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RESUMO

Hydrocotyle umbellata L., popularmente conhecida como "acaricoba”, € uma espécie
pertencente a familia Araliaceae, nativa do continente Americano. Foram
comprovadas atividades ansiolitica, antinoceptiva e anti-inflamatoria nas partes
subterraneas de H. umbellata, as quais foram, em parte, atribuidas a presenca da
lignana hibalactona. O objetivo deste trabalho foi realizar estudos de controle de
qualidade e determinar o teor de fendis totais, flavonoides totais e hibalactona nas
partes aéreas de H. umbellata. Foi observada quantidade apreciavel de compostos
fendlicos e flavonoides (3,54% e 3,04%). A co-validacdo do método CLAE para
quantificacdo de hibalactona demonstrou ser seletiva, linear e precisa, sendo util para
sua quantificacdo na droga vegetal de partes aéreas de H. umbellata. As melhores
condicbes para a extracdo por ultrassom da hibalactona, obtidas a partir do
planejamento Box-Benhken associado a metodologia de superficie de resposta foram:
proporcdo soélido-liqguido de 0,9 g/10 mL, graduacdo etandlica de 67% (v/v) e
temperatura de extracdo de 64 °C. O teor de hibalactona encontrado nas partes
aéreas foi inferior ao relatado para as partes subterraneas, porém mais estudos
devem ser realizados para investigar a possibilidade de se utilizar conjuntamente as

partes subterraneas e aéreas da planta terapeuticamente.

Palavras-chave: Acaricoba; Controle de qualidade; Metabdlitos secundarios; CLAE;

Metodologia de superficie de resposta.



ABSTRACT

Hydrocotyle umbellata L., popularly known as "acaricoba", is a species belonging to
the family Araliaceae, native to the American continent. The anxiolytic, antinociceptive
and anti-inflammatory activities were demonstrated for the subterraneous parts of H.
umbellata and these activities were in part attributed to the presence of the lignan
hibalactone. The objective of this work was to carry out quality control studies and
determine the content of total phenols, total flavonoids and hibalactone in the aerial
parts of H. umbellata. An appreciable amount of phenolic compounds and flavonoids
was observed (3,54% and 3,04%). The co-validation of the HPLC method for
quantification of hibalactone proved to be selective, linear and accurate, being useful
for its quantification in the plant drug of aerial parts of H. umbellata. The best conditions
for the ultrasound extraction of hibalactone, obtained from the Box-Benhken design
associated with the response surface methodology were: solid-liquid ratio of 0.9 g/10
mL, 67% ethanol content (v/v) and extraction temperature of 64 °C. The content of
hibalactone found in the aerial parts was lower than that reported for the subterraneous
parts, however more studies must be carried out to investigate the possibility of using

therapeutically the subterraneous and aerial parts of the plant.

Keywords: Acaricoba; Quality control; Secondary metabolites; HPLC; Response

surface methodology.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Curva padrao para o doseamento de fendis totais na droga vegetal das
partes aéreas Hydrocotyle umbellata L............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
Figura 2: Curva padrao para o doseamento de flavonoides totais na droga vegetal
das partes aéreas Hydrocotyle umbellata ... 20
Figura 3: Perfil cromatografico 2D a 290nm do padréo de hibalactona (concentragédo
de 0,05 mg/mL) (A) e do extrato da droga vegetal (B) com os espectros de absorcao
Lo = AV o] [ = VPP PPPPPPR 21
Figura 4: Curva de calibragdo da hibalactona................ccceeeeviiiiiiiiiiiii 22
Figura 5: Grafico de superficie de resposta do teor de hibalactona em funcao da
proporcao soélido-liquido e graduagao etanslica.............ccccvviviiiiiiiiiiiieee e 25
Figura 6: Correlacdo entre valores experimentais e valores preditos para o teor de

11 o F=1F= Yo (o] o I VNPT 26



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Fatores codificados e seus niveis empregados no planejamento fatorial Box-
BERNKEN.....ceee et 16
Tabela 2: Matriz experimental do planejamento fatorial Box-Behnken para avaliagdo
da influéncia dos fatores de extracao por ultrassom da hibalactona............................ 16
Tabela 3: Precisédo ao nivel de repetibilidade..............ccceeiiiiiiii e 23
Tabela 4: Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao polinomial

(0 U F=To L= L1 o= SO 24



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt an et 9
2. OBJETIVO GERAL ...ttt ettt e e e s e e e e e e s ennneees 11
2.10DjetiVOS ESPECITICOS ovvviiiiiiiiiii e e 11
3. MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt ettt 11
3.10btencao do material Vegetal .............iiiiiiiiii 11
3.2Caracterizacdo dadrogavegetal ......ccc.ooevviiiiiiiiiiie e 11
3.21 Determinacao de CiNZAas tOLAIS ........uuveiiieieiii e ee e 11
3.2.2 Determinacgdo de Umidade ..........ooooviiiiiiiiiiiiiiiie e 12
3.2.3 Indice de INtUMESCENCIAS .........ccveveeeeeeireeeeeeeee e ee e ee e 12
3.3Determinacao do teor de fenGis tOtaIS .......uvvviiiiiiiii i 12
3.4Determinacdo do teor de flavonoides totais .........cccceeeeeeiiiiiiieceiiiic e 13
3.5Determinacédo do teor de hibalactona por CLAE ...........ocoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeen 14
3.6 Co-validagdo do MELOAO CLAE ......cooii ittt 14
3.6.1  Seletividade .....oooiiiiiiieiiie e 14
3.6.2  LINEANUAUE ...ttt 14
3.6.3  Precisao (Repetibilidade) ... 15
3.7Planejamento e Otimizac&o da extracao da hibalactona por ultrassom ......... 16
4, RESULTADOS E DISCUSSAQ .....coooviieeeee ettt ane s 18
4.1 Caracterizacdo dadrogavegetal ...........ooouviiiiiiiiiiiiie e 18
41.1 Determinagao de CiNZAas tOtAIS ..........oceeeeeiieiiiiiiei e 18
4.1.2 Determinagao de UMIdATE ........oevivviiiieiiiii e 18
4.1.3 Determinac&o do indice de INtUMESCENCIA.............ceeoveeeerieeeeeeeeeea, 18
4.2Determinacao do teor de fendis totaisS ........eevvvveiiiiiiiii i 19
4.3Determinacao do teor de flavonoides totaisS .......ceeeeeeeiiiiiiiceeeeccce e 20
4.4Co-validagao do MEt0d0O CLAE ... 21
5. CONCLUSOES ..ottt ettt 27

B. REFERENCIAS ... ettt 28



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento de doencas é relatado desde
o periodo neolitico (em torno 10.000 anos atras), sendo passado o conhecimento do
seu uso ao longo das geracgdes e ainda é aplicado nos dias atuais por toda populacao
mundial (ALVES, 2013).

A fitoterapia estuda o uso das plantas para tratamento ou prevencao de
doencas, que possui efeito farmacolégico comprovado cientificamente. Com a
evolucdo dos estudos cientificos adjuntos as comprovacdes das acfes terapéuticas
das plantas, o mercado de medicamentos fitoterapicos vem crescendo ao longo dos
anos, girando em torno de 22 bilhdes de dolares no comércio mundial de fitoterapico
por ano (ZUANAZZI; MAYORGA, 2010).

Os fitoterapicos devem possuir um padrdo de qualidade necessario a um
medicamento, para isso € necessario que sejam feitas andlises fisico-quimicas e
microbiolégicas, quanto da matéria prima tanto do produto final, para que este
medicamento garante seguranca e eficacia ao consumidor (MOUSINHO; OLIVEIRA,
1986; STICHER, 1993; WANG; YAO; ZENG, 2003; BARA; CIRILO; OLIVEIRA, 2004).

A familia Araliaceae € constituida por 43 géneros e 1.450 espécies e €
amplamente distribuida em regides tropicais, subtropicais e temperadas. As espécies
dessas familias sdo compostas por arbustos, arvores, ervas, lianas e epifitas (JUDD
et al., 2009). Atualmente essa familia vem sendo alvo de estudo cientifico devido a
grandes quantidades de géneros e espécies com propriedades medicinais (APG IV,
2016).

A espécie Hydrocotyle umbellata L., popularmente conhecida como "acaricoba"
e "erva-do-capitdo”, pertence ao género Hydrocotyle L. e a familia Araliaceae. Esta
espécie possui caracteristicas de uma planta acaule, herbacea, perene, prostrada,
rizomatosa, podendo ser encontrada em solo pantanoso, arenoso, restinga ou meio
aquatico (SANTANA et al., 2001; LORENZI; MATOS, 2002).

Estudos realizados com as partes subterrdneas da espécie de H. umbellata
comprovaram atividades ansiolitica, anti-inflamatéria e antinociceptiva, e estas
atividades foram atribuidas, em parte, a presenca da hibalactona na planta (OLIVEIRA
etal., 2017). Hibalactona é uma lighana da classe das dibenzilbutirolactonas, podendo
ser encontrada em espécies da familia Araliaceae, Cupressaceae e Rutaceae.

Diversas atividades biolégicas estdo relacionadas para essa lignana, incluindo:
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atividade anticolinesterasica (JUNG et al., 2015), antiestrogénica (LEE et al., 2005),
anti-inflamatoéria (BAN et al., 2002), antimicrobiana (BASTOS; ALBUQUERQUE;
SILVA, 1999), antioxidante, antitumoral (CHANG et al., 2000; MANSOOR et al., 2013),
larvicida (MATSUBARA, 1972) e neuroprotetora (YOON et al., 2008;).

Para a extracdo da hibalactona, alguns métodos classicos séo citados na
farmacopeia, como maceragao, percolagéo e refluxo sdo geralmente utilizados (LIM
et al., 2009; JUNG et al., 2015; CUCA-SUAREZ; DELLA- MONACHE; COY-
BARRERA, 2015). Um método atualmente esta sendo utilizado € o por ultrassom
(YOON et al., 2008; JEONG et al., 2014), este método destaca-se por ser mais rapido,
consumo menor de solvente e otimizagdo da eficiéncia de extracdo. O método por
ultrassom consiste na geracdo de ondas mecanicas que criam uma variacdo na
pressdo do solvente, gerando calor e formacdo de microbolhas que colapsam,
promovendo uma fragmentacdo da célula vegetal e consequente liberacdo dos
fitoconstituintes (CHEMAT et al., 2017).

Diversos fatores podem influenciar os processos de extracao de plantas, como
natureza do solvente, temperatura e tempo (SASIDHARAN et al., 2011). Esses fatores
podem interferir no rendimento da extracao, de forma positiva ou negativa, portanto é
necessario que a definicdo e padronizacdo dos mesmos sejam feitos de modo
planejado (SOUSA et al., 2014).

Apesar do potencial terapéutico da hibalactona, ndo h&a estudos que relatam
sua quantificacdo nas partes aéreas de H. umbellata, bem como a otimizacdo da
extracdo da parte aérea da planta. O conhecimento das condi¢cdes de extracéo
adequadas para a obtencdo de maiores quantidades deste composto bioativo
apresenta importancia por gerar subsidios para controle de qualidade de H. umbellata,

essencial para a obtencado de futuros produtos com potencial terapéutico.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o teor de fendis totais, flavonoides totais e hibalactona nas partes

aéreas de Hydrocotyle umbellata L.

2.10bjetivos Especificos

° Obter e caracterizar a droga vegetal de H. umbellata.

° Realizar o doseamento de flavonoides totais e fendis totais na droga
vegetal.

° Co-validar método analitico para quantificacdo da hibalactona na droga

vegetal das partes aéreas de Hydrocotyle umbellata L. por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

° Otimizar a extracdo de hibalactona das partes aéreas de H. Umbellata.

3. MATERIAIS E METODOS

3.10btencao do material vegetal

Para a realizacdo do estudo proposto foi utilizada a espécie H. umbellata
cultivada na zona rural de Hidrolandia, Goias (16°54'01.0” S e 49°15’32.5” W),
Condominio de Chacaras Miraflores. Uma exsicata foi depositada no Herbario da
Universidade Federal de Goias, UFG — 22394. O material vegetal correspondente as
partes aéreas foi posteriormente lavado com agua corrente, dessecado em estufa com
circulacao forcada de ar a 40°C e triturado. A droga vegetal obtida na forma de p6 foi

acondicionada ao abrigo de luz e umidade e sob refrigeragéo a -18°C.

3.2Caracterizacdo da droga vegetal

3.2.1 Determinacéo de cinzas totais

Uma amostra de 3 g do material foi pesada em balanca analitica e transferida
para um cadinho, previamente calcinado em mufla a 450 °C. A amostra foi
uniformemente distribuida no cadinho e incinerada a temperatura de 450 °C durante
4h, resfriada em dessecador e novamente pesada (BRASIL, 2010). O experimento foi
realizado em triplicata. A porcentagem de cinzas totais foi calculada em relacdo a

amostra seca ao ar conforme equagéo abaixo:
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N
Teor de cinzas totais = 100 x B

Em que:
N= massa de cinzas totais da amostra em gramas;

P= massa da amostra em gramas.
3.2.2 Determinacéo de umidade

Para a determinacédo de umidade foi utilizada uma balanca com elemento de
aquecimento halégeno marca Ohaus® modelo MB35. Foi pesado 0,5 g da amostra
submetida ao aquecimento a 105 °C até peso constante. O experimento foi realizado

em triplicata.
3.2.3 Indice de Intumescéncia

Uma amostra de 1 g do material vegetal foi colocada em uma proveta de 25 mL
com escala de 0,2 mL e tampa esmerilhada. O volume ocupado pelo p6 foi medido.
Em seguida, foram adicionados 25 mL etanol 67% (v/v) e a proveta foi agitada a cada
10 min durante 1h. ApGs repouso de 3 h a temperatura ambiente (22°C), foi verificado
o volume final ocupado pelo material vegetal (BRASIL, 2010). O experimento foi

realizado em triplicata. O indice de intumescéncia foi obtido de acordo com a equacéo:

indice de intumescéncia= (V2-V1)/V1

Em que:
V2= volume final do pé;

V1= volume inicial do pé.

3.3Determinacao do teor de fendis totais

O doseamento de fendis totais foi realizado pelo método de HAGERMAN e
BUTLER (1978) adaptado por WATERMAN e MOLE (1987). Para extragdo dos
compostos fendlicos foi pesado 1 g da droga vegetal para um baldo de fundo redondo
de 250 mL e 150 mL de agua destilada foram adicionados. A mistura foi aguecida até
a fervura e mantida sob refluxo entre 80°C e 90°C durante 30 min. O extrato aquoso

resultante foi resfriado e transferido para um baldo volumétrico de 250 mL, onde teve
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seu volume completado com agua destilada. A mistura resultante foi filtrada em papel
de filtro qualitativo, e foram desprezados os 50 mL iniciais.

Em um tubo de ensaio foram acrescentados 1 mL de solucdo de laurilsulfato
de sodio/trietanolamina, 0,5 mL da solucédo de cloreto férrico e 0,5mL do extrato
preparado anteriormente. Apos 15 min de repouso, a leitura da amostra foi realizada
em espectrofotometro a 510 nm. Utilizou como branco uma mistura de 1 mL de
laurilsulfato de sddio/trietanolamina, 0,5 mL da solucéo de cloreto férrico e 0,5mL de
agua destilada. A curva padrdo foi preparada com acido tanico nas seguintes
dilui¢cdes: 0,050; 0,100; 0,150; 0,200; 0,250 e 0,300 mg/mL. Cada ponto da curva foi
preparado em triplicata. A partir da equacado obtida da curva padréo, sera possivel
calcular a concentracdo (mg/mL) de fendis totais no extrato e a porcentagem presente

na droga vegetal.
3.4Determinacéo do teor de flavonoides totais

O doseamento de flavonoides totais foi determinado, como equivalentes de
rutina, usando o método proposto por Rolim et al. (2005), modificado. Para extracao
dos flavonoides foram pesado 0,5 g da droga vegetal e transferidos para um balédo de
fundo redondo de 250 mL. Foram adicionados 100 mL de solu¢do de metanol: acido
acético 0,02M (99:1) e a mistura foi aquecida em banho-maria sob refluxo a 90-100
°C por 40 min. O baldo foi resfriado em agua corrente o extrato foi filtrado através de
papel de filtro.

Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL do extrato e a leitura da
absorbéancia foi realizada em 361nm. Foi utilizado como branco a solugéo de metanol:
acido acético 0,02M (99: 1). Para o preparo da curva padréo foram pesados 10 mg de
rutina para um bal&do volumétrico de 100 mL cujo volume foi completado com solucgéo
de metanol: acido acético 0,02M (99:1). Foram retiradas aliquotas de 0,01; 0,015;
0,02; 0,025; 0,03 e 0,035 mg/mL, transferidas para tubos de ensaio devidamente
identificados e completado o volume para 2 mL com a solucdo de metanol: &cido
acético 0,02M (99:1). A mistura foi homogeneizada e a leitura da absorbancia foi
realizada a 361 nm. Desta forma, foi plotada uma curva da absorbancia em funcéo da
concentracdo de rutina. A partir da equacéo obtida da curva padrédo, foi possivel
calcular a concentracdo (mg/mL) de flavonoides totais no extrato e a porcentagem

presente na droga vegetal.
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3.5 Determinacgéo do teor de hibalactona por CLAE

A determinacéao do teor da hibalactona foi realizada conforme método analitico
proposto por OLIVEIRA et al. (2019). As anélises procederam utilizando um Sistema
Cromatografico da marca Waters® modelo HPLC Alliance® com médulo de separacéo
2695, detector de arranjo de diodo (DAD) 2998 e sistema de processamento de
dados Empower 2.0. As separag¢des cromatograficas foram conduzidas em coluna
Zorbax Eclipse XDB-C18 de fase reversa (250 mm x 4,6 mm, 5 ym). A fase moével
empregada foi uma mistura de metanol grau HPLC, acetonitrila grau HPLC e &gua
ultrapura (Mili-Q®) na proporcéo 65:10:25, respectivamente, com modo de eluicéo
isocratico e vazao de 0,8 mL/min por 20 min, e deteccdo a 290 nm. O volume de
injecao foi de 10 pL. As analises foram realizadas a temperatura ambiente (25 °C). A
fase movel foi previamente filtrada em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
de 0,45 um (Millex®) e desgaseificada usando banho de ultrassom (USC 1800A, 40
kHz, Uniques).

3.6Co-validacdo do método CLAE

O método foi co-validado quanto aos parametros analiticos de seletividade,
linearidade e precisao (repetibilidade), conforme a RDC n° 166/2017 (BRASIL, 2017)
para Categoria | referentes aos testes quantitativos para a determinacao do principio

ativo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas.

3.6.1 Seletividade

O parametro seletividade foi avaliado através da varredura pelo detector DAD
na faixa de absorcao no ultravioleta (UV) de 190 a 400 nm, sendo determinado o perfil
de absorcdo do padrdo de hibalactona e do extrato da droga vegetal. Também foi
determinado o perfil de absor¢éo do diluente metanol (grau HPLC) para verificacao de

interferéncia em relacédo ao pico do marcador hibalactona.

3.6.2 Linearidade

Para a construcdo da curva-padrdao foram preparadas, em triplicata, cinco
concentracdes de hibalactona (isolada em estudo de OLIVERA et al. 2019): 10 ug/mL,
25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL e 150 pg/mL em metanol grau HPLC. As solugbes

padréo foram filtradas em membrana de 0,45 um Millex® e injetadas no cromatdgrafo.
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As médias das aéreas de cada concentracdo dos marcadores foram plotadas no eixo
das ordenadas e as concentracdes correspondentes nas abscissas. A equacéo da

reta foi obtida pelo método dos minimos quadrados, de acordo com a equacéao:
y=ax+b

Em que:
a= Inclinacéo da reta em relacéo aos eixos (coeficiente angular);

b= Intersecao da reta com o eixo y (coeficiente linear).

A curva foi plotada no programa Microsoft Excel 2013. Os resultados dos testes foram
tratados com o auxilio do software Design Expert 7.0, realizando-se os testes de
significAncia da regressao, por analise de variancia (ANOVA), e de normalidade dos
residuos pelo método de Anderson-Darling. Todos estes foram calculados com um
nivel de significancia de 5%.

3.6.3 Preciséao (Repetibilidade)

A precisédo foi avaliada pela determinacdo de seis réplicas a 100% (0,019
mg/mL de hibalactona) da concentracdo da amostra (0,04 g/mL). A amostra foi
preparada utilizando-se 1 g da droga vegetal com 25 mL de metanol grau HPLC em
banho ultrassénico por 15 minutos.

As solucdes foram filtradas em membrana de 0,45 ym (Millex®) e injetadas no
cromatografo. A precisdo foi determinada por meio da andlise do DPR, calculado

conforme equagao:

DP x 100
CMD

DPR (%) =
Em que:
DPR= Desvio padréo relativo;
DP= Desvio padréo;

CMD= Concentracdo média determinada.
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3.7 Planejamento e otimizacao da extracdo da hibalactona por ultrassom

O processo de otimizacdo da extracdo da hibalactona foi realizado em banho
de ultrassom (USC 1800A, 40 kHz, Uniques) e conduzido por planejamento Box-
Behnken (BOX; HUNTER; HUNTER, 1978). Os fatores proporcdo solido-liquido
(PSL), graduacao etandlica (GE) e temperatura (T) tiveram seus efeitos avaliados em
trés niveis, tendo como ponto de partida o estudo realizado para otimizacdo da
extragcdo da hibalactona nas partes subterraneas da acaricoba (OLIVEIRA et al., 2019)
(Tabela 1). O tempo de extracao foi fixado em 15 minutos.

Tabela 1. Fatores codificados e seus niveis empregados no planejamento fatorial Box-
Behnken.

Fatores Niveis
-1 0 +1
Proporc¢ao solido-liquido (g/mL)  0,25:10 0,625:10 1:10
Graduacao etandlica (%, v/v) 60 70 80
Temperatura (°C) 45 55 65

A matriz de planejamento fatorial com os fatores e niveis analisados, consistiu
na combinacdo de 17 experimentos, escolhidos de maneira aleatéria, incluindo 5

pontos centrais (Tabela 2).

Tabela 2. Matriz experimental do planejamento fatorial Box-Behnken para avaliacéo

da influéncia dos fatores de extracao por ultrassom da hibalactona.

Experimento Proporcdo Graduacdo Temperatura

solido- etandlica

liquido
1 -1 -1 0
2 -1 +1 0
3 +1 -1 0
4 +1 +1 0
5 -1 -1
6 +1 -1
7 -1 +1
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+1 +1

0 -1
10 +1 0 -1
11 -1 0 +1
12 +1 0 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Os resultados experimentais obtidos no planejamento foram analisados por ANOVA e
regressao linear utilizando a MSR e empregando o software Design Expert 7.0. O
modelo polinomial quadratico de resposta encontrado consistiu em uma equacao
polinomial linear, dada pela equacédo abaixo. Ao final do processo, a condicdo 6tima
de extracdo da hibalactona foi testada em triplicata por meio de experimento

comprobatério. Foi considerado o nivel de significancia de p < 0,05.

K k
y= PBo+ Zﬁixi + Zﬁiixzf + ZZﬁinin
=1 i=1

Onde:

y = variavel dependente (resposta predita); Bo = constante do modelo;

Xi = conjunto de variaveis independentes; x;j = coeficientes dos fatores de interacao;
Bi = coeficientes lineares;

Bii = coeficientes quadraticos; Bij = coeficientes de interacao.
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4  RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Caracterizacdo da droga vegetal

4.1.1 Determinacao de cinzas totais

A determinacao de cinzas totais do p6 da planta permite quantificar os residuos
nao volateis inorganicos presentes nas drogas vegetais, que sado constituidos
principalmente por carbonetos, cloretos e 6xidos (COSTA, 1982).

Na monografia de algumas drogas vegetais na Farmacopeia Brasileira, séo
definidos limites para o teor de cinzas. Por exemplo, para as partes aéreas da espécie
Centella asiatica L., planta pertencente a familia Apiaceae, semelhante
morfologicamente e as vezes até confundida com plantas do género Hydrocotyle, o
limite maximo é 11% (BRASIL, 2019). Para a parte aérea de H. umbellata, o valor
encontrado para o teor de cinzas totais foram 9,62%, considerando assim um valor

satisfatério na analise, dentro do preconizado para a C. asiatica.
4.1.2 Determinacdo de umidade

O teor de umidade tem como objetivo avaliar a qualidade do material vegetal,
onde os processos de secagem inadequados podem levar a contaminacdo por
microrganismos, levando a destruicdo e/ou alteragdo dos principios ativos,
comprometendo a qualidade do material (BRAGA et. al., 2007).

Para a C. asiatica a farmacopeia brasileira preconiza o limite maximo de
umidade de 12% (BRASIL, 2019). O teor de umidade encontrados na parte aérea de
Hydrocotyle umbellata L. foi de 8,92%, comparando os resultados de H. umbellata

com o preconizado para a C. asiatica, o resultado obtido foi satisfatorio nesta analise.
4.1.3 Indice de Intumescéncia

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), o indice de intumescéncia
mede o volume ocupado por 1 g da droga seca, para analisar o teor de mucilagens no
material vegetal. A presenca de mucilagens, é indicada quando o material vegetal em
contato com o extrato hidroalcodlico absorve a agua presente neste e expande o seu
tamanho (WHO, 2011). As mucilagens podem apresentar atividade antidiarreica
(COSTA, 1982), emoliente e expectorante (BARROSO; OLIVEIRA, 2009). O indice de

intumescéncia para a parte aérea de Hydrocotyle umbellata L. foi de 0,44.
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4.2Determinacao do teor de fendis totais

Diversas reacdes oxidativas ocorrem nas ceélulas aerdbicas no organismo
humano, levando a formacé&o de radicais livres, contribuindo para o aparecimento de
doencas como neoplasias, processos inflamatoérios e doengas cardiovasculares.
(SIKORA et al., 2008). Os fendis possui em sua maioria uma funcdo elevada de
atividade antioxidante (IMEH; KHOKHAR, 2002), o uso de fitoterapicos contendo altos
teores de fendis podem causar a inibicdo da formacédo de radicais livres, sendo
benéficos a saude (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005).

Em estudos realizados por HAMDY et. al., (2018), foram identificados alguns
compostos fendlicos nas partes aéreas de H. umbellata, tais como acido 1-O-
cafeoilquinico, acido 3-O-cafeoilquinico, acido 5-O-cafeoilquinico e acido 1,3-di-O-
cafeoilquinico.

Para a quantificagcdo de fendis totais, foi construida uma curva padréo de acido
tanico, conforme representado na figura 1, e a partir da equacdo obtida da curva
padrao foi possivel calcular a concentracdo (mg/mL) de fendis totais da droga vegetal.
O resultado encontrado de fendis totais nas partes aéreas de H. umbellata foi de
3,54%.

Figura 1. Curva padrédo para o doseamento de fendis totais na droga vegetal das
partes aéreas Hydrocotyle umbellata L. Concentracdo de &cido tdnico em mg/mL
versus absorbancia (ABS). Cada ponto representa a média + desvio padrdo em

triplicata.
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4.3 Determinacéo do teor de flavonoides totais

Flavonoides sdo compostos fendlicos, que possui atividade antioxidante que
podem causar inibicdo ou retardamento da oxidacéo de lipidios ou outras moléculas,
evitando reacdes de oxidacdo em cadeia e a formacdo de radicais livres.
DEGASPARI, WASZCZYNSKYJ, 2004). Os antioxidantes podem ser utilizados para
a prevencao de doencas cardiovasculares, inflamacao e cancer. (MARCHAND, 2002).
Atribui-se ainda aos flavonoides atividades anti-inflamatoéria, analgésica e antivaricosa
(BARROSO; OLIVEIRA, 2009).

HAMDY et. al., (2018) identificaram alguns flavonoides encontrados nas partes
aéreas de H. umbellata, tais como, quercetina, quercetina-O-di-raminosideo,
quercetina-O-hexosideo, quercetina-O-pentosideo, canferol-O-rutinosideo e rutina.

Para a quantificacdo de flavonoides totais, foi construida uma curva padrdo de
rutina, conforme representado na figura 2 e através da equacdo obtida da curva
padrao, foi possivel calcular a concentracdo (mg/mL) de flavonoides totais da droga
vegetal. O resultado encontrado de flavonoides totais nas partes aéreas de H.
umbellata foi de 3,04%.

Figura 2. Curva padréo para o doseamento de flavonoides totais na droga vegetal das
partes aéreas Hydrocotyle umbellata L. Concentracdo de rutina em mg/mL versus

absorbancia (ABS). Cada ponto representa a média + desvio padrdo em triplicata.
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4.4 Co-validagdo do método CLAE

Na andlise da seletividade do método, o pico correspondente ao padrdo de
hibalactona foi observado com tempo de retengcéo de aproximadamente 7 min, o que
também foi verificado no extrato. O espectro de absorbancia na regido do ultravioleta
determinado para o padrdo de hibalactona, através do detector DAD, revela regides
de absorbéancia equivalentes do padrdo com o extrato da droga vegetal (Figura 2). Os
espectros de absor¢cdo demonstram que o método € capaz de mensurar 0 composto
hibalactona na presenca de outros constituintes, sendo seletivo conforme definicdo da
RDC n° 166/2017 (BRASIL, 2017).

Figura 3. Perfil cromatografico 2D a 290 nm do padréo de hibalactona (concentragéo
de 0,05 mg/mL) (A) e do extrato da droga vegetal (B) com os espectros de absorgéo
no ultravioleta. Fonte: Programa Empower 2.0.
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A seletividade para o diluente metanol foi realizada também por varredura no
sistema detector DAD e ndo exibiu maximos de absorgéo que pudessem interferir na
deteccdo do marcador hibalactona a 290 nm conforme o método co-validado.
Portanto, ndo apresentou interferéncias nos cromatogramas do extrato ou do padréo

de hibalactona.
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A curva de calibracdo obtida é apresentada na Figura 4. O desvio padrao
relativo entre as areas dos picos foi menor que 5% em todos os pontos da curva.
Segundo a RDC n° 166/2017 (BRASIL, 2017), o valor minimo aceitavel para o
coeficiente de correlacéo € 0,99. Para este atributo ao método foi considerado linear
apresentando um coeficiente de correlagéo igual a 1,0 (r = 1,0), o que demonstra que
os resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na

amostra. Obteve-se a seguinte equacao da reta:

y = 23518x + 208459

Figura 4. Curva de calibracao da hibalactona.
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Os resultados que expressam o0 parametro de precisdo ao nivel de
repetitividade estdo descritos na Tabela 3. Para um limite de coeficiente de variagcéo
de no maximo 5% (BRASIL, 2017), os resultados apresentaram desvio padréo relativo
igual a 1,43%, evidenciando a confiabilidade do método desenvolvido e validado para

quantificacdo da hibalactona nas partes aéreas de H. umbellata.



Tabela 3. Preciséo ao nivel de repetibilidade.

Concentracéo Massa Concentracéo Area Concentracdo de Teor de DP DPR

(mg) (mg/mL) (AU s) hibalactona hibalactona (%) (%) (%)
(mg/mL)

1002 40,080 675049 0,0198 0,0495 0,0006 1,43
1003 40,140 665341 0,0194 0,0484
1002 40,100 675549 0,0199 0,0495

100% 1001 40,056 666467 0,0195 0,0486

(0,019 mg mL?) 1000 40,032 657385 0,0191 0,0477

1001 40,048 667385 0,0195 0,0487
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A influéncia dos fatores de extracdo sobre a resposta investigada (teor de
hibalactona) foi avaliada por ANOVA (Tabela 4). Em relagdo ao modelo gerado, o valor
do coeficiente de correlacdo (r = 0.99) indica uma boa correlacdo entre os valores
experimentais e preditos da resposta. Além disso, a contribuicdo do modelo de
regressao polinomial quadrético gerado foi significativa (p <0,0001) e a falta de ajuste
foi insignificante (p = 0,3731), revelando que o modelo pode ajustar adequadamente

os dados experimentais.

Tabela 4. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao polinomial

quadratica referente ao planejamento fatorial Box-Benhken.

Fonte Somados Grausde Médiados Valor P
guadradros liberdade quadrados de F

Linear
PSL 0.000722 1 0.000722 476.21 < 0.0001
GE 0.000034 1 0.000034 22.67 0.0021
T 0.000076 1 0.000076 50.22 0.0002
Quadratico
PSL2 0.00030 1 0.00030 202,94 < 0.0001
GE?2 0.00002 1 0.00002 18.39 0.0036
T2 6.544E-006 1 6.544E-006 4.31 0.0765
Interacao
PSLxGE  2.823E-007 1 2.823E-007 0.19 0.6792
PSL2x GE 8.238E-006 1 8.238E-006 5.43 0.0526
PSL x GE2  7.182E-006 1 7.182E-006 4.73 0.0661
Modelo 0.001719 9 0.000190 125.81 < 0.0001
Falta de 5.378E-006 3 1.793E-006 1.37 0.3731
ajuste
Erro puro 5.246E-006 4 1.312E-006
total 0.001729 16
R2 0.9939
R2 0.9860
ajustado

A ANOVA também revela que todos os trés fatores avaliados tiveram um efeito
linear significativo sobre o teor de hibalactona. Entre os fatores, verificou-se que a
proporcao soélido-liquido (PSL) apresentou maior influéncia na extragéo de hibalactona
(p<0,001), seguida da temperatura (T) (p=0.0002) e graduacédo etanodlica (GE)
(p=0.0021). A PSL e a GE também exibiram comportamentos quadraticos
significativos sobre a resposta. O efeito interativo desses dois fatores (PSL x ES) foi o

anico com valor de significancia (p=0.0526) mais proximo do estabelecido como
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critério nesse trabalho (p<0,05). A equacao obtida para a resposta avaliada, com
coeficiente de correlacdo de r = 0,9909, é mostrada na equacao abaixo:

Hib. (ug mL) = 0.093 - 0.0029PSL + 0.0030GE — 0.0002T - 0.0025PSL2
+ 0.0012GE?

A Figura 5 mostra o gréafico de superficie de resposta para o teor de hibalactona
em funcdo da PSL e GE, e evidencia que niveis maiores de PSL (0,9 g/10 mL) podem
promover maior teor de hibalactona, o que também esta associado a niveis menores

de GE (67%, V/v).

Figura 5. Grafico de superficie de resposta do teor de hibalactona em funcéo

da proporcéo sélido-liquido e graduacao etandlica.
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Os resultados experimentais demonstraram boa concordancia com os dados
preditos, como pode ser visto na Figura 6. Dessa forma, os modelos estatisticos

gerados foram capazes de explicar a influéncia dos principais fatores que afetam a

eficiéncia da extragédo de hibalactona nas partes aéreas de H. umbellata.
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Figura 6. Correlagédo entre valores experimentais e valores preditos para o teor de
hibalactona.
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As melhores condicOes para a extracdo por ultrassom da hibalactona nas
partes aéreas da acari¢coba, dentro da faixa de valores investigada, obtidas a partir do
planejamento Box-Benhken associado a metodologia de superficie de resposta foram:
PSL de 0,9 g/10 mL, GE de 67% (v/v) e ET de 64 ° C. O valor predito de concentracéo
de hibalactona, nessas condigbes, foi de 90,00 pg/mL. Os experimentos
independentes, realizados em triplicata, resultaram em uma média de contetdo de
hibalactona de 87,79 pg/mL, o que corresponde a 97,54% do valor predito,
demonstrando que o modelo foi adequado para predizer os dados.

Estudos realizados por Oliveira et al. (2019) nas partes subterraneas de H.
umbellata mostraram uma concentragao de hibalactona de 207,005 ug/mL, utilizando
o mesmo método de validacdo, ou seja, as partes subterrdneas possui uma
concentracdo mais elevada de hibalactona. Porém, mais estudos devem ser
conduzidos a fim de verificar a possibilidade de as partes aéreas da planta também
apresentar as atividades biolégicas verificadas nas partes subterraneas ou ainda da

associacao das partes das plantas.
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5. CONCLUSOES

A co-validacdo do método CLAE para quantificacao de hibalactona demonstrou
ser seletiva, linear e precisa, sendo util para sua quantificacdo em extratos de partes
aéreas de H. umbellata. As melhores condi¢cbes para a extracdo por ultrassom da
hibalactona, obtidas a partir do planejamento Box-Benhken associado a metodologia
de superficie de resposta foram: proporcao solido-liquido de 0,9 g/10 mL, graduacéo
etandlica de 67% (v/v) e temperatura de extracdo de 64 °C. O conhecimento das
condicbes de extracdo adequadas para a obtencdo de maiores quantidades de
hibalactona apresenta importancia por gerar subsidios para controle e padronizagédo
da qualidade dos extratos das partes aéreas de H. umbellata, essencial para a
obtencéo de futuros produtos com potencial terapéutico.

Embora o teor de hibalactona nas partes aéreas de H. umbellata foi inferior ao
da parte subterrdnea, nas partes aéreas foram encontrados teores significativos de
fendis totais e flavonoides totais, sendo sugestivo mais estudos com a associacdo das

duas partes da planta para investigacdo das atividades farmacoldgicas.
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