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1 IDENTIFICACAO

1.1 NOMENCLATURA BOTANICA

A nomenclatura boténica aceita para a espécie € Harpagophytum procumbens DC. e/ou
Harpagophytum procumbens DC. ex Meisn (1-5).

1.2 SINONIMIA BOTANICA

Nas principais bases de dados de informaces e nomenclatura botanica ndo foram
detectados sinbnimos botanicos para a espécie (1, 5). Porém, a espécie H. procumbens €
composta de duas sub-espécies: Harpagophytum procumbens subsp. procumbens DC. Ex
Meisn e Harpagophytum procumbens subsp. transvaalense Ihlenf. & H. Hartmann (5-6).

1.3 FAMILIA

Pedaliaceae (1, 5).
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1.4 FOTO DA PLANTA

Figura 1 — Harpagophytum procumbens A: aspecto geral da planta. B: detalhe do fruto, que é provido de
barbas semelhantes a garras, o que inclusive da o nome popular da espécie (“garra-do-diabo”). Fonte: adaptado
da referéncia (7).

1.5 NOMENCLATURA POPULAR

No Brasil, a espécie H. procumbens é conhecida popularmente como “garra-do-diabo”
e/ou “unha-do-diabo”, nomes dados em fungéo do aspecto ramoso e lenhoso do fruto, provido
de barbas semelhantes a garras (Figura 1) (8-9). A raiz da espécie é comumente

comercializada sob 0 nome farmacéutico de Harpagophyti radix (6).

1.6 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

H. procumbens é uma planta herbacea perene originaria do deserto de Kalahri, das

estepes da Namibia, Botswana e Africa do Sul, ndo sendo, portanto, uma planta nativa do
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Brasil. Além disso, ndo sao encontrados relatos de ocorréncia da espécie no Brasil (8, 10). A
espécie ocorre entre as latitutes 15 e 30° em Namibia, Botswana, Africa do Sul, Angola e, em
menor propor¢do, em Zambia, Zimbabwe e Mozambique (Figura 2) (6). A planta cresce
tipicamente em areas de baixa precipitacdo anual (150-500 mm/ano) tais como solos arenos
vermelhos do Deserto de Kalahari. A abundancia e a visibilidade da planta dependem
fortemente da precipitacdo. A espécie € mais abundante em areas abertas e desgastadas, j& que

ndo compete bem com gramineas e tem uma distribuicao agregada (6, 9).

AMNGOLA

i
'-__ MAOZAMBIQUE |
Y |

Figura 2 — Distribuicéo de Harpagophytum procumbens, Harpagophytum zeyheri e de suas sub-espécies. 1 -
H. procumbens subsp. procumbens; 2 - H. procumbens subsp. transvaalense; 3 - H. zeyheri subsp. zeyheri; 4 - H.
zeyheri subsp. schijffii; 5 - H. zeyheri spp. sublobatum. Fonte: adaptado da referéncia (9).

1.7 OUTRAS ESPECIES CORRELATAS DO GENERO, NATIVAS OU EXOTICAS
ADAPTADAS

“Garra-do-diabo” ¢ um nome comum a duas espécies do género Harpagophytum:
Harpagophytum procumbens e Harpagophytum zeyheri (6). H. procumbens é composta de
duas subspécies: Harpagophytum procumbens subsp. procumbens DC. Ex Meish e

Harpagophytum procumbens subsp. transvaalense lhlenf. & H. Hartmann. H. zeyheri é
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composta de trés subspecies: Harpagophytum zeyheri Decne. subsp. zeyheri, Harpagophytum
zeyheri subsp. schijffii Ihlenf. & H. Hartm. e Harpagophytum zeyheri subsp. sublobatum
(Engl.) Ihlenf. & H. Hartm.

2 INFORMACOES BOTANICAS

2.1 PARTE UTILIZADA / ORGAO VEGETAL

Apesar do nome popular da planta ser derivado da aparéncia dos frutos, as
propriedades medicinais sdo derivadas das raizes secundarias (6, 9, 11). As raizes sdo cortadas
em seccles e subsequentemente secas antes de serem utilizadas terapeuticamente (8). O
farmacdgeno da espécie H. procumbens €, mais especificamente, as raizes tuberosas
secundarias (Figura 3), secas e cortadas (3, 6, 8-9, 11-13). As raizes tuberosas secundarias de
H. procumbens contém aproximadamente duas vezes maior quantidade de harpagosideo que a

raiz primaria (14).

, o
Hastes acima do

solo

Raizes
secundarias

Figura 3 — Estrutura das raizes escavadas de H. procumbens. Fonte: adaptado da referéncia (6).
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2.2 DESCRICAO MACROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

As raizes primarias apresentam profundidade no solo de até 2 metros, juntamente com
as raizes secundarias, espalhando-se até 1,5 metros sobre todos os lados, 0 que favorece a
conservacao de agua (15). As raizes tuberosas secundarias sdo grossas, de 6 até 20 cm de
comprimento, com didmetro de 6 cm e pesam até 500 g (16).

A droga vegetal consiste em fatias em formato de discos ou leques (Figura 4) com 2-4
cm e, por vezes, até 6 cm de diametro, com 2-5 mm de espessura, de coloracdo marrom
acinzentado a marrom escuro. As superficies externas sdo mais escuras e apresentam rugas
longitudinais tortuosas. A superficie cortada, de coloragdo mais palida, apresenta uma regido
escura e feixes de xilema visivelmente alinhados radialmente. O cilindro central apresenta
estrias concéntricas. Visto sob uma lente, a superficie de corte apresenta granulos de
coloragdo amarela a vermelho-amarrozada, longitudinalmente enrugados (3). Tais gréanulos,
quando observados com o auxilio de um estereomicroscopio (x40), aparecem como uma
superficie brilhante de cor castanho-avermelhada ou com uma granulacdo fina amarelo-péalida
(17). Tais granulos que podem ser retirados da superficie da droga vegetal sdo parcialmente
soliveis em metanol e a sua solugdo metandlica fornece um espectro de ultravioleta (UV)
com absorbancia méxima em 280 nm (17). No cromatograma da solugdo metanoélica obtido
por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) (Figura 5) em gel de
silica 60, utilizando como fase mdvel: acetato de etila: metanol: dgua (75:15:8, v/v/v), podem

ser observadas duas manchas, correspondentes ao harpagosideo e harpagida (17).

Figura 4 — Droga vegetal de H. procumbens em forma de leques (a esquerda) e discos (a direita). Fonte:
adaptado da referéncia (17).
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Figura 5 — Cromatograma obtido por CCDAE da solugdo metanélica dos granulos da superficie da droga
vegetal de H. procumbens. 1 - Harpagosideo, 2 - harpagida, 3 - solu¢cdo metandlica de material granular
superficial de H. procumbens menos concentrado, 4 - solu¢do metandlica de material granular superficial de H.
procumbens mais concentrado. Fonte: adaptado da referéncia (17).

Segundo a descrigdo constante na British Herbal Pharmacopoeia (1996) (18), as raizes
sdo cortadas transversalmente na forma de discos, alguns pedacos apresentam-se na forma de
leque, com até 6 cm de diametro e aproximadamente 0,5 mm de espessura. A coloracdo da
superficie externa varia de amarelo a marrom escuro, com estriac@es longitudinais. O xilema é
irradiado, concéntrico, de coloragdo cinza claro amorronzado, podendo apresentar cavidades.
Apresenta fratura curta, odor fraco e sabor fortemente amargo e adstringente. Visualizado sob
lentes, a superficie cortada apresenta granulos de coloracdo de amarelo a marrom escuro (18).

Um estudo botanico e quimico foi conduzido visando a obtencdo de ferramentas de
diagndstico padrdo para a drogas vegetais de H. procumbens, no qual foram observados os
caracteres descritos a seguir. A droga vegetal é composta de raizes secundarias tuberizadas
cortadas e secas de H. procumbens. A coloracdo varia de cinza amarronzada a marrom. As
raizes consistem de pedacos cortados finos em forma de discos ou de leques. A superficie
externa, escura, € atravessada por rugas longitudinais tortuosas. O cilindro central apresenta
finas estriacdes concéntricas. Visto sob lentes, a superficie cortada apresenta grénulos de

coloracdo amarela a vermelho-amarronzada (19).

2.3 DESCRICAO MICROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

Algumas monografias sdo encontradas para a espécie H. procumbens descrevendo

suas caracteristicas microscopicas.
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Na monografia da Organizacdo Mundial da Satude (OMS) (2007) (3) € descrito que a
droga vegetal apresenta, microscopicamente, varias linhas de células de cortica grandes, com
paredes finas frequentemente com contetdos marrom-amarelados. O cOrtex parenquimatico
apresenta esclereidos muito ocasionais, com conteido marrom-avermelhado e o xilema ¢
disposto em anéis concéntricos. Os vasos sdo reticularmente espessados, alguns com
perfuracBes arredondadas nas paredes terminais (traqueideos). E descrita a abundante
presenca de células parenquimaticas lignificadas associada com 0s vasos e na pequena medula
central (3). Descricdo semelhante é encontrada na Farmacopeia Europeia (2000) (4).

Foi observado, por meio de exame microscopio, que a superficie mais palida do corte
da droga vegetal apresenta, de fora para dentro, uma cortica fina consistindo em células com
paredes ligeiramente suberificada; uma feloderme desenvolvida constituida de células
celulosicas de parede finas, um parénquima cortical pouco desenvolvido constituido de
células poliédricas com paredes finas de celulose, separadas por meatos. O feixe fibrovascular
é organizado em um anel continuo constituido de estrutura secundaria. O floema secundario
concluido por cones estreitos é separado por raios celuldsicos plurisseriados. Uma zona
cambial escura consiste de pequenas células retangulares unidas, alinhadas em arquivos
radiais. O xilema secundario inclui parénquima celulésico, engrossado reticularmente ou
vasos 0cos por vezes isolados e/ou agrupados por dois ou trés e divididos em zonas
concéntricas. A medula é constituida por células com paredes finas celul6sicas (19).

Também ¢é indicada a analise microscopica do po6 para a identificacdo botanica das
drogas vegetais de H. procumbens. Segundo a monografia da OMS (2007), o p6 apresenta
coloragdo amarelo-acastanhada. Mediante o uso de solucdo de hidrato de cloral R, na anélise
microscopica é possivel observar a presenca de fragmentos de parénquima cortical
constituidos de células grandes e de parede fina, algumas vezes contendo inclusdes granulares
marrom-avermelhadas e goticulas amarelas isoladas. Também devem ser observados
fragmentos de vasos apresentando espessamento reticulado e vasos traqueais com parénquima
lignificado associado do cilindro central. Pequenas agulhas e cristais de oxalato de célcio sdo
presentes no parénquima. Pode haver presenca de esclereideos retangulares ou poligonais com
conteddo marrom-avermelhado escuro. O parénguima se torna verde quando tratado com uma
solugédo de fluoroglicinol em hidrato de cloral (3). Descricdo semelhante € encontrada na
Farmacopeia Europeia (2000) (4).

De acordo com a British Herbal Pharmacopoeia (1996) (18), o p6 da droga vegetal

apresenta coloracdo marrom clara, além dos caracteres microscopicos descritos a seguir.
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Parénquima lignificado, associado com vasos reticularmente espessos, com algumas
perfuracdes arredondadas nas paredes finais. Parénquima de paredes finas e abundantes;
células de cortica gigantes; fibras e esclereidos sem coloracdo; oxalato de calcio ausente;
pouco ou nenhum amido. O tratamento do po da droga vegetal com floroglucinol em &cido
cloridrico concentrado produz uma coloragédo verde escura (18).

Babili et al. (2012) (19) também analisaram microscopicamente o pé da droga vegetal,
que apresentava coloracdo amarelo-amarronzada, utilizando solugdo de hidrato de cloral R e
observaram as seguintes caracteristicas (Figura 6), que podem ser utilizadas, segundo o0s

autores, como padréo para autenticagéo da droga:

e Fragmentos de cortica constituidos de células poliédricas de cor amarelo-
amarronzada, de paredes finas e regulares e que sdo sobrepostas;

e Fragmentos constituidos de parénquima cortical com células ovoides, com
inclusbes de paredes finas por vezes contendo material granular vermelho-amarronzado
(corado de laranja pelo reagente lactico) e goticulas amarelas isoladas;

e Fragmentos de vasos com espessamentos reticulares, de traqueideos associados
com parénquima lignificado, do cilindro central, agulhas e pequenos cristais de oxalato de
calcio no parénquima;

e Auséncia de amido.



A, B: Fragments of cork layer in surface view

(A) and in transverse section (B)

C, D, E, F: Fragments of corfical parenchyma;
fragment containing yellow droplets (F)

G, H, J, K: Vessals with reficulate or pittad thickenings

25-50 pm
—_—

L: Lignified parenchyma from fhe central cylinder
M: Parenchyma containing prisms of calcium
oxalate

N, P: Rectangular or polygonal sclereids

Figura 6 — llustracéo das caracteristicas microscopicas observadas no pé da droga vegetal de H.
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procumbens. A, B: fragmentos de camada de cortica na vista superficial (A) e na seccdo transversal (B). C, D, E,
F: fragmentos de parénquima cortical, onde é possivel observar goticulas amarelas em F. G, H, J, K: vasos com
reticulacdo ou espessamentos corridos. L: parénquima lignificado do cilindro central. M: parénquima contendo

prismas de oxalato de célcio. N, P: esclereideos poligonais retangulares. Fonte: adaptado da referéncia (19).

Detalhes sobre a camada e as células de cortica, sobre o parénquima cortical, cilindro

vascular, vasos entre a reserva de parénquima, vasos formando uma area lenhosa continua,

granulos das células do estrato interior, dentre outros, podem ser observados por meio de

imagens obtidas por microscopia de varredura eletrdnica (17).
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2.4 INFORMAGCOES SOBRE POSSIVEIS ESPECIES VEGETAIS SIMILARES
QUE POSSAM SER UTILIZADAS COMO ADULTERANTES

H. zeyheri também é comercialmente aceita pela industria farmacéutica. No entanto,
H. zeyheri ndo é a preferida pelo mercado uma vez que é sabido que essa espécie apresente
menor concentracdo dos componentes bioativos (iriddides) em compragdo com H.
procumbens (6, 9). Sendo assim, € frequente a sua incorporagdo como adulterante de H.
procumbens. De uma forma geral, o teor de H. zeyheri ndo € conhecido em matérias primas de
H. procumbens, porque geralmente ndo é identificado como tal nos dados de exportacéo,
sendo por isso considerado um adulterante.

A autenticacdo da droga vegetal ¢ dificil, j& que as raizes de H. zeyheri ndo podem ser
distinguidas das raizes de H. procumbens. Somente as flores (12) e frutos (20) dessas espécies

apresentam caracteristicas morfoldgicas e anatémicas diferentes (Figura 7).

Harpagophy i procnmbess Harpagop by coyherd

Figura 7 — Diferenciacdo morfolégica entre H. procumbens e seu possivel adulterante H. zeyheri. Raizes e
frutos de H. procumbens (A) e H. zeyheri (B). Fonte: adaptado da referéncia (20).

Embora a diferenciacdo botanica seja dificil, H. procumbens e H. zeyheri podem ser
diferenciadas por meio de uma caracterizacdo quimica do extrato das raizes, por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (21-22). Baghdikian et al. (1997) (21)
observaram que o iridoide harpagosideo € o principal composto dessa classe em ambas
espéecies de Harpagophytum, enquanto que o iridoide 8-p-cumaril harpagida estad presente
mais significativamente apenas na espécie H. zeyheri. Dessa forma, esses autores sugerem que
a razdo entre o teor de harpagosideo/8-p-cumaril harpagida possa ser um parametro utilizado
para diferenciar quimicamente ambas as espécies. Esses autores demonstram que nas

amostras das raizes de H. procumbens, a concentracdo de harpagosideo variou de 1,22 a
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2,40%, j& nas raizes de H. zeyheri, o teor variou de 0,70 a 1,40%. A raz&o de harpagosideo/8-
p-cumaril harpagida em amostras de H. zeyheri foi aproximadamente 1 e para a espécie H.
procumbens, a razdo variou de 20 a 38, indicando a baixa concentracdo de 8-p-cumaril
harpagida nas raizes de H. procumbens. Adicionalmente, a analise de amostras comerciais
contendo extratos aquosos secos das raizes de H. procumbens demonstrou uma razdo de
harpagosideo/8-p-cumaril harpagida intermediaria, uma vez que ha a possibilidade das
preparacdes farmacéuticas conterem uma mistura de H. procumbens e H. zeyheri (21). Para a
analise cromatogréafica, esses autores utilizaram coluna cromatografica pBondapack C18 (300
x 3,9 mm, 10 um) e eluicéo isocratica em metanol: agua (57: 43, v/v). O fluxo foi de 1 mL/
min e a detecgdo realizada por meio de luz UV no comprimento de onda de 278 nm. Os
tempos de retencdo (tr) para o harpagosideo e o 8-p-cumaril harpagida obtidos nesse sistema
foram, respectivamente, 11 e 7 min (21). Eich; Schmidt; Betti (1998) (22), através de um
estudo fitoquimico por meio de CLAE de fase reversa, sugeriram que para a detec¢do de
adulteracdes de H. procumbens com H. zeyheri em matérias-primas vegetais, o valor de 8%
de 8-p-cumaril harpagida no teor total de iridoides poderia ser um valor limite maximo de
contaminacdo com H. zeyheri possivel.

As raizes frescas de H. procumbens sdo também facilmente confundidas com as raizes
das espécies Acanthosicyos naudiniana (Curcutitaceae) e Ipomoea sp. (Convolvulaceae)
(Figura 8) (20).

Figura 8 — Diferenciagdo macroscépica entre as raizes de H. procumbens e seus possiveis adulterantes. A:
raiz de Acanthosicyos naudiniana. B: raiz de Ipomoea sp. C: raiz de H. procumbens. Fonte: adaptado de
http://harpago.co.za/Project/project.htm
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3 INFORMACOES DE CONTROLE DE QUALIDADE

3.1 ESPECIE VEGETAL / DROGA VEGETAL

3.1.1 Caracteres organolépticos

As raizes secas de H. procumbens apresentam coloracdo que pode variar de marrom-

acizentado a marrom escuro, possui sabor amargo e auséncia de odor (3-4, 18-19).

3.1.2 Requisitos de pureza

3.1.2.1 Perfil de contaminantes comuns

Maéaximo de materiais estranhos: ndo mais que 2% (m/m) (3-4, 18).

Os elementos estranhos sdo constituidos, em sua totalidade ou em partes, por (4):

o Partes estranhas: qualquer elemento de procedéncia da planta originaria, mas que
ndo faz parte da droga vegetal (farmac6geno);
e Materiais estranhos: qualquer elemento que ndo faz parte da planta de origem, de

procedéncia vegetal ou mineral.

Método para determinagdo de materiais estranhos:

Pesar de 100 a 500 g da amostra, ou a quantidade minima indicada na monografia, e
espalhar o material em uma supeficie fina. Os materiais estranhos devem ser detectados por
uma inspecdo a olho ni ou com a ajuda de uma lupa (x6). Separar os elementos estranhos,
pesar e calcular a porcentagem que representam (4, 18).

Na Farmacopeia Mexicana (2001) esta preconizado o tamanho da amostra de 500 g.
Além disso, embora 0 método seja semelhante ao descrito anteriormente, esta especificado
que além da andlise a olho nd ou com o auxilio de uma lupa, pode-se utilizar um tamiz de

malha 250. O p6 é considerado um aditivo mineral (23).
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3.1.2.2 Microbioldgico

Na monografia da OMS (2007) para a espécie H. procumbens (3) é preconizado que
os testes para microorganismos especificos e limites de contaminacdo microbiana sejam
realizados conforme descrito no “WHO Guidelines on Quality Control Methods for Medicinal
Plants” (24).

3.1.2.3 Teor de umidade

O teor de umidade (perda por dessecacdo) ndo deve ser superior a 12% (3-4). Segundo
a Farmacopeia Europeia (2000), a perda por dessecacdo deve ser determinada em 1,0 g de

amostra pulverizada, em estufa a 100-105°C, sendo expresso em porcentagem m/m (4).

3.1.2.4 Metal pesado

Na monografia da OMS (2007) da espécie H. procumbens (3) é preconizado que sejam

seguidos o limite méaximo permitido de metais pesados e a técnica descrita no “WHO

Guidelines on Quality Control Methods for Medicinal Plants” (24).

3.1.2.5 Residuos quimicos

Dado néo encontrado na literatura pesquisada.

3.1.2.6 Cinzas

Com relacdo ao teor de cinzas totais, segundo a monografia da OMS (2007) e a
Farmacopeia Europeia (2000), o teor méaximo preconizado é de 8% (3-4). Segundo a
Farmacopeia Espanhola (2005), o teor maximo permitido é de 7% (25). Ja segundo a Britsh

Herbal Pharmacopoeia (1996), o valor maximo é de 22% (18). O método proposto para

quantificacdo de cinzas totais, que é comum a todas as monografias, é descrito a seguir.
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Método para determinacdo de cinzas totais:

Aquecer a silica ou cadinho de platina até encandecimento por 30 minutos, deixar
resfriar em um dessecador e pesar. Pesar 1 g da droga vegetal no cadinho. Secar a 100-105°C
por 1 hora e em seguida incinerar até massa constante em uma mufla a 600 + 25°C e esfriar o
cadinho em um dessecador. Chamas ndo devem ser produzidas durante o experimento. Apds o
término do processo, as cinzas contém particulas pretas, entdo, acrescentar agua quente, filtrar
em um filtro isento de cinzas e incinerar o residuo e o filtro de papel. Juntar o filtrado com as

cinzas, secar cuidadosamente até secura e incinerar até peso constante.

Com relacdo ao teor de cinzas insoltveis em acido cloridrico, segundo a British Herbal
Pharmacopoeia (1996) (18) e a monografia da OMS (2007) (3), o teor maximo preconizado é

5%. Ja segundo a Farmacopeia Espanhola (2005) esse valor é de 2% (25).

Método para determinacdo de cinzas insoltveis em acido cloridrico:

Ao residuo obtido ap0s a extracdo das cinzas totais, adicionar 15 mL de agua e 10 mL
de &cido cloridrico R, cobrir com um vidro relégio, ferver a mistura por 10 minutos e esfriar.
Filtrar em um filtro isento de cinzas, lavar o residuo obtido com agua quente até a obtencédo
do filtrado neutro, secar e incinerar, resfriar em dessecador e pesar. Repetir 0 processo até que

a diferenca entre duas pesagens consecutivas ndo seja maior que 1 mg.

Na monografia de H. procumbens da OMS (2007) (3), esta preconizado ainda a
realizacdo de testes de determinacdo de extrativos sollveis em &gua, residuos de pesticidas e
radioativos, segundo métodos gerais descritos para plantas medicinais (24).

3.1.3 Granulometria

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.
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3.1.4 Prospeccéo fitoquimica

A droga vegetal apresenta em sua constituicdo os iriddides (compostos majoritarios),
harpagoquinonas, aminoacidos, flavonoides, fitosterois, terpenoides e carboidratos (9, 14),

devendo ser feita a avaliagdo desses compostos.

3.1.5 Testes fisico-quimicos

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada. Métodos gerais dispostos em
compéndios oficiais podem ser utilizados.

3.1.6 Testes de identificacdo

Teste A: Identificagdo macroscopica (3-4). Observar, a olho nu ou com
esteromicroscopico, a presenca dos caracteres macroscopicos da droga vegetal, conforme
descrito anteriormente (item 2.2).

Teste B: Identificacdo microscépica do p6é da droga vegetal (3-4). Reduzir a droga
vegetal a p6 e analisar microscopicamente utilizando solucéo de hidrato de cloral R. Observar
a presenca dos caracteres microscopicos da droga vegetal, conforme descrito anteriormente
(item 2.3).

Teste C: Acrescentar a 1,0 g do pd das raizes de H. procumbens 0,1 mL de solucdo de
floroglucionol, seguido por 0,1 mL de acido cloridrico. A mistura produz uma coloragao
verde escura (16, 18).

Teste D: Determinacdo de amido (4). Observar ao microscépio a droga vegetal
pulverizada, utilizando 4agua. Acrescentar solucdo de iodo (SR). N&o deve haver
desenvolvimento de coloragdo azul.

Teste E: Cromatografia em camada delgada (CCD). No Quadro 1 sdo apresentados 0s
sistemas cromatograficos para analise por CCD preconizados em compéndios oficiais e ndo

oficiais.
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Solucéo problema Solucéo Fase Fase movel Deteccéo Resultados Referéncia
padréo estacionaria

Aquecer em banho de Dissolver 1 mg  Gel desilica  Acetato de I: Observar a luz UV em 254 nm; I: A solugdo padréo deve apresentar uma (23, 25-26)

agua a 60°C, durante 10  de Fosa etila: metanol:  11: Borrrifar o cromatograma com mancha com fluorescéncia em Rf

min, 1,0 g da amostra harpag6sideo agua (77:15:8,  solugdo de floroglucinol a 10 g/L intermediario (Rf = 0,5), que

pulverizadacom 10 mL em 1 mL de VIVIV) em etanol (96%) e, em seguida, com  corresponde ao harpagosideo. A solucéo

de metanol. Filtrar e metanol acido cloridrico R. Secar a placa a problema deve apresentar além a banda

reduzir o filtrado a cerca 80°C, durante 5- 10 min correspondente ao harpagosideo, outras

de 2 mL, a pressdo bandas, principalmente com Rf superior

reduzida e a ao harpagosideo.

temperatura ndo 11: A solucdo problema apresenta uma

superior a 40°C mancha verde com Rf similar ao padréo
harpagosideo. Com Rf superior e inferior
ao harpagosideo, podem ser visualizadas
bandas de coloragdes amarela e castanha

Aquecer 0,1 gdadroga  Disssolver 1 Gel de silica  Cloroférmio: Borrifar o cromatograma com Uma banda de coloragdo cinza-azulada (16)

vegetal em p6 em um mg de Fas4 metanol dimetilaminobenzaldeido 1% em referente ao composto harpagosideo é

banho de 4gua com 10 harpagosideo (90:30, v/v) acido cloridrico 1 N e aquecer por observada com Rf =0,5

mL de metanol e, em em 1 mL de 15 min a 105°C

seguida filtrar. Em metanol

seguida, levar a secura 5

mL do filtrado e

ressuspender em 1 mL

de metanol

Deixar 0,5 g da droga Dissolver 10 Gel de silica  Acetato de Apos secar a placa com ar quente, Sob luz UV 254 nm, uma banda (12)

vegetal pulverizadaem  mg de &cido 60 Fs4 etila: metanol: ~ observar o cromatograma em UV referente ao &cido cindmico com Rf =

contato com 5 mL de cindmico em 5 agua (15:4:1, 254 nm e entdo borrifar com uma 0,48 corresponde a uma zona fraca na

metanol a 60°C por 5 mL de metanol VIVIV) solucdo de vanilina (1%) em &cido solugdo  problema. Abaixo dessa

min ou a temperatura
ambiente, por 20 min,
sob agitagdo ocasional e

por fim filtrar

sulfarico. Apéds, aquecer a placa a
80 °C por 5 min, observar em UV
365 nm

mancha, sdo observadas 3 manchas, a
mais inferior corresponde ao composto
harpagosideo (Rf = 0,35). Antes da
revelacdo, essa macha apresenta
fluorescéncia azul em UV 365 nm e
apos a revelacdo, essa zona desenvolve
uma coloragéo violeta-avermelhado.

A segunda zona apresenta uma
coloragdo avermelhada de intensidade
fraca com Rf = 0,15, que pode ser
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Solucéo problema Solucéo Fase Fase movel Deteccéo Resultados Referéncia
padréo estacionaria
atribuida aos compostos harpagida e/ou
procumbideo. Quando observado em
UV 365 nm, essa zona apresenta uma
fluorescéncia laranja avermelhada. Apds
a revelacdo, a banda de acido cinamico
ndo se torna mais visivel
1 g da droga vegetal Né&o Gel de silica  Acetato de Borrifar a placa com anisaldeido No (27)
pulverizada é extraida especificado o 60 Fus4 etila; metanol:  sulfdrico e secar a 100 °C, durante cromatograma 5
com 10 mL de metanol,  uso de padrdo agua (77:15:8, 10 min pode ser

durante 15 min, sob
banho de &4gua. O
extrato é filtrado e
evaporado até 1-1,5 mL

vIVIv)

observada uma e
mancha violeta

principal com
Rf = 05
correspondente o — R=05

ao  composto
harpagosideo e
outras duas
manchas com
Rf entre 0,25-
0,45,
caracteristicas
de harpargida
e/ou procumbideo

Quadro 1 — Condig6es cromatogréficas utilizadas nos testes de identificacdo da droga vegetal de H. procumbens por cromatografia em camada delgada (CCD).
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Teste F: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para identificacdo e
quantificacdo de harpagosideo (4). Segundo a monografia da OMS (2007) para a espécie (3),
0 teor de harpagosideo determinado por CLAE nédo deve ser menor que 1,2%. No item 3.1.7,
serdo descritos maiores detalhes das condigdes cromatograficas da andlise quantitativa por
CLAE.

3.1.7 Testes de quantificacéo

3.1.7.1 Componentes quimicos e suas concentracdes: descritos e majoritarios, ativos

ou nao

Varios estudos fitoquimicos tem revelado o isolamento de diversos constituintes de H.
procumbens, dos quais se destacam o0s iridoides e outras substancias incluindo
harpagoquinonas, aminoacidos, flavonoides, fitosterdis e carboidratos (9). Dentre esses, 0S
iridéides glicosilados sdo tidos como majoritarios nas raizes (28-29). No Quadro 2 estdo

resumidos os principais constituintes quimicos descritos nas raizes da espécie H. procumbens.

Composto Estrutura
Harpagosideo

8-p-cumarilharpagida

Harpagida

Procumbideo

H5C O—Gli
Quadro 2 — Estrutura quimica dos principais iriddides glicosilados descritos nas raizes da espécie H.
procumbens. Fonte: referéncia (9).
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O primeiro iridéide glicosilado isolado de H. procumbens foi o harpagosideo,
amplamente apontado como o constituinte ativo majoritario da espécie (9). Também foram
relatadas a presenca de pequena quantidade de harpagida, 8-p-cumaril harpagida e
procumbideo e seu éster 6’-p-cumaril (28-30), harpagogenina (31), harprocumbida A (6”-O-
a-D-galactopiranosil harpagosideo) e harprocumbida B (6”-O-(cis-p-cumaril)-procumbideo
(32). Outros componentes presentes sdo os derivados fendlicos glicosilados: acteosideo
(verbascosideo) e isoacteosideo (33); 6-acetilacteosideo e 2,6-diacetilacteosideo (34);
triterpenos, principalmente o acido oleandico, acido 3pB-acetiloleandico e acido ursolico (35).
Adicionalmente, foi descrito, na década de 70, a presenca dos monosacarideos glicose,
galactose, frutose e mioinositol e dos oligosacarideos sucrose, rafinose e estaquiose, sendo
este Ultimo o glicosideo predominante nas raizes de H. procumbens (36). Outros constituintes
quimicos descritos para as raizes de H. procumbens sdo flavonoides, dentre 0s quais se podem
citar canferol e luteolina, e a quinona harpagoquinona (37-38). Também foi descrito o
isolamento de um novo triterpendide glicosilado (designado harprosideo), de um novo
iridoide glicosilado (designado pagida) e de seis triterpendides conhecidos (4cido 20,3a-
dihydroxyurs-12:20(30)-dien-28-0ico, acido pigénico A, &cido corosolico, acido euscafico,
acido pigénico B e acido 2a,3a,24-trihydroxyurs-12,20(30)-dien-28-6ico) isolados dos
tubérculos de H. procumbens (39).

Embora os constituintes polares tenham sido amplamente investigados, poucos estudos
tém sido conduzidos com fragOes apolares. Por meio de um fracionamento biomonitorado
para caracterizacdo de compostos com acdo antiplasmdédica na fracdo éter de petrdleo das
raizes de H. procumbens, foram obtidos dois compostos ativos, os diterpenos totarano e
abietano (40). Posteriormente, foi obtido a partir da fracdo éter de petréleo das raizes dois
novos diterpenos do tipo quinano, denominados 12,13-dihidroxiquina-8,11,13-trien-7-ona e
6,12,13-trihidroxiquina-5,8,11,13-tetraen-7-ona (41).

Como ja mencionado, o iridioide glicosilado harpagosideo (Quadro 2) constitui o
composto majoritario das raizes de H. procumbens e é considerado um marcador quimico
para a espécie, enquanto que para a espécie H. zeyheri, o composto majoritario foi relatado
como sendo o 8-p-cumaril-harpagida (Quadro 2) (20-21, 30). Na Farmacopeia Europeia
(2000) (4) esté especificado que um produto cotendo extrato das raizes de H. procumbens ndo
pode conter quantidade inferior a 1,3% de harpagosideo, calculado em relagdo a droga vegetal
seca. Nas flores, galhos e nos frutos maduros ndo foi detectada a presenca de harpagosideo e

nas folhas foram encontrados apenas tracgos (14).
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Como ja mencionado no item 3.1.6, 0 uso de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) é preconizado para identificacdo e quantificacdo de harpagosideo (4). Segundo dados
oficiais, o teor de harpagosideo determinado por CLAE ndo deve ser menor que 1,2% (3-4,
25-26).

Além dos métodos descritos em compéndios oficiais, foram encontrados vérios
trabalhos na literatura que descrevem a analise qualitativa e/ou quantitativa de H.
procumbens. No Quadro 3 estdo apresentadas algumas condi¢des cromatograficas por CLAE

para a espécie H. procumbens.
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Composto Fase estacionaria  Fase movel Fluxo Deteccéo Referéncia
Harpagosideo (tz = 11 min), 8-p-cumaril harpagida uBondapack C18  Eluigdo isocratica: 1,0mL/ min UV 278 nm (21)
(tg=7 min) (300 x 3,9 mm, 10 metanol: agua (57:43, v/v)
pm)

Sistema I Supelcosil LC-18  Sistema I: 1,0 mL/ min UV 278 nm (22)
Harpagosideo (tg = 26 min), 8-p-cumaril harpagida (t (300 x 4,6 mm,5  A: metanol
= 21 min). pm) B: 4gua
Sistema II: Eluicdo gradiente:
Harpagosideo (tg = 30 min), 8-p-cumaril harpagida (g 15% A (0-10 min), 50% A
=25 min) (11-35 min), 15% A (36-

50 min).

Sistema II:

A: acetonitrila

B: 4cido fosférico 0,5%

Eluicdo gradiente: 8% A

(0-5 min), 18% A (6-18

min), 27% A (19-33 min),

100% A (34-36), 89%A

(37-50 min).
Harpagosideo (tg = 19,5 min), &cido cinamico (tg = Lichrospher 100 A: acetonitrila N.D. Harpagosideo e acido cinamico: (42)
22,7 min), RP18 (250 x 4 B: acido trifluoracético UV 280 nm;
8-p-cumaril-harpagida (tz = 17,2 min), pagosideo (tr=  mm, Spm) 0,1% 8-p-cumaril-harpagida e
18,6 min) Eluigdo gradiente: 10% A pagosideo: UV 312 nm;
acteosideo (tg = 15,5 min), isoacteosideo, 6"-O- (0 min), 50% A (1-20 acteosideo, isoacteosideo, 6"-O-
acetilacteosideo (tz = 18,2 min) e 4cido caféico (tg = min), 70% A (21-30 min), acetilacteosideo e cido caféico:
12,5 min) 100% A (31-35 min). UV 330 nm.
Acteosideo (tg = 9,2 min), isoacteosideo (tg = 10,8 Luna C18 (150 x  A:4gua 0,8 mL/min UV 230 e 280 nm. (42)
min), 8-p-(4-cumaril), harpagida (tr = 14,4 min), 6"-O- 4.6 mm, 3 um). B: acetonitrila
acetilacteosideo (tz = 16,6 min) e harpagosideo (tg = Temperatura da Eluigdo gradiente:
18,3 min) e, 2°,6”-di-O-acetilacteosideo (tr = 22,4 min)  coluna =40°C 17% B (0 min), 42% B (1-
e 2" O-acetilacetosideo (tg = 13,8 min) 35 min), 90% B (36-37

min), 17% B (38-40 min)
Harpagosideo (tg = 20 min) LiChroCART A: 4gua acidificada 3% 1,3mL/ min UV 280 nm (43)

(250 mm x 4 mm,
5 um)

(&cido fosférico, 85%)

B: acetonitrila

Eluigdo gradiente:

100% A (0-10 min), 20%
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Composto

Fase estacionaria Fase movel

Fluxo

Deteccéo

Referéncia

B (11-20 min), 100% B
(21-22 mim), 100 % B
(23-27 min), 100% A (28-
35 min), 100% A (36-40
min)

Quadro 3 — Condic8es cromatograficas utilizadas para analise qualitativa e/ou quantitativa da droga vegetal de H. procumbens por cromatografia liquida de alta

/

eficiéncia (CLAE). N.D.: ndo descrito.
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Embora muitos autores considerem os iridoides glicosilados, especialmente o
composto harpagosideo, como componentes ativos dos extratos das raizes de H. procumbens,
até o presente momento ndo se sabe quais s@o 0s reais compostos ativos, ja que os resultados
sdo bastante controversos. Em alguns estudos (in vivo e in vitro) tem sido demonstrado que
esses compostos apresentam atividade anti-inflamatoria (44-45), enquanto que em outros
trabalhos ndo apresentaram tal atividade (46-47).

3.1.8 Outras informac0es Uteis para o controle de qualidade

Dado néo encontrado na literatura pesquisada.

3.2 DERIVADO VEGETAL

3.2.1 Descricao

Segundo a literatura, no que diz respeito aos usos populares e aos estudos
farmacologicos pré-clinicos e clinicos, o principal derivado vegetal de H. procumbens
empregado é o extrato aquoso das raizes, que pode ser preparado por diferentes métodos de
extracdo (infusdo, decocgdo etc.) conforme descrito nos diferentes estudos. O segundo
solvente extrator mais empregado é o etanol, em diferentes concentracdes (extratos
hidroetandlicos).

Segundo a monografia de H. procumbens da OMS (2007) (3), as raizes secas da
espécie sdo utilizadas para preparagdo de decoctos e chas. Na RDC 10/2010, na qual a espécie
é incluida na lista de notificacdo de drogas vegetais, € preconizado como derivado da espécie
vegetal um extrato aquoso das raizes (13). Na IN 02/2014 é descrito uso do extrato aquoso ou
hidroetandlico (30% a 60%) das raizes tuberosas secundarias de H. procumbens e H. zeyheri
(112).

3.2.2 Método de obtencéo
O extrato aquoso das raizes de H. procumbens pode ser obtido, conforme literatura,

por varios métodos diferentes de extracdo (infusdo, decocdo, etc.). Segundo a monografia de

H. procumbens da OMS (2007) (3), as raizes secas da espécie devem ser utilizadas para
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preparacdo de decoctos e chés, porém maiores detalnes do modo de preparo ndo sdo

fornecidos. O método indicado na lista de notificacdo de drogas vegetais da RDC 10/2010 é a

infusdo das raizes, na proporcdo de 1 g de raiz (1 colher de chd) em 150 mL de &gua (1 xicara

de cha) (13). Na IN 02/2014, é apresentado como derivado vegetal o extrato aquoso ou

hidroetandlico (30 a 60%) (11).

3.2.3 Caracteres organolépticos

Dado néo encontrado na literatura pesquisada.

3.2.4 Requisitos de pureza

3.2.4.1 Perfil de contaminantes comuns

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.

3.2.4.2 Microbioldgico

Dado néo encontrado na literatura pesquisada.

3.2.4.3 Teor de umidade

Dado néo encontrado na literatura pesquisada.

3.2.4.4 Metal pesado

Dado néo encontrado na literatura pesquisada.

3.2.4.5 Residuos quimicos

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.
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3.2.5 Testes fisico-quimicos

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.

3.2.6 Prospeccéo fitoquimica

Vaérios estudos fitoquimicos tem revelado o isolamento de diversos constituintes de H.
procumbens, dos quais se destacam os iridoides e outras substancias incluindo
harpagoquinonas, aminoacidos, flavonoides, fitosterdis e carboidratos (9). Dentre esses, 0s
iridoides glicosilados séo tidos como majoritarios em extratos das raizes (28-29).

3.2.7 Testes de identificacdo

Lanhers et al. (1992) (48) apresentaram um método por CCD para a andlise dos
iridéides glicosilados de um extrato aquoso das raizes de H. procumbens. A fase movel
consistiu em acetato de etila: metanol: adgua (77:15:8, v/v/v) e a deteccdo foi feita com
vanilina sulfdrica. Com esse metodo, os autores visualizaram duas manchas vermelhas com
Rf=0,10 e 0,40, sendo a ultima correspondente ao harpagosideo e trés manchas amarelas com
Rfs=0,30; 0,45 e 0,5 (48).

Schmidt (2005) (49) propds um método de analise por CLAE que pode ser aplicado
para o controle de qualidade de derivados de H. procumbens. O autor transferiu de uma
coluna de silica C-18 convencional baseada em particula para uma coluna de silica
monolitica, um método existente para a determinacdo de harpagosideos em H. procumbens.
Na condicdo A (Figura 9A) foi utilizada uma coluna em fase reversa e fluxo de 0,1 mL/ min e
na condicdo B (Figura 9B) foram utilizadas duas colunas monoliticas em série, 0 que
possibilitou aumentar o fluxo para 5,0 mL/ min. O tempo de analise reduziu de 30 (Figura
9A) para 5 minutos (Figura 9B), ou seja, houve uma reducédo de 85%, sem perda da resolucéo.
Embora o uso de duas colunas monoliticas possa representar um custo trés vezes maior que 0
de colunas tradicionais, os resultados obtidos demonstram que o uso de colunas monoliticas
pode ser uma alternativa em andlises rotineiras de controle de qualidade de amostras
comerciais, a fim de reduzir o tempo das analises. As duas condi¢fes cromatograficas sao

apresentadas em detalhes no Quadro 4.
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Figura 9 — Cromatograma por CLAE a 278 nm dos harpagosideos iridoides e outros compostos de H.
procumbens. A: coluna Hypersil ODS e fluxo de 0,8 mL/min. B: coluna Chromolith e fluxo = 5,0 mL/ min.
Fonte: adaptado da referéncia (49).

Anauate et al. (2010) (50) apresentaram no seu estudo um método cromatografico por
CCD para a detecgdo de iridoides em um extrato etandlico de H. procumbens e suas fracdes
(50). A fase estacionaria consistiu em gel de silica 60 Fys54. A fase movel empregada foi
cloroférmio: metanol (75:25, v/v). As placas foram analisadas sob luz UV a 254 nm e 366 nm
e reveladas com &cido sulfarico 3%/ vanilina para coloracéo dos iridoides (50).

Karioti et al. (2011) (51) desenvolveram um método analitico por CLAE-DAD e
CLAE-IES-EM para a analise e estudo da estabilidade de tinturas de H. procumbens,
conforme descrito no Quadro 4. Os autores detectaram como constituintes caracteristicos de
H. procumbens os glicosideos iriddides acilados e alcoois feniletilicos. Os autores sugerem
gue o método analitico desenvolvido pode ser empregado para o controle de qualidade de

tinturas a base de H. procumbens.
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Compostos Fase estaciondria Fase movel Fluxo Deteccéo Referéncia
Harpagosideo (tz = 19,2  Hypersil ODS (125 mm x 4 mm, 5 um).  A: &cido fosforico em agua 0,8 mL/ min UV 278 nm (49)
min) e Temperatura da coluna = 30 °C até pH=2
acido cindmico metilester B: acetonitrila
(tr = 24,4 min) Eluicio gradiente: 1% B (0

min), 50% B (2-16),

eluicdo isocratica (17-18

min), 1% B (19-20 min)
Harpagosideo (&g = 3,0 Chromolith Performance RP-18e (100 A: &cido fosféricoemagua 5,0 mL/ min UV 278 nm (49)
min) e mm x 4,6 mm). Duas até pH=2
acido cindmico metilester  colunas de 100 mm foram acopladas em  B: acetonitrila
(t = 2,1 min) série. Temperatura da coluna= 30 °C Eluicdo gradiente: 1%B (0

min), 2% B (1-2 min),

seguido por uma eluicdo

isocratica por 1 min, 2% B

(3-4 min), 1% B (4-5 min)
Glicosideos iridoides Coluna pré-empacotada Luna RP-C18 A: &cido formicoem 4gua 0,4 mL/ min UV 280 nm (51)
acilados (8-E-p- (150 mm x 3 mm). Tamanho de particula  até pH=3,2 (harpagosideo), 310
cumarilharpagida, de 5 mm (Phenomenex). Temperaturada  B: acetonitrila nm (8-E-p-

pagosideo e
harpagosideo) e alcoois
feniletilicos
(verbascosideo e
isoverbascosideo)

coluna = 26°C.

Eluicdo gradiente: 95% B
(0 min), 85% B (5 min),
76% B (8 min), 75% B (15
min), 73% B (19 min),
71% B (24 min), 50% B
(29 min).

cumarilharpagida e
harpagida) e 330 nm
(verbascosideo e
isoverbascosideo)

Quadro 4 — Condicbes cromatogréaficas utilizadas para analise qualitativa e/ou quantitativa de derivados e formas farmacéuticas de H. procumbens por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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3.2.8 Testes de quantificacéo

3.2.8.1 Componentes quimicos e suas concentragdes: descritos e majoritarios, ativos

ou ndo

Como j& mencionado anteriormente, varios estudos fitoquimicos destacam o0s
iridoides, principalmente o harpagosideo, como compostos majoritarios nas raizes de H.
procumbens, podendo ser utilizado como marcador para o controle de qualidade da espécie
(28-29, 49).

Schmidt (2005) (49), ao compararem as duas condi¢cBes cromatograficas descritas no
Quadro 4 (fase estacionaria convencional e fase estacionaria monolitica), observaram que 0s
dois métodos podem ser empregados tanto pra analise qualitativa como também para a anéalise
quantitativa de harpagosideo em extratos de H. procumbens (49). No estudo, o autor
empregou uma amostra de extrato hidroalcodlico de H. procumbens preparado a partir das raizes
tuberosas secundarias secas usando etanol 60%. A amostra foi preparada solubilizando
exatamente 250 mg de extrato em 20 mL de metanol com o uso de banho ultrasénico por 20 min a
temperatura ambiente; 1 mL de solucdo padrdo interna (130 mg de acido cindmico metiléster em
100 mL de metanol) foi adicionada e a mistura foi completada para o volume final de 25 mL (em
baldo volumétrico) com metanol. Utilizando a coluna convencional (Figura 9A), observou-se um
teor médio de harpagosideo de 2,006 mg de harpagosideo/ 100 mg de extrato. Para a coluna mais
répida (monolitica, Figura 9B), observou teor bastante semelhante (ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os valores), de 2,017 mg de harpagosideo/ 100 mg de extrato. O
autor entdo conclui que ambas as condi¢des podem ser empregadas para o controle de qualidade
de derivados de H. procumbens (49).

Karioti et al. (2011) (51) quantificaram por CLAE-DAD compostos presente em uma
tintura comercial de H. procumbens, preparada conforme a Farmacopeia Européia (2000) (4). O
teor de cada composto, expresso em mg/ mL de intura, foi: 0,63 = 0,01 de 8-E-p-cumaril-
harpagida; 0,32 = 0,01 de pagosideo; 2,12 + 0,05 de harpagosideo; 0,84 = 0,02 de
verbascosideo e 1,93 + 0,03 de isoverbascosideo. O teor de iridoides totais foi de 3,07 + 0,02
e alcoois feniletilicos totais foi de 2,77 + 0,02 mg/ mL de tintura. Também € interessante
destacar o estudo de estabilidade que foi realizado com esses compostos, no qual os autores
submeteram a tintura ao teste de termoestabilidade acelerada (40 + 2°C) por 196 dias: tanto os

iridéides totais quanto os alcoodis feniletilitos mantiveram-se relativamente estaveis, com
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degradacdo estimada em menos de 10 e 20%, respectivamente, em um periodo de 6 meses
(51).

3.3 PRODUTO FINAL

3.3.1 Forma farmacéutica

Foram encontrados na literatura principalmente formulacbes indicadas para uso
interno, na forma de capsulas e comprimidos e, menos frequiente, como tinturas.

Dos produtos registrados na ANVISA que contém H. procumbens como componente
ativo, a maioria apresenta-se na forma farmacéutica de capsulas, seguido por comprimidos e
uma apresentacdo na foma de tintura. Na Alemanha, sdo encontrados produtos a base de H.

procumbens na forma de capsulas, comprimidos, tintura e pomada, dentre outros (16).

3.3.2 Testes especificos por forma farmacéutica

Teste de desintegragéo de comprimidos:

Comprimidos contendo o extrato WS1531 das raizes de H. procumbens foram
analisados em relacdo ao tempo de desintegracdo, segundo a monografia da Farmacopeia
Alema (1996) (52). Os comprimidos desintegraram em 18 minutos. O extrato apresentou
elevada solubilidade em &gua. O coeficiente de distribuicdo octanol: 4gua do extrato de H.
procumbens e do composto harpagosideo foi igual a 4 (43). Além do teste de desintegracdo de
comprimidos, foi simulado o processo de absor¢do dos comprimidos do extrato WS1531,
contendo o equivalente a 16,5 mg de harpagosideo. Os comprimidos apresentaram um tempo
de meia-vida igual a 13,5 minutos. O composto harpagosideo permaneceu estavel por 3 horas
no suco gastrico artificial e por um periodo de 6 horas no suco intestinal (43).

3.3.3 Requisitos de pureza

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.
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3.3.4 Residuos quimicos

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.

3.3.5 Prospeccao fitoquimica

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.

3.3.6 Testes de identificagédo

Os métodos cromatograficos (CLAE) propostos por Schmidt (2005) (49) (Quadro 4)
podem ser empregados, segundo o autor, para a analise qualitativa e/ou quantitativa de
harpagosideo e outros iridoides relacionados em produtos farmacéuticos a base de H.
procumbens, especialmente comprimidos, que foram analisados no estudo (49).

3.3.7 Testes de quantificacdo

3.3.7.1 Componentes quimicos e suas concentragdes: descritos e majoritarios, ativos

ou nao

Como ja mencionado anteriormente, 0 método cromatografico por CLAE (49) pode
ser empregado também para a analise quantitativa em produtos farmacéuticos a base de H.
procumbens, especialmente comprimidos. No estudo, foi realizada a quantificacdo de
harpagosideo em amostras de comprimidos comerciais. Para a analise, foram utilizadas
amostras pulverizadas contendo o equivalente a 215 mg de extrato, sendo o processo de
preparo idéntico ao utilizado para a analise do extrato (Se¢do 3.2.8.1). Utilizando a coluna
convencional (Figura 9A), observou-se um teor médio de harpagosideo de 13,019 mg de
harpagosideo/ comprimido. Para a coluna mais rapida (monolitica, Figura 9B), observou teor
bastante semelhante (ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre os valores),
de 13,075 mg de harpagosideo/ comprimido. O autor conclui que ambas as condi¢Ges podem ser

empregadas para o controle de qualidade de formas farmacéuticas a base de H. procumbens (49).
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4 INFORMACOES DE SEGURANCA E EFICACIA

4.1 USOS POPULARES E/OU TRADICIONAIS

Conforme revisado por Mncwangi et al. (2012) (9), raizes de H. procumbens sdo
utilizadas na medicina popular com vérias finalidades terapéuticas, principalmente na forma
de infusos e decoctos. Além de uso comum para artrite e dor, outros usos medicinais sdo
frequentemente citados, como, por exemplo, dispepsia, febre, doencas sanguineas, infeccoes
urinérias, dores pds-parto, dores de modo geral, Ulceras e febre (3, 8-9). Quando consumido
diariamente, H. procumbens tem um efeito laxante sutil. Pequenas doses do extrato da planta
sdo usadas para aliviar cllicas menstruais, enquanto doses mais elevadas podem ajudar na
expulsdo de placentas retidas. As raizes tuberosas secundérias secas sdo usadas diretamente
como curativos para feridas. Um infuso pode ser utilizado oralmente para reumatismo e para o
tratamento de doencas hepaticas, renais, pancreaticas e estomaquicas. Também ha relatos de
uso externo na forma de pomada, utilizada como cicatrizante em feridas, lesdes da pele e em

casos de queimadura (9, 15, 53).

4.2 PRESENCA EM NORMATIVAS SANITARIAS BRASILEIRAS

A resolucdo RDC 10/2010, ja revogada, incluia a espécie H. procumbens como
espécie passivel de ser tratada como droga vegetal sujeita a notificacdo (Quadro 5). Com
informacdes semelhantes, a Instrugdo Normativa n° 02, de 13 de maio de 2014 (11) inclui H.

procumbens como produto tradicional fitoterapico de registro simplificado (Quadro 6).
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Nomenclatura Nomenclatura  Parte Forma de Posologia e Via Uso Alegac0es Contra- Efeitos Embalagem
botanica popular utilizada  utilizacdo modo de usar indicacoes adversos
Harpagophytum Garra-do-diabo Raiz Infusdo: 1 g (1 Utilizar 1 xic.  Oral Adulto Dores articulares  Nao utilizar _
procumbens colher de chd) em 2 a3 vezesao (artrite, artrose, em portadores
150 mL (xic. de dia artralgia) de Ulceras
cha) estomacais e
duodenais
Quadro 5 — Caracteristicas de H. procumbens no anexo da RDC 10/2010.
Nomenclatura  Nome Parte Padronizagdo/Marcador Derivado Alegacéo Dose Diaria Forma Via de Restri¢do
botanica popular usada vegetal de uso farmacéutica Administracdo de uso
Harpagophytum Garra do Raizes Harpagosideo ou Extrato Alivio de 30 a 100 mg Comprimido Oral Venda sem
procumbens diabo secundarias  iridoides totais expressos aquoso ou dores de revestido prescricao
DC. ex Meissn. em harpagosideos hidroetandlico  articulares ~ harpagosideo  gastrorresistente médica
e H. zeyheri (30% a60%) moderadas ou 45 a 150
Decne e dor mg de
lombar iridoides
baixa aguda totais
expressos em
harpagosideos

Quadro 6 — Caracteristicas de H. procumbens constante na IN 02/2014.
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4.3 ESTUDOS NAO-CLINICOS

4.3.1 Estudos toxicologicos

Embora, ha varios anos, seja utilizado popularmente, inclusive com uma série de
produtos fitoterdpicos j& comercializados mundialmente, existem relativamente poucos
estudos toxicologicos, sobretudo estudos de longa duracdo. Isso é importante de ser ressaltado
uma vez que existem alguns relatos populares de toxicidade para a espécie vegetal. No
entanto, dos poucos estudos existentes, 0 que se observa, em geral, € uma baixa toxicidade,
principalmente em se tratando da via oral. Estudos realizados com compostos isolados, por
outro lado, mostraram significativa toxicidade, o que serd descutido em maiores detalhes

adiante.

4.3.1.1 Toxicidade aguda

No Quadro 7 sdo apresentados os estudos de toxicidade aguda de H. procumbens
relatados na literatura. As vias oral, intraperitoneal e intravenosa foram avaliadas, trazendo
como resultados praticamente uma auséncia de toxicidade aguda, em todas as vias (p>0,05 em
relacdo aos respectivos controles). Esse é um achado interessante, sobretudo com relacdo a via
oral, que é preconizada pelo uso popular.

No entanto, como pode ser observado no Quadro 7, ainda sdo poucos 0s estudos
toxicoldgicos pré-clinicos existentes para a espécie. Portanto, ndo ha evidéncias suficientes
sobre a toxicidade aguda da espécie, embora os dados ja existentes apontem para uma
atoxicidade. Também cabe destacar que nenhum dos estudos foi realizado no Brasil, portanto,
ndo seguem a RE 90/2004 (“Guia para a realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinica de
fitoterapicos™) (54). Dentro desse contexto, sdo necessarios mais estudos comprobatdrios que

cumpram as atuais exigéncias da legislacao brasileira para registro de fitoterapicos.
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Extrato Modo de Via  Doses/ posologia Metodologia Animais Resultado observado Referéncia
preparo

H25 Al =extrato N.D. V.0. N.. Avaliacédo da toxicidade emratos  N.D. Os extratos metanolico, butandlico  (55)

metanolico (3,7% elv € aquoso ndo apresentaram sinais de

de harpagosideo); toxicidade quando administrados

H25 A3 = extrato V.0.oulV,comDL50>4,64e1g/

butandlico kg, respectivamente. O

(19,5% de harpagosideo apresentou elevada

harpagosideo); toxicidade pela via IV, com DL50

H25 A4 = extrato de 511 mg/ kg; DL50 > 4,64 ¢/ kg

aquoso (0,2% de por V.O.

harpagosideo);

H25 B1 (2,7% de

harpagosideo);

H25 C3 (85% de

harpagosideo);

harpagosideo

isolado

Extrato aquoso Extracdo a IP Determinagdo da DL50 e os sinais Camundongos O tratamento com H. procumbens (56)
quente em de toxicidade em 24 h. Balb C (Mus apresentou DL50 relativamente alta
sistema domesticus) (1250 £ 156 mg/ kg), sugerindo que
fechado 0 extrato apresenta baixa ou
(aparelho do nenhuma toxicidade em
tipo Soxhlet) camundongos.

Cépsulas N.D. V.0. 81mg/kg(oque Avaliacdo de sinais de toxicidade = Camundongos Nenhum sinal de toxicidade foi (57)

contendo H. é 15 vezesadose em um periodo de 7 dias ap6s a machos e fémeas observado.

procumbens terapéutica em administracdo do extrato. Apés o albinos Swiss, 6-7

humanos, dessa
formulacéo).

periodo, os animais foram
sacrificados e os 6rgdos coletados
para analise histopatolégica, bem
como o sangue coletado para
analises bioquimicas e
hematologicas.

semanas de vida,
20-25 g.

Quadro 7 — Estudos de toxicologia aguda in vivo da espécie H. procumbens.V.O.: via oral; IP: via intraperitoneal; IV: via intravenosa; n: nimero de animais; N.D.:

nao descrito.
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4.3.1.2 Toxicidade subcroénica

Em relacdo a avaliacdo da toxicidade pré-clinica subcrénica, de forma semelhante a
toxicidade aguda, ha falta de evidéncias, sendo encontrados apenas trés estudos que avaliaram
a toxicidade subcronica do extrato aquoso seco de H. procumbens, conforme demonstrado no
Quadro 8.

O primeiro estudo, realizado em 1983, mostrou que um produto comercial contendo
H. procumbens, por via oral, ndo apresentou toxicidade significativa quando utilizado durante
7 ou 21 dias (p>0,05 em relagdo ao grupo controle) (58). No segundo trabalho, os animais
utilizados no estudo apresentavam quadro de artrite reumatoide (59). Os resultados
bioquimicos obtidos demonstraram que o extrato ndo apresenta sinais de toxicidade, durante
os 14 dias de tratamento, uma vez que ndo houve alteracdes significativas nos niveis
sanguineos de proteina C-reativa, cortisol e albumina (p>0,05 em relag¢&o ao grupo controle).
Além disso, os resultados histopaldgicos demonstraram que h&a maior seguranca de uso do
extrato de H. procumbens quando comparado a indometacina, 0 que € interessante uma vez
gue o desenvolvimento de distarbios no trato gastrointestinal (TGI), inclusive gastrite e
ulceras, é comumente associado ao uso de anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) (59).
Porém, alguns problemas podem ser apontados no estudo: a via de administracdo
(intraperitoneal) ndo corresponde a real via indicada; pequena amostra de animais e o0 tempo
de duracdo do estudo.

No terceiro estudo, 0s autores observaram que o tratamento oral diario, durante 7 dias,
com um produto comercial a base de H. procumbens ndo ocasionou nenhum sinal de
toxicidade (p>0,05 em relagcdo ao grupo controle) (57). E um resultado interessante, assim
como o do estudo de Whitehouse; Znamirowska Paul (1983) (58), porém existe a necessidade
de mais estudos para confirmar essa atoxicidade, bem como para que sigam as normas da

legislagdo brasileira para esse tipo de estudo.
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Extrato Modo Via  Doses/ Metodologia Animais Resultado observado Referéncia
de posologia
preparo
Produto N.D. V.0. -7,5¢g/dia, Determinagdo da DL50 em Camundongo A DL50 foi maior que 13,5 g/ kg. Nao  (58)
comercializado durante 21 camudongos Swiss Webster, foram observadas alteracoes
contendo extrato dias. machos e fémeas  hematoldgias e alteracdes patoldgicas
de H. procumbens -2g/ dia marcantes, ap6s consumo de 7,5 g/ dia,
durante 7 V.0., de H. procumbens por 21 dias
dias. e sutis efeitos hepaticos ndo puderam
ser demonstrados por meio do peso do
figado ou dos niveis das proteinas
microssomais, no citocromo P450,
citocromo b5, nicotinamida adenina
dinucleotideo fostato-citocromo ¢
redutase, etilmorfina- N-demetilase,
nitroredutase ou azoredutase, apés 7
dias de tratamento oral com 2g/ kg de
H. procumbens.
Extrato aquoso N.D. IP 800 mg/ kg, 3  Awvaliacdo toxicologica foi realizada Ratos albinos, de  Avaliagéo bioguimica: (59)
seco de H. vezes por em animais com artrite induzida por ambos 0S sexos, H. procumbens ndo alterou
procumbens (Atos semana, em adjuvante de Freund. O tratamento foi  com 150-200 ¢ significativamente os parametros
Pharmaceutical dias realizado 14 dias ap6s a indugdo da analisados: causou reducédo minima dos
Co., Egito) alternados, artrite. Foram realizadas analises niveis sanguineos da proteina C-reativa
por 14 dias. bioguimicas no sangue coletado ao e cortisol e elevacdo ndo significativa

final do experimento (proteina C-
reativa, albumina e cortisol) e
avaliacdo histopatolégica da mucosa
géstrica e duodenal. Os resultados
foram comparados com a
indometacina (farmaco padrao), para
verificar se H. procumbens apresenta
0s mesmos efeitos adversos dos
AINEs padroes.

de albumina sanguinea.

Histopalogia:

H. procumbens comparado com a
indometacina causou poucos efeitos
deletérios sobre a membrana do TGI.

- H. procumbens: gastrite superficial
(superficie da mucosa distorcida);
glandulas do limen da zona superficial
distorcidas; duodenite superficial
manisfestada pela perda de algumas
vilosidades e ulceracdes da superficie
do epitélio, com células inflamatérias
no interior das vilosidades do duodeno.
- Indometacina: extensiva gastrite
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Extrato Modo Via  Doses/ Metodologia Animais Resultado observado Referéncia
de posologia
preparo
superficial, na forma de perda da
superficie do epitélio (ulceragdo) com
extensiva infiltracdo celular
inflamatdria a base da Ulcera e préximo
as glandulas gastricas; extensiva
duodenite superficial manifestada por
extensiva superficie do epitélio
desnudo e coberto por material
protéico; sub-mucosa apresentou
infiltrado inflamatorio.
Cépsulas contendo  N.D. V.0. 27 mg/ kg, Avaliacdo de sinais de toxicidade em Camundongos Nenhum sinal de toxicidade foi (57)
H. procumbens uma vez por um periodo de 7dias ap6s a primeira machos e fémeas  observado.
dia, durante 7 administracdo do extrato. Apds o albinos Swiss, 6-7
dias periodo, os animais foram sacrificados  semanas de vida,

e 0s 6rgdos coletados para analise
histopatolégica, bem como o sangue
coletado para analises bioquimicas e
hematologicas.

20-25 g.

Quadro 8 — Estudos de toxicologia subcrénica in vivo da espécie H. procumbens.
V.0.: via oral; IP; via intraperitoneal; n: nimero de animais; N.D.: ndo descrito.
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4.3.1.3 Toxicidade crdnica

Com relacdo aos estudos de toxicidade cronica, existem poucas evidéncias que
confirmem a seguranca do uso a longo prazo de H. procumbens. Mesmo com o0s estudos
subcrdnicos dando indicios de seguranca, isso € importante de ser ressaltado uma vez que
existe indicacdo de uso continuo da espécie. Deve-se levar em conta que s6 a partir de estudos
crénicos € possivel prever potenciais efeitos mutagénicos ou carcinogénicos ou ainda
embriotoxicidade (60). Neste sentido, apenas um estudo de toxicidade crdnica foi encontrado
(Quadro 9), no qual um produto comercial a base de H. procumbens, administrado em
camundongos por via oral, apresentou auséncia de toxicidade significativa (57). O estudo

apresenta poucos detalhes metodoldgicos, dificultando sua analise critica.

Extrato Modo Via  Doses/ Metodologia Animais Resultado  Referéncia
de posologia observado
preparo
Cépsulas N.D. V.0. 54mg/ Avaliacdo de sinais Camundongos  Nenhum (57)
contendo H. kg, uma de toxicidade em machos e sinal de
procumbens vez por um periodo de 90 fémeas albinos  toxicidade
dia, dias apo6s a Swiss, 6-7 foi
durante primeira semanas de observado.

90 dias administracéo do vida, 20-25 g.
extrato. Apés o
periodo, os animais
foram sacrificados
e 0s 6rgaos
coletados para
anélise
histopatolégica,
bem como o
sangue coletado
para analises
bioguimicas e
hematologicas.

Quadro 9 — Estudos de toxicologia subcronica in vivo da espécie H. procumbens.
V.0O.: via oral; N.D.: ndo descrito.
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4.3.1.4 Genotoxicidade

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.

4.3.1.5 Sensibilizacao dérmica

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.

4.3.1.6 Irritacdo cutanea

Dado ndo encontrado na literatura pesquisada.

4.3.1.7 Irritacdo ocular

Dado nédo encontrado na literatura pesquisada.

A falta de estudos nesses trés itens anteriores de avaliacdo dérmica pode ser justificada
pela escassa utilizagdo topica de H. procumbens. A RE 90 exige ensaios adicionais de
sensibilizacdo dérmica, irritacdo cutanea e ocular apenas quando se trata de um fitoterapico de
uso tépico. Como para a espécie H. procumbens o uso como anti-inflamatério esta indicado
por administracao oral, esses tipos de estudo sdo, portanto, dispensaveis.

4.3.1.8 Toxicidade reprodutiva

Nédo foram encontrados estudos especificos nesta area. No entanto, foi encontrado
relato de que o extrato de H. procumbens apresentou atividade ocitotoxica em animais, por
iSs0 seu uso nao é recomendo durante a gravidez (38). Além disso, um estudo nao-clinico ex
vivo mostrou que o extrato de H. procumbens apresenta atividade uterotdnica e
espasmogeénica, ao induzir a contratilidade de preparados musculares de tubas uterinas, o0 que

também pode ser relacionado ao uso popular da espécie como indutor e/ou acelerador de
trabalho de parto, bem como para a expulsdo de placenta retida em mulheres gravidas (61).
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Dessa forma, estudos de toxicidade reprodutiva se fazem necessarios para confirmar e
garantir a seguranca do uso da espécie. Sugere-se, portanto, atentar para o risco da utilizacdo

desses extratos durante a gravidez, sobretudo, nas fases iniciais.

4.3.2 Estudos farmacolégicos

Vaérios estudos farmacologicos, tantos clinicos quanto ndo-clinicos, sdo encontrados na
literatura para a espécie H. procumbens. Ja é bastante difundida a sua eficacia em condigdes
inflamatorias, de modo que a grande maioria dos estudos esté relacionada a atividade anti-
inflamatoria e/ou analgésica.

A seguir, sdo descritos os principais estudos farmacoldgicos pré-clinicos encontrados

na literatura para espécie H. procumbens.

4.3.2.1 Ensaios in vitro

No Quadro 10 serdo apresentados os ensaios farmacologicos pré-clinicos in vitro

realizados com a espécie H. procumbens.
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Atividade Parte da Extrato e modo de Concentracao Metodologia Resultado observado Referéncia
planta preparo
Anticancer N.D. Extrato metanolico 1,5e10 pg/ mL Avaliacdo do efeito sobrea O extrato inibiu a expressdo da  (62)
expressdo de COX-2 COX-2 nas células MCF10A.
induzida por TPA em
células MCF10A, uma vez
gue a expressao elevada
dessa enzima tem sido
implicada na patogénese e
progressao de
carcinogénese.
Antiagregante N.D. Extrato aquoso 1 mg/ mL Agregacdo plaquetéria em Apresentou baixo percentual (63)
plaquetaria (decoccéo) por 3 min. O PRP induzida pela adicdo de  de inibigao da agregagéo
extrato obtido foi 10 uM de ADP. plaquetéria (7,2+2,3%).
clarificado por
centrifugacdo (2000 g)
por 10 min e liofilizado.
Anticolinesterasica  Cultura de Extratos metandlicos 50-1000 pg/ mL Método de Ellman, usando As fragdes enriquecidas (64)
raizes brutos da biomassa e das acetilcolina e butirilcolina apresentadas atividade
transformadas raizes transformadas. como substratos para avaliar  anticolinesterasica e

Também foram testadas
as fragBes enriquecidas
de feniletandides, obtidas
de cada extrato bruto por
meio de uma coluna de
poliamida 6, sendo as
fracdes eluidas com
pocdes de agua destilada
e metanol (25, 50, 75 e
100% de metanol). O
composto majoritario,
verbascosideo, foi
isolado aplicando as
fracBes em colunas
Merck Lobar (RP-8 e
RP-18), e eluidas com
um gradiente de gua/
metanol.

as atividades inibitérias de
aceticolinesterase e
butirilcolinesterase,
respectivamente.

antibutirilcolinesterasicas
significativamente altas. O
verbascosideo isolado também
foi ativo, porém um pouco
menos que a fragdo
enriquecida. Nenhum dos
extratos brutos apresentou
atividade. Esses resultados
sugerem que o enriquecimento
é essencial para a obtengdo da
atividade, existindo inclusive
relatos de que o verbascosideo,
assim como alguns outros
feniletandides, apresentam
atividades neuroprotetoras, o
que pode justificar o resultado.
Os autores sugerem que essas
fragbes enriquecidas em
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Atividade Parte da Extrato e modo de Concentracao Metodologia Resultado observado Referéncia
planta preparo
feniletandides podem ser
atrativas para fins comerciais
tendo em vista sua atividade
farmacoldgica.
Antienzimatica Raiz Extrato hidroalcodlico 20, 100 e 500 pg/ mL Inibicdo sobre as enzimas H. procumbens inibiu enzimas  (65)
(enzimas do (80% metanol): 2,5 g das CYP, em um sistema do sistema CYP (1A2, 2C8,
citocromo P450) raizes foram extraidos enzima/substratao, para sub- 2C9, 2D6, 3A4) com IC50 de
com 10 mL de solvente tipos das enzimas CYP e 121 a 1044 pg/mL, enzimas
(ndo especifica o quantificacdo dos envolvidas na metabolizacéo
solvente utilizado), em metabolitos, por de alguns farmacos.
banho de ultrasom, por CLAE, ap06s extracdo
30 min, a temperatura de automatizada.
40°C.
Anti-inflamatéria Raiz H. procumbens: extrato N.D. Inibicho da enzima elastase  Extrato de H. procumbens (42)

aquoso (1:10, p/v),
preparado por extragdo
exaustiva em
multiestagios (85-95°C)
por 20 h.

H. zeyheri (usado para
comparagéo): extrato
aquoso preparado por
maceragdo durante 8 h
(90°C).

Também foram testadas
as fragdes (acetato de
etila e aquosa) e 0s
compostos isolados do
extrato de H.
procumbens*: 8-
cinamoil mioporosideo,
8-feruloilharpagida, 8-p-
cumarilharpagida (0,4/
4,86%), pagosideo (0,34/
0,75%), 6°-0-
acetilacteosideo (0,9%/

neutrofilica

(IC50 = 540 pg/ mL) foi duas
vezes mais ativo que H.
zeyheri (IC50 = 1012 pg/ mL).
A fragdo acetato de etila (IC50
= 50 pg/ mL) apresentou maior
atividade que a fracéo residual
aquosa (IC50 = 638 ug/ mL).
Devido as quantidades obtidas
dos compostos isolados,
apenas 8 compostos foram
avaliados:
6"-O-acetilacteosideo (1C50 =
47ug/mL) foi 0 composto mais
ativo, seguido por pagosideo
(IC50 = 154 pg/ mL), 8-p-
cumarilharpagida (IC50 = 179
pg/ mL) e isoacteosideo (1C50
=179 pg/ mL); 4cido caféico
presente apenas em tragos
(1C50 = 86 pg/ mL); os
compostos harpagosideo,
acteosideo, acido cindmico
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Atividade Parte da Extrato e modo de Concentracao Metodologia Resultado observado Referéncia
planta preparo
ndo detectado), apresentaram I1C50>500 pg/
harpagosideo (2,35/ mL.
1,35%), 8- A maior atividade de 6”-O-
feruloilharpagida, acetilacteosideo comparada
acteosideo (0,68/ com acteosideo, pode estar
0,89%), isoacteosideo relacionada a lipossolubilidade
(2,0/ 3,95%) e os acido da molécula.
cindmico (0,09/ 0,03%) e
caféico (0,005%/ tracos).
*em parénteses, o teor do
composto nos extratos de
H. procumbens/ H.
zeyheri, respectivamente,
quantificados por CLAE.
Anti-inflamatéria Raiz Com excecdo do extrato  -Extrato 1: 0,1/ 0,25/ 0,3/  Células mesangiais de ratos ~ Extratos 1 e 2 (alta 47

3 (material fresco), os
demais extratos foram
preparados com raizes
secas e branqueadas).
N&o ha detalhes sobre o
modo de preparagéo dos
extratos.

-Extratol: extrato aquoso
concentrado e
solubilizado em etanol; o
precipitado formado foi
removido e o extrato foi
seco.

-Extrato 2: similar ao 1.:
solubilizado em n-
butanol (saturado em
agua); filtrado e extraido
com 4gua (saturada com
n-butanol); fase n-
butandlica foi separada e
concentrada.

0,6 e 1 mg/ mL;
-Extrato 2: 0,1/ 0,2/ 0,3
mg/ mL.

estimuladas por IL-1p.
-Expressdo de iNOS:
Northern blot e Western
blot;

-Determinacdo de NO:
Reacdo de Griess.
-Ensaio de transfecgdo e
gene reporter luciferase.

concentragdo de harpagosideo)
diminuiram os niveis de NO
em células mesengiais de ratos,
estimuladas por IL-1p pela
inibic8o da expressdo de
MRNA de iNOS devido a
inibi¢do da translocagdo de
NF-xB.

Os extratos de H. procumbens
com altas concentracdes de
harpagosideo séo efetivos em
inibir a expressdo de iNOS,
mas harpagosideo na forma
isolada néo apresentou
atividade.

Extrato 1 e 2: inibiram a
formac&o de nitrito em
concentragdes superiores a 0,1
mg/ mL. O extrato 1
apresentou atividade similar ao
extrato 2, em concentragéo 2
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Atividade Parte da Extrato e modo de Concentracao Metodologia Resultado observado Referéncia
planta preparo
-Extrato 3: preparado vezes maior. Os extratos 1 e 2
com agua. também inibiram a expressdo

-Extrato 4 e 5:
preparados com agua
(60%) e etanol (60%),
respectivamente.
Também foi testado o
harpagosideo isolado do
extrato aquoso.
Determinacgéo da
concentragdo de
harpagosideo nos
extratos (ndo
especificado método
utilizado):

-Extratol: 8,9%;
-Extrato 2: 27%);
-Extrato 3: 1,8%;
-Extrato 4: 1,9%;
-Extrato 5: 2,0%.

de mRNA de iNOS e a nivel
protéico. Para confirmar essa
acdo, foi observado que os
extratos interferem na ativacdo
da transcricdo de gene.

Extrato 3 e 4 em concentragcfes
até 1 mg/ mL ndo inibiram a
formacéo de nitrito e o extrato
5 apresentou toxicidade em
concentragdes maiores que 0,1
mg/ mL. Harpagosideo inibiu a
formac&o de nitrito (0,3 e 1
mg/ mL). Na concentracéo de
1 mg/ mL, a inibicéo foi de 80-
100%. No entanto, 0,09 mg/
mL de H. procumbens
(concentracdo de harpagosideo
em 1 mg/ mL do extrato 1) ndo
inibiu a expresséo de iNOS. Os
autores sugerem que
metabdlitos do harpagosideo
e/ou outros constituintes de H.
procumbens contribuem para a
atividade anti-inflamatéria,
mas o extrato sem a presenca
de harpagosideo (1 mg/ mL)
também inibiu a formagdo de
nitrito e a expressao de iNOS
em torno de 50%. Quando o
extrato sem harpagosido foi
suplementado com 90 pg/ mL
de harpagosideo apresentou
atividade similar ao extrato
bruto. Os extratos 1 e 2, 0
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Atividade Parte da Extrato e modo de Concentracao Metodologia Resultado observado Referéncia
planta preparo
extrato sem a presenga de
harpagosideo e harpagosideo
isolado foram avaliados sobre
a translocacdo de NF-kB. Com
excecdo do harpagosideo, os
extratos inibiram parcialmente
a translocacdo de NF-kB para o
ndcleo.

Anti-inflamatoria N.D. Produto a base de H. H. procumbens: 1, 10, Inibi¢do da enzima O extrato de H. procumbens, (58)
procumbens 100, 1000, 10000 e prostaglandina sintase em doses até 10000 pg/mL,
comercializado no 100000 pg/ mL; Controle ndo inibiu a atividade da
Canada positivo: AAS: 50, 100, enzima prostaglandina sintase.

250, 500, 750 e 1000 pg/ Por outro lado, AAS e

mL e indometacina: indometacina, causaram 50%

0,05/0,10/0,25/0,50/0,75 e de inibi¢do da enzima nas

1 pg/ mL concentragtes de 0,316 e 437
pg/mL, respectivamente.

Anti-inflamatoria N.D. Extrato hidroetandlico de  Extrato: 1, 10, 100 e 1000  Mondcitos humanos O tratamento com o extrato (46)
H. procumbens (etanol pg/ mL harpagosideo e incubados com as amostras  SteiHap 69 inibiu a liberacéo
60%) (Steiner harpagida: 0,01/0,1/1 e 10  por 30 min e tratados com de TNF-a de mondcitos
Harpagophytum pg/ mL; Controle positivo:  LPS (10 ng/mL) por 24 h: humanos de maneira dose
procumbens extract 69).  tepoxalina. avaliacdo dos niveis de IL- dependente. Na concentracdo
Foi determinado por 6, TNF-a, IL-1B e PGE,. de 10 pg/mL inibiu 30% a
CLAE como 2,9% de sintese de TNF-a e 1000
harpagosideo, de acordo pg/mL causou inibigdo total
com método proposto (IC50 = 100 pug/mL).
pela Farmacopéia Harpagosideo e harpagida ndo
Européia (suplemento inibiram a sintese de TNF-a
1999). Harpagida foi (concentragdes > 10 pg/mL). O
isolado e identificado por extrato também diminui os
RMN e harpagosideo foi niveis das citocinas IL-6 e IL-
adquirido comerciamente 1B e de PGE; somente em
(Roth, Karlsruhe, concentragdes > 100 pg/mL.
Alemanha).

Anti-inflamatéria N.D. Extrato aquoso obtido Extratos: 0,0001/ 0,005/ Em células de fibroblastos -Viabilidade celular: H. (66)

por extracdo a quente em

0,01/0,05/0,1/05e 1

de camundongos L929

procumbens ndo apresentou
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Atividade

Parte da
planta

Extrato e modo de
preparo

Concentracao

Metodologia

Resultado observado Referéncia

sistema aberto (decocgédo
a 80°C durante 12 h).

mg/mL. Controle positivo:

ciclofilina

foram avaliados:
-viabilidade celular (ensaio
MTT)

-expressdao de MRNA de
COX-1e2eiNOS (RT-
PCR)

-Sintese de PGE, e NO

citotoxicidade em linhagens de
células de fibroblastos L929.
-expresséo de mRNA: o
tratamento com 1 mg/mL de H.
procumbens suprimiu a
expressdo de mRNA de COX-
1 em células estimuladas com
5 pg/mL de LPS, por 24 h. A
expressdo de mRNA de COX-
2 e iNOS foi
significativamente diminuida
quando as células foram
tratadas com 0,1 e 1,0 mg/mL
de H. procumbens.

-Sintese de PGE, e NO: H.
procumbens suprimiu a sintese
de PGE, e NO nas
concentragbes de 0,1e 1,0
mg/mL.

Os resultados sugerem que o
efeito anti-inflamatério e
analgésico de H. procumbens
esta associado a supressao da
expressao de COX-2 e iNOS,
resultando na inibicdo da
sintese de PGE,.

Anti-inflamatoria

Raizes
tuberosas
secundarias
secas

Extrato metandlico
preparado por agitacdo a
temperatura ambiente
(procedimento repetido
duas vezes). A partir
desse extrato, foi isolado
0 harpagosideo.

0,1-200 pM

Ensaio de transfeccédo e
luciferase de NF-xB; NO;
expressao de MRNA de
COX-2 e iNOS; expressdo
de proteina e imunoblotting/
células RAW 264,7
(linhagem celular de
macrofagos de
camundongos) e HepG2
(linhagem celular de

Harpagosideo reduziu a (45)
liberagdo de NO em células
estimuladas por LPS de

maneira dose-dependente

(IC50 = 39,8 uM) e ndo afetou

a liberacdo de NO em células

ndo estimuladas. Para

comprovar se a inibicéo da

liberacdo de NO ocorre por

inibi¢do da INOS em afetar a
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Concentracao

Metodologia

Resultado observado Referéncia

carcinoma humano
hepatocelular)

viabilidade celular foi avaliado
a citotoxicidade (>90%).
Harpagosideo (200 uM) inibiu
a inducdo da expressdo de
MRNA de COX-2 e iNOS e
proteinas em células
estimuladas, indicando que o
composto interfere na sintese
dessas proteinas a nivel
transcripcional e translacional.

Anti-inflamatoria

Extrato hidroetandlico N.D.
(etanol 80%) (ndo
especifica 0 modo de
preparacdo do extrato).
As fragGes foram obtidas
por meio de particao
liquido-liquido (frac6es
heptano, acetato de etila,
butanol e residual
aquosa). Também foram
avaliados o

extrato WS1531 (extrato
patenteado) e uma fragdo
do extrato WS1531 sem
a presenga de alguns
compostos.
Concentracdo de
harpagosideo (ndo
informada metodologia):
Extrato hidroetantlico=
2,1%

Fracoes:
-Heptano=1,3%;
-Acetato de etila=
19,95%;
-Butan6lica=19,5%;

Avaliaco da biosintese de
cisteinil-leucotrienos (via da
lipooxigenase) e
tromboxano em amostras de
sangue humano, induzidos
por calcio ionoféro A23187.

A fragdo residual aquosa nao (67)
apresentou atividade; j& o
extrato WS1531 apresentou um
efeito inibitorio sobre a sintese
de eicosanoides maior que o
composto harpagosideo na
forma isolada. Por outro lado,
uma fragdo do extrato
WS1531, sem a presenca de
alguns compostos, causou um
aumento da biossintese de
leucotrienos e tromboxano. As
fracdes acetato de etila e
butandlica causaram uma
significante inibi¢do da
biossintese de eicosandides, na
qual a fracdo acetato de etila
apresentou maior atividade
sobre a sintese de leucotrienos
e a fracdo butanodlica sobre a
sintese de tromboxano. Os
autores sugerem que a
atividade de H. procumbens
esteja relacionada ao contetido
de harpagosideo, mas também
que outros compostos possam
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Atividade Parte da Extrato e modo de Concentracao Metodologia Resultado observado Referéncia
planta preparo
-Residual aquosa=0% estar envolvidos.
Extrato WS1531=7,3%.
Fracdo do extrato
WS1531 sem a presenga
de alguns
compostos=0,36%.
Anti-inflamatéria Tubérculos Extrato etandlico. 50 pg/mL Mecanismo de a¢do anti- O extrato mostrou efeito (68)
inflamatorio investigado por  antiinflamatério através da
meio de Microarray (“gene  inibig8o da transcrigdo do NF-
chips”). Células THP-1 kB, TNF-a, CCl, e MMP9. Os
foram incubadas com o autores concluem que o
extrato por 1 h e depois mecanismo de ac¢do do extrato
estimuladas com 0,1 pg de ndo é por uma via anti-
LPS/ mL, sendo entdo inflamatdria distinta, mas sim
incubadas durante 18 h. O pela moderada inibigéo de
mRNA isolado foi transcrito  vérios alvos inflamatorios.
para cDNA, marcado e, em
seguida, submetido ao
Microarray. Avaliou-se a
expressao dos genes
reponsaveis por doengas
inflamatérias ou doengas
reumaticas, em particular
alguns genes que séo
regulados pela via TLR-4.
Anti-inflamatéria N.D. Extrato etan6lico 60%, 0-250 pg/ mL Avaliacdo do efeito da O extrato inibiu de forma dose  (69)

Bioforce AG

ativacdo metabolica externa
(com fracdo microssomal S9
de figado de ratos) do
extrato sobre a producdo de
citocinas pro-inflamatérias
por células monociticas
THP-1, in vitro. As células
foram estimuladas com 25
pg/mL de LPS.

dependente a secre¢do de TNF-
a, com IC50 de 98 pg/mL. A
secrecdo de IL-8 e IL-6 foi
moderadamente inibida em
cerca de 25% nas
concentragdes de 50-100
pg/mL. O efeito inibitorio
sobre a liberacdo de TNF-0 em
células THP-1 foi aumentado
apos a indugdo metabdlica. Os
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Resultado observado Referéncia

dados sugerem que o extrato
bruto tem propriedades
inibitérias frente citocinas pro-
inflamatdrias e que a ativacdo
metabdlica parece
desempenhar um papel
importante neste efeito.

Anti-inflamatéria

N.D.

Extrato hidroalco6lico
bruto foi obtido apartir
da mistura de um po
contendo 1,78% de
harpagosideo (Pro-
formula, SP, Brasil) com
etanol 60%. O extrato
bruto foi fracionado por
cromatografia flash
sucessivamente
(monitorando o processo
por meio de CCD e
CLAE), resultando ao
final nas seguintes
fracdes para teste:
-Fragdo A: 88,8% de
harpagosideo.

-Fragdo B: 56,1% de
harpagosideo + pool de
iridoides.

-Fracédo C: 2,7% de
harpagosideo + 85,1% de
acido cindmico livre.

30-300 pg/ mL

Avaliacdo da influéncia do
extrato bruto e fracfes sobre
a atividade da COX-1,
COX-2 e producéo de NO,
no ensaio de sangue total
estimulado por LPS. A
atividade COX-1 foi
quantificada pela
mensuracdo da producéo de
TXA,, a atividade COX-2
pela producéo de PGE; e a
producdo de NO avaliada
pela reagdo de Griess.

O extrato bruto ndo foi capaz (50)
de inibir a COX-1 nem a COX-
2, enquanto que a fragcdo
contendo o maior teor de
harpagosideo (fracdo A) foi
capaz de inibir
indistintivamente COX-1 e
COX-2 (37,2 € 29,5%,
respectivamente) e inibir
bastante significativamente a
producdo de NO (66%). Em
contraste, foi observado que a
fracdo contendo um pool de
iridoides (fracdo B) aumentou
a atividade COX-2 e ndo
alterou nem COX-1 nema
producéo de NO. A fracéo
contendo acido cindmico
(fracdo C) foi capaz de reduzir
apenas a producéo de 6xido
nitrico (67%). Com esses
resultados, 0s autores sugerem
que a fracdo enriquecida em
harpagosideo € a principal
responsavel pelo efeito de H.
procumbens na atividade
dessas enzimas, enquanto que
outros componentes poderiam
estar antagonizando ou
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Atividade Parte da Extrato e modo de Concentracao Metodologia Resultado observado Referéncia
planta preparo
aumentando a sintese de
mediadores inflamatorios,
modulando assim a atividade
do extrato bruto.
Anti-inflamatéria Raizes Extrato etanolico. Raizes  Extrato bruto: 50-500 pg/  Avaliacdo do efeito sobrea O extrato bruto suprimiu, de (70)
secundarias secundarias pulverizadas  mL. expressdo de das citocinas forma concentragdo-
(300 g) foram extraidas Harpagosideo: 50-200 uM inflamatdrias IL-1p, IL-6 e dependente, a producéo de
com etanol 50% (3 L, TNF-a em células de todas as citocinas avaliadas. O
duas vezes) por 2 h sob macrofagos de harpagosideo também
refluxo. O extrato camundongos (células RAW  apresentou efeito significativo,
coletado foi concentrado 264,7) estimuladas por LPS. 0 que indica que esse composto
sob pressdo reduzida é um dos principios ativos de
seguida de liofilizacdo H. procumbens.
(rendimento = 61,4%).
Harpagosideo foi isolado
(rendimento de 0,4%) e
identificado por meio de
RMN.
Anti-inflamatoria Tubérculos Extrato etandlico. O p6 ND Avaliacdo da inibicdo do Os compostos 3,7 e 8 (39)

dos tubérculos secos (4
kg) foi extraido com
etanol 80% quente sob
refluxo (40 L x 5, por 3
h), seguido de remocéo
do solvente a vacuo, para
o rendimento de 463 g de
extrato. O extrato seco
foi entdo suspenso em
agua e extraiso
sucessivamente em
acetato de etila (3 L) e n-
butanol (3 L). Os
compostos 1
(haprosideo) e 2 (pagida)
foram isolados da fragdo
n-butanol. Os compostos

burst oxidativo em
neutréfilos estimulados com
PMA, por meio de analise
por quimioluminescéncia.

apresentaram significativa
atividade inibitdria contra o
burst oxidativo de neutrdéfilos
estimulados por PMA,
enquanto que 0s compostos 4,
5 e 6 apresentaram apenas
baixa atividade. A atividade
desses compostos ndo tem
relagdo com citotoxicidade,
uma vez que todos eles ndo
apresentaram citotoxicidade
significativa. Os compostos 1 e
2 ndo apresentaram efeito
detectavel.
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3 (2a,3a-dihydroxyurs-
12:20(30)-dien-28-oic
acid), 4 (&cido pigénico
A), 5 (&cido corosolico),
6 (acido euscéfico), 7
(&cido pigénico B) e 8
(2a,30,24-trihydroxyurs-
12,20(30)-dien-

28-oic acid) (todos séo
terpenoides conhecidos)
foram isolados da fragdo

acetato de etila. A pureza

dos compostos foi
avaliada por CLAE e
RMN, como maior de
95%.

Anti-inflamatéria

Cultura de
raizes
transformadas

Extratos metanolicos.
Porc¢des (50 g) de
suspensdes celulares da
biomassa celular
liofilizada foram
individualmente
homogeneizadas com
areia do mar usando gral
e pistilo, depois extraido
por incubacéo em
metanol por 48 h. Os
extratos resultantes da
biomassa celular e das
raizes tranformadas
foram designados CME-
CB e CME-HR,
respectivamente, sendo
posteriormente filtrados
€ Secos por evaporagao a
vécuo, resultando em

500 ug/ mL do extrato ou
250 pg/ mL dos
compostos isolados

Avaliacédo do efeito sobre a
liberacéo de citocinas (TNF-
a e IL-6) e NO e sobre a
expressdao de COX-1e
COX-2 em macréfagos
peritoneais murinos
estimulados por LPS. Além
disso, o extrato e 0s
compostos isolados foram
adicionados a soro humano
para investigar seus efeitos
na via classica de ativacao
do sistema complemento.

Os resultados indicam que 0s
extratos brutos e o
verbascosideo puro (o
constituinte ativo majoritario)
apresentaram fortes
propriedades anti-
inflamatdrias, comparaveis ou
mesmo maiores que as do
harpagosideo (que € o principal
constituinte ativo presente nos
tubérculos intactos de H.
procumbens). Assim, 0s
autores sugerem o potencial
farmacolégico das culturas
transformadas de H.
procumbens.

(711)
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23,4e 20,13 gde

residuo, respectivamente.

Por meio de sucessivas
cromatografias em
coluna, os feniletanéides
glicosilados
verbascosideo,
leucosceptosideo A, -
OH-verbascosideo e
martinosideo, foram
purificados e
estruturalmente
identificados por RMN e
CL-EM.

Anti-inflamatoria

N.D.

H. procumbens seco foi
pulverizado e metanol
foi adicionado a uma
concentragdo final 100
mg de p6/ mL de
metanol. O material foi
vortexado por 5 min
seguido de agitacdo a
400 rpm por 5 min a
temperatura ambiente.
Em seguida, o material
foi centrifugado a 8000
rpm por 5 min e a fase
metanolica foi decantada
e concentrada a 35°C sob
uma corrente suave de
nitrogénio, resultando
num extrato bruto
resinoso. Harpagosideo e
harpagida foram
identificados no extrato
por meio de CCD.

Extrato bruto: 2 mg
Harpagosideo: 0,2 mg e
0,006 mg.

Harpagida: 0,2 mg e 0,002
mg.

Inibicdo enzimatica da
COX-2, utilizanodo acido

aracdonico como substrato.

O extrato bruto demonstrou (72)
direta inibigéo (68%) da
enzima COX-2 (IC50 = 0,1046
mg/mL). A IC50 do
harpagosideo foi 104,1 mg/mL,
enguanto para a harpagida foi
0,1186 mg/mL. A
concentragdo de harpagosideo
e harpagida equivalente a
encontrada no extrato (3 e 1%,
respectivamente) contribuiu
com 1,5 e 13% da inibicdo
apresentada pelo extrato bruto,
respectivamente. Os autores
sugerem que a inibicdo do
extrato seja devido a um
sinergismo de varios
componentes bioativos,
incluindo harpagida e
harpagosideo.
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Anti-inflamatéria N.D.

Comprimidos revestidos
(DEV4.4-5.0:1, Pascoe®-
Agil, 240 mg) contendo
extrato hidroalcodlico
obtido da extracao
hidroalcodlica de Radix
Harpagophyti
procumbens. 2,9% de
harpagosideo.

10-500 pg/ mL

Avaliacéo do efeito sobre a
expressdo e liberagdo de
citocinas pro-inflamatorias
(IL-6, IL-1B e TNF-a e
PGE,) em mondcitos
humanos estimulados por
LPS e estudo das vias de
sinalizacdo intracelular
envolvidas na inflamacéo.

Todas as citocinas analisadas (73)
foram inibidas pelo extrato de

forma dose-dependente. Os

resultados do estudo das vias

de sinalizacdo envolvidas

indicam que o extrato inibe a

inducdo da expressdo de genes
pré-inflamatoérios,

possivelmente bloqueando a

via AP-1.

Antimicrobiana N.D. Extrato seco de H. H. procumbens: 100, 20, Avaliacdo da MIC e da O extrato de H. procumbens (74)
procumbens (Finzelberg- 10,2,1,0,4e0,2 ug/ mL.  MBC contra 18 bactérias foi um dos extratos mais
Andernach, Alemanha), Harpagosideo: 128, 64, aerdbicas, 9 anaerobicas, 2 eficientes dentre os testados
com teor de 32,16,8,4,2e1pg/ mL. Candida e 1 Malassezia contra as bactéria aerébicas e
harpagosideo de 2,6%. furfur isolada contra Candida, inibindo o
Também foi testado crescimento de todas bactérias
harpagosideo comercial aerobicas testadas, além de C.
(Roth, Karlsruhe, krusei. Por outro lado, o
Alemanha) extrato apresentou atividade
frente apenas duas bactérias
anaerdbicas: Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas
gingivalis. J& o composto
harpagosideo, na forma
isolada, ndo apresentou
atividade.
Antioxidante Raiz Extrato aquoso das raizes  0,1-100 pg/ mL Quimioiluminescéncia pela O extrato inibiu a autooxidacdo (47)

secas e branqueadas,
concentrado e
solubilizado em etanol; o
precipitado formado foi
removido e o extrato foi
seco. Teor de
harpagosideo: 8,9%
(método de quantificacdo
ndo descrito). O

autooxidacao de um
homogenato de lipidios do
cérebro de camundongos.

de modo concentracéo-
dependente e 0 composto
harpagosideo ndo apresentou
atividade.
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Atividade Parte da Extrato e modo de Concentracao Metodologia Resultado observado Referéncia
planta preparo
harpagosideo isolado
também foi testado.
Antioxidante Raiz tuberosa  Extrato de H. 1-1000 pg/ mL Ensaio DPPH; geragéo de O extrato e a tintura inibirama  (75)

procumbens (Bioforce
AG, Suica, teor ndo
menor que 1,2% de
harpagosideo), tintura de
H. procumbens (Bioforce
UK Ltd) e harpagosideo
isolado comercial.

nitrato em células
(macréfagos RAW 264,7)
estimuladas por LPS;
geracdo de anion superéxido
e atividade MPO em
neutrolilos humanos
estimulados por n-formil-
metionil-leucil-fenilalanina
e acido araquiddnico;
quantificacdo de neutrdfilos
e vibalidade celular (azul de
tripano).

formac&o de radicais DPPH de
maneira concentragao-
dependente. Ambas
preparacfes foram inativas em
concentracdes de 0,001 e 1
pg/mL. A méaxima atividade
foi observada em 1000 pg/mL,
na qual extrato e tintura
apresentaram capacidade de
sequestro de 91,75 +1,4% e

89,95+2,80%, respectivamente.

Harpagosideo apresentou
atividade antioxidante minima,
na maxima concentracéo
testada (1000 pg/mL). Extrato
e tintura, em todas
concentragdse, nos diferentes
tempos de tratamento,
diminuiram os niveis de nitrito,
com atividade méxima em
1000 pg/mL, exceto, o extrato
(300 pg/mL, 1 h de pré-
tratamento), que ndo
apresentou atividade. A
viabilidade celular foi > 93%.
Ambas preparacdes, em todas
concentragdes, ndo
apresentaram atividade sobre a
geracao de anion superdxido
produzido por neutréfilos
estimulados; diminuiram os
niveis de mieloperoxidase em
todas as concentragdes, exceto
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planta preparo
a tintura (300 pg/mL) que ndo
apresentou atividade
e inibiu a atividade de MPO
nas concentrac@es de 500 e
1000 pg/mL.

Antioxidante Cultura de Extratos metandlicos 50-1000 g/ mL Avaliacdo do potencial Extratos brutos, fracdes e (64)
raizes brutos da biomassa e das redutor de ferro e atividade ~ composto isolado apresentaram
transformadas  raizes transformadas. quelante de ions ferro significativa acdo redutora de

Também foram testadas fons ferro, sendo o extrato
as fragOes enriquecidas bruto o menos ativo, o que
de feniletandides, obtidas indica que sdo 0s compostos
de cada extrato bruto por feniletandides que séo 0s
meio de uma coluna de principais responsaveis pela
poliamida 6, sendo as capacidade redutora do ferro.
fracdes eluidas com Os extratos brutos
pogdes de agua destilada apresentaram forte capacidade
e metanol (25, 50, 75 e quelante de ions ferro,
100% de metanol). O enquanto que a fracdo
composto majoritario, enriquecida e o verbascosideo
verbascosideo, foi ndo, 0 que sugere que outros
isolado aplicando as compostos presentes no extrato
fracdes em colunas bruto é que sdo responsaveis
Merck Lobar (RP-8 e por essa atividade.
RP-18), e eluidas com
um gradiente de agua/
metanol.

Antiplasmddica Raizes Extrato éter de petréleo:  Atividade antiplasmédica:  Atividade antiplasmédica: Por meio de uma triagem (40)

50 g das raizes secas e
moidas™* foi colocado em
contato com 500 mL de
éter de petroleo e
deixado sob agitagdo por
24 h. Por meio de um
fracionamento
biomonitorado, foi
obtido dois diterpenos:

100a 0,2 pg/ mL
Controle positivo:
difosfato de cloroquina.
Citotoxicidade: 100 pg/
mL a 1 ng/ mL.
Controle positivo:
hidrocloridrato de
daunorubicina.

Efeito sobre a forma dos

Cepa de P. falciparum
sensivel (D10) e cepa

resistente (K1) a cloroquina.

Citotoxicidade: células
CHO e hepatoma humano
(HepG2): ensaio MTT para

avaliar a viabilidade celular.

Efeito sobre a
forma dos eritrocitos:

inicial foi observado que
dentre os extratos aquoso,
metandlico e éter de petréleo
(EP), o Gltimo foi o Unico que
apresentou atividade
antiplasmddica (IC50 = 13,57
pg/ mL). A atividade de
extratos preparados a partir da
planta cultivada foi mais
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(+)-8,11,13-totaratrieno-
12,13-diol (1) e (+)-
8,11,13-abietatieno-12-ol
(2).

*neste trabalho, foram
preparados extratos com
a espécie silvestre e com
a espécie cultivada.

eritrocitos: 100 a 0,2 pg/
mL (281-0,56 uM).
Controle positivo:
hidrocloridrato de
clorpromazina.

microscopia de contraste de
fase de luz.

signficante que da planta
silvestre e apresentou uma
IC50 que variou de 5,8 a 6,6
pg/ mL. Os compostos 1 e 2
apresentaram atividade
antiplasmddica contra as cepas
D10 e K1 e ndo apresentaram
resisténcia cruzada com a
cloroquina. O composto 1 foi
igualmente ativo frente as duas
cepas, ja 2 foi levemente mais
ativo contra a cepa K1. O
extrato EP (1C50>100) e 0s
compostos 1 (IC50 = 51,45
(CHO) e 59,01 (HepG2)) e 2
(IC50=51,69 (CHO) e 43,71
(HepG2)), apresentaram ndo
serem toxicos para as células
de CHO e HepG2, nas
concentragdes necessarias para
inibir o crescimento do
parasita. Os valores do indice
de seletividade demonstraram
que ambos compostos sdo em
média

66 vezes mais ativos contra P.
falciparum em comparacéo a
células mamarias, indicando
certa seletividade. Em relacdo
ao efeito sobre a forma dos
eritrocitos, 1 e 2 ndo alteram a
forma dos eritrGcitos nas
concentragdes necessarias para
inibir o parasita. Em
concentragdes 100 vezes
maiores que os valores de
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IC50, também se manteve a
forma discoide do eritrocito e
ndo foram observadas
alterac6es morfologicas. Além
disso, ndo foi observada lise de
eritrécitos em concentracfes de
100 pg/ mL. Cabe destacar,
que o extrato EP preparado a
partir das partes aéreas e das
sementes foram desprovidos de
atividade.

Quadro 10 — Estudos in vitro de atividade farmacolégica pré-clinica da espécie H. procumbens. N.D.: ndo descrito.
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Assim como no uso popular, a principal parte da planta utilizada nos estudos
farmacoldgicos foram as raizes, ndo sendo encontrado nenhum estudo que avalie outra parte
da planta, exceto pelos estudos em que a parte da planta ndo é especificada, mas que, no
entanto, pode-se supor tratar-se das raizes, tendo-se em vista a grande hegemonia de estudos
com esse farmacogeno. Varios dos estudos levantandos mostram a avaliacdo da atividade
farmacoldgica tanto do extrato bruto quanto de compostos isolados, principalmente o
harpagosideo, visando correlacionar a atividade bioldgica com os compostos isolados obtidos.

De forma geral, a maior parte dos trabalhos in vitro (assim como a maioria dos demais
estudos farmacoldgicos da planta), foi conduzida para avaliagdo de atividade anti-
inflamatoria, devido ao seu largo emprego popular no tratamento, principalmente, de doencas
inflamatdrias. Para os demais possiveis efeitos do extrato de H. procumbens foram
encontrados somente estudos preliminares. Nos estudos in vitro, os autores buscaram elucidar
0 mecanismo de a¢do anti-inflamatdrio de diferentes extratos de H. procumbens, por meio da
avaliacdo da atividade dos compostos, considerados majoritorios na espécie, na forma isolada.

Whitehouse; Znamirowska; Paul (1983) (58) observaram que o extrato obtido a partir
de um produto comercial a base de “garra-do-diabo” ndo inibiu a atividade da enzima
prostaglandina sintase. Baghdikian et al. (1997) (21) avaliaram a atividade de varios
compostos isolados obtidos de uma fragcdo mais ativa das raizes de H. procumbens, sobre a
elastase de neutréfilos humanos. O composto mais ativo foi 6" -O-acetilacteosideo, seguido
por pagosideo, 8-p-cumarilharpagida e isoacteosideo, enquanto que o composto harpagosideo
ndo apresentou atividade (21). Por outro lado, Fiebich et al. (2001) (46) observaram que o
extrato hidroetandlico (etanol 60%) das raizes de H. procumbens inibiu os niveis de TNF-q,
IL-6, IL-1 e PGE,, no entanto, os compostos harpagosideo e harpagida ndo apresentaram
atividade. Em um estudo mais recente foi mostrado que um extrato etandlico padronizado de
H. procubens é capaz de inibir a producdo de IL-1B, IL-6, PGE, e TNF-a, e que 0 extrato
inibe a expressdo de genes pro-inflamatdrios possivelmente bloqueando a via AP-1 de
sinalizacdo celular (73). Inaba et al. (2010) (70) também observaram que o extrato etandlico
das raizes secundéarias de H. procumbens, bem como o harpagosideo, foram capazes de
diminuir os niveis de TNF-qa, IL-6, IL-18 em macréfagos de camundongos estimulados in
vitro com LPS. Jang et al. (2003) (66) também observaram que o extrato aquoso das raizes de
H. procumbens inibiu a expressdo de mRNA de COX-1, mas de forma mais significativa
atuou sobre a expressdo de COX-2 e iNOS e sobre a sintese de PGE, e NO. Posteriormente,

foi apresentado que extratos com maior concentracdo de harpagosideo apresentaram atividade
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mais significativa sobre a inibicdo dos niveis de NO, devido a inibicdo da expressdo de
mRNA de iNOS. No entanto, harpagosideo na forma isolada ndo apresentou atividade sobre
0s niveis de NO, mas inibiu a formacdo de nitrito (66). Cabe destacar, que um extrato
preparado sem a presenca de harpagosideo, também inibiu a formacéo de nitrito e inibiu em
torno de 50% a expressdo de iNOS (47). Huang et al. (2006) (45), observaram que
harpagosideo inibe os niveis de NO por meio da inibi¢do da indugdo da expressao de iNOS e
COX-2. Loew et al. (2001) (67) buscaram correlacionar a atividade anti-inflamatéria com o
teor de harpagosideo e, por isso, obtiveram diferentes extratos que foram avaliados sobre a
biossintese de cisteinil-leucotrienos e tromboxano. As fracGes acetato de etila e butandlica,
que contém os maiores teores de harpagosideo (em média 19%) apresentaram efeito
significativo sobre a sintese de leucotrienos e tromboxano, mas harpagosideo, na forma
isolada, apresentou atividade significativamente menor que um extrato de H. procumbens, que
apresentava um teor de 7,3% de harpagosideo. Por outro lado, a influéncia do extrato bruto e
de fragdes enriquecidas em harpagosideo sobre a atividade das COX-1 e COX-2, bem como
sobre a producdo de NO, no ensaio de sangue total estimulado com LPS, foi avaliado (50) e
observou-se que o extrato bruto ndo foi capaz de inibir a COX-1 (por ndo alterar a producéo
de TXA;) nem a COX-2 (por ndo alterar a produgdo de PGE;,), enquanto que a fragéo
contendo o maior teor de harpagosideo foi capaz de inibir indistintivamente COX-1 e COX-2
(37,2 e 29,5%, respectivamente) e inibir significativamente (p<0,05 em relacdo ao controle) a
producdo de NO (66%). Em contraste, foi observado que a fracdo contendo um pool de
iridéides aumentou a atividade COX-2 e ndo alterou nem COX-1 nem a producdo de NO.
Uma fragdo contendo &cido cindmico foi capaz de reduzir apenas a producao de 6xido nitrico
(67%). Com esses resultados, os autores sugerem que a fracdo enriquecida em harpagosideo é
a principal responsavel pelo efeito de H. procumbens na atividade dessas enzimas, enquanto
gue outros componentes poderiam estar antagonizando ou aumentando a sintese de
mediadores inflamatorios, modulando assim a atividade do extrato bruto (50).

Outro trabalho avaliou a atividade anti-inflamatdria in v