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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITO DO Harpagophytum procumbens SOBRE PARAMETROS 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 inumeros efeitos terapéuticos, entre 0s quais se
destaca a sua potente acao anti-inflamatoria, porém o mecanismo pelo qual exerce o
seu efeito ndo esta bem elucidado. Sabe-se que espécies reativas de oxigénio e/ou
nitrogénio sdo geradas em doencgas inflamatorias agudas e cronicas causando
grande citotoxicidade, levando a danos teciduais. Substancias com acao
antioxidante podem contribuir para o controle e/ou tratamento de processos
inflamatorios. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da infuséo,
extrato bruto e fracdes de H. procumbens sobre a peroxidacéo lipidica induzida por
diferentes agentes pro-oxidantes (Ferro ou Nitroprussiato de Sédio). Além disso, os
efeitos da fracdo acetato de etila também foram testados sobre as defesas
antioxidantes (atividade da catalase e niveis de tidis protéicos e ndo protéicos) e
sobre o dano celular (fatias de cortex cerebral) induzido pelos diferentes agentes
pré-oxidantes. Todos os extratos preveniram a peroxidacao lipidica induzida pelo
ferro e nitroprussiato de sédio. A fracdo acetato de etila de H. procumbens
demonstrou maior poténcia em proteger contra a peroxidacao lipidica, prevenir
contra a morte celular, além de conseguir manter os niveis de tidis e da enzima
catalase nos niveis basais. Em conclusao, este trabalho demonstra que um dos
possiveis mecanismos de acao terapéutica apresentado pelo H. procumbens, pode
estar relacionando a sua agao antioxidante, sendo este, capaz de proteger contra o
estresse oxidativo e a perda da viabilidade celular. Uma vez que a relacdo do
processo inflamatério com o estresse oxidativo ja estd bem descrita na literatura, o
efeito antioxidante aqui encontrado pode estar também relacionado com o potente
efeito anti-inflamatorio exercido pelo H. procumbens. Porém mais estudos devem ser
realizados acerca dos mecanismos pelo qual o H. procumbens exerce os seus
efeitos terapéuticos.

Palavras-chave: Garra do diabo. Antioxidante. Peroxidacédo lipidica. Catalase.
Niveis de tidis. 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 Fe?* 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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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO, esta descrita uma revisdo sucinta sobre os temas
trabalhados nesta dissertacao.

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de um manuscrito que esta publicado na revista Neurochemical Research, o
qual se encontra no item RESULTADO. As sec¢fes Materiais e Métodos, Resultados,
Discussao dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no manuscrito
e nos resultados complementares presentes como dados adicionais.

O item CONCLUSAO se encontra no final desta dissertacdo e apresenta 0s
comentarios gerais sobre este trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que
aparecem no item INTRODUCAO desta dissertacao.



1 INTRODUCAO

1.1 Estresse Oxidativo e Defesas antioxidantes

1.1.1 Espécies reativas de Oxigénio e / ou Nitrogénio

Espécies reativas sdo moléculas que apresentam um elétron desemparelhado
na sua Orbita externa. Estas moléculas também chamadas de radicais livres
caracterizam-se por serem instaveis e por terem um tempo de vida muito curto, o
que as tornam altamente oxidantes. Todos 0s organismos aerdbicos produzem
continuamente espécies reativas de oxigénios (ERO) e/ ou espécies reativas de
nitrogénio (ERN) durante os seus processos metabodlicos. Entre as espécies
quimicas geradas, se destacam o anion superéxido, o peroxido de hidrogénio, o
oxido nitrico e o radical hidroxila (FREI, 1994; FINKEL; HOLBROOK, 2000). Em
condicdes fisiologicas, tais espécies sdo detoxificadas, por um sistema antioxidante
complexo presente nas células, composto por antioxidantes enzimaticos (ex:
catalase, glutationa peroxidase e superéxido dismutase) e antioxidantes né&o-
enzimaticos (ex: Vitamina A, C, E e Glutationa) (NORDBERG; ARNER, 2001;
KOHEN; NYSKA, 2002)

O estado de estresse oxidativo (EO) pode ser definido como o desequilibrio
entre a formacado e remocdo de agentes oxidantes no organismo, decorrente da
geracdo excessiva de ERO/ERN e/ou diminuicdo de antioxidantes enddgenos
(HALLIWELL, 1992; DAWSON; DAWSON, 1996; KOHEN; NYSKA, 2002; BERG,
2004; VALKO, 2007). Desta forma, o acumulo de ERO e/ou ERN decorrente do EO
podem causar danos a estrutura de lipidios, proteinas e DNA (DUFFY et al., 1998;
FINKEL; HOLBROOK, 2000; KOHEN; NYSKA, 2002; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; SILVA; COUTINHO, 2010) com consequente alteracéo funcional e prejuizo
das funcdes vitais em diversos tecidos e oOrgdos (HALLIWELL, 1992), sendo
relacionado com diversas patologias, entre elas, os distirbios neuroldgicos e
inflamatérios (YUTING et al., 1991; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HAYASHI,



15

2009). Relacionado a isto, existe um interesse crescente pelos efeitos antioxidantes
dos produtos naturais, uma vez que estes tém demonstrado a capacidade de auxiliar
o sistema de defesa antioxidante, atenuando o dano provocado pelo excesso na
geracdo de ERO e/ou ERN ou deficiéncias nos sistemas antioxidantes endégenos
(HANISH SINGH et al., 2011; LIN et al.,, 2011; MAHDY et al., 2012; PARK et al.,
2012).

E importante salientar que o cérebro é um 6rgéo conhecido por ser vulneravel
ao EO devido a sua elevada quantidade de &cidos graxos poliinsaturados, do seu
alto consumo de oxigénio e por conter maior quantidade de metais de transi¢céo
como o ferro, do que outros 6rgdos. Além disso, o cérebro tem baixos niveis 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 Peroxidacao lipidica

As membranas celulares consistem em um envoltério composto por
fosfolipidios e proteinas, as quais sdo encontradas em todas as células vivas. Esta
membrana € composta por uma dupla camada de fosfolipidios, que apresentam uma
cabeca polar e duas caudas hidrofébicas compostas por acidos graxos, que podem
apresentar uma ou mais dupla ligacao (insaturacdo) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1989).

A peroxidagdo lipidica, também conhecida como lipoperoxidagdo, € o
processo através do qual as ERO/ERN reagem com o0s acidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipidios das membranas celulares, os quais sédo altamente
suscetiveis ao dano oxidativo, podendo levar a modificagbes fisicas nas membranas
celulares devido a esta oxidacéo, tornado-as mais firmes e menos flexiveis, criando
fendas io6nicas que alteram sua semipermeabilidade, o que favorece o transito
indiscriminado de metabdlitos e detritos celulares, provocando sua ruptura e lise
(JOSEPHY, 1997; TIMBRELL, 2000; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A peroxidagéo lipidica ocorre por meio de uma série de reacdes em cadeia

que sao divididas em trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminacédo. 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 peroxidacgédo lipidica ocorre a formacdo de hidroperdxidos lipidicos e produtos
secundérios da oxidacéo, incluindo peroxidos ciclicos como o malondialdeido (MDA)
(Figura 1) (JANERO, 1990). O MDA por sua vez pode ser detectado e analisado em
amostras biologicas através do método de TBARS (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico) descrito por Okawa e colaboradores (1979), onde o MDA reage com
0 acido tiobarbiturico (TBA) para formar um complexo colorido (TBA-MDA), o qual
pode ser quantificado espectrofotometricamente, sendo este teste bastante utilizado

para quantificar a peroxidacéo lipidica, que € um dos principais marcadores de EO.

3 l” He Sequestro de Hidrogénio
INICIACAO
l Rearranjo Molecular
PROPAGACAO . -
N Incorporacao de Oxigénio
He Absorgdo de H de outro acido graxo
TERMINAGAO

-

Hidroperdxido de lipidico

__N_ F tac#o d
Peréxido Ciclico S et

Endoperdxido Ciclico (malondialdeido)

H r

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

As mitocondrias sdo organelas fundamentais que desempenham inameras
funcBes celulares, incluindo a sintese de ATP, a homeostase celular do calcio, bem
como a manutengdo e morte celular. Entretanto, a cadeia respiratoria mitocondrial é
o principal local onde sdo geradas ERO na célula, tornando-as particularmente
vulneraveis ao EO (TAN et al, 1998). Desta forma, o estabelecimento do
desequilibrio do estado redox intracelular pela elevacéo nos niveis de ERO acima da
capacidade de tamponamento das defesas antioxidantes, pode gerar inUmeras
alteracdes celulares com potencial citotoxico, podendo assim, levar a morte celular
por apoptose e até necrose dependendo da intensidade do estimulo danoso
(FERNANDEZ; COTTER, 1994). Varios estudos demonstram a relagdo entre a
morte celular por apoptose com a diminui¢cdo de niveis 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, € uma resposta protetora central para
0 excesso de dano oxidativo presente no tecido, servindo como um mecanismo de
protecdo contra as inUmeras lesdes a nivel 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 seérie de alteracdes morfoldgicas,
pela participacdo das caspases, liberacdo de citocromo c¢ mitocondrial e
fragmentacao nuclear, onde essa sinaliza¢do que resultard na morte da célula pode
ser induzida por um desequilibrio do estado redox celular. Sendo que, nos diferentes
processos de morte celular a participacdo das mitocéndrias é fundamental, pois esta
organela age como um eixo central de decisdo de muitos tipos de respostas
apoptoticas, liberando diversos fatores letais de seu espacgo intramembranoso para o
citoplasma, bem como produzindo ATP para o processo apoptotico (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 geracdo de ERO e/ou
ERN, se torna cada vez mais importante, visto que, o aumento da morte celular
devido ao EO esta relacionado com o surgimento e mau-prognostico de desordens

patoldgicas, incluindo processos neurodegenerativos e inflamatorios (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 tetrazolico brometo (MTT) € um ensaio colorimétrico bastante utilizado para a
verificacdo da viabilidade celular. Este teste € baseado na reducdo do sal de
tetrazdlico MTT (amarelo), formando assim cristais de formazan (pUrpura) por
células metabolicamente ativas, onde esta clivagem acontece pela succinato
desidrogenase mitocondrial. Desta forma, a intensidade da cor do formazan esta
correlacionada com o numero de células viaveis (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 inicio a inUmeras reacfes celulares,
gue podem levar a morte celular. A elevada producédo dessas espécies induz nas
células a expressao de genes ligados ao sistema de defesa antioxidante, assim os
produtos da expresséo destes genes interrompem as reac¢des em cadeia e eliminam
as ERO e/ou ERN, restabelecendo o estado redox intracelular inibindo as reacdes
de oxidacédo (DROGE, 2002).

A GSH é um dos mais importantes antioxidantes celulares devido ao seu
papel central na manutencao do estado redox das células (MEISTER; ANDERSON,
1983). Esta molécula € um tripeptidio linear constituido por trés aminoacidos: a
glicina, o acido glutamico e a cisteina. Suas propriedades antioxidantes devem-se a
presenca do grupo tiol (-SH) na sua por¢ao cisteina, sendo os tidis 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 reacdo catalizada pela enzima glutationa
peroxidase (GPx), gerando glutationa na forma oxidada (GSSG). Para evitar a
deplecdo da GSH e desta forma diminuir a atividade antioxidante celular, a
glutationa redutase (GR) reduz a GSSG a custa de NADPH, regenerando a GSH e
mantendo desta forma o estado redox intracelular (Figura 2) (CHAUDIERE;
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 € uma enzima tetramérica que contém grupos hemes e esta
presente na maior parte das células eucariéticas, sendo capaz de catalisar de forma
extremamente rapida a degradacdo do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(Figura 3) (CHAUDIERE; FERRARI-ILIOU, 1999). O perdxido de hidrogénio
acumula-se na célula como subproduto de varias reacdes quimicas, sendo gerado
principalmente a partir da dismutacdo do anion superéxido pela enzima superoxido
dismutase e pela oxidacdo de acidos graxos. Como o peroxido de hidrogénio €
potencialmente toxico para a célula, a modulacdo da catalase € um dos métodos
gue a célula usa para diminuir a toxicidade potencial desta espécie oxidante. A
reducdo na atividade da enzima catalase em um sistema organico acometido pelo
EO predispbe esse orgao a toxicidade do peréxido de hidrogénio (CALABRESE;
CANADA, 1989).
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Figura 3: Esquema da reagao da enzima catalase.

1.2 Ferro e Nitroprussiato de Sédio

Dados na literatura demonstram a relagcdo entre EO e a patogénese de
inimeras doencas (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 substancias com propriedades antioxidantes se torna cada vez
mais relevante, sendo que varios métodos vém sendo desenvolvidos para este fim.
O método de TBARS tem sido extensamente utilizado em varias pesquisas, onde
substancias séo testadas frente a diferentes agentes pré-oxidantes, que induzem
peroxidacao lipidica por mecanismos diversos (PUNTEL et al., 2005; PUNTEL et al.,
2007). O ferro e o nitroprussiato de sddio (NPS) sao bastante utilizados como
agentes pro-oxidantes nestes modelos in vitro, devido a sua capacidade de induzir a
producdo de ERO e/ou ERN e consequentemente 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 metabodlicos dos
animais, sendo essencial para a maioria dos organismos vivos. Ele participa de
multiplos processos vitais variando desde mecanismos celulares oxidativos até
transporte de oxigénio nos tecidos. Este elemento trata-se de um componente
fundamental de moléculas como hemoglobina, mioglobina, citocromos, enzimas
antioxidantes como a catalase, além das proteinas proprias de seu metabolismo. A
capacidade do ferro para sofrer oxidagéo e reducao ciclica é um aspecto importante
da sua funcéo. No entanto, tal atividade redox é capaz de gerar espécies reativas,
sendo estas capazes de causarem inumeras lesdes em sistemas biologicos
(MINOTTI; AUST, 1992; WINTERBOURN, 1995).

Os efeitos citotoxicos do ferro se dao principalmente pelo excesso deste metal

de transicdo, sendo este capaz de doar elétrons ao peréxido de hidrogénio,
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formando assim o radical hidroxila e outras espécies reativas através da reacédo de
Fenton (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; FARINA et al., 2013). O radical hidroxila,
sendo o radical mais excitotoxico das ERO, pode subsequentemente iniciar a
peroxidacao lipidica ou oxidar grande parte das moléculas presentes nos sistemas
biologicos propagando reagdes induzida por radicais livres. Devido ao excesso de
espécies reativas liberadas pela reacdo de Fenton ocorre entdo 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 desequilibrio entre a
geracdo de espécies reativas/ sistema antioxidante, sendo que seus efeitos
citotoxicos estdo relacionados com a liberacdo de cianeto e /ou 6xido nitrico (ON)
pelo NPS (BATES et al.,, 1991; CHEN et al., 1991; DAWSON et al., 1991). Desta
forma, o NPS é considerado um bom indutor quimico de peroxidacdo lipidica
(WAGNER et al., 2006), uma vez que rapidamente consegue induzir a liberacdo de
ON' nos tecidos (BATES et al., 1991). Este radical por sua vez produz peroxinitrito
em conjunto com o radical anion superoxido, levando a peroxidacdo lipidica 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
gue essa inibicdo se da pela ligacdo do ON ao sitio ativo da enzima, diminuindo
assim as defesas antioxidantes (COOPER, 1999; BROWN, 1995). Apesar de, o ON
ser considerado um neurotransmissor, em condicdes patoldégicas a sua
superproducdo pode iniciar inimeros eventos neurotdéxicos (DAWSO; DAWSON,

1996), levando ao desencadeamento do processo apoptético (BRUNE et al., 1998).

1.3 Produtos naturais

Ha séculos, os seres humanos tém encontrado na natureza auxilio para
atender a suas necessidades basicas, entre as quais se encontram 0 uso de
produtos naturais para o tratamento de um amplo espectro de patologias (CRAGG;
NEWMAN, 2013). Os primeiros registros da utilizacdo de plantas de forma medicinal
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sao de cerca de 2600 anos a.C, sendo documentado o uso de aproximadamente
1.000 substancias derivadas de plantas na Mesopotamia (BORCHARDT, 2002).

O uso terapéutico de produtos naturais por diferentes culturas tem sido
extensivamente documentado nas Ultimas décadas, sendo que em 1985 a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que 65% da populacdo do mundo
contaram com medicamentos tradicionais derivados de plantas para 0s seus
cuidados primarios de saude (FARNSWORTH et al., 1985). Além disso, 80% da
populacdo dos paises em desenvolvidos utilizam praticas tradicionais na atencao
priméria, e desse total, 85% dessas praticas utilizam as plantas medicinais ou
preparacdes destas, para os cuidados com a saude, demonstrando assim a grande
utilizacdo dos produtos naturais pela populacdo mundial. Vale salientar, que se
encontra em expansdo o uso de plantas medicinais, bem como medicamentos
fitoterapicos no mundo inteiro (WHO, 2002).

As propriedades terapéuticas das plantas medicinais s@o atribuidas a
diferentes constituintes quimicos isolados de seus extratos. Sendo a atividade
antioxidante uma das propriedades bastante buscada, pois tem mostrado efeito
benéfico em varias doencas degenerativas, cancer, Diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares, doengas neuroldgicas e doencas inflamatoérias, como por exemplo,
na artrite reumatoide (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 responsaveis pela acdo antioxidante
presentes nas plantas medicinais, sdo o0s compostos fendlicos, tais como
flavondides, que sdo compostos quimicos presentes em diversas plantas, frutos,
sementes, grdos e em algumas bebidas como vinho e cerveja, sendo mais de 8000
diferentes estruturas ja identificadas e descritas (PIETTA, 2000). Vale salientar, que
a potente atividade antioxidante realizada pelos flavondides se da principalmente
pela atividade de scavenger de radicais livres, diminuindo assim o dano oxidativo e
consequentemente a morte celular (DUGAS et al.,, 2000). Devido a crescente
compreensdao do potencial benéfico destes compostos fendlicos, tanto na
manutencdo da saude quanto na doenca humana, o numero de pesquisas utilizando
plantas medicinais que tenham na sua composicdo compostos fendlicos, tem
aumentado nos ultimos 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 informacdes acima expostas acerca dos efeitos
benéficos obtidos através de produtos naturais, percebemos a necessidade de mais
pesquisas acerca dos mecanismos farmacoldgicos das plantas medicinais como
propdsito de elucidar seus potenciais efeitos, podendo ajudar na melhora da saude

humana.

1.4 Harpagophytum procumbens

O Harpagophytum procumbens (Figura 3) é uma planta perene pertencente a
familia Pedaliceae, nativa do sul da Africa, comumente encontrada no deserto do
Kalahari e estepes da Namibia (GERICKE, 2002; ANDERSEN et al, 2004; GRANT et
al, 2007; MNCWANGI et al., 2012). Essa planta € popularmente conhecida como
garra do diabo devido as caracteristicas semelhantes a uma garra na extremidade
do seu fruto (Figura 3A) (GERICKE, 2002; MAHOMED; OJEWOLE, 2004). Porém é
nas raizes tuberosas onde sdo encontrados o0s principais componentes bio-ativos,
que sdo responsaveis pela sua acgéo terapéutica (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 caracteristicos do H. procumbens sdo os glicosideos iridoides
principalmente o harpagosideo, harpagogideo, procumbideo, 8-coumaroil
harpagideo, e o verbascosideo (GERICKE, 2002; ABDELOUAHAB; HEARD, 2007,
ABDELOUAHAB; HEARD, 2008; GEORGIEV et al., 2013). Sendo que o principal
constituinte da planta para a acado farmacoldgica € o harpagosideo (Figura 5),
podendo ser encontrado em cerca de 3% de todos constituintes. No entanto, sabe-
se que a acao do H. procumbens ndo se dé exclusivamente devido a presenca deste
constituinte, podendo estar associada também a outros glicosideos iridoides e
demais componentes presentes na planta como os flavondides (KASZKIN et al.,
2004; BRIEN et al., 2006), os quais poderdao antagonizar ou potencializar sua acao
terapéutica (FIEBICH et al., 2001; ANUATE; TORRES; MELLO, 2010; MNCWANGI
et al., 2012; GEORGIEV et al., 2013).

HO
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Figura 5: Estrutura quimica do harpagosideo (MNCWANGI et al., 2012).

O potencial medicinal desta planta vem sendo estudado desde a década de
1920 na Namibia, onde comecou a ser utilizado no tratamento auxiliar de doencas
degenerativas das articulacbes e dores em geral (WEGENER, 2000; STEWART,;
COLE, 2005; GRANT et al.,, 2007). InUmeras pesquisas vém comprovando a
atividade anti-inflamatoéria 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 acao de farmacos amplamente
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utilizados na diminui¢do da dor e inflamacgé&o. Além disso, pesquisas clinicas também
comprovam o seu efeito medicinal (LAUDAHN; WALPER, 2001; WEGENER,;
LUPKE, 2003; WARNOCK et al.,, 2007). Devido a sua acao terapéutica, o H.
procumbens foi entdo liberado como medicamento fitoterapico em 2011 pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) MS: 1.1860.0035, sendo entéo
indicado para o tratamento da artrite, artrose, tendinites, e como tratamento auxiliar
da gota.

Muitos estudos tém sido realizados para investigar 0 mecanismo exato pelo
qual o H. procumbens exerce principalmente a sua agao anti-inflamatoria, que € seu
principal alvo terapéutico, no entanto, pouco se sabe até o momento a respeito do
mecanismo de acdo farmacoldgica desta planta, apesar da ampla utilizacdo da
mesma em humanos.

InvestigacBes in vitro com o principal constituinte da planta, o harpagosideo,
sugeriram que a supressao da cicloxigenase 2 (COX 2) e da sintese de 6xido nitrico
induzivel (iNOS) seria o principal mecanismo de acgdo anti-inflamatério do H.
procumbens, sendo que essa acao se daria através da inibicdo da ativacao do Fator
Nuclear kB (NF-kB) (HUANG et al., 2006). Porém, mais recentemente, um estudo in
vitro utilizando outro modelo celular e testando o extrato hidroalcodlico da planta, foi
observado que o mesmo nao teve acao via inibicdo da ativacdo de NF-kB e sim
através do bloqueio da Proteina Ativadora 1 (AP-1), diminuindo a liberacdo de
interleucinas e do Fator de necrose Tumoral a (TNF- a ) (FIEBICH et al., 2011).
Ocorrem varias divergéncias nos resultados encontrados relacionando o possivel
mecanismo de inibicdo inflamatoria desta planta, sendo que, essas divergéncias sdo
justificadas na maioria das vezes pela insuficiéncia na caracterizacdo quimica da
planta e pelo uso de modelos de estudo e métodos de extracdo diferentes
(CLARKSON et al., 2006; FIEBICH et al., 2011).

Além da acdo anti-inflamatéria e analgésica outros efeitos vém sendo
atribuidos ao H. procumbens podendo o mesmo desempenhar um papel terapéutico
numa série de condigdes, incluindo atividade anticonvulsivante em camundongos
(MAHOMED; OJEWOLE, 2006), propriedades antidiabéticas em ratos (MAHOMED;
OJEWOLE, 2004), efeito uterotdnico e espasmogénico em musculatura uterina de
mamiferos (MAHOMED; OJEWOLE, 2009), inibicdo da colinesterase in vitro
(GEORGIEV et al., 2012) e efeito antiplasmodial in vitro de alguns componentes

extraidos da planta (CLARKSON et al., 2003). Porém as pesquisas realizadas
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acerca desses outros efeitos da planta sdo escassas, pois a grande utilizacdo do H.
procumbens se da para fins inflamatérios.

Sabe-se que o excesso na formacédo de ERO e/ou ERN pode contribuir para o
aumento da lesdo do tecido no qual estd ocorrendo um processo inflamatério
(HARRIS, 1992; SIMMONDS; RAMPTON, 1993; GRISHAM, 1994; BARBIOR et al.,
2000). Por sua vez, agentes que sao capazes de interferir com a geracao e/ou acao
dos radicais livres em tecidos biologicos séo, portanto, de interesse terapéutico
(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 peroxidacao lipidica ja existente no cortex 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 diminuicédo
nos niveis de nitrito em linhagem celular estimulada por lipopolissacarideos,
sugerindo que essa inibicdo poderia contribuir para o efeitos anti-inflamatoérios e
analgésicos da planta. No entanto, ainda é questionavel essa contribuicdo do
possivel efeito antioxidante para a acao anti-inflamatoria do H. procumbens (GRANT
et al., 2009).

Desta forma, considerando que o H. procumbens é uma planta liberada para
comercializacdo aqui no Brasil e vem sendo amplamente utilizado principalmente
para tratamento auxiliar das desordens de origem inflamatéria e analgésicas e que
existem poucos estudos em relacdo a outras agdes desta planta, bem como o seu
mecanismo de acao, se torna importante investigar outros beneficios que esta planta
possa apresentar, como a sua possivel acdo antioxidante, o qual pode estar
envolvida com o sua potente acédo anti-inflamatoria. Além disso, a utilizacdo de
diferentes modos de extracdo possibilitara a comparacdo dos possiveis efeitos
apresentado pelos diferentes extratos com 0s componentes extraidos destas

fracOes.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

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

viabilidade celular in vitro.

2.2 Objetivos especificos

Na infuséo, extrato bruto e fracées do H. procumbens;

e Determinar 0os componentes através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

e Quantificar os compostos fendlicos totais;

e Avaliar in vitro o possivel efeito do H. procumbens sobre a peroxidacao
lipidica;

e Comparar o efeito das diferentes extracdes, relacionando as mesmas, sobre

0s parametros encontrados in vitro.

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

analisados acima, avaliar em modelo in vitro:

e A atividade da enzima catalase e os niveis de grupos tidis (protéico e néo-
protéico);

e O possivel efeito sobre a viabilidade celular;

e O efeito do extrato comparado com o acido galico (controle positivo), sobre os
parametros encontrados in vitro.

e Se neste extrato o harpagosideo, 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 dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de artigo cientifico, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas,
encontram-se no préprio artigo. O artigo esta disposto na forma em que foi
publicado na edicao da revista cientifica 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

Artigo

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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Abstract Harpagophytum procumbens, popularly known
as devil’s claw, is a plant commonly used in the treatment of
diseases of inflammatory origin. The anti-inflammatory
effects of H. procumbens have been studied; however, the
mechanism of actionis not elucidated. Itis known that excess
of reactive oxygen and nitrogen species may contribute to
increasing tissue damage due to inflammation. In the present
study, we examined the effects of H. procumbens infusion,
crude extract and fractions on lipid peroxidation (brain
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homogenates) induced by different pro-oxidants (Fe*" or
sodium nitroprusside) and the effects of ethyl acetate fraction
(rich in phenolic compounds) on antioxidant defenses (cat-
alase activity and thiol levels) and cell damage (brain cortical
slices) induced by different pro-oxidants. All tested extracts
of H. procumbens inhibited lipid peroxidation in a concen-
tration-dependent manner. Furthermore, the ethyl acetate
fraction had the highest antioxidant effects either by
decreasing lipid peroxidation and cellular damage or
restoring thiols levels and catalase activity. Taken together,
our results showed that H. procumbens acts either by pre-
venting oxidative stress or loss of cell viability. Thus, the
previously reported anti-inflammatory effect of H. procum-
bens could also be attributed to its antioxidant activity.

Keywords Antioxidant - Devil's claw - Cerebral
cortex - Catalase - Thiol levels - Lipid peroxidation

Introduction

Oxidative stress is a biological condition that occurs due to
an imbalance between production of reactive oxygen species
(ROS) and/or reactive nitrogen species (RNS) and antioxi-
dant defenses. This condition has been related to numerous
pathologies where ROS can contribute to their worsening by
causing alterations in the cell membrane (lipid peroxidation
and protein oxidation) and DNA mutations [1-3].

It is known that inflammatory process may lead to an over
production of ROS and RNS, which in turn can contribute to
increase tissue damage [4, 5]. Literature data have shown the
relationship between the inflammation process and oxidative
stress in various physiological disorders [5-9]. Agents
capable of interfering with free radical generation and/or
blockage of their effects in biological tissues have

@ Springer
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therapeutic importance [10, 11]. In this context, alternative
ways have been considered as adjuvant treatment of
numerous diseases, mainly those associated with oxidative
stress [12-15]. Thus, medicinal plants and other natural
compounds have been largely studied as alternative or
adjuvant treatment [16-21] with low side effects.

Nature has beena source of medical products for millennia,
with many useful drugs developed from plant sources [22, 23].
According to the World Health Organization, developing
countries still use traditional medicine as a primary care in
treatment of many diseases [24]. Therefore, studies of
medicinal plants concerning their therapeutic potential as well
as possible side effects have high clinical relevance.

Harpagophytum procumbens, popularly known as devil’s
claw, is a perennial plant belonging to the family Pedaliceae
and originating from Southern Africa [21, 25, 26]. H. proc-
umbens extracts are mainly used because of their potent anti-
inflammatory and analgesic effect demonstrated in numer-
ous studies [20, 27-32]. Recently, the National Agency for
Health Surveillance (ANVISA) [33], organ that oversees and
regulates the sale of drugs in Brazil, approved the use of H.
procumbens (MS: 1.1860.0035). Due to its therapeutic
action, H. procumbens has been indicated for the treatment
of arthritis, osteoarthritis, tendonitis, and as an adjunct
treatment of gout in humans.

Besides the action in inflammation and pain, other effects
have been attributed to H. procumbens. It has been demon-
strated that H. procumbens showed anticonvulsant activity in
mice [34], antidiabetic propertiesinrats [3 1], uterotonic effect
on uterine musculature of mammals [35], cholinesterase
inhibition in vitro [36] and in vitro antiplasmodial effects of
some components extracted from the plant [37]. Many of the
pharmacological actions of H. procumbens have been attrib-
uted to the presence of iridoid glycosides, Harpagoside.
However, another studies show the effects of H. procumbens
are not exclusively due to the presence of harpagoside and,
instead of this, their effects have been associated with the
presence of other compounds present in plants, such as
flavonoids [38—40]. Besides, there are few studies invest-
gating the mechanisms by which H. procumbens exerts its
effects, despite the wide use of this plant in humans.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the effects
of the infusion, crude extract and fractions of H. procumbens
on oxidative stress parameters and cell viability in vitro.

Materials and Methods
Animals
Male Wistar rats (2 months old), weighing between 200 and

250 g, from our own breeding colony (Animal House, UFSM,
Brazil) were kept in cages with free access to food and water in
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a room with controlled temperature (22 £ 2 °C) and in 12 h
light/dark cycle with lights on at 7:00 am. All experiments
were performed in accordance to the guidelines of the National
Council of Control of Animal Experimentation (CONCEA).

Drugs

Tris—HCl, thiobarbituric acid, malonaldehydebis-(dimethyl
acetal)(MDA), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT), 5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoic
acid L-Glutathione reduced, Folin and Ciocalteu’s phenol
reagent, catechin, quercetin and rutin were obtained from
Sigma (St. Louis, MO, USA). Hydrogen peroxide and tri-
chloroacetic acid (TCA), sodium nitroprusside, ferrous
sulfate, and hydrochloric acid were obtained from Merck
(Brazil). H. procumbens powder was obtained commer-
cially from Quimer Comercial LTD (Sao Paulo, Brazil).
Methanol, acetic acid, gallic acid (GA), rosmarinic acid
and caffeic acid were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). Ethyl alcohol, chloroform, n-butanol, ethyl
acetate were acquired from Nuclear (Sio Paulo, Brazil).

Preparation of Infusion and Fractions

The powdered roots of H. procumbens were added to
boiling distilled water (5 g/1), where they were packed in a
closed flask protected from light. After 10 min, the infu-
sion was filtered.

To obtain the different fractions, the powdered roots of H.
procumbens were added to 70 % ethanol and allowed to stand
at room temperature for a week with daily shaking. After
filtration, the extract was evaporated under reduced pressure
to remove the ethanol. The extract was then re-suspended in
water and partitioned successively with chloroform, ethyl
acetate and n-butanol (3 x 200 ml for each solvent) [41].

Quantification of Phenolic and Flavonoid Compounds
by HPLC-DAD

Reverse-phase chromatographic analyses were carried out
under gradient conditions wusing a CI18 column
(4.6 mm x 250 mm) packed with 5 pm diameter particles;
the mobile phase was water containing 2 % acetic acid
(A) and methanol (B), and the composition of the gradient
was: 5 % B until 2 min and changed to obtain 25, 40, 50,
60, 70 and 100 % B at 10, 20, 30, 40, 50 and 60 min,
respectively, following the method described by Laghari
[42] with slight modifications. Fractions and infusion were
tested at concentrations of 5 mg/ml. The flow rate was
0.8 ml/min and injection volume 40 pl, and the detection
wavelengths were 254 nm for GA, 280 nm for catechin,
325 nm for caffeic and rosmarinic acids, and 365 nm for
quercetin and rutin. All samples and mobile phase were
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filtered through a 0.45-um membrane filter (Millipore) and
then degassed in anultrasonic bath prior to use. Stock
solutions of reference standards were prepared in the HPLC
mobile phase at a concentration range of 0.031-0.250 mg/
ml for catechin, quercetin and rutin and 0.006-0.250 mg/
ml for gallic, rosmarinic and caffeic acids. The chroma-
tography peaks were confirmed by comparing their reten-
tion time with those of reference standards and by DAD
spectra (200-500 nm). Calibration curves for the standards
were: GA: Y = 48179x + 1236.5 (r = 0.9989); catechin:
Y = 32741x 4+ 1178.3 (r = 0.9995); caffeic acid: Y =
52055x + 1178.1 (r = 0.9997); rosmarinic acid: Y =
15534x 4+ 1284.1 (r = 0.9993); rutin: Y = 55073x +
13274 (r=0.9998); and quercetin: Y = 51704x +
1265.2 (r = 0.9996). All chromatography operations were
carried out at ambient temperature and in triplicate. The
limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
were calculated based on the standard deviation of the
responses and the slope using three independent analytical
curves, as defined by ICH (2005). LOD and LOQ were
calculated as 3.3 and 10 o/S, respectively, where o is the
standard deviation of the response and S is the slope of the
calibration curve. High performance liquid chromatogra-
phy (HPLC-DAD) was performed with an HPLC system
(Shimadzu, Kyoto, Japan) and Prominence Auto Sampler
(SIL-20A), equipped with Shimadzu LC-20AT recipro-
cating pumps connected to the degasser DGU 20A5 with
integrator CBM 20A, UV-VIS detector DAD (diode) SPD-
M20A and Software LC solution 1.22 SP1.

Determination of Total Phenolic Compounds

The total phenolic content was determined by mixing the
extracts with 1.25 ml of 10 % Folin-Ciocalteu’s reagent (v/
v), which was followed by the addition of 1.0 ml of 7.5 %
sodium carbonate. The reaction mixture was incubated at
45 °C for 15 min, and the absorbance was measured at
765 nm. GA was used as standard for phenolic compounds
[43].

Tissue Preparation

Rats were decapitated and cerebral (whole brain) tissue was
rapidly dissected, placed on ice and weighed. Tissue was
immediately homogenized in 10 Mm Tris-HCl, pH 74
(1:10, w:v). The homogenate was centrifuged for 10 min at
4,000x g to yield a pellet, which was discarded, and the low-
speed supernatant (S1) was used for in vitro analysis.

TBARS Production

The potential to prevent lipid peroxidation in vitro by H.
procumbens was determined pre-incubating a 200-ul

aliquot of S1 for 1 h at 37 °C, with pro-oxidant agents
(SNP 5 uM and Fe’"100 uM) in the presence or absence
of H. procumbens or GA as positive control. TBARS
production was determined as described by Ohkawa [44].

Catalase

The activity of antioxidant enzyme Catalase was evaluated
after pre-incubation of S1 at 37 °C for 1 h with pro-oxidant
agents (Fe or SNP) in the presence or absence of H.
procumbens or GA. The reaction mixture was centrifuged
at 3,000 rpm for 10 min and an aliquot of supernatant was
used for measuring catalase activity by the method of Aebi
[45], which monitores the disappearance of H,O, in the
presence of the brain homogenate (phosphate buffer pH 7.0
at 25 °C) at 240 nm. The enzymatic activity was expressed
in pmol H-O»/min/g tissue.

Thiol Oxidation

In this experiment, an aliquot of S1 was pre-incubated at
same experimental condition of catalase (describe above)
and after 1 h, the protein and non-protein thiol levels were
determined according to Ellman [46]. For non-protein thiol
levels, 10 % TCA was added to an aliquot of the pre-incu-
bation, centrifuged at 3,000 rpm for 10 min and the super-
natans were then used. Ellman’s reagent [5, 5'-dithiobis (2-
nitrobenzoic acid), DTNB was added to the samples and the
formed chromogen was measured spectrophotometrically at
412 nm. Results of protein and non-protein thiols levels were
expressed as pmol protein thiol/g tissue and pmol non-pro-
tein thiol/g tissue, respectively.

Preparation of Cortex Slices

Rats were killed by decapitation, and the cortex was dis-
sected on ice and placed in cold saline buffer medium
containing (in mM) 120 NaCl, 2 KCI, 1 CaCl,, 1 MgSQO,,
25 HEPES, 1 KH,PO, and 10 glucose, which was adjusted
to pH 7.4 and previously aerated with O [47]. Cross-sec-
tional slices (0.4 mm thickness) were obtained using a
Mcllwain Tissue Chopper.

Cell Viability

Cell viability was measured using 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Five corti-
cal slices were then transferred immediately to 24-well
culture plates, each well containing saline medium and pre-
incubated with different pro-oxidant agents, SNP (10 uM)
or Fe** (200 uM), in the presence or absence of H. proc-
umbens (100, 200 or 400 pg/ml) for 60 min at 37 °C in a
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water bath. GA was used as positive control (1,5 or 10 pg/
ml). Afterwards, the slices were washed three times with
cold saline medium and maintained in the last. MTT (2 pg/
ml) was added and the slices incubated for 30 min at
37 °C. MTT was converted into a purple formazan after
cleavage of the tetrazolium ring by mitochondrial dehy-
drogenases. After the incubation period, formazan crystals
were dissolved by the addition of 250 pl of DMSO, and the
absorbance was measured at 570 and 630 nm [48].

The total protein content in slices was determined by the
method of Lowry [49], using bovine serum albumin as
standard. Protein content was used to normalize MTT score.

Statistical Analysis
Data were statistically analyzed by one-way ANOVA,

followed by a post hoc test when appropriate. The results
were considered statistically significant when p < 0.05.

Results

HPLC Fingerprint and Determination of Total Phenolic
Compounds of H. procumbens Infusion, Crude Extract
and Fractions

HPLC fingerprinting of H. procumbens infusion, crude
extract and fractions revealed the presence of GA (retention
time- tR = 14.19 min; peak 1), catechin (tR = 21.07 min;
peak 2), caffeic acid (tR = 25.37 min; peak 3), rosmarinic
acid (tR = 30.85 min; peak 4), phenol glycoside
(tR = 33.97 min; peak 5), rutin (tR = 38.23 min; peak 6)
and quercetin (tR = 50.11 min; peak 7), (Fig. 1; Table 1).
The ethyl acetate fraction displayed the highest percentage
of the main constituents identified in comparison to other
fractions.

Corroborating the HPLC analysis, the quantification of
phenolic compounds showed that the ethyl acetate fraction
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Table 1 Composition of infusion, crude extract and fractions of H. procumbens

HP Gallic acid (%) Catechin (%) Caffeic acid (%) Rosmarinic acid (%) Phenol glycoside (%)* Rutin (%) Quercetin (%)
CE 035 £ 003 018 £ 001° 150 £ 0.06° 443 + 005° 1.78 + 0.01° 0.58 £ 0.01* 031 £ 0.02°
CF 1.62 £ 0.01° 007 £ 004* 276 = 0.02° 0.56 &+ 001° 0.10 £ 0.05" 0.19 £ 007" 0.18 £ 0.04*
EAF  10.63 £ 0.08° 259 + 002" 1751 £ 0.03° 8.23 + 0.01° 3.62 £ 0.05° 494 + 0.02° 870 £ 0.01°
BF 216 £ 0.097 119 + 002° 386 + 0.01¢ 0.94 £ 003° 2.87 %+ 0.06% 7.31 £ 0047 11.40 £ 0.01°
I 072 £0.04° 029 £ 001° 061 £ 0.05° 0.25 + 004" 1.46 + 0.07° 0.81 = 0.02*  3.56 £ 0.07¢
LOD  0.045 0.026 0.031 0.018 - 0.009 0.007

LOQ  0.148 0.085 0.102 0.060 - 0.030 0.023

Results are expressed as mean = standard deviations (SD) of three determinations. Means followed by different letters, on each column, differ

statistical by Tukey's test at p < 0.05
#* Quantified was GA

CE crude extract, CF chloroform fraction, EAF ethyl acetate fraction, BF butanolic fraction, / infusion

Table 2 Determination of phenolic compounds in infusion, crude
extract and fractions of H. procumbens

Method of extraction phenol (ug GAE/mg plant) mean + SEM

Infusion 237 £ 0.21°
Crude extract 5.13 + 0.44°
Ethyl acetate 13.17 = 0.50°
n-Butanol 5.62 £ 0.09°
Chloroform 4.95 £ 0.50°

Results are expressed as mean + SEM from three to four independent
experiments performed in duplicate. Means followed by different
letters differ by Tukey's test at p < 0.05

of H. procumbens had the highest amount of total phenolic
compounds, which was statistically different when com-
pared to the other extracts tested. In contrast, H. procum-
bens infusion showed the least amount of these compounds
in relation to the other extracts (Table 2).

Effects of H. procumbens on Oxidative Stress
Parameters

Iron induced a significant increase in brain lipid peroxi-
dation as demonstrated by the increase in TBARS forma-
tion (p < 0.001) when compared to basal level. Crude
extract, fractions and infusion of H. procumbens signifi-
cantly inhibited Fe**-induced TBARS formation in brain
homogenate preparations in a concentration-dependent
manner (p < 0.001). However, the inhibitory potency
varied according to extract preparation. The potency order
was ethyl acetate > chloroform > n-butanol > crude
extract > infusion (Fig. 2; Table 3).

SNP induced an increase in TBARS production
(p < 0.001) in brain preparations when compared to basal
level, which was significantly inhibited by the crude
extract, fractions and infusion of H. procumbens in a con-
centration dependent manner. The order of inhibitory potency
between fractions was ethyl acetate > crude extract =

n-butanol > chloroform > infusion (Fig. 3; Table 3). GA
was able to protect against lipid peroxidation induced by both
pro oxidants (Figs. 2, 3). In comparison, the IC50 values
obtained with GA were similar to those obtained with the
ethyl acetate fraction (Table 3).

Statistical analyses revealed that pro oxidant agents used
were able to decrease catalase activity (Fig. 4a, p < 0.001
and Fig. 4b, p < 0.05) and both protein (Fig. 5a, p < 0.001
and Fig. 5b, p <0.05) and non-protein thiol levels
(Fig. 5c, p < 0.001 and Fig. 5d, p < 0.01) when compared
to basal level. Ethyl acetate fraction prevented the con-
sumption of catalase, induced by Fe*" (Fig. 4a, p < 0.01)
or SNP (Fig. 4b, p < 0.05). Similarly to catalase, ethyl
acetate fraction was effective in preventing the oxidation of
thiols induced by both pro-oxidant tested (Fig. 5a and 5c,
p < 0.00; Fig. 5b and 5d, p < 0.01). GA has also been able
to protect against the consumption of catalase and thiol
content.

Effects of H. procumbens Ethyl Acetate Fraction
on Cell Viability of Cortex Slices Submitted
to Different Pro-oxidants

Since the ethyl acetate fraction had the highest phenolic
content and antioxidant effects, we tested its effect on cell
viability. The MTT assay showed that the pro-oxidants
used caused a significant decrease in cell viability (Fig. 6).
The ethyl acetate fraction significantly prevented cell
damage induced by Fe?" (Fig. 6a) and SNP (Fig. 6b) in
slices of rat cerebral cortex. GA was also able to prevent
cell damage induced by both pro-oxidants.

Discussion

Harpagophytum procumbens is a plant widely used by
population due to its anti-inflammatory and analgesic
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action [50]. However, little is known about the mechanism
of its pharmacological action. It is demonstrated that there
is a strong relationship between inflammation and oxida-
tive stress in the affected site [4, 5, 51]. It is known that
brain is particularly vulnerable to oxidative stress due to its
high content of polyunsaturated fatty acids and high
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oxygen consumption. Furthermore, the brain has low levels
of antioxidant enzymes (e.g., catalase and glutathione
peroxidase), which further facilitates the establishment of
an oxidative state in brain cells [1, 52]. Here, GA was used
as a positive control because it is a phytochemical com-
pound well known in the literature, due to their antioxidant
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Table 3 1Csq (pg/ml) values for inhibition by infusion, crude extract
and fractions of H. procumbens of TBARS production induced by
different pro-oxidants in rat brain preparations

Method of extraction Pro-oxidants

Fe’* SNP
Infusion 158.40 + 4.23° 37.20 £ 4.37°
Crude extract 87.33 £ 10.39" 5.15 £ 0.27°
Ethyl acetate 11.07 + 1.32¢° 0.95 £ 0.005°
n-Butanol 49.92 + 3.56% 6.41 = 1.43°
Chroform 37.81 £ 4.44¢ 10.41 £ 0.40°
Gallic acid 5.02 + 0.59° 0.61 £ 0.13°

Results are expressed as mean + SEM from three to four independent
experiments performed in duplicate. Means followed by different
letters, on each column, differ statistically by Tukey’s test at p < 0.05

characteristics. Furthermore, it is present in all of our
extracts, being in greater quantity in the ethyl acetate
fraction.

Thus, our first aim in the present study was to evaluate
the effects of H. procumbens on brain lipid peroxidation
induced by different pro-oxidants and compare its effects
with GA. All H. procumbens extracts were able to prevent
lipid peroxidation induced by SNP or iron in brain
homogenates.

Lipid peroxidation caused by different pro-oxidant
agents was easily prevented by H. procumbens crude
extract, infusion or its fractions, indicating that the plant
has a good antioxidant activity in vitro. In the present
study, H. procumbens demonstrated a higher capacity to
protect against lipid peroxidation induced by SNP than by
iron, as showed by the ICs, results (Table 3). These result
is in agreement with Wagner [53], that showed the highest
effect of quercitrin to protect against lipid peroxidation
induced by SNP than by other pro-oxidants.

Corroborating the findings on the TBARS test, the fin-
gerprint of the extracts by HPLC showed different amounts
of phenolic and flavonoid compounds in different extracts.
Ethyl acetate fraction had the highest quantity of these
compounds followed by butanolic fraction. This result has
been demonstrated in other studies since these solvents can
extract a greater amount of antioxidant compounds [41, 54,
55]. In addition, the ethyl acetate fraction showed a high
index of total phenolic compounds, and its ICs, value was
significantly lower than the other extracts. Also, the ethyl
acetate fraction exhibited the highest activity against lipid
peroxidation induced by both pro-oxidants used compared
with other extracts. This relationship between phenolic
compounds and antioxidant activity has already been
described by several authors [12, 13, 53, 55].

Considering that the ethyl acetate fraction showed the
highest capability against lipid peroxidation and the highest
quantity and variety of antioxidants compounds, our second

objective was to investigate whether it would be able to
protect against possible damage in antioxidants defenses
induced by Fe?" or SNP, we decided to analyze the catalase
activity and thiol levels (protein and non-protein).

The ethyl acetate fraction was also able to protect
against a decrease of catalase activity and thiol levels.
These markers are consumed in response to cellular oxi-
dative stress. These results are in agreement with Bhat-
tacharya and Bhattacharya [56], which demonstrated a
dose-dependent increase in the activity of catalase and
glutathione peroxidase in brain of rats treated with H.
procumbens extract for 14 days. Another study showed that
flavonoids such as quercetin and genistein were able to
prevent the loss of reduced glutathione induced by copper
and iron in U937 cells in vitro [57]. Furthermore, it is
noteworthy that the results obtained from the ethyl acetate
fraction were similar to those obtained with GA, demon-
strating its high potential to protect against oxidative
damage (Figs. 2, 3. 4. 5).

To check if the ethyl acetate fraction would act on a
system with viable cells, we decided to investigate a pos-
sible protection against decrease in cell viability induced
by iron or SNP in rat brain cortical slices.

In our study, the MTT assay showed that the H. proc-
umbens ethyl acetate fraction had the ability to prevent the
loss in cell viability induced by both pro-oxidants used
(iron or SNP), which are able to generate reactive species,
establishing the oxidative process and leading to cell death
2]. Therefore, H. procumbens acts either by preventing
oxidative stress or loss of cell viability.

It is known that SNP causes cytotoxicity via either
release of cyanide and/or nitric oxide (NO) [58-61].
Indeed, SNP is a good chemical inducer of lipid peroxi-
dation [53], since it rapidly releases NOwe in tissue prepa-
rations [58]. This radical easily produces peroxynitrite
(ONOO—) and superoxide anion radical (O2e—), thus
leading to lipid peroxidation and production of additional
free radicals [62].

Similar to the SNP, iron can cause cytotoxic effects, such
as by catalyzing the decomposition of H,0; with the for-
mation of hydroxyl radical (OH) [63], which is normally
considered the most reactive and damaging intermediate
produced during cellular metabolism [63—66]. Besides, free
iron is found in increased levels in some degenerative dis-
eases [67, 68]. However, in a non-hazardous way, iron plays
an important function in the respiratory chain, where its
oxidationand reduction transports the electrons derived from
food oxidation to molecular oxygen (0,) [69].

There are literature data showing that flavonoids natu-
rally present in plants have chelating capacity, thereby
preventing oxidative cellular damage [53, 70, 71]. In this
study the iron-induced oxidative damage on lipids and
different extracts of H. procumbens were able to prevent
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lipid peroxidation. In all extracts, flavonoids such as rutin
and quercetin were found. A possible protection mecha-
nism of H. procumbens could be through chelation of iron
by flavonoids, preventing the formation of (OH) in Fenton
reactions.

Previously published data have shown that the efficacy
of H. procumbens is dependent on the mixture of a variety
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and amount of compounds present in plants and not just a
single active component, such as harpagoside [39, 40, 72].
Kaszkin and collaborators [39], evaluated the anti-inflam-
matory and antioxidant activity by testing extracts con-
taining high and low concentrations of harpagoside as well
as harpagoside alone. As result, they showed that the best
effect occurs in the presence of extracts with high



Neurochem Res

38

A 5 100
3
s g
8 ]
s i
= E} o0
38 . .
3 g
o~ ke
x
3 2
s
— 0 T T T T T
Fe?* T
Gallic acid = i = - = g 20
Ethyl acetate - - 10 20 50 100 -
H. procumbens
(pg/mi)

Fig. 4 Effects of H. procumbens ethyl acetate fraction on catalase
levels of rat brain homogenates submitted to the action of different
pro-oxidant agents: a Fe” (100 uM) and b SNP (5 uM). GA was used
as control antioxidant. Data show mean £ SEM from three to four
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Fig. 6 Effects of H. procumbens ethyl acetate fraction on cell
viability of rat brain cortical slices submitted to the action of different
pro-oxidant agents: a Fe®* (200 uM) and b SNP (10 uM). Cell
viability was analyzed by guantification of MTT reduction. The data
were corrected for the total amount of protein contained in the slices
and were expressed as percentage of the control (considered as

concentrations of harpagoside. However, when harpago-
side was tested alone, there was no effect, showing that the
effectiveness of H. procumbens is due to the presence of
several compounds.

Conclusion

In conclusion, all extracts of H. procumbens tested in this
study were able to prevent either oxidative stress and loss of
cell viability induced by well known pro-oxidant agents.
These results are interesting, because this plant is widely
used for the treatment of diseases related to inflammatory
processes that generate painful stimuli, and the exact
mechanism by which it exerts its therapeutic effect is not
well elucidated. Our findings showed the high antioxidant
capacity of H. procumbens through in vitro tests, and this
effect can thus be related to the therapeutic effect of this
plant. However, more studies must be performed to
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100 9%). GA was used as control antioxidant (¢ and d). Data show
mean + SEM from three to four independent experiments performed
in duplicate. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA
followed by Dunnett’s test. *, #*, ##% compared to basal and *, *, %%
represent differences in relation to that induced with pro-oxidant
agents

investigate its mechanism of action with the aim of exploring
the whole therapeutic potential of H. procumbens.
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3.2 Dados adicionais

3.2.1 Métodos

3.2.1.1 Materiais e equipamentos

Os produtos quimicos utilizados eram de grau analitico. O metanol foi
adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha) e o Harpagosideo (= 95,0% para HPLC)
foi adquirido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE-DAD) foi realizada com um Shimadzu Prominence com auto
injetor (Shimadzu, Kyoto, Japéo), 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 solucéo de software SP1 LC 1,22.

3.2.1.2 Quantificacdo de harpagosideo por CLAE

As analises cromatogréficas foram realizados em fase reversa utilizando uma
coluna C18 (4,6 mm x 250 milimetros) empacotada com particulas de 5 um de
diametro. A eluicdo foi isocratica utilizando uma fase mével composta por agua
destilada: metanol (50:50, v/v), seguindo o método descrito por Babili et al. (2012),
com algumas modificagbes. O extrato bruto e as fracdes de H. procumbens foram
testadas em concentracbes de 10 mg/mL. O volume de injecdo foi de 50 pl e o
comprimento de onda utilizado foi 278 nm. As amostras e a fase modvel foram
filtradas através de um filtro de membrana de 0,45um (Millipore), e em seguida
desgaseificada por banho ultrasénico antes da utilizacdo. Uma solugdo com o
padrao de referencia harpagosideo foi usada na fase movel de HPLC em varias

concentracdes de 0,010-0,250 mg/ml. Curva de calibracdo para harpagosideo: Y =
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23719x + 1248,3 (r = 0,9995). Todas as operacdes de cromatografia foram
realizadas a temperatura ambiente e em triplicata. O limite de detecc&o (LOD) e do
limite de quantificacdo (LOQ) foram calculados com base no desvio padrdo das
amostras e na inclinacédo por meio de trés curvas analiticas independentes, tal como
definidos pela Boligon et al. (2013). LOD e LOQ foram calculados como o 3,3 e
100/S, respectivamente, onde o € o desvio padrao da resposta e S € o declive da

curva de calibracéao.

3.2.1.3 Andlise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc
de Tukey. As analises foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05.

3.2.2 Resultados

A andlise por HPLC do extrato bruto e fracfes de H. procumbens revelou a
presenca de harpagosideo (Tempo de retencdo — tg= 7.93 min; pico 1) (Figura 7 e
Tabela 4). Porém, foi na fracdo acetato de etila de H. procumbens seguida da fracéo
butandlica que encontramos maiores concentracdes do desde constituinte (Tabela
4).
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Figura 7: Cromatogramas a 278 nm do harpadosideo (pico 1), glicosideo iridéide do
Harpagophytum procumbens. (a) harpagosideo padréo, (b) extrato bruto, (c), fracao
cloroférmio, (d) A fracdo acetato de etila e (e) fracdo butandlica.
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Tabela 4 — Determinacéo do harpagosideo no extrato bruto e fracbes de
Harpagophytum procumbens.

Harpagosideo

H. procumbens mg/g da frac&o %
seca
Extrato bruto 16.07 £ 0.02 a 1.60
Fracéo cloroférmio 15.89+0.03 a 1.58
Fracdo acetate de etila 35.73+0.04 b 3.57
Fracdo butandlica 30.16 £ 0.09 c 3.01
LOD (ug/mL) 0.013
LOQ (ug/mL) 0.042

Os resultados foram expressos como média + desvio-padréo (SD) de trés determinacfes. Médias
seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey considerando p <0,05.
LOD: Limite de deteccdo e LOQ: limite de quantificagédo

3.2.3 Discussao

O harpagosideo tem sido proposto como principal constituinte do H.
procumbens, sendo que este, por sua vez teria acao central na atividade terapéutica
desta planta. A quantidade de harpagosideo presente na raiz da planta é usada para
determinar a qualidade dos tubérculos secos fornecidos para a comercializagéo,
sendo reconhecido pela Farmacopéia Européia (2004) ndo menos que 1.2% de
harpagosideo presente nos tubérculos de H. procumbens, calculado com referéncia
a 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 acdo terapéutica. De fato, a
presenca do harpagosideo no H. procumbens é importante para a obtengcdo dos

efeitos anti-inflamatérios 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 inibitério méximo contra principalmente a
inflamacédo (LOEW et al., 2001; KASZKIN et al., 2004; GEORGIEV et al., 2013).
Além disso, foi demonstrado que extratos sem a presenca do harpagosideo também
foram capazes de inibir a inducdo da INOS porém em menor propor¢cdo do que
quando testado com a presenca do harpagosideo, demonstrando mais uma vez o
possivel sinergismo realizado pelos constituintes do H. procumbens. Vale salientar
gue neste mesmo estudo o harpagosideo foi testado isoladamente e ndo obteve
resultados inibitorios na indugdo da iINOS (KASZKIN et al., 2004).

Deste modo, sabendo que o harpagosideo € descrito como principal iridéide
presente no H. procumbens, a quantificacdo deste componente bioativo, no extrato
bruto e fracbes da espécie se tornam importantes. Aqui, ndés obtivemos bons
resultados com a fragcdo acetato de etila de H. procumbens com relacdo a
diminuicdo do estresse oxidativo induzido bem como prevencdo da perda da
viabilidade celular in vitro. Nesse contexto, a andalise por HPLC dos extratos,
demonstraram que foi nesta fracdo que continha maior quantidade de harpagosideo,
além de altas quantidades de compostos fendlicos, podendo estes serem 0s
responsaveis pelos bons resultados obtidos por esta fracdo neste estudo. Nossos
resultados estdo de acordo com outros autores que realizaram a quantificacdo do
harpagosideo em extratos de H. procumbens (SCHMIDT, 2005; ABDELOUAHAB;
HEARD, 2008).



4 CONCLUSOES ESPECIFICAS

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertagdo podemos

concluir que:

e As andlises da infusédo, extrato bruto e fracdes de H. procumbens por CLAE e
por dosagens de compostos fendlicos totais apresentaram grande quantidade
de compostos fendlicos, sendo que a fracdo acetato de etila seguida da
fracdo n-butanodlica foram as que mais apresentaram esses COmMpOStos,
sugerindo uma promissora atividade antioxidante do H. procumbens.

e O H. procumbens, conhecido pela sua acéo anti-inflamatoria, protegeu contra
a peroxidacao lipidica cerebral induzida pelos agentes pré-oxidantes, porém a
poténcia antioxidante variou entre os diferentes extratos, sendo que a fracao
acetato de etila de H. procumbens foi a que obteve maior poténcia em
prevenir contra a peroxidacao lipidica.

e A fracdo acetato de etila do H. procumbens foi capaz de proteger contra a
diminuicdo da atividade da enzima catalase e do conteudo de tibis (protéico e
nao-protéico) induzido por ambos agentes pro-oxidantes (Ferro e NPS),
demonstrando ser efetiva in vitro na manutencdo nos niveis de dois
marcadores importantes do sistema antioxidante.

e A perda da viabilidade celular induzida pelo Ferro ou NPS também foi
protegida pela fracdo acetato de etila de H. procumbens, sendo capaz assim
de prevenir contra a possivel morte celular devido ao EO in vitro.

e Os resultados obtidos com a fracdo acetato de etila foram similares aos
encontrados com o acido galico, demonstrando que compostos fendlicos
como o &cido galico sdo as possiveis moléculas com acdo antioxidantes
presente no na fragao.

e A fragcdo acetato de etila também apresentou maiores quantidades de
harpagosideo, principal constituinte do H. procumbens, podendo este estar
relacionado com os bons resultados encontrado por esta fragcdo de H.

procumbens.



5 CONCLUSOES 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 fracdo acetato de etila de H. procumbens foi a fracdo mais rica em
compostos fendlicos e harpagosideo obtendo maior potencia contra o EO induzido.
Além disso, esta fracdo mostrou ser eficaz contra a perda da viabilidade celular
induzida por agentes pré-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-inflamatorio.

Todavia, € preciso mais estudos para elucidar os mecanismos de acao dessa planta.
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