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RESUMO 
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EFEITO DO Harpagophytum procumbens SOBRE PARÂMETROS DE 

ESTRESSE OXIDATIVO E A VIABILIDADE CELULAR IN VITRO  

AUTORA: Larissa Finger Schaffer 

ORIENTADORA: Caroline Wagner 

CO-ORIENTADORA: Sydney Hartz Alves 

LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, 04 de outubro de 2013. 

 
 

O Harpagophytum procumbens, conhecido como garra do diabo, é uma 
planta de origem africana com inúmeros efeitos terapêuticos, entre os quais se 
destaca a sua potente ação anti-inflamatória, porém o mecanismo pelo qual exerce o 
seu efeito não está bem elucidado. Sabe-se que espécies reativas de oxigênio e/ou 
nitrogênio são geradas em doenças inflamatórias agudas e crônicas causando 
grande citotoxicidade, levando a danos teciduais. Substâncias com ação 
antioxidante podem contribuir para o controle e/ou tratamento de processos 
inflamatórios. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da infusão, 
extrato bruto e frações de H. procumbens sobre a peroxidação lipídica induzida por 
diferentes agentes pró-oxidantes (Ferro ou Nitroprussiato de Sódio). Além disso, os 
efeitos da fração acetato de etila também foram testados sobre as defesas 
antioxidantes (atividade da catalase e níveis de tióis protéicos e não protéicos) e 
sobre o dano celular (fatias de córtex cerebral) induzido pelos diferentes agentes 
pró-oxidantes. Todos os extratos preveniram a peroxidação lipídica induzida pelo 
ferro e nitroprussiato de sódio. A fração acetato de etila de H. procumbens 
demonstrou maior potência em proteger contra a peroxidação lipídica, prevenir 
contra a morte celular, além de conseguir manter os níveis de tióis e da enzima 
catalase nos níveis basais. Em conclusão, este trabalho demonstra que um dos 
possíveis mecanismos de ação terapêutica apresentado pelo H. procumbens, pode 
estar relacionando a sua ação antioxidante, sendo este, capaz de proteger contra o 
estresse oxidativo e a perda da viabilidade celular. Uma vez que a relação do 
processo inflamatório com o estresse oxidativo já está bem descrita na literatura, o 
efeito antioxidante aqui encontrado pode estar também relacionado com o potente 
efeito anti-inflamatório exercido pelo H. procumbens. Porém mais estudos devem ser 
realizados acerca dos mecanismos pelo qual o H. procumbens exerce os seus 
efeitos terapêuticos. 
 
 
Palavras-chave: Garra do diabo. Antioxidante. Peroxidação lipídica. Catalase. 
Níveis de tióis. Viabilidade celular. 
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Harpagophytum procumbens, known as devil's claw, is an African plant with 
numerous therapeutic effects, among which stands out for its powerful anti-
inflammatory action, but the mechanism by which exerts its effect is not well 
elucidated. It is known that reactive oxygen species and / or nitrogen are generated 
in acute and chronic inflammatory diseases causing high cytotoxicity that leads to  
tissue damage. Substances with antioxidant action can contribute to control and/or 
treat the inflammatory process.Thus, the goal of this study was to evaluate the effect 
of the infusion, the crude extract and fractions of H. procumbens on lipid peroxidation 
induced by different pro-oxidant agents (Iron or sodium nitroprusside). Furthermore, 
the effects of the ethyl acetate fraction was also tested on the antioxidant defenses 
(catalase activity and  thiol protein and non-protein levels) and on cellular damage 
(cerebral cortex slices) induced by different pro-oxidant agents. All extracts 
prevented lipid peroxidation induced by Fe2+ and sodium nitroprusside. Ethyl acetate 
fraction of H. procumbens showed great power to protect against lipid peroxidation, 
prevention of cellular death, and shows ability to maintain the thiol levels and 
catalase activity in basal standarts. In conclusion, this study demonstrates that one of 
the possible mechanisms for therapeutic action presented by H. procumbens may be 
related to its antioxidant action, being was able to protect against oxidative stress 
and loss of cell viability. Once the relationship of inflammation process with oxidative 
stress is already well described in the literature, the antioxidant effect can also be 
found here related to potent anti-inflammatory effect exerted by H. procumbens. 
However more studies are needed on the mechanisms by which H. procumbens 
exerts its therapeutic effects. 
 
 
Keywords: Devil's claw. Antioxidant. Lipid peroxidation. Catalase. Thiol levels. Cell 
viability. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

No item INTRODUÇÃO, está descrita uma revisão sucinta sobre os temas 

trabalhados nesta dissertação. 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

forma de um manuscrito que está publicado na revista Neurochemical Research, o 

qual se encontra no item RESULTADO. As seções Materiais e Métodos, Resultados, 

Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se no manuscrito 

e nos resultados complementares presentes como dados adicionais. 

O item CONCLUSÃO se encontra no final desta dissertação e apresenta os 

comentários gerais sobre este trabalho.  

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem no item INTRODUÇÃO desta dissertação. 

 

 

 

 

 



 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Estresse Oxidativo e Defesas antioxidantes 

 

 

1.1.1 Espécies reativas de Oxigênio e / ou Nitrogênio 

 

 

Espécies reativas são moléculas que apresentam um elétron desemparelhado 

na sua órbita externa. Estas moléculas também chamadas de radicais livres 

caracterizam-se por serem instáveis e por terem um tempo de vida muito curto, o 

que as tornam altamente oxidantes. Todos os organismos aeróbicos produzem 

continuamente espécies reativas de oxigênios (ERO) e/ ou espécies reativas de 

nitrogênio (ERN) durante os seus processos metabólicos. Entre as espécies 

químicas geradas, se destacam o ânion superóxido, o peróxido de hidrogênio, o 

óxido nítrico e o radical hidroxila (FREI, 1994; FINKEL; HOLBROOK, 2000). Em 

condições fisiológicas, tais espécies são detoxificadas, por um sistema antioxidante 

complexo presente nas células, composto por antioxidantes enzimáticos (ex: 

catalase, glutationa peroxidase e superóxido dismutase) e antioxidantes não-

enzimáticos (ex: Vitamina A, C, E e Glutationa) (NORDBERG;  ARNER, 2001; 

KOHEN; NYSKA, 2002) 

O estado de estresse oxidativo (EO) pode ser definido como o desequilíbrio 

entre a formação e remoção de agentes oxidantes no organismo, decorrente da 

geração excessiva de ERO/ERN e/ou diminuição de antioxidantes endógenos 

(HALLIWELL, 1992; DAWSON; DAWSON, 1996; KOHEN; NYSKA, 2002; BERG, 

2004; VALKO, 2007). Desta forma, o acúmulo de ERO e/ou ERN decorrente do EO 

podem causar danos à estrutura de lipídios, proteínas e DNA (DUFFY et al., 1998; 

FINKEL; HOLBROOK, 2000; KOHEN; NYSKA, 2002; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2007;  SILVA; COUTINHO, 2010) com  conseqüente alteração funcional e prejuízo 

das funções vitais em diversos tecidos e órgãos (HALLIWELL, 1992), sendo 

relacionado com diversas patologias, entre elas, os distúrbios neurológicos e 

inflamatórios (YUTING et al., 1991; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HAYASHI, 
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2009). Relacionado a isto, existe um interesse crescente pelos efeitos antioxidantes 

dos produtos naturais, uma vez que estes têm demonstrado a capacidade de auxiliar 

o sistema de defesa antioxidante, atenuando o dano provocado pelo excesso na 

geração de ERO e/ou ERN ou deficiências nos sistemas antioxidantes endógenos 

(HANISH SINGH et al., 2011; LIN et al., 2011; MAHDY et al., 2012; PARK et al., 

2012). 

É importante salientar que o cérebro é um órgão conhecido por ser vulnerável 

ao EO devido a sua elevada quantidade de ácidos graxos poliinsaturados, do seu 

alto consumo de oxigênio e por conter maior quantidade de metais de transição 

como o ferro, do que outros órgãos. Além disso, o cérebro tem baixos níveis de 

enzimas antioxidantes como a catalase e a glutationa peroxidase, o que facilita 

ainda mais o estabelecimento de um estado de estresse oxidativo nas células do 

cérebro (REITER, 1995; DUFFY; MURPHY, 1998; SMITH et al., 2013). 

 

 

1.1.2 Peroxidação lipídica 

 

 

As membranas celulares consistem em um envoltório composto por 

fosfolipídios e proteínas, as quais são encontradas em todas as células vivas. Esta 

membrana é composta por uma dupla camada de fosfolipídios, que apresentam uma 

cabeça polar e duas caudas hidrofóbicas compostas por ácidos graxos, que podem 

apresentar uma ou mais dupla ligação (insaturação) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

1989). 

A peroxidação lipídica, também conhecida como lipoperoxidação, é o 

processo através do qual as ERO/ERN reagem com os ácidos graxos 

poliinsaturados dos fosfolipídios das membranas celulares, os quais são altamente  

suscetíveis ao dano oxidativo, podendo levar a modificações físicas nas membranas 

celulares devido a esta oxidação, tornado-as mais firmes e menos flexíveis, criando 

fendas iônicas que alteram sua semipermeabilidade, o que favorece o trânsito 

indiscriminado de metabólitos e detritos celulares, provocando sua ruptura e lise 

(JOSEPHY, 1997; TIMBRELL, 2000; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).  

A peroxidação lipídica ocorre por meio de uma série de reações em cadeia 

que são divididas em três etapas: iniciação, propagação e terminação. Decorrente 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duffy%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9648852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murphy%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9648852
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da peroxidação lipídica ocorre a formação de hidroperóxidos lipídicos e produtos 

secundários da oxidação, incluindo peróxidos cíclicos como o malondialdeído (MDA) 

(Figura 1) (JANERO, 1990). O MDA por sua vez pode ser detectado e analisado em 

amostras biológicas através do método de TBARS (Substâncias Reativas ao Ácido 

Tiobarbitúrico) descrito por Okawa e colaboradores (1979), onde o MDA reage com 

o ácido tiobarbitúrico (TBA) para formar um complexo colorido (TBA-MDA), o qual 

pode ser quantificado espectrofotometricamente, sendo este teste bastante utilizado 

para quantificar a peroxidação lipídica, que é um dos principais marcadores de EO. 

 

 

 

Figura 1: Etapas da peroxidação lipídica (adaptado de HALLIWELL; 
GUTTERIDGE,1989). 
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1.1.3 Morte celular  

 

 

As mitocôndrias são organelas fundamentais que desempenham inúmeras 

funções celulares, incluindo a síntese de ATP, a homeostase celular do cálcio, bem 

como a manutenção e morte celular. Entretanto, a cadeia respiratória mitocondrial é 

o principal local onde são geradas ERO na célula, tornando-as particularmente 

vulneráveis ao EO (TAN et al., 1998). Desta forma, o estabelecimento do 

desequilíbrio do estado redox intracelular pela elevação nos níveis de ERO acima da 

capacidade de tamponamento das defesas antioxidantes, pode gerar inúmeras 

alterações celulares com potencial citotóxico, podendo assim, levar a morte celular 

por apoptose e até necrose dependendo da intensidade do estímulo danoso 

(FERNANDEZ; COTTER, 1994). Vários estudos demonstram a relação entre a 

morte celular por apoptose com a diminuição de níveis de marcadores antioxidantes, 

como a glutationa (GSH), bem como o aumento de ERO (MCCONKEY, 1998; ODA 

et al., 1998; XU; TORNALLEY, 2001; AKSENOVA et al., 2013). 

A morte celular programada, apoptose, é uma resposta protetora central para 

o excesso de dano oxidativo presente no tecido, servindo como um mecanismo de 

proteção contra as inúmeras lesões à nível de material genético celular que o EO 

pode causar (PAYNE et al., 1995; HAMPTON et al., 1998; AKSENOVA et al., 2013). 

A apoptose, por sua vez, se caracteriza por uma série de alterações morfológicas, 

pela participação das caspases, liberação de citocromo c mitocondrial e 

fragmentação nuclear, onde essa sinalização que resultará na morte da célula pode 

ser induzida por um desequilíbrio do estado redox celular. Sendo que, nos diferentes 

processos de morte celular a participação das mitocôndrias é fundamental, pois esta 

organela age como um eixo central de decisão de muitos tipos de respostas 

apoptóticas, liberando diversos fatores letais de seu espaço intramembranoso para o 

citoplasma, bem como produzindo ATP para o processo apoptótico (HAMPTON et 

al., 1998; UEDA et al., 2002). 

A busca de compostos capazes de manter o bom funcionamento celular e 

impedir a extensa apoptose e necrose, devido ao aumento na geração de ERO e/ou 

ERN, se torna cada vez mais importante, visto que, o aumento da morte celular 

devido ao EO está relacionado com o surgimento e mau-prognóstico de desordens 

patológicas, incluindo processos neurodegenerativos e inflamatórios (KUSIAK et al., 
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1996; DEIGNER et al., 2000; SHELDON et al., 2004; ANSELMI et al., 2004; EVAN; 

VOUSDEN, 2001; AKSENOVA et al., 2013). O teste do 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-

difenil tetrazólico brometo (MTT)  é um ensaio colorimétrico bastante utilizado para a 

verificação da viabilidade celular. Este teste é baseado na redução do sal de 

tetrazólico MTT (amarelo), formando assim cristais de formazan (púrpura) por 

células metabolicamente ativas, onde esta clivagem acontece pela succinato 

desidrogenase mitocondrial. Desta forma, a intensidade da cor do formazan está 

correlacionada com o número de células viáveis (VISTICA et al., 1991; LIU et al., 

1998).  

 

 

1.1.4 Marcadores de defesa antioxidante analisados  

 

 

O excesso de ERO e/ou ERN pode dar início à inúmeras reações celulares, 

que podem levar a morte celular. A elevada produção dessas espécies induz nas 

células a expressão de genes ligados ao sistema de defesa antioxidante, assim os 

produtos da expressão destes genes interrompem as reações em cadeia e eliminam 

as ERO e/ou ERN, restabelecendo o estado redox intracelular inibindo as reações 

de oxidação (DROGE, 2002). 

A GSH é um dos mais importantes antioxidantes celulares devido ao seu 

papel central na manutenção do estado redox das células (MEISTER; ANDERSON, 

1983). Esta molécula é um tripeptídio linear constituído por três aminoácidos: a 

glicina, o ácido glutâmico e a cisteína. Suas propriedades antioxidantes devem-se à 

presença do grupo tiol (-SH) na sua porção cisteína, sendo os tióis potentes agentes 

redutores, que podem ser reversamente oxidados e reduzidos, servindo como 

doadores de elétrons (MEISTER, 1988). No mecanismo antioxidante, a GSH reduz 

as espécies reativas, através de reação catalizada pela enzima glutationa 

peroxidase (GPx), gerando glutationa na forma oxidada (GSSG). Para evitar a 

depleção da GSH e desta forma diminuir a atividade antioxidante celular, a 

glutationa redutase (GR) reduz a GSSG à custa de NADPH, regenerando a GSH e 

mantendo desta forma o estado redox intracelular (Figura 2) (CHAUDIÈRE; 

FERRARI-ILIOU, 1999; PASTORE et al., 2003; HALLIWELL. GUTTERIDGE, 2007). 
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Figura 2: Esquema do mecanismo antioxidante da glutationa. (Adaptado de ROVER 
JUNIOR et al., 2001). 

 

 

A catalase é uma enzima tetramérica que contém grupos hemes e está 

presente na maior parte das células eucarióticas, sendo capaz de catalisar de forma 

extremamente rápida a degradação do peróxido de hidrogênio em água e oxigênio 

(Figura 3) (CHAUDIÈRE; FERRARI-ILIOU, 1999). O peróxido de hidrogênio 

acumula-se na célula como subproduto de várias reações químicas, sendo gerado 

principalmente a partir da dismutação do ânion superóxido pela enzima superóxido 

dismutase e pela oxidação de ácidos graxos. Como o peróxido de hidrogênio é 

potencialmente tóxico para a célula, a modulação da catalase é um dos métodos 

que a célula usa para diminuir a toxicidade potencial desta espécie oxidante. A 

redução na atividade da enzima catalase em um sistema orgânico acometido pelo 

EO predispõe esse órgão à toxicidade do peróxido de hidrogênio (CALABRESE; 

CANADA, 1989). 
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Figura 3: Esquema da reação da enzima catalase. 

 

 

1.2 Ferro e Nitroprussiato de Sódio 

 

 

Dados na literatura demonstram a relação entre EO e a patogênese de 

inúmeras doenças (GRISHAM, 1994; HEO; LEE, 2004; QUINE; RAGHU, 2005; WU 

et al., 2013; RODRIGO et al., 2013; CAROCHO; FERREIRA, 2013). Deste modo, a 

busca por novas substâncias com propriedades antioxidantes se torna cada vez 

mais relevante, sendo que vários métodos vêm sendo desenvolvidos para este fim. 

O método de TBARS tem sido extensamente utilizado em várias pesquisas, onde 

substâncias são testadas frente a diferentes agentes pró-oxidantes, que induzem 

peroxidação lipídica por mecanismos diversos (PUNTEL et al., 2005; PUNTEL et al., 

2007). O ferro e o nitroprussiato de sódio (NPS) são bastante utilizados como 

agentes pró-oxidantes nestes modelos in vitro, devido a sua capacidade de induzir a 

produção de ERO e/ou ERN e conseqüentemente levar ao EO (WAGNER et al., 

2006; COLPO et al., 2007; PEREIRA et al., 2008; KADE et al 2008; SUDATI et al., 

2009; BONFANTI et al., 2013; PEROZA et al., 2013).  

O ferro desempenha um papel importante nos processos metabólicos dos 

animais, sendo essencial para a maioria dos organismos vivos. Ele participa de 

múltiplos processos vitais variando desde mecanismos celulares oxidativos até 

transporte de oxigênio nos tecidos. Este elemento trata-se de um componente 

fundamental de moléculas como hemoglobina, mioglobina, citocromos, enzimas 

antioxidantes como a catalase, além das proteínas próprias de seu metabolismo. A 

capacidade do ferro para sofrer oxidação e redução cíclica é um aspecto importante 

da sua função. No entanto, tal atividade redox é capaz de gerar espécies reativas, 

sendo estas capazes de causarem inúmeras lesões em sistemas biológicos 

(MINOTTI; AUST, 1992; WINTERBOURN, 1995). 

Os efeitos citotóxicos do ferro se dão principalmente pelo excesso deste metal 

de transição, sendo este capaz de doar elétrons ao peróxido de hidrogênio, 
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formando assim o radical hidroxila e outras espécies reativas através da reação de 

Fenton (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; FARINA et al., 2013). O radical hidroxila, 

sendo o radical mais excitotóxico das ERO, pode subsequentemente iniciar a 

peroxidação lipídica ou oxidar grande parte das moléculas presentes nos sistemas 

biológicos propagando reações induzida por radicais livres.  Devido ao excesso de 

espécies reativas liberadas pela reação de Fenton ocorre então um desequilibro 

entre espécies reativas/sistema antioxidante, promovendo assim o estabelecimento 

do estresse oxidativo (HALLIWELL, 1984, 1992; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; 

FARINA et al., 2013). 

O NPS da mesma forma que o ferro, provoca um desequilíbrio entre a 

geração de espécies reativas/ sistema antioxidante, sendo que seus efeitos 

citotóxicos estão relacionados com a liberação de cianeto e /ou óxido nítrico (ON) 

pelo NPS (BATES et al., 1991; CHEN et al., 1991; DAWSON et al., 1991). Desta 

forma, o NPS é considerado um bom indutor químico de peroxidação lipídica 

(WAGNER et al., 2006), uma vez que rapidamente consegue induzir a liberação de 

ON.  nos tecidos (BATES et al., 1991). Este radical por sua vez produz peroxinitrito 

em conjunto com o radical ânion superóxido, levando à peroxidação lipídica e 

produzindo outros radicais livres (BECKMAN et al., 1990). Além disso, o ON tem a 

capacidade de inibir a atividade de algumas enzimas tais como a catalase, sendo 

que essa inibição se dá pela ligação do ON ao sítio ativo da enzima, diminuindo 

assim as defesas antioxidantes (COOPER, 1999; BROWN, 1995).  Apesar de, o ON 

ser considerado um neurotransmissor, em condições patológicas a sua 

superprodução pode iniciar inúmeros eventos neurotóxicos (DAWSO; DAWSON, 

1996), levando ao desencadeamento do processo apoptótico (BRÜNE et al., 1998). 

 

 

1.3 Produtos naturais 

 

 

Há séculos, os seres humanos têm encontrado na natureza auxílio para 

atender a suas necessidades básicas, entre as quais se encontram o uso de 

produtos naturais para o tratamento de um amplo espectro de patologias (CRAGG; 

NEWMAN, 2013). Os primeiros registros da utilização de plantas de forma medicinal 
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são de cerca de 2600 anos a.C, sendo documentado o uso de aproximadamente 

1.000 substâncias derivadas de plantas na Mesopotâmia (BORCHARDT, 2002). 

O uso terapêutico de produtos naturais por diferentes culturas tem sido 

extensivamente documentado nas últimas décadas, sendo que em 1985 a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que 65% da população do mundo 

contaram com medicamentos tradicionais derivados de plantas para os seus 

cuidados primários de saúde (FARNSWORTH et al., 1985). Além disso, 80% da 

população dos países em desenvolvidos utilizam práticas tradicionais na atenção 

primária, e desse total, 85% dessas práticas utilizam as plantas medicinais ou 

preparações destas, para os cuidados com a saúde, demonstrando assim a grande 

utilização dos produtos naturais pela população mundial. Vale salientar, que se 

encontra em expansão o uso de plantas medicinais, bem como medicamentos 

fitoterápicos no mundo inteiro (WHO, 2002). 

As propriedades terapêuticas das plantas medicinais são atribuídas a 

diferentes constituintes químicos isolados de seus extratos. Sendo a atividade 

antioxidante uma das propriedades bastante buscada, pois tem mostrado efeito 

benéfico em várias doenças degenerativas, câncer, Diabetes mellitus, doenças 

cardiovasculares, doenças neurológicas e doenças inflamatórias, como por exemplo, 

na artrite reumatóide (HEO; LEE, 2004; QUINE; RAGHU, 2005; KAMALAKKANNAN; 

PRINCE, 2006; DUARTE et al., 2010; RODRIGO et al., 2010; PARK et al., 2012; 

RODRIGO et al., 2013; JAYASENA et al., 2013; CAROCHO; FERREIRA, 2013). 

Um dos principais constituintes responsáveis pela ação antioxidante 

presentes nas plantas medicinais, são os compostos fenólicos, tais como 

flavonóides, que são compostos químicos presentes em diversas plantas, frutos, 

sementes, grãos e em algumas bebidas como vinho e cerveja, sendo mais de 8000 

diferentes estruturas já identificadas e descritas (PIETTA, 2000).  Vale salientar, que 

a potente atividade antioxidante realizada pelos flavonóides se dá principalmente 

pela atividade de scavenger de radicais livres, diminuindo assim o dano oxidativo e 

conseqüentemente a morte celular (DUGAS et al., 2000). Devido à crescente 

compreensão do potencial benéfico destes compostos fenólicos, tanto na 

manutenção da saúde quanto na doença humana, o número de pesquisas utilizando 

plantas medicinais que tenham na sua composição compostos fenólicos, tem 

aumentado nos últimos anos (COLPO et al., 2007; PEREIRA et al., 2008; SUDATI et 
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al., 2009; BOLIGON et al., 2009; KADE et al., 2009; BONFANTI et al., 2013; 

PEROZA et al., 2013). 

Desta forma, considerando as informações acima expostas acerca dos efeitos 

benéficos obtidos através de produtos naturais, percebemos a necessidade de mais 

pesquisas acerca dos mecanismos farmacológicos das plantas medicinais como 

propósito de elucidar seus potenciais efeitos, podendo ajudar na melhora da saúde 

humana.  

 

 

1.4 Harpagophytum procumbens 

 

 

O Harpagophytum procumbens  (Figura 3) é uma planta perene pertencente à 

família Pedaliceae, nativa do sul da África, comumente encontrada no deserto do 

Kalahari e estepes da Namíbia (GERICKE, 2002; ANDERSEN et al, 2004; GRANT et 

al, 2007; MNCWANGI et al., 2012). Essa planta é popularmente conhecida como 

garra do diabo devido às características semelhantes a uma garra na extremidade 

do seu fruto (Figura 3A) (GERICKE, 2002; MAHOMED; OJEWOLE, 2004). Porém é 

nas raízes tuberosas onde são encontrados os principais componentes bio-ativos, 

que são responsáveis pela sua ação terapêutica (WEGENER, 2000; GERICKE, 

2002; GRANT et al., 2007).  

 

 

 

Figura 4: Fruto (A), Flores e folhas(B) do Harpagophytum procumbens (MNCWANGI 
et al., 2012). 
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Os constituintes característicos do H. procumbens são os glicosídeos iridóides 

principalmente o harpagosídeo, harpagogídeo, procumbídeo, 8-coumaroil 

harpagídeo, e o verbascosídeo (GERICKE, 2002; ABDELOUAHAB; HEARD, 2007; 

ABDELOUAHAB; HEARD, 2008; GEORGIEV et al., 2013). Sendo que o principal 

constituinte da planta para a ação farmacológica é o harpagosídeo (Figura 5), 

podendo ser encontrado em cerca de 3% de todos constituintes. No entanto, sabe-

se que a ação do H. procumbens não se dá exclusivamente devido a presença deste 

constituinte, podendo estar associada também à outros glicosídeos iridóides e 

demais componentes presentes na planta como os flavonóides (KASZKIN et al., 

2004; BRIEN et al., 2006), os quais poderão antagonizar ou potencializar sua ação 

terapêutica (FIEBICH et al., 2001; ANUATE; TORRES; MELLO, 2010; MNCWANGI 

et al., 2012; GEORGIEV et al., 2013).  

 

 

 

Figura 5: Estrutura química do harpagosídeo (MNCWANGI et al., 2012). 

 

 

O potencial medicinal desta planta vem sendo estudado desde a década de 

1920 na Namíbia, onde começou a ser utilizado no tratamento auxiliar de doenças 

degenerativas das articulações e dores em geral (WEGENER, 2000; STEWART; 

COLE, 2005; GRANT et al., 2007). Inúmeras pesquisas vêm comprovando a 

atividade anti-inflamatória e analgésica da planta tanto in vitro (FIEBICH et al., 2001; 

SCHULCE-TANZIL et al., 2004; HUANG et al., 2006; ABDELOUAHAB; HEARD, 

2007; ANUATE et al., 2010; FIEBICH et al., 2011;) como in vivo (ANDERSEN et al, 

2004, MAHOMED; OJEWOLE, 2004; NA et al., 2004; KUNDU et al., 2005; 

CATELAN et al., 2006; UCHIDA et al., 2008; INABA et al., 2010; WACHSMUTH et 

al., 2011) podendo até mesmo ser comparada com a ação de fármacos amplamente 
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utilizados na diminuição da dor e inflamação. Além disso, pesquisas clínicas também 

comprovam o seu efeito medicinal (LAUDAHN; WALPER, 2001; WEGENER; 

LUPKE, 2003; WARNOCK et al., 2007). Devido a sua ação terapêutica, o H. 

procumbens foi então liberado como medicamento fitoterápico em 2011 pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) MS: 1.1860.0035, sendo então 

indicado para o tratamento da artrite, artrose, tendinites, e como tratamento auxiliar 

da gota. 

Muitos estudos têm sido realizados para investigar o mecanismo exato pelo 

qual o H. procumbens exerce principalmente a sua ação anti-inflamatória, que é seu 

principal alvo terapêutico, no entanto, pouco se sabe até o momento a respeito do 

mecanismo de ação farmacológica desta planta, apesar da ampla utilização da 

mesma em humanos. 

Investigações in vitro com o principal constituinte da planta, o harpagosídeo, 

sugeriram que a supressão da cicloxigenase 2 (COX 2)  e da síntese de óxido nítrico 

induzível (iNOS) seria o principal mecanismo de ação anti-inflamatório do H. 

procumbens, sendo que essa ação se daria através da inibição da ativação do Fator 

Nuclear κB (NF-κB) (HUANG et al., 2006). Porém, mais recentemente, um estudo in 

vitro utilizando outro modelo celular e testando o extrato hidroalcoólico da planta, foi 

observado que o mesmo não teve ação via inibição da ativação de NF-κB e sim 

através do bloqueio da Proteína Ativadora 1 (AP-1), diminuindo a liberação de 

interleucinas e do Fator de necrose Tumoral α (TNF- α ) (FIEBICH et al., 2011). 

Ocorrem várias divergências nos resultados encontrados relacionando o possível 

mecanismo de inibição inflamatória desta planta, sendo que, essas divergências são 

justificadas na maioria das vezes pela insuficiência na caracterização química da 

planta e pelo uso de modelos de estudo e métodos de extração diferentes 

(CLARKSON et al., 2006; FIEBICH et al., 2011). 

Além da ação anti-inflamatória e analgésica outros efeitos vêm sendo 

atribuídos ao H. procumbens podendo o mesmo desempenhar um papel terapêutico 

numa série de condições, incluindo atividade anticonvulsivante em camundongos 

(MAHOMED; OJEWOLE, 2006), propriedades antidiabéticas em ratos (MAHOMED; 

OJEWOLE, 2004), efeito uterotônico e espasmogênico em musculatura uterina de 

mamíferos (MAHOMED; OJEWOLE, 2009), inibição da colinesterase in vitro 

(GEORGIEV et al., 2012) e efeito antiplasmodial in vitro de alguns componentes 

extraídos da planta (CLARKSON et al., 2003). Porém as pesquisas realizadas 
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acerca desses outros efeitos da planta são escassas, pois a grande utilização do H. 

procumbens se dá para fins inflamatórios. 

Sabe-se que o excesso na formação de ERO e/ou ERN pode contribuir para o 

aumento da lesão do tecido no qual está ocorrendo um processo inflamatório 

(HARRIS, 1992; SIMMONDS; RAMPTON, 1993; GRISHAM, 1994; BARBIOR et al., 

2000). Por sua vez, agentes que são capazes de interferir com a geração e/ou ação 

dos radicais livres em tecidos biológicos são, portanto, de interesse terapêutico 

(GRANT et al., 2009). 

Em estudo realizado por Bhattacharya e Bhattacharya (1998) o H. 

procumbens foi capaz de aumentar a atividade da catalase e da glutationa 

peroxidase, além de diminuir a peroxidação lipídica já existente no córtex e estriado 

de ratos. Em outro estudo realizado por Grant e colaboradores (2009) utilizando 

extrato adquirido de forma comercial e tintura de H. procumbens, foi demonstrado 

um aumento na atividade de scavenger do radical DPPH e também uma diminuição 

nos níveis de nitrito em linhagem celular estimulada por lipopolissacarídeos, 

sugerindo que essa inibição poderia contribuir para o efeitos anti-inflamatórios e 

analgésicos da planta. No entanto, ainda é questionável essa contribuição do 

possível efeito antioxidante para a ação anti-inflamatória do H. procumbens (GRANT 

et al., 2009). 

Desta forma, considerando que o H. procumbens é uma planta liberada para 

comercialização aqui no Brasil e vem sendo amplamente utilizado principalmente 

para tratamento auxiliar das desordens de origem inflamatória e analgésicas e que 

existem poucos estudos em relação a outras ações desta planta, bem como o seu 

mecanismo de ação, se torna importante investigar outros benefícios que esta planta 

possa apresentar, como a sua possível ação antioxidante, o qual pode estar 

envolvida com o sua potente ação anti-inflamatória. Além disso, a utilização de 

diferentes modos de extração possibilitará a comparação dos possíveis efeitos 

apresentado pelos diferentes extratos com os componentes extraídos destas 

frações. 

 

 



 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar o efeito do H. procumbens sobre parâmetros de estresse oxidativo e 

viabilidade celular in vitro. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

Na infusão, extrato bruto e frações do H. procumbens; 

 

 Determinar os componentes através de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE);  

 Quantificar os compostos fenólicos totais; 

 Avaliar in vitro o possível efeito do H. procumbens sobre a peroxidação 

lipídica; 

 Comparar o efeito das diferentes extrações, relacionando as mesmas, sobre 

os parâmetros encontrados in vitro.  

 

No extrato de H. procumbens que apresentar melhor atividade sobre os parâmetros 

analisados acima, avaliar em modelo in vitro: 

 

 A atividade da enzima catalase e os níveis de grupos tióis (protéico e não-

protéico); 

 O possível efeito sobre a viabilidade celular; 

 O efeito do extrato comparado com o ácido gálico (controle positivo), sobre os 

parâmetros encontrados in vitro. 

 Se neste extrato o harpagosídeo, principal constituinte do H. procumbens, 

estaria presente em maiores quantidades que nos demais. 
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3 RESULTADOS 

 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

forma de artigo científico, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, 

encontram-se no próprio artigo. O artigo está disposto na forma em que foi 

publicado na edição da revista científica Neurochemical Research. Além do artigo, 

resultados complementares se encontram no item dados adicionais. 
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3.1 – Harpagophytum procumbens PREVINE O ESTRESSE OXIDATIVO E A 

PERDA DA VIABILIDADE CELULAR IN VITRO 
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Harpagophytum procumbens PREVENTS OXIDATIVE STRESS AND LOSS OF 

CELL VIABILITY IN VITRO 

 

LARISSA FINGER SCHAFFER; LUIS RICARDO PEROZA; ALINE AUGUSTI 

BOLIGON; MARGARETH LINDE ATHAYDE; SYDNEY HARTZ ALVES; ROSELEI 

FACHINETTO; CAROLINE WAGNER. 
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3.2 Dados adicionais 

 

 

3.2.1 Métodos 

 

 

3.2.1.1 Materiais e equipamentos 

 

 

Os produtos químicos utilizados eram de grau analítico. O metanol foi 

adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha) e o Harpagosídeo (≥ 95,0% para HPLC) 

foi adquirido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE-DAD) foi realizada com um Shimadzu Prominence com auto 

injetor (Shimadzu, Kyoto, Japão), equipado com bombas alternativas Shimadzu LC-

20AT conectadas a um desgaseificador DGU 20A5 com a CBM 20A integrador, 

SPD-M20A detector diodo de arranjo e solução de software SP1 LC 1,22. 

 

 

3.2.1.2 Quantificação de harpagosídeo por CLAE 

 

 

As análises cromatográficas foram realizados em fase reversa utilizando uma 

coluna C18 (4,6 mm x 250 milímetros) empacotada com partículas de 5 µm de 

diâmetro. A eluição foi isocrática utilizando uma fase móvel composta por água 

destilada: metanol (50:50, v/v), seguindo o método descrito por Babili et al. (2012), 

com algumas modificações. O extrato bruto e as frações de H. procumbens foram 

testadas em concentrações de 10 mg/mL. O volume de injeção foi de 50 μl e o 

comprimento de onda utilizado foi 278 nm. As amostras e a fase móvel foram 

filtradas através de um filtro de membrana de 0,45μm (Millipore), e em seguida 

desgaseificada por banho ultrasônico antes da utilização. Uma solução com o 

padrão de referencia harpagosídeo foi usada na fase móvel de HPLC em várias 

concentrações de 0,010-0,250 mg/ml. Curva de calibração para harpagosídeo: Y = 
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23719x + 1248,3 (r = 0,9995). Todas as operações de cromatografia foram 

realizadas a temperatura ambiente e em triplicata. O limite de detecção (LOD) e do 

limite de quantificação (LOQ) foram calculados com base no desvio padrão das 

amostras e na inclinação por meio de três curvas analíticas independentes, tal como 

definidos pela Boligon et al. (2013). LOD e LOQ foram calculados como σ 3,3 e 

10σ/S, respectivamente, onde σ é o desvio padrão da resposta e S é o declive da 

curva de calibração. 

 

 

3.2.1.3 Análise estatística 

 

 

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc 

de Tukey. As análises foram consideradas estatisticamente significativas quando 

p<0,05. 

 

 

3.2.2 Resultados 

 

 

A análise por HPLC do extrato bruto e frações de H. procumbens revelou a 

presença de harpagosídeo (Tempo de retenção – tR= 7.93 min; pico 1) (Figura 7 e 

Tabela 4). Porém, foi na fração acetato de etila de H. procumbens seguida da fração 

butanólica que encontramos maiores concentrações do desde constituinte (Tabela 

4). 

 

  



44 

 

 
Figura 7: Cromatogramas a 278 nm do harpadosídeo (pico 1), glicosídeo iridóide do  
Harpagophytum procumbens. (a) harpagosídeo padrão, (b) extrato bruto, (c), fração 
clorofórmio, (d) A fração acetato de etila e (e) fração butanólica. 
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Tabela 4 – Determinação do harpagosídeo no extrato bruto e frações de 
Harpagophytum procumbens. 

H. procumbens 

Harpagosídeo 

mg/g da fração 

seca 
 % 

Extrato bruto  16.07 ± 0.02 a  1.60 

Fração clorofórmio 15.89 ± 0.03 a  1.58 

Fração acetate de etila 35.73 ± 0.04 b  3.57 

Fração butanólica 30.16 ± 0.09 c  3.01 

 

LOD (g/mL) 0.013 

LOQ (g/mL) 0.042 

 
Os resultados foram expressos como média ± desvio-padrão (SD) de três determinações. Médias 
seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey considerando p <0,05. 
LOD: Limite de detecção e LOQ: limite de quantificação 

 

 

3.2.3 Discussão 

 

 

O harpagosídeo tem sido proposto como principal constituinte do H. 

procumbens, sendo que este, por sua vez teria ação central na atividade terapêutica 

desta planta. A quantidade de harpagosídeo presente na raiz da planta é usada para 

determinar a qualidade dos tubérculos secos fornecidos para a comercialização, 

sendo reconhecido pela Farmacopéia Européia (2004) não menos que 1.2% de 

harpagosídeo presente nos tubérculos de H. procumbens, calculado com referência 

à planta seca (STEWART; COLE, 2005; BRIEN et al., 2006; ABDELOUAHAB; 

HEARD, 2007; MNCWANGI et al., 2012; GEORGIEV et al., 2013). Contudo, existem 

estudos que vem demonstrando que outros componentes presentes no H. 

procumbens teriam grandes influencias em sua ação terapêutica. De fato, a 

presença do harpagosídeo no H. procumbens é importante para a obtenção dos 

efeitos anti-inflamatórios desta planta, porém este constituinte possivelmente estaria 
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agindo de forma sinérgica com demais componentes presente no H. procumbens 

para conseguir induzir o seu efeito inibitório máximo contra principalmente a 

inflamação (LOEW et al., 2001; KASZKIN et al., 2004; GEORGIEV et al., 2013).  

Além disso, foi demonstrado que extratos sem a presença do harpagosídeo também 

foram capazes de inibir a indução da iNOS porém em menor proporção do que 

quando testado com a presença do harpagosídeo, demonstrando mais uma vez o 

possível sinergismo realizado pelos constituintes do H. procumbens. Vale salientar 

que neste mesmo estudo o harpagosídeo foi testado isoladamente e não obteve 

resultados inibitórios na indução da iNOS (KASZKIN et al., 2004).  

Deste modo, sabendo que o harpagosídeo é descrito como principal iridóide 

presente no H. procumbens, a quantificação deste componente bioativo, no extrato 

bruto e frações da espécie se tornam importantes. Aqui, nós obtivemos bons 

resultados com a fração acetato de etila de H. procumbens com relação à 

diminuição do estresse oxidativo induzido bem como prevenção da perda da 

viabilidade celular in vitro. Nesse contexto, a análise por HPLC dos extratos, 

demonstraram que foi nesta fração que continha maior quantidade de harpagosídeo, 

além de altas quantidades de compostos fenólicos, podendo estes serem os 

responsáveis pelos bons resultados obtidos por esta fração neste estudo. Nossos 

resultados estão de acordo com outros autores que realizaram a quantificação do 

harpagosídeo em extratos de H. procumbens (SCHMIDT, 2005; ABDELOUAHAB; 

HEARD, 2008). 

 



 

4 CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

 

 

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertação podemos 

concluir que:  

 

 As análises da infusão, extrato bruto e frações de H. procumbens por CLAE e 

por dosagens de compostos fenólicos totais apresentaram grande quantidade 

de compostos fenólicos, sendo que a fração acetato de etila seguida da 

fração n-butanólica foram as que mais apresentaram esses compostos, 

sugerindo uma promissora atividade antioxidante do H. procumbens.  

 O H. procumbens, conhecido pela sua ação anti-inflamatória, protegeu contra 

a peroxidação lipídica cerebral induzida pelos agentes pró-oxidantes, porém a 

potência antioxidante variou entre os diferentes extratos, sendo que a fração 

acetato de etila de H. procumbens foi a que obteve maior potência em 

prevenir contra a peroxidação lipídica. 

 A fração acetato de etila do H. procumbens foi capaz de proteger contra a 

diminuição da atividade da enzima catalase e do conteúdo de tióis (protéico e 

não-protéico) induzido por ambos agentes pró-oxidantes (Ferro e NPS), 

demonstrando ser efetiva in vitro na manutenção nos níveis de dois 

marcadores importantes do sistema antioxidante. 

 A perda da viabilidade celular induzida pelo Ferro ou NPS também foi 

protegida pela fração acetato de etila de H. procumbens, sendo capaz assim 

de prevenir contra a possível morte celular devido ao EO in vitro. 

 Os resultados obtidos com a fração acetato de etila foram similares aos 

encontrados com o ácido gálico, demonstrando que compostos fenólicos 

como o ácido gálico são as possíveis moléculas com ação antioxidantes 

presente no na fração. 

 A fração acetato de etila também apresentou maiores quantidades de 

harpagosídeo, principal constituinte do H. procumbens, podendo este estar 

relacionado com os bons resultados encontrado por esta fração de H. 

procumbens. 



 

5 CONCLUSÕES FINAIS 

 

 

Este estudo demonstrou o grande potencial antioxidante do H. procumbens, 

pois este se mostrou eficiente em prevenir o EO induzido pelo Ferro ou pelo NPS, 

sendo que a fração acetato de etila de H. procumbens foi a fração mais rica em 

compostos fenólicos e harpagosídeo obtendo maior potencia contra o EO induzido. 

Além disso, esta fração mostrou ser eficaz contra a perda da viabilidade celular 

induzida por agentes pró-oxidantes. Este trabalho demonstrou que a atividade 

antioxidante apresentada pelo H. procumbens pode estar relacionada com o 

mecanismo pelo qual esta planta exerce seu potente efeito anti-inflamatório. 

Todavia, é preciso mais estudos para elucidar os mecanismos de ação dessa planta. 
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