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APRESENTACAO

Em ciéncias da saude destacam-se as areas de Farmacia e Biomedicina.
Desta forma, torna-se imprescindivel o conhecimento acerca de analise clinicas e
biotecnologia de farmacos.

A Coletanea Nacional “A Biomedicina e Farmacia Aproximagdes” € um e-book
composto por 21 artigos cientificos que abordam assuntos atuais, como a analise de
produtos naturais, biotecnologia de farmacos, processos de isolamento, purificacdo
caracterizacao de elementos biotecnoldgicos de fontes naturais, avalicdo da utilizagao
de novas tecnologias para fins farmacéuticos, avancos em analises clinicas, entre
outros.

Mediante a importancia, necessidade de atualizacéo e de acesso a informacgodes
de qualidade, os artigos elencados neste e-book contribuirdo efetivamente para
disseminagdo do conhecimento a respeito das diversas areas da farmacia e da
biomedicina, proporcionando uma visao ampla sobre esta area de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. MSc. Fabricio Loreni da Silva Cerutti
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CAPITULO 6

TOXICIDADE DE ECHINACEA PURPUREA
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RESUMO: Echinacea purpurea (L.) Moench,
conhecida como equinidcea, é amplamente
utiizada no tratamento de inflamagdes e
infeccbes do trato respiratério e urinario, da
mucosa oral e da pele. Apresenta propriedades
imunoestimulante, anti-inflamatéria, protetor do
colageno, antimicrobiana e antiviral, por isso seu
uso popular. Possui alcamidas, glicoproteinas,
acido cafeico, echinosideos, polissacarideos,
O0leo essencial, &cidos graxos, proteinas,
taninos, flavonoides, vitaminas A, C e E. Este
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FRENTE A ARTEMIA SALINA

trabalho teve como objetivo analisar a toxicidade
de E. purpurea frente ao microcrustaceo
Artemia salina. Para o experimento foi utilizado
extrato hidroalcodlico de equinacea a 50%, foi
realizada caracterizag¢do fitoquimica do extrato
e bioensaio com o microcrustaceo. O extrato de
equinacea apresentou saponinas e taninos. A
CL,, para o extrato de equinacea foi de 0,0625
mg.mL'. O ensaio de toxicidade a A. salina
mostrou sensibilidade do microcrustaceo ao
extrato de equinacea.

PALAVRAS-CHAVE: Equinacea;
microcrustaceo; toxicologia;

ABSTRACT: Echinacea purpurea (L.) Moench,
known as echinacea, is widely used in the
treatment of inflammations and infections of
the respiratory and urinary tract, oral mucosa
and skin. It presents immunostimulating, anti-
inflammatory, collagen protection, antimicrobial
and antiviral properties, so its use is popular.
The objective of this work was to evaluate the
toxicity of E. purpureato the brine shrimp Artemia
salina. To the test was used the hydroalcoholic
extract of echinacea in 50%, the phytochemical
characterization of the extract and bioassay with
the brine shrimp were performed. The echinacea
extract has saponins and tannins. The CL_, for
echinacea extract was 0.0625 mg.mL". The A.
salina toxicity test showed sensitivity of brine
shrimp to echinacea extract.
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11 INTRODUCAO

A Echinacea purpurea (L.) Moench, Figura 1, conhecida como equinacea,
€ popularmente utilizada no tratamento de resfriado, bronquite, gripe, estomatite,
faringite, infecgbes do trato urinario, ferimentos e queimaduras. Os estudos quimico-
farmacolb6gicos comaplantalevaramao estabelecimento cientifico de suas propriedades
imunoestimulante, anti-inflamatéria, protetor do colageno, antimicrobiana e antiviral, o
que justifica o0 seu uso. Possui como principios ativos alcamidas, glicoproteinas, acido
cafeico, echinosideos, polissacarideos, 6leo essencial, acidos graxos, proteinas,
taninos, vitaminas A, C e E (LORENZI e MATQOS, 2008) e flavondides (KURKIN et al,
2011).

Figura 1. Foto da espécie vegetal E. purpurea.
Fonte:https://s-media-cache-ak0.pinimg.com/originals/98/2c/ca/982ccae39298b2292921176ed4593785.jpg

Diversos experimentos demonstraram que os extratos de E. purpurea possuem
atividades imunomoduladoras. Entre as muitas propriedades farmacolégicas relatadas,
aativacéo de macréfagos tem sido vista de forma mais convincente. indices fagocitéticos
e as concentracdes de citocinas derivadas de macréfagos demonstraram ser sensiveis
a esta planta em muitos ensaios. A ativacao de leucocitos polimorfonucleares e células
natural killer também tem sido verificada. As alteragcdes nos numeros e nas atividades
dos leucdcitos das células T e B também foram reportadas. Apesar desta evidéncia
celular de imunoestimulagdo, os mecanismos que levam a uma maior resisténcia a
doencas infecciosas nao foram descritos adequadamente (BARRETT, 2003).

Estudos in vitro mostraram diminuicdo da motilidade espermatica frente a altas
concentracbes de equindcea (ONDRIZEK et al, 1999), estimulacdo da atividade
proliferativa e angiogénica do sangue, com producéo de leucocitos mononucleares,
estimulacéo da atividade de granulécitos e aumento da relagdo de marcadores dos
linfécitos CD4/CD8, mostrando seu efeito na hematopoese (BIALAS-CHROMIEC et
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al, 2004).

Em relacdo a toxicidade aguda da equindcea em humanos, foram relatadas
reacOes alérgicas raras com administracdo parenteral, porém, o mesmo nao se
observou pelavia oral (PARNHAM, 1996). Os sintomas identificados ap6s administracao
parenteral incluem calafrios, febre e fraqueza muscular. Um gosto desagradavel e
breve formigamento ou entorpecimento da lingua & frequentemente relatado apos
administracao oral (MILLER, 1998), sendo as isobutilamidas encontradas em altas
concentragbes nas raizes da equinacea as responsaveis por esse efeito dormente
(BAUER et al, 1988). A hepatotoxicidade de equinacea € devida a presenca de
alcaloides pirrolizidinicos na planta (SCHRODER-AASEN, 2012).

O efeito in vivo de extrato de raizes de E. purpurea sobre a atividade do citocromo
P450 foi avaliado em individuos saudaveis com o uso de drogas dependentes de
CYP como cafeina (CYP1A2), tolbutamida (CYP2C9), dextrometorfano (CYP2D6) e
midazolam (CYP3A hepatico e intestinal). Essas drogas foram administradas antes e
ap6s um curto periodo de tratamento com equinacea (400 mg, 4 vezes ao dia por 8
dias). A administracao de equinacea reduziu a depuracao oral de cafeina e aumentou
o clearance sistémico de midazolam, sendo que a disponibilidade hepatica diminuiu
e a intestinal aumentou. A equinacea reduziu a depuracdo oral dos substratos de
CYP1A2 e modula seletivamente a atividade catalitica de CYP3A em sitios hepaticos e
intestinais. Atencao deve ser dada quando a equinacea é co-administrada com drogas
dependentes de CYP3A ou CYP1A2 para a sua eliminacédo (GORSKI et al, 2004).

A equinacea, por alterar a atividade de CYP, ndo deve ser utilizada com outros
agentes toxicos ao figado, pois aumenta os efeitos de outras drogas, como 0s
esterdides, amiodarona, metotrexato, cetoconazol e halotano (LEAK, 2000).

Embora o mecanismo molecular pelo qual a equinacea aumenta a atividade de
CYP3A seja desconhecido, é possivel que um ou mais componentes de equinacea
sejam ligantes para o Receptor Pregnano X (PXR) (GORSKI et al, 2004). Portanto, a
expressao de outras enzimas e transportadores que sao regulados pelo PXR, tais como
uridina difosfato-glucuronosiltranferases (MACKENZIE et al, 2003), sulfotransferases
(SONODA et al, 2002) e P-glicoproteina (ABCB1) (GEICK et al, 2001), também pode
exibir atividade aumentada ap6s administracdo de equinacea.

Receptores nucleares como o PXR estao relacionados a processos bioldgicos, e
ligantes sintéticos ou naturais possuem a capacidade de ativa-los ou inibi-los. O PXR
exerce funcao crucial na homeostase de metabolizacdo e eliminacdo de endobibticos
e xenobibticos por meio da regulacao de enzimas do citocromo P450, especialmente
a CYP3A4. A utilizacdo concomitante de farmacos com determinados tipos de
fitoterapicos, que apresentem agonismo ou antagonismo com receptores nucleares,
pode interferir na terapéutica (SANTOS, 2012).

Contrariamente, em estudos de investigacdo de toxicidade laboratorial com
amostras de sangue, urina e érgaos de camundongos e ratos tratados diariamente com
produtos de E. purpurea na concentracao de 8 g.Kg' de peso corporal, tanto via oral
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ou intravenosa, ndo conseguiram causar efeitos adversos mensuraveis em leucécitos,
heméacias, plaquetas, enzimas hepaticas, creatinina, ureia, colesterol, triglicerideos,
glicose e no peso dos ratos. Testes de mutagenicidade e de carcinogenicidade em
embrides de camundongos também mostraram resultados negativos (MENGS et al,
2000). Além de outros trabalhos demonstrarem efeitos anti-inflamatérios na toxicidade
hepatica induzida por arsénico (HEIDARI et al, 2012) e também efeitos protetores
hepaticos e renais das partes aéreas do extrato de E. purpurea sobre lesdes induzidas
pela dietilnitrosamina em ratos (REZAIE et al, 2013).

Devido ao grande emprego popular desta espécie vegetal e aos poucos estudos
de toxicidade desta planta, este trabalho teve como objetivo analisar a toxicidade de
E. purpurea frente ao microcrustaceo Artemia salina.

2| MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no setor de Toxicologia da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (UNIOESTE), localizado no Hospital Universitario do Oeste do
Parana (HUOP), integrando o grupo de pesquisa em Toxicologia Celular do Centro
de Assisténcia em Toxicologia (CEATOX) na cidade de Cascavel-Parana. Para o
experimento foi utilizado extrato hidroalcodlico de E. purpurea a 50%.

A caracterizagdo fitoquimica do extrato foi realizada através de testes
farmacogndésticos com desenvolvimento de cor ou precipitacdo. Foram pesquisadas
a presenca de saponinas (teste de espuma), esterdides e triterpendides (reacdo de
Liebermann-Burchard), alcaloides (reacdo de Dragendorff Mayer), taninos (reacéo
com cloreto férrico), cumarinas (reacdo com KOH e UV) e flavondides (reacdo de
Shinoda) (COSTA, 1982).

No ensaio de citotoxicidade com A. salina, empregaram-se 10 exemplares da
fase larval de nauplio criado em laboratorio em solucédo de NaCl 30 g.L', pH 8,5,
com aeracdo constante e mantidas em temperatura de 28 + 2° C (MEYER et al,
1982). O experimento foi realizado em ftriplicata, utilizando o extrato de equinacea nas
concentragdes de 500 mg.mL'; 50 mg.mL"; 25 mg.mL™"; 5 mg.mL"; 2,5 mg.mL™"; 0,5
mg.mL™; 0,25 mg.mL" e 0,0625 mg.mL"" diluidos em 5 mL de solugé&o salina.

Os nauplios mortos foram contados apés 24 horas de exposicao ao extrato. Além
dos tubos contendo as diferentes concentragdes do extrato, também foram utilizados
tubos controle com solugéo salina (controle negativo) e hidroxido de sédio a 1% (controle
positivo). Os resultados foram expressos como percentagem de mortalidade. O teste
foi considerado efetivo quando a mortalidade do controle negativo néo ultrapassou
50% e o controle positivo apresentou valores maiores que 80%.
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3|1 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados dos testes farmacognosticos realizados com
o extrato de equinacea, mostrando a presenca de algumas classes de metabdlitos
secundarios.

Testes Resultado
Alcaloides (Dragendorff Mayer) -
Cumarinas (KOH/UV) -
Esteroides e Triterpendides (Liebermann-Burchard)
Flavonoides (Shinoda) -
Saponinas (Espuma)
Taninos (Cloreto férrico)

Tabela 1. Testes farmacognésticos do extrato hidroalcodlico de E. purpurea a 50%.

(-): auséncia e (+): presenca

O extrato de equinacea apresentou positividade para saponinas e taninos,
diferentemente de outros estudos que mostraram a presenca de flavonéides, alcaloides
e esterois nesta planta (CHAVEZ MORALES, 2014).

O fracionamento e isolamento de compostos naturais de classes distintas,
tais como flavonéides, triterpenos, esterois, compostos aromaticos e outros podem
ser guiados por ensaio de letalidade com microcrustaceo, pois € um método util na
avaliacao de bioatividade, poupando a necessidade de ensaios posteriores in vitro e in
vivo mais dispendiosos (CEPLEANU, 1993).

A Tabela 2 apresenta as médias percentuais da mortalidade das larvas de A.
salina expostas a diferentes concentracdes do extrato de equinacea.

Concentracdes (mg.mL™) Mortalidade (%)
500 100,00 + 0,00 (3)
50 100,00 + 0,00 (3)
25 100,00 + 0,00 (3)

5 100,00 + 0,00 (3)
2,5 86,67 + 13,33 (3)
0,50 100,00 + 0,00 (3)
0,25 60,00 + 10,00 (3)
0,0625 50,00 + 10,00 (3)
C () 30,00 + 15,28 (3)
C(+) 96,67 + 3,33 (3)

Tabela 2. Percentuais de mortalidade de A. salina frente as diferentes concentragdes do extrato
hidroalcodlico de E. purpurea a 50%.

C (-): Controle negativo; C (+): Controle positivo. Os nimeros entre parénteses representam o nimero de
triplicatas (n). Resultados expressos em média = SEM de n triplicatas.
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Os dados da Tabela 2 mostraram que os tubos contendo solucéao salina, utilizados
como controles negativos, tiveram baixa mortalidade para os microcrustaceos,
indicando que as larvas sobreviveram nas condi¢cdes experimentais do teste, durante
o periodo do bioensaio. Verificou-se que para o extrato de equinacea ainda houve
mortalidade de 100% na concentracdo de 0,5 mg.mL™".

A Figura 2 foi construida com dados da Tabela 2. Este gréafico permitiu encontrar
os valores da percentagem de mortalidade das larvas de A. salina em relagdao as
concentracdes do extrato.
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40,00 -

20,00 -

0,00
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Figura 2. Percentagem de mortalidade de A. salina frente ao extrato hidroalcodlico de E.
purpurea a 50%.

Na Figura 2 verificamos que houve mortalidade dos nauplios nas concentracoes
de 0,25 mg.mL" (60%) e 0,0625 mg.mL" (50%). A concentracao letal de extrato capaz
de eliminar 50% dos nauplios é chamada de CL e foi encontrada na concentragéo de
0,0625 mg.mL " para o extrato de equinacea. Para ser considerado um extrato toxico
a CL,, de extratos de plantas sobre a A. salina necessita ter concentragoes abaixo
de 1 mg.mL"e haver mortalidade dos microcrustaceos superior a 50% (MEYER et al,
1982).

Assim, o ensaio de toxicidade a A. salinamostrou sensibilidade do microcrustaceo
ao extrato de equinacea. A presenca de saponinas e taninos, cujas classes foram
indicadas pelos testes farmacognésticos ou outras substancias presentes na planta,
podem ser responsaveis pela atividade biol6gica evidenciada neste ensaio.

41 CONCLUSAO

O bioensaio mostrou toxicidade do extrato hidroalcodlico de E. purpurea frente
a A. salina. Como ha atividade in vitro, recomendam-se estudos para verificar a
toxicidade in vivo desta espécie vegetal.
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