmo comprimento de onda os picos de

acido caftarico e acido clorogénico sofrem reducao significativa da area.

As Figuras 13 e 14 a seguir representam os espectros de absorcdo no UV da
solucdo padréao e das solucbes amostras. Os espectros nas cores vermelha, azul e
verde correspondem aos acidos caftarico, clorogénico e chicérico, respectivamente.
Foi possivel verificar similaridade nos comprimentos de onda de absor¢cdo maxima
nos espectros e também nos tempos de retencéo obtidos com as solucfes padréo e
amostra. Observou-se, ainda, que 0s espectros de absorcao no ultravioleta dos trés
marcadores vegetais sdo parecidos, devido ao fato de todos serem derivados do

acido cafeico, com estruturas quimicas afins.



Figura 13 - Espectros de absorcdo no UV dos acidos caftarico, clorogénico e

78

chicdrico, obtidos pelo método analitico otimizado por CLUE-DAD da solucéo padréo.
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acido caftarico = vermelho; acido clorogénico = azul e 4cido chicorico = verde.

Figura 14 - Espectros de absorcdo no UV dos acidos caftarico, clorogénico e
chicérico, obtidos pelo método analitico otimizado por CLUE-DAD, da amostra 4.
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ApOGs todas as otimizagOes realizadas, as condicdes cromatograficas do método

desenvolvido séo apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 - Condi¢des otimizadas do método de quantificacdo de acidos caftarico,
clorogénico e chicoérico em extratos secos de Echinacea purpurea por CLUE-DAD.

Condicdes Valores otimizados

40 pg/mL de acido caftarico
3 ug/mL de acido clorogénico
12 pg/mL de é&cido chicérico

Concentracéo das solucdes
aquosas de SQR

Concentracdo da amostra em

solucdo aquosa de acido férmico 10 mg/mL

0,05% (v/v)

Fluxo 0,2 mL/min

Temperatura da coluna 30°C

Volume de injecéo 10 uL

Tempo de corrida 6 min

Fase movel ,So_lugéo aquosa de acido
férmico 0,05% e ACN (90:10)

Tipo de eluicédo isocrética

Deteccédo - comprimentos de onda 300 e 330 nm

Uma vez desenvolvido, o método por CLUE-DAD foi validado e aplicado a todas as
amostras de extratos secos, com intuito de identificar e quantificar os marcadores

vegetais presentes.

3.4.2 Validacdo de método analitico por CLUE-UV para quantificacdo de

marcadores vegetais nos extratos secos de Echinacea purpurea

3.4.2.1 Linearidade

3.4.2.1.1 Acido caftarico

Inicialmente, a faixa de concentracfes analisada foi de 8,0 a 80,0 pg/mL (20 a 200%
da concentracdo de trabalho). Entretanto, nessa faixa de concentragcbes o método
apresentou desvio significativo de linearidade. Entdo, optou-se por reduzir a faixa de
trabalho, excluindo-se a concentracdo menor e a concentracdo maior, a fim de ser

possivel aplicar o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). A curva
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analitica obtida pelo método por CLUE-DAD indicou correlagédo linear adequada
entre as concentracdes de acido caftarico e as areas dos picos, na faixa de 20,0 a
68,0 pug/mL (50 a 170%), na curva analitica analisada com cinco niveis de
concentragdo, igualmente espacados. A faixa linear obtida ainda atende a faixa
recomendada pela Resolugdo RE n° 166/2017 (ANVISA) para métodos de
guantificacdo e se mostrou adequada para quantificacdo deste marcardor nas
amostras de extratos secos de EP. Os dados da andlise de regresséao linear estao
demonstrados nas Tabelas 16 e 17.

Tabela 16 — ConcentracGes e valores de area para a construcéo da curva analitica do
método de quantificagao de 4cido caftarico em extratos secos de Echinacea purpurea
por CLUE-DAD.

Acido caftarico ' _ Area (mAu.s)
(ug/mL) Nivel de concentragao
1314113
20 50% 1325009
1320818
2155828
32 80% 2172057
2172057
3030751
44 110% 3038018
3043657 *
3863397
56 140% 3858827
3870399
4695456
68 170% 4702927

4708926

* Qutlier

Os dados foram avaliados pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO),
para avaliar se atendiam as premissas da linearidade. Conforme Tabela 16, foi
excluido um ponto considerado outilier. Os residuos se mostraram normais,

independentes e homocedasticos.
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Tabela 17 — Resultados dos testes para avaliacdo das premissas da linearidade para
construcdo da curva analitica do método de quantificacéo de acido caftarico em
extratos secos de Echinacea purpurea por CLUE-DAD.

Pardmetro Especificagao Resultado obtido Conclusao
Teste de outliers pelo | Jei| >Jeriico para aU?;:speonq?u Exclusdo do ponto
método Jacknife a=0,05 P A A considerados outlier
Jei> Jeritico
Avaliagdo da normalidade Req=Rcritico Req = 0,9720 Os residuos seguem
pelo teste de Ryan-Jones para a=0,05 Reritico = 0,9351 a distribuicao normal
Avaliagao da du=1.3493 N&o ha correlagéo
independéncia dos du<dcaiculado<4-du para d . :1’ 4526 entre os residuos (0s
residuos pelo teste de a=0,05 4_°a':2’ 6507 residuos sdo
Durbin-Watson = independentes)
Avaliagdo da Ha
homocedasticidade pelo <t _ tL =0,30 .
teste de Brown-Forsythe tL<teritico para a=0,05 fortco = 2,18 homocedasticidade

e entre os residuos.
ou Levene modificado

A partir dos resultados em relacdo as premissas da linearidade, foi possivel obter a
curva analitica, a equacéao da reta, o coeficiente de determinacdo (R?) e o coeficiente

de correlacdo (R). Os resultados sdo mostrados na Tabela 18 e nas Figuras 15 e
16.

Tabela 18 — Resultados da andlise de regresséo linear para o método de
guantificacao de acido caftarico em extratos secos de Echinacea purpurea por CLUE-

DAD.
Parametro Resultado
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,99994
Coeficiente de correlagao (R) 0,99997
Intercepto + erro padrao -86579,41 + 7455,49

Inclinagao * erro padrao 70520,61 + 157,36




Figura 15 — Representacao gréafica da regresséo linear para o método de
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quantificacéo de 4cido caftarico em extratos secos de Echinacea purpurea por CLUE-

DAD.
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Figura 16 — Gréfico de distribuicdo de residuos da regresséo linear para o método de

guantificacao de acido caftarico em extratos secos de Echinacea purpurea por CLUE-

DAD.
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O coeficiente de determinacao foi 0,99994 e o coeficiente de correlagdo 0,99997,
apresentando-se, portanto, de acordo com a Resolugdo RE n°® 166/2017 (ANVISA),
gue preconiza que o critério minimo aceitavel para um método ser considerado
linear, é que a curva analitica apresente um coeficiente de correlacdo (R) maior ou
igual a 0,990 (BRASIL, 2017).

A seguir, realizou-se o teste ANOVA para determinar a significancia da regresséao e
verificar se ha desvio de linearidade. Com os resultados obtidos, concluiu-se que a
regressao é estatisticamente significativa a um nivel de significancia de 0,05 e que
ndo ha desvio de linearidade (p > 0,05), ou seja, 0 método demonstrou ser linear na

faixa analisada (50 a 170% da concentracao de trabalho).

O grafico de distribuicdo de residuos demonstra uma distribuicdo aleatéria dos

pontos e, portanto, auséncia de qualquer tendéncia.

3.4.2.1.2 Acido clorogénico

Inicialmente, a faixa de concentracdes analisada foi de 0,6 a 6,0 ug/mL (20 a 200%
da concentracdo de trabalho). Entretanto, nessa faixa de concentracées o método
apresentou desvio significativo de linearidade. Entdo, optou-se por reduzir a faixa de
trabalho, excluindo-se a concentracdo menor e a concentracdo maior, a fim de ser
possivel aplicar o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). A curva
analitica obtida pelo método por CLUE-DAD indicou correlacdo linear adequada
entre as concentracdes de acido clorogénico e as areas dos picos, na faixa de
1,5 a 5,1 yg/mL (50 a 170%), na curva analitica analisada com cinco niveis de
concentragdo, igualmente espacados. A faixa linear obtida ainda atende a faixa
recomendada pela Resolucdo RE n° 166/2017 (ANVISA) para métodos de
guantificacdo e se mostrou adequada para quantificacdo deste marcardor nas
amostras de extratos secos de EP. Os dados da andlise de regresséao linear estédo

demonstrados nas Tabelas 19 e 20.
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Tabela 19 — ConcentracGes e valores de area para a construcdo da curva analitica do
método de quantificagdo de &cido clorogénico em extratos secos de Echinacea
purpurea por CLUE-DAD.

Acido clorogénico Nivel de Area (mAU.S)
(Mg/mL) concentragao

61593

15 50% 62080

62889

104267

2,4 80% 107001

105821

150847

3,3 110% 151814

155494

201968

4,2 140% 202325

201095

252801

51 170% 251029

248510

Avaliou-se os dados pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), para
avaliar se atendiam as premissas da linearidade. Conforme Tabela 20, os residuos

se mostraram normais, independentes e homocedasticos.
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Tabela 20 — Resultados dos testes para avaliacdo de parametros necessarios para
utilizacdo dos MMQO para para a construgdo da curva analitica do método de
quantificacé@o de acido clorogénico em extratos secos de Echinacea purpurea por

CLUE-DAD.
Resultado
Parametro Especificagao obtido Conclusao
Teste de outliers pelo | Jei| >Jeritico para NEILR [ETIE Nenhum ponto
método Jacknife a=0,05 apresentou excluido
Jei> Jcrl’tico
Avaliagao da R.SR. Req = 0,9920 Os residuos
normalidade pelo teste A Reritico = 0,9383 seguem a
para a=0,05 R
de Ryan-Jones distribuicdo normal
Avaliagao da dv=1,3596 N&o ha correlagéo
independéncia dos du<dcaculado<4-d, para dea=1,4732 entre os residuos
residuos pelo teste de a=0,05 4-q,= 2,6404 (os residuos sao
Durbin-Watson independentes)
Avaliagao da H4
[‘e()sTeoggdBarf)t\I/\(l:lflggfs%qlg t <tcriico para a=0,05 tc:':c: =129116 homocedasticidade

ou Levene modificado

entre os residuos.

A partir dos resultados em relacdo as premissas da linearidade, foi possivel obter a

curva analitica, a equacdo da reta, o R? e o R, por meio da aplicagdo do método dos

minimos quadrados ordinarios (MMQO). Os resultados sdo mostrados na Tabela 21

e nas Figuras 17 e 18.

Tabela 21 - Resultados da andlise de regresséo linear para o método de
guantificacdo de acido clorogénico em extratos secos de Echinacea purpurea por

CLUE-DAD.
Parametro Resultado
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,99901
Coeficiente de correlagao (R) 0,99950

Intercepto + erro padréo
Inclinag&o * erro padrao

-18902,23 + 1627,80
52587,22 =+ 460,22
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Figura 17 — Representacao gréafica da regressdo linear para o método de
guantificacdo de &cido clorogénico em extratos secos de Echinacea purpurea por
CLUE-DAD.
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Figura 18 — Gréfico de distribuicdo de residuos da regresséo linear para o método de
guantificacao de acido clorogénico em extratos secos de Echinacea purpurea por
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O coeficiente de determinacao foi 0,99901 e o coeficiente de correlagdo 0,99950,
apresentaram-se, portanto, de acordo com o preconizado pela Resolucdo RE n°
166/2017 (ANVISA), em que é preconizado que o critério minimo aceitavel para um
método ser considerado linear, € que a curva analitica apresente um coeficiente de
correlacdo maior ou igual a 0,990 (BRASIL, 2017).

A seguir, realizou-se o teste ANOVA para determinar a significancia da regresséao e
do desvio de linearidade. Com os resultados obtidos, conclui-se que a regresséo €
estatisticamente significativa a um nivel de significancia de 0,05 e que ndo ha desvio
de linearidade (p > 0,05), ou seja, 0 método demonstrou ser linear na faixa analisada

(50 a 170% da concentracao de trabalho).

O grafico de distribuicdo de residuos demonstra uma distribuicdo aleatoria dos

pontos e, portanto, auséncia de qualquer tendéncia.

3.4.2.1.3 Acido chicérico

Inicialmente a faixa de concentracdes analisada foi de 2,4 a 24,0 ug/mL (20 a 200%
da faixa de trabalho). Entretanto, nessa faixa de concentragcbes o método
apresentou desvio significativo de linearidade. Entdo, optou-se por reduzir a faixa de
trabalho, excluindo-se as duas maiores concentracdes, a fim de ser possivel aplicar
o0 método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). A curva analitica obtida pelo
método por CLUE-DAD indicou correlacdo linear adequada entre as concentracdes
de acido chicérico e as areas dos picos, na faixa de 2,4 a 17,0 pg/mL (20 a 140%),
na curva analitica analisada com cinco niveis de concentracdo, igualmente
espacados. A faixa linear obtida ainda atende a faixa recomendada pela Resolucéo
RE n° 166/2017 (ANVISA) para métodos de quantificacdo e se mostrou adequada
para quantificacdo deste marcardor nas amostras de extratos secos de EP. Os

dados da analise de regressao linear estdo demonstrados nas Tabelas 22 e 23.
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Tabela 22 — ConcentracGes e valores de area para a construcdo da curva analitica do
método de quantificacdo de &cido chicérico em extratos secos de Echinacea purpurea
por CLUE-DAD.

Acido chicérico Nivel de Area (mAu.s)
(ug/mL) concentragao
135465 *
2,4 20% 144936
132051
293483
6 50% 298008
287956
461277
9,6 80% 448871
442452
655048 *
13 110% 652705
645803
802572
17 140% 818487

806239

* Qutlier

Os dados foram avaliados pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO),
para avaliar se atendiam as premissas da linearidade. Conforme Tabela 23, foram
excluidos dois pontos considerado outiliers. Os residuos se mostraram normais,

independentes e homocedasticos.
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Tabela 23 — Resultados dos testes para avaliacdo de parametros necessarios para
utilizacdo dos MMQO para para a construgdo da curva analitica do método de
guantificacéo de &cido chicérico em extratos secos de Echinacea purpurea por CLUE-

DAD.
Resultado
Parametro Especificagao obtido Conclusao
_ Dois pontos Exclusao dos
Teste de outliers pelo | Jei | >Jeritico para pontos
. : - apresentaram :
método Jacknife a=0,05 3o Jor considerados
el critico 0Ut|IeI’S
Avaliagao da R.SR. Req = 0,9848 Os residuos
. eq=M\critico -
normalidade pelo teste ra 6=0.05 Reritico = 0,9315 seguem a
de Ryan-Jones ba ’ distribuicdo normal
Avaliagao da du=1,3394 N&o ha correlagéo
independéncia dos du<dcaculado<4-d, para deca=1,7911 entre os residuos
residuos pelo teste de a=0,05 4-4,= 2,6605 (os residuos sao
Durbin-Watson independentes)
Avaliagao da H4
[]eosTeoggdBarf)t\ll\(l:rlfggfsgﬁig ti<tcritico para a=0,05 tc:':c:=l’26éo homocedasticidade

ou Levene modificado

entre os residuos.

Diante dos resultados em relacdo as premissas, foi possivel obter a curva analitica,

a equacdo da reta, o coeficiente de determinacdo e o coeficiente de correlacéo,

através da aplicacdo do MMQO. Os resultados sdo mostrados a seguir na Tabela 24

e Figuras 19 e 20.

Tabela 24 - Resultados da andlise de regresséo linear para o método de

guantificacdo de &cido chicorico em extratos secos de Echinacea purpurea por CLUE-

DAD.
Parametro Resultado
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,99640
Coeficiente de correlagao (R) 0,99820

Intercepto + erro padrao

Inclinac&o * erro padrao

16523,31 =+ 9405,86
46812,1 =+ 847,57




Figura 19 — Representacao gréafica da regresséo linear para o método de
guantificacdo de &cido chicorico em extratos secos de Echinacea purpurea por CLUE-

DAD.
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Figura 20 — Gréfico de distribuicdo de residuos da regresséo linear para o método de
guantificacao de acido chicorico em extratos secos de Echinacea purpurea por CLUE-

DAD.

25000
20000
15000
10000

5000

-5000
-10000
-15000
-20000
-25000

0,00

10,00
Concentragdo (ug/mL)

20,00




91

O coeficiente de determinacgdo foi 0,99640 e o coeficiente de correlagdo 0,99820.
Apresentaram-se, portanto, de acordo com o preconizado pela Resolucdo RE n°
166/2017 (ANVISA), em que é preconizado que o critério minimo aceitavel para um
método ser considerado linear, € que a curva analitica apresente um coeficiente de
correlacdo maior ou igual a 0,990 (BRASIL, 2017).

A seguir, realizou-se o teste ANOVA para determinar a significancia da regresséao e
do desvio de linearidade. Com os resultados obtidos, conclui-se que a regresséo €
estatisticamente significativa a um nivel de significancia de 0,05 e que ndo ha desvio
de linearidade (p > 0,05), ou seja, 0 método demonstrou ser linear na faixa analisada

(20 a 140% da concentracao de trabalho).

O grafico de distribuicdo de residuos demonstra uma distribuicdo aleatoria dos

pontos e, portanto, auséncia de qualquer tendéncia.

O método desenvolvido se mostrou linear nas faixas utilizadas para analise de acido
caftarico, acido chicérico e acido clorogénico. Logo, pode-se concluir que dentro das
faixas analisadas, as respostas analiticas foram diretamente proporcionais as

concentracfes de cada analito.

3.4.2.2 Seletividade

A analise da pureza espectral dos picos permitiu avaliar se algum interferente estava
coeluindo com os analitos de interesse. Pela seletividade calculada pelo Software
Empower® PRO 2, os picos dos trés marcadores: acido caftarico, acido clorogénico
e acido chicorico, apresentavam-se puros, como mostram os graficos gerados pelo

sistema, representados nas Figuras 21, 22 e 23.
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Figura 21 — Gréfico para avaliagdo da pureza espectral do pico de acido caftarico por
CLUE-DAD.

AU
Dearees

[ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘
1.50 1.60 1.70
Minutes

FONTE: grafico gerado pelo Software Empower® PRO 2.

Figura 22 — Gréfico para avaliagdo da pureza espectral do pico de acido clorogénico
por CLUE-DAD.
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Figura 23 — Gréfico para avaliacdo da pureza espectral do pico de acido chicérico por
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Pode-se entdo concluir que tanto para as amostras, quanto para as substancias
guimicas de referéncia, ndo houve coeluicdo dos analitos com outras substancias,

demonstrando assim, a seletividade do método.

3.4.2.3 Precisao

A precisao intracorrida e intercorridas do método por CLUE-DAD foi avaliada por
meio de seis determinacbes a 100% da concentracdo de trabalho para os trés
marcadores vegetais estudados (40,0 ug/mL para o acido caftarico, 3,0 yg/mL para o
acido clorogénico e 12,0 pg/mL para o acido chicérico). Os valores de DPR obtidos

nas analises estdo demonstrados na Tabela 25.

Tabela 25 — Resultados da avaliagcédo da precisédo para o método de quantificagdo de
marcadores vegetais em extrato seco de Echinacea purpurea por CLUE-DAD.

Teor (%) Acido Teor (%) Acido Teor (%) Acido

Dia Amostra Caftarico Clorogénico Chicérico

1 0,4942 0,0301 0,1940

2 0,5026 0,0299 0,1957

10 3 0,5000 0,0294 0,1958

4 0,5015 0,0306 0,1947

5 0,5031 0,0295 0,1922

6 0,4960 0,0289 0,1891

Média teores (n=6) (%) 0,4996 0,02973 0,1936
DPR intradia (%) 0,73 2,00 1,31

7 0,4840 0,0292 0,1933

8 0,4911 0,0269 0,1907

20 9 0,4885 0,0274 0,1847

10 0,4796 0,0297 0,1928

11 0,4962 0,0302 0,1839

12 0,4842 0,0292 0,1831

Média teores (n=12) (%) 0,4934 0,0293 0,1908
DPR interdia (%) 1,61 3,70 2,42

Segundo a Resolucdo RE n° 166/2017 (ANVISA), o valor maximo aceitavel para os
valores de DPR deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a
concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, néo

se admitindo valores superiores a 5% (BRASIL, 2017).
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A publicacdo Standard Method Performance Requirement, da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC), preconiza que o DPR da precisdo intradia seja até
3,7% (AOAC, 2011).

Os valores de DPR obtidos estdo de acordo com os limites preconizados, portanto, o
método de quantificacdo de marcadores vegetais em extratos secos de Echinacea
purpurea por CLUE-DAD apresenta preciséo intracorrida (repetibilidade) e preciséo

intercorridas (precisdo intermediaria) satisfatorias.

3.4.2.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método de adicdo de padréo, em trés niveis de
concentragcdo, cada um em triplicata. As porcentagens de recuperacdo meédia do
método foram de 101,83% para o acido caftarico, 100,65% para o acido clorogénico

e 104,74% para o acido chicorico

De acordo com a Resolucdo RDC n°166/2017, os critérios de aceitacdo para
percentuais de recuperacdo, assim como 0s critérios para precisdo, devem ser
definidos e justificados de acordo com 0s seguintes aspectos: objetivo do método,
variabilidade intrinseca do método, concentracdo de trabalho e concentracdo do

analito na amostra.

Segundo a publicacdo Guidelines for Single Laboratory Validation of Chemical
Methods for Dietary Supplements and Botanicals, para que 0 método seja
considerado exato, os valores para a recuperacdo média devem estar entre 90 e
108% (AOAC, 2002). Ja a publicacdo Standard Method Performance Requirement,
preconiza que a recuperacdo esteja entre 95 e 105% (AOAC, 2011), para

concentracdo de trabalho do analito utilizada na presente analise.

Todos os valores de recuperacdo média encontraram-se dentro das faixas propostas
pelos guias consultados, indicando dessa forma, que o método apresentou exatidao
adequada para quantificacdo de acido caftarico, acido clorogénico e acido chicérico

em extratos secos de Echinacea Purpurea.


http://scholar.google.com.br/scholar?cluster=3132701129182183044&hl=pt-BR&oi=scholarr&sa=X&ved=0ahUKEwjYpJSt9JvZAhXGgJAKHeBOCnUQgAMIJygAMAA
http://scholar.google.com.br/scholar?cluster=3132701129182183044&hl=pt-BR&oi=scholarr&sa=X&ved=0ahUKEwjYpJSt9JvZAhXGgJAKHeBOCnUQgAMIJygAMAA
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3.4.2.5 Limites de deteccao e quantificagéo

O valor encontrado para o desvio padrdo da resposta da curva analitica para acido
caftarico foi de 7455,49. Aplicando-se as equacdes descritas no item 3.2.2.6, o limite
de deteccédo encontrado foi de 0,3489 pg/mL e o limite de quantificacdo encontrado
foi de 1,0572 pg/mL.

Para o &cido clorogénico, o desvio padrdo da resposta da curva analitica foi de
1627,80. Aplicando-se as equacdes descritas no item 3.2.2.6, o limite de deteccao
encontrado foi de 0,1022 pg/mL e o limite de quantificagcdo encontrado foi de
0,3095 pg/mL.

Finalmente, no caso do acido chicorico, o desvio padrdo da resposta da curva
analitica foi de 9405,87. Aplicando-se as equacdes descritas no item 3.2.2.6, o limite
de deteccédo encontrado foi de 0,6631 pg/mL e o limite de quantificacdo encontrado
foi de 2,0093 pg/mL.

A partir dos valores encontrados, pode-se concluir que os limites encontrados séo
adequados para detectar e quantificar todos o0s marcadores vegetais nhas
concentragfes utilizadas das amostras analisadas e padrbes, demonstrando a

sensibilidade adequada do método.

3.4.2.6 Robustez

Ao analisar robustez de um método analitico, avalia-se a sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacbes nos parametros analiticos. Ao serem
constatadas variacbes do método nas condi¢cdes analiticas desenvolvidas, devera

haver maior controle e cuidados devem ser incluidos no procedimento.

Os resultados de teor e DPR para os picos dos acidos caftarico, clorogénico e

chicorico, nas diferentes condi¢bes analisadas, estdo representados na Tabela 26.

A andlise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das médias utilizando o teste de

Tukey demonstraram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o
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resultado obtido nas condigbes nominais descritas no item 3.2.2.7 e os resultados
obtidos em cada uma das condi¢Bes avaliadas. Desta forma, 0 método se mostrou
robusto em relagdo as variagbes analiticas induzidas, demonstrando sua

confiabilidade durante andlises rotineiras.

Tabela 26 — Resultados da avaliacdo da robustez para o método de quantificacdo de
marcadores vegetais em extrato seco de Echinacea purpurea por CLUE-DAD.

F calculado
Parametro Acido Acido Acido F critico
Caftarico  Clorogénico Chicdrico
Fluxo da FM (mL/min) 0,1460 0,1968 0,2376 3,4668
Temperatura da coluna (°C) 0,3461 0,1125 0,5463 3,4668
Proporgao de ac. férmico na FM (%) 0,2136 0,0321 0,5694 3,4668

3.4.2.7 Efeito Matriz

Foi feita uma nova curva analitica para avaliacdo do efeito matriz. O teste F indicou
gue as variancias das curvas de acido clorogénico em solvente e em matriz foram

heterogéneas, logo, utilizou-se o teste t de Student com variancias distintas.

O teste t de Student indicou valor de tcaliculado inferior ao valor de teriico, demonstrando
gue a matriz vegetal ndo afetou a inclinacdo da curva de acido clorogénico. Os
resultados dos testes F e t para as curvas construidas, considerando a area sob 0s

picos, estdo descritos na Tabela 27.

Tabela 27 — Resultados dos testes F e t, considerando a area sob os picos de acido

clorogénico.
Parametro Resultado Concluséo
Ez:Ith:(;(I)ado 22;7716197 Ha heterocedasticidade
teritico 2,1604 As inclina¢des néo diferem

Tealculado 1,0227 entre si
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A partir dos resultados analisados, pode-se concluir que ndo ha nenhum constituinte
na matriz vegetal que cause alteracdo na deteccdo ou quantificacdo do acido
clorogénico, portanto pode-se preparar a solucdo padrdao em agua para quantificar o
marcador que originalmente se encontra no extrato, como foi feito para o &cido
clorogénico. Ou seja, o efeito matriz dos extratos secos de EP néo é significativo no
método de quantificacdo desenvolvido.
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3.4.3 Quantificacdo dos teores de marcadores vegetais nas amostras de
extratos secos de Echinacea purpurea

Apb6s o desenvolvimento e a validacdo do método analitico para quantificacdo dos
acidos caftarico, clorogénico e chicérico em extratos secos de Echinacea purpurea,
por CLUE-DAD, procedeu-se com a quantificacdo desses marcadores nas amostras

coletadas em farmacias magistrais.

As analises foram feitas em triplicata e os teores dos marcadores vegetais foram
expressos em % m/m, em relagdo a massa do extrato seco analisado. Os teores dos

acidos obtidos em cada amostra estao descritos na Tabela 28.

Tabela 28 — Resultados de quantificacdo de marcadores vegetais em extratos secos
de Echinacea purpurea, por CLUE-DAD (n = 3).

Amostra - - Teor % -
Acido Caftarico Acido Clorogénico Acido Chicérico Soma
1 0,1103 0,0527 0,0402 0,2032
2 0,1104 0,0843 0,0402 0,2349
4 0,5071 0,0250 0,1791 0,7112
5 0,1129 0,0240 0,0434 0,1803
6 0,1137 0,0129 0,1294 0,2560

Todas as amostras apresentaram valores proximos entre si de teores dos
marcadores vegetais analisados, exceto pela amostra 4, que demonstrou teores
mais elevados dos &cidos caftarico e chicorico. Ja o acido clorogénico teve o maior

teor encontrado na amostra 2, mas ndo muito discrepante dos demais.

Um ponto relevante a ser discutido € que a amostra 4, segundo o laudo obtido do
fornecedor (ANEXO B), foi a Unica que apresentou em sua COmposicdo apenas a
raiz da planta. As outras amostras possuiam somente partes aéreas ou partes
aéreas misturadas a caule e raiz para obtencdo do extrato. Entdo, pode ser que a

raiz da planta seja mais indicada para a obtencdo de extratos com maior
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concentracdo dos principios ativos, e, consequentemente, melhores resultados

terapéuticos.

Segundo TSAI et al. (2012), os fendis totais e derivados do acido cafeico estédo
presentes em maior teor nas raizes, seguido do caule e folhas e em menor teor nas
flores. Assim como THOMSEN et al. (2012) também afirmam que as raizes de
Echinacea purpurea e Echinacea pallida sdo as partes das plantas que contém o
maior teor de substancias responsaveis pelos efeitos bioldgicos atribuidos a espécie.

Nos testes biolégicos realizados, a amostra 4 foi a Unica que apresentou atividade
antimicrobiana direta contra C. gatti. Isso pode ter ocorrido devido as concentracdes
mais elevadas das substancias consideradas ativas na planta. Ja& a amostra 5 foi
aquela que mais estimulou a fagocitose em macréfagos e a taxa de proliferacao
intracelular, na dose de 100 ug/mL, confirmando a atividade imunomoduladora da
planta, apesar da amostra 4 ter apresentado maiores teores dos marcadores

vegetais.

Os laudos dos fornecedores das amostras 1, 4 e 5 indicam a presenca de 1,62, 4,00
e 1,00% de polifenois totais na composicao do extrato, respectivamente. No laudo
da amostra 2, ndo ha indicacédo especifica do teor de polifenois. A amostra 3 néo
possuia laudo de fornecedor, e por razdes ja mencionadas nado foi analisada.

Também néo foi possivel ter acesso ao laudo do fornecedor da amostra 6.

De acordo com os laudos, a amostra 4 apresentou maior teor de polifenois totais,
resultado condizente com os teores dos marcadores vegetais determinados no
presente trabalho. Entretanto, para os outros extratos, ndo foi observada
concordéancia elevada entre os teores dos marcadores determinados e os valores

apresentados pelos laudos dos fornecedores.

Os fabricantes nacionais do medicamento fitoterapico a base de Echinacea purpurea
recomendam a utilizacdo diaria de 2 a 3 cdpsulas com dose diaria total de até
600 mg de extrato seco (IMUNAX, 2009). Analisando os resultados obtidos neste
estudo, na amostra 4, que apresentou maiores teores dos marcadores, 600 mg do
extrato seco equivalem, proporcionalmente, a 3,0 mg de acido caftarico, 0,15 mg de

acido clorogénico e 1,07 mg de acido chicérico, totalizando uma soma de 4,22 mg
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dos marcadores ativos. Sendo assim, as demais amostras apresentariam niveis
ainda menores dos principios ativos. Tais teores sdo muito inferiores a dose diaria
preconizada na Instrugdo Normativa de n° 2, de 13 de maio de 2014 da ANVISA
(13 a 36 mg diarios da soma dos acidos caftarico e chicoérico) para uso terapéutico
(BRASIL, 2014). Para atender a recomendacdo de dose diaria dos marcadores
descrita na Instrucdo Normativa da ANVISA, seria necessario o paciente ingerir de
1848 a 5118 mg do extrato seco por dia, no caso da amostra 4, a mais concentrada.

A Farmacopeia Europeia 92 edicdo preconiza que as partes aéreas pulverizadas de
Echinacea purpurea contenham, no minimo, 0,1% da soma de &cido caftarico e
acido chicorico. Para a raiz pulverizada, a especificacdo € de no minimo, 0,5% da
soma dessas substancias (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2016). No presente
trabalho, foram utilizados os extratos secos e ndo com a planta seca e pulverizada,
como descrito nas monografias da Farmacopeia Europeia. Entretanto, os valores de
teor obtidos nas andlises cromatogréficas realizadas estdo de acordo com o0 que €
estipulado pela Farmacopeia Europeia. A Farmacopeia Britanica 2016 apresenta as

mesmas especificacdes descritas na Farmacopeia Europeia.

Ja a Farmacopeia Americana 382 edicdo apresenta a especificacdo de 0,5% da
soma de fenois totais (acido caftarico, acido clorogénico e &cido chicorico) para a
raiz pulverizada da planta. Para as partes aéreas pulverizadas, a especificacdo e de
no minimo 1,0% da soma de acidos caftarico e chicérico, ndo incluindo, portanto, o
acido clorogénico. Além disso, preconiza que 0 extrato seco da planta, obtido de
partes aéreas, de raiz ou de ambas misturadas, tenha pelo menos 4,0% da soma de
fenois totais (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2014). Ou seja, ho extrato
seco espera-se obter um teor mais elevado dos marcadores, uma vez que um dos
objetivos do processo de extracdo seria justamente concentrar essas substancias
ativas. Apesar do grupo fenois totais envolver outros compostos além daqueles
guantificados no presente trabalho, observou-se que os teores dos marcadores nos
extratos secos analisados foram inferiores a especificacdo da Farmacopeia

Americana 382 edicao para o extrato da planta.

Como pode ser observado na Tabela 29, em quantificacdes ja realizadas e descritas
na literatura foram encontrados teores muito variados dos acidos -caftarico,

clorogénico e chicérico em produtos a base de EP. Isso pode ocorrer por inUmeros
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fatores, como ja mencionado, como as condicbes em que foram realizadas as
extracOes, temperatura e tempo de armazenamento, parte da planta utilizada para a
extracdo, método adotado para analise ou até mesmo pelas condi¢Bes de plantio e
cultivo da Echinacea purpurea.
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Tabela 29 — Comparacgdo dos resultados de quantificacdo de marcadores vegetais em extratos secos de Echinacea purpurea.

Parte da Planta Concentracao de Concentracao de Concentracao de
Referéncia Avaliada Acido Caftarico Acido Clorogénico Acido Chicoérico
encontrada encontrada encontrada
Qu et al., 2005 Raiz - extrato etandlico nao avaliado nao avaliado 8,95 + 6,46 mg/g
Tsai et al., 2012 Flores - extrato etandlico 16,56 a 67,74 mg/g 0,14 a 2,94 mg/g 37,23 a 182,05 mg/g
Thomsen et al., 2012 Raiz - extrato etandlico 0,15 + 0,06 mg/g 0,06 = 0,05 mg/g 2,87 £ 0,96 mg/g

Flores - extrato
metandlico
Ral'z - ext'rgto 0,35 mglg néo. d~etectado nas
hidroetandlico ' condicOes de analise
Flores e raiz — extrato

Presente estudo seco 1,11 a 5,07 mg/g 0,13 a 0,84 mg/g 0,40 a 1,79 mg/g

Konar et al., 2014 0,26 a 0,30 mg/g inferior a 0,001 mg/g 0,09 a 0,13 mg/g

Cech et al., 2006 0,36 mg/g
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Apesar de ja existirem métodos para identificacdo e quantificacdo dos componentes
da Echinacea purpurea, todos os métodos descritos na literatura e nas farmacopeias
empregam CLAE. O método desenvolvido no presente trabalho é inovador dentro da
area de andlises de fitoterapicos, uma vez que utiliza a CLUE como sistema de
analise, trazendo as vantagens que esse tipo de cromatografia proporciona: as
analises sdo mais rapidas e eficientes que as descritas por CLAE, reduzindo-se,
portanto os gastos de solvente, com maior resolucéo e capacidade de deteccéao.

Rattanadechsakul e colaboradores (2007) recomendam que as amostras e extratos
de Echinacea purpurea permanecam o tempo todo em geladeira para evitar a
degradacdo dos marcadores ativos. Visto que os fornecedores das amostras néo
fazem nenhuma recomendacédo especifica quanto a isso, e que 0s extratos sao
armazenados, expostos e comercializados pelas farmacias magistrais em
temperatura ambiente, optou-se por manter as amostras coletadas também em
temperatura ambiente, para que a analise fosse mais realista e condizente com o

produto que chega ao consumidor final.

Uma vez que os teores encontrados dos marcadores vegetais variam de uma
amostra para outra, se o paciente adquire o medicamento de uma farméacia magistral
diferente durante o periodo de uso, este fato podera interferir na eficacia e
continuidade dos tratamentos com o fitoterapico. Portanto, pode-se perceber a
grande necessidade de maior padronizacao dos teores individuais dos marcadores e
de um controle de qualidade efetivo dos produtos a base de Echinacea purpurea

presentes no me rcado
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4 CONCLUSOES

Apesar da Echinacea purpurea ser indicada para tratamento de diferentes tipos de
infeccdes, nos testes para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos secos
de EP nao foi verificada atividade significativa contra bactérias, sendo observada
apenas pequena atividade antifingica. Entretanto, os testes para avaliacdo da
atividade imunoldgica dos extratos da planta foram satisfatrios, demonstrando um
efeito positivo dos extratos em relacdo a modulacdo da atividade imunolégica
celular. O conjunto de resultados demonstra que os extratos podem atuar por um
mecanismo indireto, via ativagao do sistema imunoldgico, para combater ou prevenir

infec¢bes por microrganismos.

O método analitico desenvolvido e validado se mostrou eficaz na andlise das
amostras que, em sua totalidade, possuiam todos os marcadores. Desta forma,
pode-se inferir que as amostras realmente se tratavam de partes aéreas e/ou raizes
de Echinacea purpurea. Foi possivel também quantificar acido caftarico, acido
clorogénico e acido chicorico nos extratos da planta. Entretando, os teores de todas
as amostras foram inferiores as doses terapéuticas preconizadas pela agéncia
regulatoria responsavel no Brasil, sendo necessaria a administracdo de uma
guantidade muito grande de extrato para atender a dose recomendada para efeitos
terapéuticos. Portanto, os produtos analisados ndo atendem a especificacdo

recomendada pela agéncia regulatéria.

Por fim, esse estudo contribuiu para aumentar as informacdes disponiveis sobre
Echinacea purpurea, que sdo relativamente escassas, disponibilizando um novo
método por CLUE-DAD para quantificacdo de componentes dessa planta, com maior

rapidez e eficiéncia.



105

REFERENCIAS

ADOLPHO, L. O. Derivados dos acidos clorogénico, cafeico e cinamico: obtencéo,
avaliacdo da atividade antimicrobiana e de inibicdo enzimatica. 2012. Tese
(Mestrado em Farmacologia) - Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria.

AGUIRRE, J.; HANSBERG, W.; NAVARRO, R. Fungal responses to reactive oxygen
species. Medical Mycology, v. 44, p. 101-107, 2006.

AOAC Guidelines for Single Laboratory Validation of Chemical Methods for Dietary
Supplements and Botanicals. AOAC INTERNATIONAL. Gaithersburg, 2002.

AOAC Standard Method Performance Requirement (SMPR) Documents. AOAC
INTERNATIONAL. Gaithersburg, 2011.

ARDJOMAND-WOELKART, K.; BAUER, R. Review and Assessment of Medicinal
Safety Data of Orally Used Echinacea Preparations. Planta Medica, v. 82, p. 17-31,
2016.

BARNES, J.; ANDERSON, L. A.; GIBBONS, S.; PHILIPSON, J. D. Echinacea
species (Echinacea angustifolia (DC.) Hell., Echinacea pallida (Nutt.) Nutt.,
Echinacea purpurea (L.) Moench): a review of their chemistry, pharmacology and
clinical properties. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v.57, p. 929-954,
2005.

BARROS, M. E. S.; SANTOS, D. A.; HAMDAN, J. S. Evaluation of susceptibility of
Trichophyton mentagrophytes and Trichophyton rubrum clinical isolates to antifungal
drugs using a modified CLSI microdilution method (M38-A). Journal of Medical
Microbiology, v. 56. P. 514-518, 2007.

BENSON, J. M.; POKORNY, A. J.; RHULE, A.; WENNER, C. A.; KANDHI, V.; CECH,
N. B.; SHEPHERD, D. M. Echinacea purpurea extracts modulate murine dendritic
cell fate and function. Food and Chemical Toxicology. v. 48. p.1170-1177. 2010.



106

BIRT, F. D.; WIDRLECHNER, M. P.; LALONE C. A.; L.; BAE, J.; SOLCO, KS. A.;
KRAUS, G. A.; MURPHY, P. A.; WURTELE, E. S.; LENG, Q.; HEBERT, S. C,;
MAURY, W. J.; PRICE, J. P. Echinacea in infection. American Journal of Clinical
Nutrition. v. 87, n. 2. p. 488—-492. 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Instrucédo
Normativa n° 05 de 11 de dezembro de 2008. Determina A Publicagédo Da "Lista De
Medicamentos Fitoterdpicos De Registro Simplificado". Diério Oficial da Uniéo,
Brasilia, 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Instrucédo
Normativa n° 02 de 13 de maio de 2014. Publica a Lista de medicamentos
fitoterapicos de registro simplificado e Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de
registro simplificado. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 2014.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucao
da Diretoria Colegiada - RDC n° 166, de 24 de julho de 2017. DispGe sobre a
validacdo de métodos analiticos e da outras providéncias. Diario Oficial da Uniéao,
Brasilia, 2017.

BRITISH Pharmacopoeia. London: Her majesty s Stationary Office, 2016.

BROWN, P.; CHAN, M.; PALEY, L.; BETZ, J. M. Determination of Major Phenolic
Compounds in Echinacea spp. Raw Materials and Finished Products by High-
Performance Liquid Chromatography with Ultraviolet Detection: Single- Laboratory
Validation Matrix Extension. Journal AOAC International. v. 94, n.5. p.1400-1410.
2011.

CECH, N. B.; ELEAZER M. S.; SHOFFNER, L. T.; CROSSWHITE, M. R.; DAVIS, A.
C.; MORTENSON, A. M. High performance liquid chromatography/electrospray
ionization mass spectrometry for simultaneous analysis of alkamides and caffeic acid
derivatives from Echinacea purpurea extracts. New trace constituents of kava resin.
Journal of Chromatography A, v. 1103, p. 219-228, 2006.

CLSI - CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Reference Method
for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standard, 22
ed. CLSI document M27—-A2. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne,
PA: 2008a.



107

CLSI - CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Reference method
for broth dilution antifungal susceptibility testing of flamentous fungi; approved
standard, 32 ed CLSI document M38-A2. Clinical and Laboratory Standards
Institute, Wayne, PA: 2008b.

CLSI - CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Methods for
Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically,
approved standard, 92 ed CLSI document MO7-A9. Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA, 2012.

EUROPEAN Pharmacopoeia. 9. ed. Strasbourg: Directorate for the Quality of
Medicines of the Council of Europe (EDQM), 2016.

FARMACOPEIA Brasileira, 5. ed., Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Brasilia:
Anvisa, 2010.

FONSECA, F. N.; PAPANICOLAOU, G.; HONG LIN, H.; LAU, C. B. S.; KENNELLY,
E. J.; CASSILETH, B. R.; CUNNINGHAM-RUNDLES, S. Echinacea purpurea (L.)
Moench modulates human T-cell cytokine response. International
Immunopharmacology. v.19. p. 94-102. 2014.

GUILLARME, D; NGUYEN, D. T.; RUDAZ, S.; VEUTHEY, J. L. Method transfer for
fast liquid chromatography in pharmaceutical analysis: Application to short columns
packed with small particle. Part I: Isocratic separation. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 66, p. 475-482, 2006.

HARON, M.H.; TYLER, H.L.; PUGH, N.D.; MORAES, R.M.; MADDOX, V. L.;
JACKSON, C.R.; PASCO, D.S. Activities And Prevalence Of Proteobacteria
Members Colonizing Echinacea purpurea Fully Account for Macrophage Activation
Exhibited by Extracts of this Botanical. Planta Medica. v. 82, n. 14. p. 258-1265.
2016.

HARRIS, N. D.; GREENE, R. J. Patologia e terapéuticas para farmacéuticos:
Bases para a pratica da farmacia clinica. 3 ed. Porto Alegre: Artmed, 2012.



108

HUDSON, J. B. Applications of the Phytomedicine Echinacea purpurea (Purple
Coneflower) in Infectious Diseases. Journal of Biomedicine and Biotechnology, p.
1-16, 2012.

IMUNAX Extrato seco de Echinacea purpurea. Campinas: Ativus Farmacéutica
LTDA, 2009. Bula de medicamento.

KONG, J.; LUO, J.; LI, B.; YINGDONG, B.; H. HONG.; WANG, K. CHEN, Y.Q. In
vitro activity of chlorogenic acid against Aspergillus fumigatus biofilm and gliotoxin
production. Experimental and therapeutic medicine. v. 13, p. 2637-2644, 2017.

KONAR, N.; DALABASMAZ, S.; POYRAZOGLU, E. S.; ARTIK, N.; COLAK, A. The
determination of the caffeic acid derivatives of Echinacea purpurea aerial parts under
various extraction conditions by supercritical fluid extraction (SFE). Journal of
Supercritical Fluids. v. 89. p. 128-136. 2014.

MANAYI, A.; VAZIRIAN, M.; SAEIDNIA, S. Echinacea purpurea: Pharmacology,
phytochemistry and analysis methods. Farmacognosy reviews, v. 9, n. 17, p. 63-72,
2015.

MEMENTO FITOTERAPICO da Farmacopeia Brasileira, 1. ed., Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. Brasilia: Anvisa, 2016.

MIRANDA, T. A.; SILVA, P.H.R.; PIANETTI, G.A.; CESAR, |.C. Simultaneous
guantitation of chloroquine and primaquine by UPLC-DAD and comparison with a
HPLC-DAD method. Malaria Journal. v. 14, p. 29-35, 2015.

MOLGAARD, P.; JOHNSEN, S. CHRISTENSEN, P.; CORNETT, C. HPLC method
validated for the simultaneous analysis of cichoric acid and alkamides in Echinacea
purpurea plants and products. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51,
p. 6922-6933, 2003.

NOVAKOVA, L.; MATYSOVA, L.; SOLICH, P. Advantages of application of UPLC in
pharmaceutical analysis. Talanta, v. 68, p. 908-918, 2006(a).



109

NOVAKOVA, L.; SOLICHOVA, L.; SOLICH, P. Advantages of ultra performance
liquid chromatography over high-performance liquid chromatography: comparison of
different analytical approaches during analysis of diclofenac gel. Journal of
Separation Science. v. 29, p. 2433-2443, 2006(b).

QU, L.; YING CHEN, Y.; WANG, X.; SCALZO, R.; DAVIS, J. M. Patterns of Variation
in Alkamides and Cichoric Acid in Roots and Aboveground Parts of Echinacea
purpurea (L.) Moench. HortScience. v. 40, n. 5, p.1239-1242, 2005.

RATTANADECHSAKUL, P.;RATTANADECHSAKUL, J.; OKONOGI, S;;
SIRITHUNYALUG, J.; YOTSAWIMONWAT, S. Stability of Bioactive Compounds and
Antioxidant Activity of Echinacea purpurea Extract. XVth International Workshop
on Bioencapsulation. Vienna, 2007.

REX, J. H. et al. Reference method for Broth dilution antifungal susceptibility testing
of filamentous fungi; approved standard-second edition. Clinical and Laboratory
Standards Institute. v. 28, n. 16, p. 1-35, 2008(a).

REX, J. H. et al. Reference method for Broth dilution antifungal susceptibility testing
of yeasts; approved standard-third edition. Clinical and Laboratory Standards
Institute. v. 28, n. 14, p. 1-25, 2008(b).

SANDASI, M.; VERMAAK, |.; CHEN, W.; VILJOEN, A. M. Hyperspectral Imaging and
Chemometric Modeling of Echinacea — A Novel Approach in the Quality Control of
Herbal Medicines. Molecules. v. 19, p. 13104-13121, 2014.

SHARMA, S. M.; ANDERSON, M.; SCHOOP, S. R.; HUDSON, J. B. Bactericidal and
anti-inflammatory properties of a standardized Echinacea extract (Echinaforce): Dual
actions against respiratory bacteria. Phytomedicine, v. 17, p. 563-568, 2010.

SNYDER, L.R.; KIRKLAND, J.J.; GLAJCH, J.L. Pratical HPLC method development.
2. ed, New York: John Wiley Interscience. p.765, 1997.

SOUZA, S. V. C.; JUNQUEIRA, R. G. A procedure to assess linearity by ordinary
least squares method. Analytica Chimica Acta. v. 552, p. 25-35, 2005.



110

SOUZA, S. V. C. Procedimento para validag&o intralaboratorial de métodos de
ensaio: delineamento e aplicabilidade em analise de alimentos. 2007. 297f. Tese de
doutorado (Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias de Alimentos) — Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte — MG, 2007.

STANISAVLJEVI, |.; STOJI EVI, S. S.; KOVI, D. V.; VELJKOVI, V.; LAZI, M.
Antioxidant and Antimicrobial Activities of Echinacea (Echinacea purpurea L.)
Extracts Obtained by Classical and Ultrasound Extraction. Chinese Journal of
Chemical Engineering. v. 17, n. 3, p. 478-48, 2009.

THE UNITED States Pharmacopeia. USP 38. 38. ed. Rockville: United States
Pharmacopeial Convention, 2014.

THOMSEN, M. O. ; FRETTE, X.C.; CHRISTENSEN, K.B.;: CHRISTENSEN, L. P.;
GREVSEN, K. Seasonal Variations in the Concentrations of Lipophilic Compounds
and Phenolic Acids in the Roots of Echinacea purpurea and Echinacea pallida.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. v. 60, p. 12131-12141, 2012.

TSAl Y.; CHIOU, S.Y.; CHAN, K.C.; SUNG, J. M.; LIN, S.D. Caffeic acid derivatives,
total phenols, antioxidant and antimutagenic activities of Echinacea purpurea flower
extracts. Food Science and Technology. v. 46, p. 169-176, 2012.

Ultra Performance LC'" by design. Waters Corporation, USA, 2004.

WREN, S.A.C.; TCHELITCHEFF, P. Use of ultra-performance liquid chromatography
in pharmaceutical development. Journal of Chromatography A. v. 1119, p. 140-
146, 2006.

WU, T.; WANG, C.; WANG, X.; XIAO, H.; MA, Q.; ZHANG, Q.st£omparison of UPLC
and HPLC for Analysis of 12 Phthalates. Chromatographia. v. 68, p. 803-806, 2008.

ZHAI, Z.; SOLCO, A.; LANKUN, W.; WURTELE E. S.; KOHUT, M. L.; MURPHY, P.
A.; CUNNICK, J. E. Echinacea increases arginase activity and has anti-inflammatory
properties in RAW 264.7 macrophage cells indicative of alternative macrophage
activation. Journal of Ethnopharmacology. v 122, n. 1, p 76-85, 2009.



111

ANEXO A

Certificado de apresentacédo de trabalho no | Congresso Brasileiro de Ciéncias
Farmacéuticas



112

(g .u.uG-_me AL Uy &L

f
SI3QAI0 | 8P AT | OS50 be BUBEEELY
opof aBiof ﬂw>=w ow,PB__o\S
{ e
Ve ava !
: \J /) ._ VY i
I

BEIDG Of2 UGS

DU DHEXIB| SBAY DSy

.\H\N ey vﬁ;\g r\uv.\_m‘:w\

1

"/ 10Z @p oiquaAou ap g| ‘¥4 - ndonB| op zo4

‘puUDJIDY ‘NSonB| Op ZO4 Wa J8juay) UOLUBAUOY) g [2JOH 8ID|D4 UIDJDY OU ‘/ | 0Z @P OIGUIBAOU 8p g|
D G| SDIP SOU ‘apNDG DP OLIPISIUIY OP OD5DZI|DAIIOD @ SDIINFIDWID, SDIDUPID) BP DJIB|ISDIG ODIDPUNY ‘DIDDWID, 8P |DJBpa oy|asuo)) ojad
SOpDZI|DaJ ‘DIIUI|D) DIDDULID, W\ S8I0PDINPJ 8P |DUOIDDU 04U0dUJ [|] @ SOIYNPIDLNN P 04NPIDWIDY o1sedwig || ‘DI1}9JS3 DIDDULID] Bp
oJ19|1spig 0ssa1Bu0) || ‘DIZDWIDY BP SBIUDPNIST BP OUDDLIBWY-0UIDT 0ss846U0y) | ‘SOJUBLIDDIPaY 8P [DUOIDDY OS() O 8GOS OUDILIBWIY
-upg 0ssa1Buoy) | ‘'SOJUBLUDIIPaYY Bp |DUOIDDY OSM) O 81qOs 0418|Ispig 0ssaibuoy) ,9 ‘SD21INIDWLIDS SDIDURIY) Bp OJI8|isnig ossasbuoy) | ou
Joysod owod opojuasaido 10} ¥ySID VISOD VA V138VYSI @ SOLNVYS SISSY 3a 13INVA ‘SOLSVE AF1SIM 13V4VY ‘'WHIFAINO 30 SIATYONOO
Vivadyd ‘SOLNVS ViI3d34 3d1114 ZIN1 8P Lojno 8p ‘SIYALSIOVW SYID YWYV 30d SOAVZITVID¥IWOD YIINdANd VIDYNIHII
30 SIVII9IA SOLVYIXI 3d VNVISOUIIWIINY IAVAIAILY VA OVIVITYAY OPD|niyul 0d4jusid oyjoqoly o anb sowodyipa)

OPOONIED)

A4 23094 O MMIsHD L A

- - - ’ s
3anvs Steen e S SR T RTH TR O e SejIugL) Ip
WO ORILSININ +m._m mumw“*u Op TRIOPOT | STUSCBOIDEYY 87 IEUDKEN 041 0 E1008 OURDBUNY-UR 0SSOI |

L0 - AR | RGLLIES Vi) SO)UaWED{p) ap (eu0jaey 05 0 aiG0S jaisesg ossaifiuog 9 &% 0ssaJbuog |

A




113

ANEXO B

Laudos dos fornecedores
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Amostra 1
= e e e S w—rcE———
CERTIFICADO DE ANALISE
Insumo; Equinaces Extrato Seco Datx de Analise: i5-02.2018
Lote interno! 16810-8022-001669 Lote Fabricante: 471
Dats de Fabricagio: 30-06-2010 Data de Validade: 28-02-2013
Origem: Brasi Procedéncia: Brasil
Condigdes de . D Ordem de
Armazenamento: i I R Fracionamento: 001669
DCH: - DCl: =
CAS! - Peso Molecular: -
Formula Molecular: -
Chservagdes: Parte Utilizada: Folhs, caule e raiz |Mome Cientifico; [Echiracca purpuTes
Testes Especificaces Resultados Unidade Referéncias
Deserigdo Po fine, higrescopice, fivrs de particulas estranhas  [Conforme Fabricanta
Cor Pardo ciarg a pardo Pardo Claro Fzbricania
Sabor Caraclerisiico Caracteristico Fabricante
Odor Carscteriatico Caractedstico Fabricante
Densidade Aparente 0,650 3 0,850 0,658 gmL Fabricante
Umidade <=80 4,99 %o Fabricante
pH 4503550 400 Fabricanie
Sobilidage izﬁlmenze soldvel om agua o inscidyal em Confame Fabricante
Cinzas inaciiveis em ; o &
it <=20 0,38 o Fabricante
Cinzas Sulfatacas <=840 286 % Fabricants
Cinzas Totals <= 10,0 413 % Fabrncante
Eiementos Estranhas Nio detectado Nan detectado Fabricante
Fluidez volumélrica 850 2 850 638 ol Fabricante
Granulometria Msiha 100 Malha 100 Fzbricante
Doscamenio Taninos totais (Polifencis) >= 1.5 162 % Fabricante
Melas Pesados (AAS) Chumbo < 0,80 0.0017 ppm Fabricante
Metais Pasados {AAS) Cabra < 30,0 0,0008 ppm Fabricante
Metals Pesados {AAS) Anliménso < 2,80 0,0023 ppm Fzbricanta
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INSUMO: EQUINACEA EXTRATO SECO ) Pég 1
ORIGEM/PROCEDENCIA: BRASIL/BRASIL DATA DE ANALISE: 03/09/2015
LOTE INTERNO: 15611570 LOTE FABRICANTE: [4/1
DATA DE FABRICAGCAO: Junho/2010 DATA DE VALIDADE: [Agosto/2016
CONDIGOES DE ARMAZENAGEM: | TEMPERATURA AMBIENTE
OBS 1: |Nome Comum: Equinacea
OBS 2: |Nome cientifico: Equinacea purpurea L.M
OBS 3: |Familia: Asteraceae
OBS 4: |Parte utilizada: Folha, caule e raiz
DATA DE EMISSAO:{00/00/0000 [NF: [000.000 | ORDEM FRACIONAMENTO:| 15010707A0DATA ENC: 103/09/2015
TESTES ESPECIFICAGOES RESULTADOS REFERENCIAS

Descrigéo* P fino e higroscdpico, livre de particulas P6 fino e higroscopico, livre | Fabricante

estranhas, pardo claro a pardo, com odor de particulas estranhas,

caracteristico pardo

com odor caracteristico

Elementos estranhos* N&o detectado N&o detectado Fabricante
Cinzas totais* <10% 4,39% Fabricante
Cinzas insolUveis em acido* <2,0% 1 0,58% Fabricante
Densidade aparente* 0,650 - 0,850 g/mL 0,694 g/mL Fabricante
Perda por dessecagao* < 8,0% (2g/ 105°C/5 horas) 1,73% Fabricante
pH* 4,50 a 6,50 (solugéo 1%) 4,75 Fabricante
Doseamento* Taninos totais > 1,5% 2,8% Fabricante
Metais pesados* <20 ppm <20 ppm Fabricante
Metais pesados (AAS) Chumbo< 0,80 ppm 0,0017 ppm

Cobre < 30,00 ppm 0,0008 ppm Fabricante

Antiménio < 2,0 ppm 0,0029 ppm
Solubilidade* Parcialmente sollvel em agua e insolivel | Conforme Fabricante

em etanol
Cinzas sulfatadas* <8,0% 2,81% Fabricante
Fluidez volumétrica* 650 - 850 g/L 694 g/L Fabricante

TESTES MICROBIOLOGICOS

Bactérias totais aerébias* < 2000 UFC/g <10 UFC/g Fabricante
Fungos e leveduras* < 200 UFC/g <10 UFClg Fabricante
Escherichia coli* Ausente Ausente Fabricante
Salmonella sp* Ausente Ausente Fabricante
*Resultados obtidos em analises realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA. E os demais

foram transcritos conforme certificado de analise do fabricante.
LEGENDA DAS REFERENCIAS: FB (Farmacopeia Brasileira) / USP (United States Pharmacopoeia) / EP (European Pharmacopoeia) / BP (British

Pharmacopoeia) / JP (Japanese Pharmacopoeia) / MG (Método Geral farmacopeico) / Fabricante (especificagéo e metodologia conforme o fabricante do
insumo) / Informativo (resultado fornecido como informativo pelo LCQ SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA) .

CONCLUSAO:

»

( X') Aprovado

( ) Reprovado
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NFORMACOES GERAIS
l{osso lote: 055697 Parte utilizada: Raiz Validade: 09/2017
{omenclatura: EQUINACEA EXTRATO SECO 4% Esterilizagdo: Nao houve Nossa Validade: 09/2017
{ome Cientifico: Echinacea purpurea Fabricagao: 09/2014 DCB: 10713
Jrigem: China Lote Origem: FL15010413A
ARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
‘or: Marrom Odor: Caracteristico Sabor: Caracteristico
“ARACTERISTICAS FiSlCO-QUiMICAS
Analise SESRIES 4 " Especificagao Resultado i
\specto Po fino & De acordo
lementos Estranhos Ausente De acordo
Jmidade <50% 3.81%
“inzas Totais <10,0% 732%
4etais Pesados Em Pb < 3 mg/kg < 0,001 mg/kg
solubilidade 90%Soluvel em agua De acordo
Yensidade 40 - 60 g/mL 54 g/100mL -
FESTES DE IDENTIFICACAO i
Analise Método
Qutros Y

Jositivo para Polif

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Analise -
Zontagem Padrdo em placas
3olores e Leveduras
“scherichia coli (coliformes)
staphylococcus aureus
2seudomonas aeruginosas
salmonella sp

TEOR DE PRINCIPIO ATIVO

Especificag
Max. 10.000 ufc/g
Max. 100 ufc/g ou mL
Auséncia

Auséncia

Auséncia

Auséncia

. Resuitado
<1000 ufc/g

<100 ufc/g
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente

onclusa
De acordo
De acordo
De acordo
De acordo
De acordo r
De acordo -

Andlise
feor de Polifenois > 4%:

0BS

4.46%

Jensidade sem compactagdo.

CONCLUSAO

Data da analise: 2015-03-11 15:19:00

Conclusao:

Aprovado
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Equinacea purp SO
Asteraceae (Compositae)
Spray-dryer

4% es es se 4e ee se

China/China
utilizada Raiz, caule e folha
Excipiente Amido
Solvente utilizado Agua
Numero da analise : 4212
Deve conter : Minimo 1,00% de Taninos totais (Polifenoi
Preparacoes : Descontaminacao por irradiacao gama

ANALISE BOTANICA

ASPECTO MACROSCOPICO: Po fino e higroscopico, livre de particuls
estranhas.

ASPECTO MICROSCOPICO: Nao e realizado analise microscopica por nao
ser possivel a visualizacao das estruturas histologicas que
caracterizam a especie.

ANALISES PARAMETROS RESULTADOS
CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS a
Cor Parda a Parda

Pardo-clara

7

0,650 a 0,850g/mL
650, 00g/L a 850,00g/L

Solubilidade -

Em agua Parcialmente Parciamente
Soluvel Soluvel

Em etanol Insoluvel Insoluvel

ENSAIOS DE PUREZA

Umidade Maximo 8, 00% 2,96%

Cinzas totais Maximo 10,00% 4,13%

Cinzas insoluveis em acido Maximo 2,00% 0,38%

nzas sulfatadas Maximo 8, 00% 2,96%
ISES FISICO-QUIMICAS COMPLEMENTARES

ais pesados (Pb) <=20, 00ppm
s pesados (AAS)

<=30, 00ppm

<=8, 00ppm

<=2, 00ppm




