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RESUMO 

 
A utilização de substâncias naturais e o desenvolvimento de fármacos a partir de 
plantas medicinais têm aumentado substancialmente a cada ano em todo o mundo, 
levando a trocas interculturais e a difusão do uso de técnicas biotecnológicas e de 
produtos terapêuticos naturais. Uma substância promissora para ser usada na 
medicina é a bergenina, uma molécula derivada do ácido gálico. Ela é o componente 
majoritário do extrato etanólico das raízes de Peltophorum dubium, conhecida 
popularmente como angico amarelo, canafístula ou faveiro. As raízes dessa planta 
são muito utilizadas na medicina popular para tratar inflamações e também como 
anticoncepcional. O objetivo do estudo foi realizar a bioprospecção da bergenina em 
modelos experimentais de inflamação, além de determinar seu potencial 
antioxidante por meio de estudos da modulação por parâmetros in vitro. A estrutura 
molecular da substância foi elucidada por técnicas espectroscópicas utilizando RMN, 
Difração de Raio-X, IV-TF e DSC. Depois disso, foi avaliada a capacidade 
antioxidante in vitro da bergenina contra os radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 
(DPPH•), ácido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico (ABTS•+), radical 
hidroxila (OH•), óxido nítrico (NO) bem como a sua capacidade de transferir elétrons 
pelo potencial redutor, a capacidade de quelar íon ferro e o potencial de inibir a 
peroxidação lipídica (TBARS). Depois a nível celular, foi avaliada a capacidade 
antioxidante contra o dano oxidativo produzido por AAPH em eritrócitos, sua 
propriedade hemolítica, o potencial de inibir a hemólise e a capacidade de conservar 
a glutationa intracelular. Assim, foi demonstrado a importância deste composto na 
proteção contra o estresse oxidativo. Também foi avaliado o efeito e o mecanismo 
de ação da bergenina na inflamação desencadeada por lipopolissacarídeos em 
macrófagos peritoneais de camundongos, através das dosagens de nitrito, 
expressão de iNOS, a fosforilação de STAT3 e de proteínas da família MAPK, a 
degradação de IκB-α, a produção de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-17. Nessa etapa, foi 
possível perceber que a bergenina não exibe atuação pelas vias de sinalização 
MAPKs e NF-κB, sendo sensível à via Jak-STAT. Também foram explorados os 
efeitos da bergenina em um modelo de colite ulcerativa aguda induzida por TNBS. A 
administração de bergenina levou a diminuição dos danos macro e microscópicos da 
colite, diminuiu a mieloperoxidase, também foi capaz de diminuir a expressão das 
proteínas COX-2, iNOS, IκB-α, pSTAT3 e os níveis de IL-1β e IFN-γ, aumentou IL-10 
e inibiu o inflamassoma-NLRP3/ASC por via canônica e não canônica. Sendo 
possível concluir que a bergenina pode ser um forte candidato a fármaco anti-
inflamatório e antioxidante. 

Palavras- chaves: Bergenina. Antioxidante. Anti-inflamatório. Colite. TNBS   
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ABSTRACT 
 

The use of natural substances and the development of drugs from medicinal plants 

have increased substantially each year around the world, leading to intercultural 

exchanges and the diffusion of the use of biotechnological techniques and natural 

therapeutic products. A promising substance to be used in medicine is bergenin, a 

molecule derived from gallic acid. It is the major component of ethanolic extract from 

the roots of Peltophorum dubium, popularly known as angico amarelo, canafistula 

and faveiro. The roots of this plant are widely used in folk medicine to treat 

inflammation as well as a contraceptive method. The objective of this study was to 

perform bergenin bioprospecting in experimental models of inflammation and to 

determine its antioxidant potential through in vitro parameter modulation studies. The 

molecular structure of the substance was clarified by spectroscopic techniques using 

NMR, X-ray Diffraction, IV-TF and DSC. After that, the bergenin in vitro antioxidant 

capacity against 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•), 2,2'-azinobis-3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS•+), Hydroxyl (OH•), nitric oxide (NO) was 

evaluated, as well as its ability to transfer electrons through the reducing potential, 

the capacity to chelate the iron ion and the possibility to inhibit lipid peroxidation 

(TBARS). Then, at the cellular level, it was investigated the antioxidant capacity 

against the oxidative damage produced by AAPH in erythrocytes, its hemolytic 

properties, the potential to inhibit hemolysis and the ability to conserve intracellular 

glutathione, thereby demonstrating the importance of this compound in the protection 

against oxidative stress. It was also evaluated the effect and the bergenin 

mechanism of action on the inflammation triggered by lipopolysaccharides in mice 

peritoneal macrophages through nitrite dosages, iNOS expression, phosphorylation 

of STAT3 and MAPK family proteins, degradation of IκB-α, production of TNF-α, IL-

1β, IL-6 and IL-17. At this stage, it was possible to notice that bergenin does not 

exhibit MAPKs and NF-kB signaling pathways, being sensitive to the via Jak-STAT 

signaling pathway. The effects of bergenin on an acute ulcerative colitis model 

induced by TNBS have also been explored. The administration of bergenin led to a 

decrease in the macro and microscopic colitis damage, decreased myeloperoxidase 

and the proteins expression of COX-2, iNOS, IκB-α, pSTAT3 and IL-1β and IFN-γ 

levels, increased IL-10 and modulated the NLRP3/ASC-inflammasome at canonical 

and non-canonical pathways. It is possible to conclude that bergenin may be a strong 

candidate for anti-inflammatory and antioxidant drugs. 

 
KEYWORDS: Bergenin. Antioxidant. Anti-inflammatory. Colitis. TNBS.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A utilização de substâncias medicamentosas naturais e o desenvolvimento de 

fármacos a partir de plantas medicinais têm aumentado substancialmente a cada 

ano, tanto em países em desenvolvimento quanto em países desenvolvidos, levando 

a trocas interculturais e a difusão do uso de técnicas biotecnológicas e de produtos 

terapêuticos naturais (TENÓRIO et al., 2017; WIN et al., 2017; GIOVANNINI et al., 

2016; DUTRA et al., 2016). 

A pesquisa e desenvolvimento (P&D) de medicamentos exige uma série de 

etapas complexas que começa com a observação da necessidade de novos 

produtos para suprir ou complementar o tratamento de enfermidades, seguindo com 

a criação de ajustes em processos e/ou produtos já existentes e culmina no 

desenvolvimento de pesquisa experimental aplicada que corresponde à descoberta 

e síntese de moléculas com potencial farmacológico e a sua correlação com sítios 

biológicos específicos (STEELS et al., 2017; MOFFAT et al., 2017; TIGRE et al., 

2016). 

Dessa forma, o processo pode resultar em inovações terapêuticas, novos 

produtos e aprendizados. E com a bioprospecção incremental de moléculas 

provenientes de produtos naturais que visa gerar novos fins terapêuticos para 

substâncias com potencial farmacológico conhecido (GUIMARÃES et al., 2017) os 

avanços da biotecnologia passam a contribuir não somente na descoberta de novas 

substâncias mas também na descoberta de novas atividades farmacológicas para 

moléculas já conhecidas. 

 No Brasil, a legislação vigente exige que a segurança e eficácia de moléculas 

candidatas a fármacos sejam bem definidas antes da sua comercialização. Em fases 

iniciais são realizados estudos in vitro para descrever a interação das moléculas em 

meios não biológicos, também são realizados os estudos não clínicos in vivo para 

avaliar os efeitos biológicos das substâncias em animais, antes dos estudos clínicos 

(BONFANTI et al., 2016; WALLER et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2015). 

Alguns fármacos presentes no mercado que estão sendo usados na clínica 

médica foram gerados a partir de produtos naturais ou desenvolvidos por síntese 

química a partir destes (BENJAMIN et al., 2016). Os produtos naturais podem ser 

provenientes de plantas, animais, organismos marinhos, insetos, fungos e bactérias 

que são importantes fontes de substâncias biologicamente ativas para diversas 



18 
 

 

finalidades terapêuticas (NEWMAN, 2017). Nos últimos anos o empenho de 

pesquisadores também está voltado para modificações estruturais nas moléculas 

provenientes de produtos naturais com o objetivo de melhorar às fases de 

farmacocinética e farmacodinâmica além de minimizar seus efeitos adversos 

(MOODIE et al., 2017; RODNICK et al., 2017; JACOBO et al., 2016; TSOUH et al., 

2015).  

Nesse sentido, o Brasil possui grande biodiversidade de produtos naturais, 

somente de plantas, o número de espécies catalogadas supera 350 mil exemplares 

e isso representa apenas uma fração da biodiversidade da flora brasileira que tem o 

número estimado de espécies biológicas em 1,8 milhão (SOUSA et al., 2017). Trata-

se de um grande potencial para a pesquisa e exploração visando o desenvolvimento 

de novos fármacos. Apesar da riqueza de produtos naturais encontrados no Brasil, 

ainda é pequeno o número de plantas estudadas quanto aos princípios 

biologicamente ativos (SOUSA et al., 2017). Tudo isso reitera a importância da 

pesquisa para a comprovação de atividades farmacológicas de produtos obtidos de 

plantas medicinais, dentre as quais se destacam as substâncias com atividade 

antioxidante e anti-inflamatória que podem melhorar a qualidade de vida de milhões 

de pessoas que sofrem com patologias advindas de processos inflamatórios. 

Dos diversos processos patológicos onde a biotecnologia e o uso de moléculas 

com potencial terapêutico podem ser aplicados, as enfermidades causadas por 

processos inflamatórios têm ganhado grande importância devido as complicações 

orgânicas que afetam cerca de 30% dos portadores (RIBEIRO et al., 2017). E 

apesar do grande avanço tecnológico, muitos enfermos enfrentam severas 

complicações imunológicas decorrentes dos efeitos adversos dos medicamentos 

disponíveis no mercado que podem levar ao aparecimento de outras complicações 

como problemas cardiovasculares, câncer e doenças gástricas (TADIĆ et al., 2017; 

TERÁN, 2008). 

A Peltophorum dubium (Spreng) Taubert pertence a família Fabaceae e pode 

ser encontrada em grande parte do território brasileiro, principalmente nos domínios 

fitogeográficos de caatinga, cerrado, mata Atlântica e pantanal (SILVA et al., 2017; 

BAHIA et al., 2010), no nordeste da Argentina, no leste do Paraguai e norte do 

Uruguai. No Brasil é popularmente conhecida como ―Canafístula‖, ―Faveiro‖, ―Angico 

amarelo‖, ―Tamboril‖, ―Canafrista branca‖ entre outras denominações a depender da 
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região. Possui raízes, caule, folhas e flores utilizadas na medicina popular para tratar 

inflamações e também como anticoncepcional (BAHIA et al., 2010).  

Dentre as partes da P. dubium utilizadas é nas raízes que se concentram a 

maior incidência de bergenina, substância derivada do ácido gálico, composta de 

três anéis de seis membros: um anel aromático, um anel glucopiranose e um anel δ-

lactona (Figura 1). Possui atividade farmacológica comprovada como efeito 

hepatoprotetor (PAN et al., 2016), antiartrítico (EL-HAWARY et al., 2016), 

antibacteriano (DWIVEDI et al., 2017) e anti-inflamatório (AGGARWAL et al., 2016). 

Ainda no contexto dos estudos bioprospectivos que visam a descoberta de 

novos produtos e a expansão da aplicabilidade terapêutica de produtos já 

conhecidos, este trabalho teve como intento contribuir para o desenvolvimento e 

aprimoramento de novos fármacos baseados no uso de bergenina como principio 

ativo para o tratamento de enfermidades inflamatórias.  

 

Figura 1 - Estrutura química da bergenina 
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                              Fonte: Autoria própria (2018). 

 

Dessa forma a tese intitulada ―Bioprospecção da bergenina isolada de 

Peltophorum dubium, com ênfase nas propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias: aporte para o desenvolvimento de novos fitomedicamentos‖ foi 

dividida em capítulos baseados em artigos científicos submetidos ou publicados em 

revistas de caráter internacional com o objetivo de fornecer uma maior abrangência 

dos resultados encontrados e torná-los disponíveis a outros grupos de pesquisa.  
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O primeiro capítulo apresenta dados da propriedade antioxidante in vitro da 

bergenina em sistemas não biológicos e biológicos. Este capítulo foi baseado na 

magnitude dos efeitos maléficos causados pelo estresse oxidativo no organismo 

humano e a sua relação com processos inflamatórios.  

O capítulo dois apresenta os mecanismos envolvidos na atividade anti-

inflamatória da bergenina e a possível via de sinalização em modelo de macrófagos 

estimulados por lipopolissacarídeos (LPS). Por fim o capítulo três aborda os efeitos 

anti-inflamatórios da bergenina em um modelo in vivo de colite ulcerativa aguda, 

fazendo uma relação das vias de atuação e os mediadores inflamatórios envolvidos 

no inicio da inflamação.  

Os resultados da presente tese servirão como base de pesquisa para o 

desenvolvimento de produtos utilizando a bergenina para fins anti-inflamatórios. E 

contribuirá para o desenvolvimento científico e tecnológico do Estado do Piauí. 

  



21 
 

 

 

  



22 
 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Realizar a bioprospecção da bergenina, um derivado do ácido gálico extraído 

de raízes da Peltophorum dubium, em modelos experimentais de inflamação in vitro 

e in vivo, além de determinar seu potencial antioxidante por meio de estudos da 

modulação de parâmetros in vitro. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar a capacidade antioxidante da bergenina por meio dos métodos de inibição 

de 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH•), 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico (ABTS•+), Nitrito, degradação de desoxirribose e a capacidade de reduzir 

e quelar íons ferro; 

 

 Avaliar a capacidade de proteção contra dano oxidativo produzido por 2,2’-azobis-

2-amidinopropano (AAPH) em eritrócitos, a capacidade hemolítica, potencial de 

inibir a hemólise e a capacidade de preservar a homeostase da glutationa 

reduzida intracelular; 

 

 Determinar os efeitos da bergenina sobre o metabolismo de macrófagos 

peritoneais de camundongos ativados por lipopolissacarídeos (LPS); 

 

 Verificar os efeitos da bergenina sobre proteínas e citocinas inflamatórias em 

macrófagos estimulados por LPS e estudar alguns dos mecanismos de 

sinalização molecular do processo inflamatório de macrófagos estimulados por 

LPS e tratados com bergenina; 

 

 Analisar os efeitos da bergenina na extensão e severidade da colite aguda 

experimental induzida por ácido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfônico (TNBS) em ratos; 

 

 Avaliar de forma microscópica a mucosa do colón dos ratos, os danos associados 

a instalação do TNBS e a infiltração de células inflamatórias; 
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 Determinar os efeitos da bergenina sobre proteínas e citocinas presentes no colón 

dos ratos, além de estudar os mecanismos de sinalização molecular do 

inflamassoma-NLRP3 nas células epiteliais do cólon dos ratos; 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Pesquisa e Desenvolvimento de medicamentos provenientes de produtos 

naturais 

 

 A utilização de produtos da natureza para tratar problemas de saúde é tão 

antiga quanto a civilização humana. O Brasil dispõe de uma diversidade genética 

vegetal que representa uma das maiores do mundo, existem mais de 50.000 

espécies de plantas superiores (20-22% do total existente no planeta) e destas 

espécies muitas apresentam atividades biológicas. Por conta do potencial 

terapêutico, as plantas são utilizadas tradicionalmente pela medicina popular e vem 

despertando o interesse de pesquisadores e indústrias farmacêuticas que tem 

objetivos de desenvolverem novas terapias medicamentosas provenientes de 

plantas medicinais (MÜGGE et al., 2016). 

A geração e o aprimoramento de novos fármacos estão intimamente ligados a 

plantas medicinais. Estima-se que pelo menos 25% de todos os medicamentos 

modernos são derivados direta ou indiretamente de plantas medicinais, neste 

contexto, vários fatores estimulam a busca de novos medicamentos originados de 

produtos naturais como o combate a doenças com tratamentos ainda limitados como 

o câncer e a falta de acesso econômico da maioria da população aos medicamentos 

modernos. Sendo necessário produzir novas vias terapêuticas economicamente 

acessíveis (MARQUES et al., 2017; PAZUCH et al., 2017). 

Por outro lado é importante ressaltar que a comercialização de medicamentos 

provenientes de produtos naturais não condiz com a biodiversidade do Brasil devido 

ao baixo investimento em P&D de medicamentos no país. Além disso, as atividades 

de pesquisa e aplicações tecnológicas estão mais restritas ao setor acadêmico sem 

ligações diretas com empresas. Esse fato mostra a importância de haver uma 

interação entre empresas e universidades com o intuito de investir em conhecimento 

gerando novos produtos biotecnológicos para a população. 

 

3.2. Peltophorum dubium: aspectos botânicos 

 

A espécie Peltophorum dubium (Spreng) Taub. popularmente conhecida 

como canafístula, angico amarelo ou faveiro pertence à família Fabaceae com cerca 
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de 19.325 espécies sendo a terceira maior família botânica existente. De forma mais 

específica a P. dubium está classificada na subfamília Caesalpinioideae, apresenta 

porte entre 15 e 40 metros, tronco com 50 a 120 cm de diâmetro, folhas bipinadas, 

com inflorescência no período de verão. O fruto é um legume achatado e seco que 

apresenta uma a duas sementes (MANTOVANI et al., 2017; CURTI et al., 2014). 

De forma natural a P. dubium (Figura 2) está distribuída no Brasil em regiões 

de caatinga, cerrado, mata atlântica e pantanal. Ocorre preferencialmente em solos 

úmidos argilosos (MEDRI et al., 1998). É uma planta de crescimento rústico, heliófita 

e com fortes características de interesse econômico como a madeira pesada, de 

resistência mecânica média que pode ser utilizada na construção civil e fabricação 

de móveis (SILVA et al., 2017; MANTOVANI et al., 2017; MOREIRA; OLIVEIRA, 

2006). 

Figura 2 - Peltophorum dubium 

 

                               Fonte: Autoria própria (2018). 

 

3.2.1. Propriedades medicinais 

 

O uso de plantas para fins terapêuticos ou curativos é muito antigo e data dos 

primórdios da civilização, existem registros do cultivo e utilização de plantas 

medicinais de 2300 a.C. pelos egípcios, hebreus e assírios (NASCIMENTO JÚNIOR 

et al., 2016). No Brasil, antes do seu descobrimento pelos portuguêses, a população 
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indígena já utilizava plantas medicinais para a cura de doenças (BUENO et al., 

2005).  

As plantas medicinais despertam grande interesse dos pesquisadores de todo 

o mundo que buscam a cura de muitas enfermidades com o uso de extratos ou 

substâncias isoladas de plantas medicinais (FOGLIO et al., 2006). Pela grande 

diversidade de flora, o Brasil foi considerado o país com maior potencial de 

exploração vegetal para fins medicamentosos e biotecnológicos. Diante desse 

contexto a P. dubium é usada popularmente como anticoncepcional e anti-

inflamatório (OLIVEIRA et al., 2013), existem relatos também do uso de extratos e 

substâncias isoladas desta espécie como hepatoprotetor (PAN et al., 2016), 

antiartrítico (EL-HAWARY et al., 2016) e antibacteriano (DWIVEDI et al., 2017). 

 

3.3. Substâncias isoladas com bioatividade: importância na pesquisa e 

desenvolvimento (P&D) de novos medicamentos 

 

O planejamento de um novo medicamento envolve estudos dos processos de 

evolução dos organismos e de reconhecimento molecular em sistemas biológicos, 

pois esses constituem a base fundamental para entender as propriedades das 

moléculas isoladas de produtos naturais com potencial de ação farmacológico, 

afinidade e seletividade de atuação. Diante desse paradigma complexo, as 

ferramentas biotecnológicas são essenciais no desenvolvimento e descoberta de 

novas moléculas bioativas (GUIDO, ANDRICOPULO; GLAUCIUS, 2010). 

Os processos biotecnológicos são importantes na P&D de novos 

medicamentos e apresentam papeis de destaque nos setores social e econômico de 

um país. Na área da saúde mundial, inovar é considerado o primeiro degrau do 

sucesso, o setor farmacêutico investe milhões de dólares todo ano em pesquisas 

para o desenvolvimento e aprimoramento de produtos, incluindo as moléculas 

isoladas com bioatividade. Dessa forma, descobrir uma nova aplicação para 

moléculas bioativas já conhecidas ou descobrir novas moléculas com bioatividade 

pode induzir a introdução de novas opções de tratamento e até mesmo de cura para 

doenças complexas com alta incidência populacional, incluindo doenças 

inflamatórias, câncer, doenças neurodegenerativas, entre outras. O que pode 

proporcionar melhorias significativas na qualidade de vida de diversas populações 

do mundo. (MADEIRA, BORSCHIVER; PEREIRA, 2013).  
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As principais substâncias com atividade biológica que tem ganhado grande 

importância na pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos estão 

classificadas entre ácidos carboxílicos, terpenoides e fenóis (AHMED et al., 2018). 

Existem dezenas de substâncias em cada uma dessas classes, que por sua vez, 

desempenham o papel de constituinte majoritário e pode ser o responsável pela 

maior característica farmacológica do produto natural (AL JUHAIMI et al., 2018; 

MUSZYNSKA et al., 2018; MACIEL et al., 2002).  

Os ácidos carboxílicos naturais encontram-se em sua maioria esterificados com 

o glicerol formando os triglicerídeos que compõem as gorduras e óleos comestíveis 

(APARICIO-SOTO et al., 2017). Vários derivados de ácidos carboxílicos 

provenientes de plantas como ácido palmítico, linoleico e araquidônico são descritos 

na literatura como antifúngico (AWAAD et al, 2017), antimicrobiano (MAY et al., 

2017) e protetor cardiovascular (SANG et al., 2017). 

Os terpenoides, também chamados de terpenos ou isoprenoides, constituem a 

classe de maior variedade estrutural e funcional com mais de 55.000 substâncias 

oriundas de plantas. Essa classe apresenta grande variedade de hidrocarbonetos, 

aldeídos e álcoois sendo assim considerados importantes fontes para a produção 

biotecnológica (OZ et al., 2015). A maioria dessas substâncias são produtos do 

metabolismo secundário com função de intermediar a relação da planta com o 

ambiente (RODRIGUES, 2016; CHANG et al., 2010). A grande maioria dos terpenos 

são voláteis e constituintes básicos de óleos essenciais como o mentol, nerol, linalol, 

geraniol e tujona (NIKOLIC et al., 2014).  

Os compostos fenólicos estão presentes nas plantas de forma livres ou ligados 

a açúcares e proteínas, englobam moléculas simples até moléculas com alto grau de 

polimerização. As fontes principais de compostos fenólicos são as frutas cítricas 

como limão e laranja, outras frutas como a cereja e ameixa, também são 

encontrados em brócolis, alho, cebola e tomate (DOS SANTOS, et al., 2017). Os 

fenólicos possuem anel aromático com um ou mais substituintes hidroxílicos, 

apresentam estrutura variável o que torna suas características mais diversificadas 

como antioxidantes, anti-inflamatórios, anti-cancerígenos, anti-hiperglicemicas e anti-

fúngicos (HISTER et al., 2017; BOLDORI et al., 2017). Segundo Sharma e 

colaboradores (2018), existem cerca de 9.000 compostos fenólicos identificados e 

caracterizados e dentre estes, destacam-se os flavonóides, ácidos fenólicos, 

cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois. 
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3.4. Substâncias com potencial antioxidante na P&D de novos medicamentos 

 

O organismo animal possui vários mecanismos que neutralizam o estresse 

oxidativo causado por radicais livres, são os antioxidantes endógenos que se 

apresentam em sistemas enzimáticos ou não-enzimáticos. Os antioxidantes também 

podem ser obtidos de fontes externas por meio de alimentos e suplementos 

medicamentosos. 

Os antioxidantes enzimáticos como as enzimas catalase e superóxido 

dismutase agem diretamente catalizando a decomposição de espécies reativas de 

oxigênio em substâncias não tóxicas. Já os antioxidantes não enzimáticos removem 

contaminantes de metais de transição, sequestram elétrons e átomos de hidrogênios 

livres (KIRSCHWENG et al., 2017).  

Os processos oxidativos são relacionados como a etiologia de várias doenças 

degenerativas e danos ao DNA que desempenham importante papel na 

carcinogênese e mutagênese. A função de uma substância antioxidante é neutralizar 

o excesso de radicais livres e proteger a célula contra o estresse oxidativo e 

consequentemente prevenir patologias relacionadas a esse desequilíbrio (PILONI et 

al., 2013).  

A produção continuada de radicais livres durante os processos metabólicos 

leva ao desenvolvimento pelo organismo de muitos mecanismos de defesa 

antioxidantes, porém muitas vezes ainda faz-se necessário o uso de fontes 

exógenas de antioxidantes para combater o estresse oxidativo nas células. Uma 

definição ampla de antioxidante muito conhecida é ―qualquer substância que, 

presente em pequenas concentrações em comparação ao do substrato oxidável, 

inibe ou atrasa a oxidação deste substrato de forma eficiente‖ (SIES; STAHL, 1995). 

Por isso os antioxidantes são muito utilizados na medicina para prevenir e 

também tratar enfermidades relacionadas ao desequilíbrio de radicais livres. 

Enfermidades associadas ao estresse oxidativo muitas vezes necessitam de 

intervenções medicamentosas imediatas. Nesse sentido, é essencial a P&D de 

novos medicamentos com efeitos terapêuticos e o intuito de potencializar as defesas 

antioxidantes endógenas ou fornecer uma fonte exógena desses compostos. 

Naturalmente as substâncias antioxidantes são encontradas em raízes, caules, 

folhas, frutos e sementes de plantas e em minerais (KIRSCHWENG et al., 2017; 

MAJER et al., 2014; LAURIE et al., 2012). 
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3.5. Inflamação e drogas anti-inflamatórias 

 

A inflamação é uma reação de proteção da microcirculação que ocorre em 

resposta a estímulos nocivos, lesão, trauma ou infecção. O objetivo do processo 

inflamatório é eliminar o estimulo nocivo, promover a reparação tecidual e 

cicatrização. O processo da inflamação se caracteriza pela produção de mediadores 

como aminas vasoativas, eicosanoides, citocinas, bradicininas, quimiocinas, com 

aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de células imunológicas 

(MARELLI et al., 2017; FULLERTON; GILROY, 2016). 

  Os fármacos mais utilizados no tratamento de processos inflamatórias são os 

anti-inflamatórios não esteroides (AINES) que atuam interferindo na síntese das 

prostaglandinas através da inibição da síntese de COX-1 e/ou COX-2. Contudo, 

estas substâncias estão associadas ao aparecimento de efeitos adversos já 

relatados anteriormente como hemorragias gastrointestinais, insuficiência cardíaca e 

renal (SILVA et al., 2015).  

Esses efeitos adversos também representam uma importante limitação ao uso 

contínuo destes fármacos. Assim, pesquisas que busquem por alternativas mais 

eficazes no tratamento da inflamação são necessárias. Nesse contexto, as plantas 

medicinais constituem uma fonte importante para estudos que visam a descoberta 

de novas substâncias com atividade farmacológica que tenham maior segurança, 

melhor eficácia e menos efeitos adversos (DAMASCENO et al., 2014; DUTRA et al., 

2016). 

 

3.6. Doenças inflamatórias intestinais  

 

 O termo doenças inflamatórias intestinais (DII) é utilizado para designar as 

enfermidades inflamatórias do intestino, principalmente do intestino grosso, de 

etiologia desconhecida e evolução crônica que se apresentam com períodos de 

latências e reincidências. Dentre essas doenças estão a colite ulcerativa e a doença 

de Crohn que dividem aspectos epidemiológicos e apresentam sintomas clínicos e 

características anatomopatológicas comuns (ROGLER, 2017; ARGOLLO et al., 

2017). 

 A colite ulcerativa afeta de forma difusa e superficial a parede intestinal, 

principalmente do cólon e reto. É caracterizada por uma inflamação crônica da 
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mucosa colônica com períodos recidivantes, com sintomas de sangramento retal e 

diarreia. Nesta enfermidade, a inflamação crônica pode levar a displasia e câncer, 

muitas vezes sendo necessário procedimento cirúrgico como a colectomia 

(UNGARO et al., 2017; RAY; SAGAR, 2017; PATIL et al., 2016). 

 A doença de Crohn é caracterizada por um processo inflamatório crônico que 

pode afetar todo o tubo digestivo, desde a boca até o ânus de forma segmentada e 

descontínua com mais frequência na porção terminal do íleo, colón e ânus, dessa 

forma encontram-se seguimentos saudáveis e áreas lesionadas que podem levar ao 

aparecimento do câncer. Essa patologia inclui complicações como obstrução 

intestinal (TORRES et al., 2017; SANTOS; BARBOSA, 2017; HARB, 2015). 

 

3.6.1. Etiopatogenia e fisiopatologia 

 

 As causas fisiopatológicas das doenças inflamatórias intestinais permanecem 

desconhecidas e consequentemente segue-se sem um tratamento que leve a cura 

(SPECA; DUBUQUOY, 2017). Nos últimos anos com o desenvolvimento da 

biotecnologia, a exploração de substâncias naturais com potenciais farmacológicos, 

o desenvolvimento de novas técnicas de pesquisa e o interesse de pesquisadores e 

indústrias tem-se investido em importantes avanços para o conhecimento do 

mecanismo patológico destas doenças. Neste sentido, pesquisadores consideram 

que estas enfermidades são consequências de complexas interações de fatores 

genéticos, ambientais, microbiológicos e imunológicos (SIEGMUND, 2017; KAPLAN; 

NG, 2016). 

 

3.6.2. Fatores genéticos 

 

 Já se sabe que a patogenia dessas enfermidades está associada a fatores 

genéticos, pois a prevalência destas doenças é muito mais elevada em membros de 

uma mesma família (PEYRIN-BIROULET et al., 2017). Os avanços biotecnológicos 

nas analises e sequenciamento do DNA possibilitou a identificação de regiões 

gênicas que aparentemente contem genes que podem contribuir para o risco do 

desenvolvimento de DII (HERNÁNDEZ-FLÓREZ et al., 2017). 

Em 2001, Hugot e colaboradores descobriram a primeira mutação implicada 

com doenças inflamatórias intestinais no gene NOD2/CARD15 (domínio de 
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recrutamento de uma caspase C-terminal) responsável por codificar a proteína 

NOD2 que está presente nas células de defesa e no epitélio intestinal com a função 

de reconhecer um dos componentes da parede celular de bactérias, o MDP 

(dipeptídeo muramil). Quando os receptores desta proteína são ativados, induzem 

uma sinalização intracelular que resulta na expressão de citocinas pró-inflamatórias 

como a interleucina 1 beta (IL-1β) e interleucina 6 (IL-6) (COSTA et al., 2016). A 

mutação no gene NOD2/CARD15 associada com a doença de Crohn tem sido 

relacionada com a eliminação defeituosa de bactérias do intestino (MARTINEZ et al., 

2016) e também com uma ineficaz resposta imunológica (SINGH, PROCTOR; 

WILLING, 2016). 

 Outro gene implicado nas doenças inflamatórias intestinais é o IBD5 

(inflammatory bowel disease 5) que codifica duas proteínas transportadoras,  a 

OCTN1 e a OCTN2 (Carnitine/Organic Cation Transporter) presentes nas células 

epiteliais, nos macrófagos e linfócitos, um defeito nesse gene pode aumentar o 

transporte de antígenos bacterianos para o interior da célula e desregular a resposta 

imune (LU; DIETZ, 2004). 

 Um terceiro gene potencialmente associado a doenças inflamatórias 

intestinais é o IL23R (Interleukin 23 receptor) que codifica uma subunidade do 

receptor de interleucina 23 (IL-23) pró-inflamatória, enquanto que algumas variantes 

desse gene conferem proteção contra a doenças inflamatórias intestinais, outros 

aparentemente ajudam no desenvolvimento da patologia (OLIVER et al., 2007). 

 A literatura também relata a presença de polimorfismos de alguns genes 

envolvidos na resposta do organismo aos produtos bacterianos. Nesse sentido, os 

polimorfismos do gene que codifica o receptor TLR4 (Toll-like tipo 4) estão 

associados com um maior risco de desenvolver doença inflamatória intestinal. 

Também foram identificados polimorfismos nas células de Paneth responsáveis por 

controlar os níveis de microrganismos no intestino (SUN; LIN, 2017; 

STAPPENBECK; MCGOVERN, 2017; DUDAREWICZ et al., 2014). 

 

3.6.3. Fatores ambientais 

 

 No último século, o número de enfermidades relacionadas a processos 

inflamatórios e autoimunes nos quais incluem as doenças inflamatórias intestinais 

(DII) tem aumentado de forma considerável em todo o mundo e esse crescimento 



33 
 

 

está estreitamente relacionado com o progresso econômico e social (KAPLAN; NG, 

2016; MALIK, 2015). Os primeiros relatos sobre essas enfermidades foram 

registrados no norte da Europa e na América do Norte, mas depois da Segunda 

Guerra Mundial, começaram a aparecer no resto da Europa, no Japão, na América 

do Sul e Ásia (BURISCH et al., 2013). 

Uma hipótese para explicar o rápido aparecimento mundial dessas 

enfermidades está relacionada com questões higiênicas. Essa hipótese propõe que 

o aumento de DII é devido a mudanças no estilo de vida que se tinha antes, com 

pouca higiene e alta exposição a microrganismos e depois passou a um estilo de 

vida com baixa exposição aos microrganismos causado pelo grande consumo de 

antibióticos, vacinas e o consumo de comidas totalmente livres de patógenos. Esses 

fatores resultam em uma grande melhora nas condições higiênicas e sanitárias da 

população (NG, 2014).  

Dessa forma, essa hipótese propõe que a diminuição de enfermidades 

infecciosas nas primeiras etapas da vida, tem conduzido a um aumento no número 

de alergias, doenças autoimunes e DII devido a um sistema imunológico menos 

preparado, incapaz de eliminar antígenos estranhos ou responder a agentes comuns 

como os da própria microbiota intestinal em etapas avançadas da vida 

(WŁODARCZYK et al., 2016). 

 Outros fatores ambientais podem estar relacionados com o risco de 

desenvolver DII, como o hábito de fumar, o estresse, a dieta, o consumo de 

fármacos como os AINES e os anticoncepcionais orais. De todos estes, o hábito de 

fumar é o exemplo que mais se destaca entre os fatores ambientais relacionados à 

DII. Em estudos realizados por Yadav e colaboradores (2016; 2017) 

surpreendentemente, o tabaco mostrou ter um efeito completamente oposto nas DII. 

Existem várias evidências de que o hábito de fumar é um fator de risco para DII ao 

aumentar a frequência de reincidivas da doença e muitas vezes a necessidade de 

cirurgias. Dessa forma, se pensa que deixar de fumar melhoraria o curso da doença, 

porém estes pesquisadores dizem que o abandono do cigarro incrementa o risco de 

desenvolver DII, e sugerem que o fumo tem um papel protetor contra a DII. 
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3.6.4. Fatores microbiológicos 

 

 Entre os fatores microbiológicos pode-se dizer que existem numerosas 

evidências que a microbiota intestinal tem um papel chave no desenvolvimento da 

DII (SHEEHAN et al., 2017). Estudos mostram que existem elevados números de 

bactérias em contato com a mucosa intestinal do paciente com DII e que as maiores 

lesões ocorrem preferencialmente nas regiões com maior concentração de bactérias 

(SINGH; PROCTOR; WLLING, 2016).  

Dessa forma, foi visto que os pacientes com DII perdem a tolerância 

imunológica da mucosa contra a microbiota normal do intestino, o que faz com que 

aconteça uma resposta imune anormal que leva a processos inflamatórios crônicos 

típicos da DII (JACOBS et al., 2016). 

 

3.6.5. Fatores imunológicos 

 

 A literatura mostra estudos imunológicos da mucosa intestinal de pacientes 

com DII onde consideram que as células T (células do sistema imune adaptativo) 

são as mediadoras da inflamação intestinal. Por outro lado, existem estudos que 

mostram o papel da imunidade inata diretamente relacionada com a inflamação e 

que as células T se manifestam dependendo de defeitos da resposta imune inata 

(KIM et al., 2017; HEILMANN; SUCHODOLSKI, 2015). 

 Nessas enfermidades, a permeabilidade da barreira intestinal está alterada 

devido a mudanças na união intercelular e a diminuição da produção de muco, 

permitindo a livre passagem de antígenos (MOURA; GOULART, 2017). 

 As células epiteliais e imunológicas desempenham importantes ações para 

manter a homeostase do intestino, essas células são mediadas por receptores tipo 

Toll-like (TLR), localizados na superfície celular e por proteínas NOD2. Existem 

evidências de que o comportamento das células envolvidas na imunidade inata e na 

expressão e função do TLR e NOD2 se encontram alteradas na DII, dessa forma 

contribuem para a patogênese da doença. Assim a sinalização errada de TLR e 

NOD2 pode estimular diversas respostas inflamatórias e conduzir a uma inflamação 

intestinal aguda ou crônica (UDDEN et al., 2017). WANG e colaboradores (2017) 

relatam que as expressões de TLR2 e TRL4 estão diminuídas na mucosa colônica 

de pessoas saudáveis e aumentadas em pacientes com DII. 
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 A imunidade adaptativa demora mais tempo para se desenvolver e depende 

do tipo e número de células T envolvidas (KMIEĆ et al., 2017). As duas formas 

principais de DII (colite ulcerativa e doença de Crohn) geram distintas respostas 

imunes baseadas no tipo de citocina predominantemente produzida. Assim, na 

doença de Crohn se observa uma clássica resposta imune mediada por linfócitos T 

helper tipo 1 (Th1) que se originam da exposição de linfócitos T imaturos a 

diferentes interleucinas, com a IL-12, IL-18 ou IL-23 (MOURA; GOULART, 2017). 

As células Th1 produzem IL-2 e interferon gamma (IFN-γ); o IFN-γ aumenta a 

expressão das moléculas de adesão nas células endoteliais, facilita o recrutamento 

de células inflamatórias e a ativação dos macrófagos, estes últimos, por sua vez, 

produzem radicais livres e grandes quantidades de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, 

IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 e TNF-α) que contribuem para a destruição tecidual. Existem 

relatos de que os linfócitos T da mucosa intestinal de pacientes com doença de 

Crohn são resistentes a apoptose, por isso ficam acumulados e aumentam a 

resposta inflamatória (PETERS et al., 2016; YADAV et al., 2016). 

 Já na colite ulcerativa, a resposta inflamatória produzida não está totalmente 

clara, a literatura relata que parece ser uma resposta mediada por linfócitos T helper 

tipo 2 (Th2) caracterizada pela produção de IL-4 e IL-13. A resposta Th2 implica na 

ativação de linfócitos com atividade citotóxica inata ou natural killer (NK) que podem 

ser responsáveis pela inflamação através da produção de IL-13 (HELLER et al., 

2002).  

 Também existem os linfócitos T helper tipo 17 (Th17) que requer IL-23, fator 

de crescimento transformador β 1 (TGF-β1) e IL-6 para sua diferenciação e 

amadurecimento. O principal produto das Th17 é a IL-17. As Th17 estão envolvidas 

na mediação de respostas inflamatórias e danos teciduais nas infecções, processos 

inflamatórios e condições autoimunes (ROSEN et al., 2017).  

 Por outro lado, os linfócitos T reguladores (Treg) são especializados em 

suprimir a ativação do sistema imune, manter a homeostase do sistema e favorecer 

a auto tolerância imunológica. Existem diferentes populações de Treg entre as que 

se incluem as células T CD4+CD5- que exercem principalmente a função de 

supressores imunológicos através da secreção de IL-10, se incluem também as 

células T CD4+CD5+FOXP3 que necessitam entrar em contato com células e 

citocinas para desempenhar a função de supressora da imunidade. Lim e 

colaboradores (2016) afirmam que existe uma diminuição no número de Treg na 
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mucosa de pacientes com DII e em experimentos que envolvem modelos animais de 

colite ulcerativa mostram que a administração destas células pode ajudar na cura da 

colite experimental. 

 

3.7. Caracterização da bergenina 

 

Estruturalmente, a bergenina (Figura 3), ou (2R,3S,4S,4aR,10bS) - 3,4,8,10-

tetrahydroxy-2-(hydroxymethyl)-9-methoxy-3,4,4a,10b-tetrahydro-2H-pyrano [3,2 -

c]isochromen-6-one (C14H16O9) é um C-glicosídeo derivado do ácido 4-O-metil gálico 

(BAJRACHARYA, 2015). Sendo um dos principais constituintes ativos das plantas 

do gênero Peltophorum, este composto apresenta propriedades farmacológicas já 

comprovadas (Tabela 1). Além disso, a bergenina têm apresentado atividade 

antioxidante frente às EROs, influenciando ou evitando o dano oxidativo em sistema 

biológicos e não biológicos (SINGH; BARIK; PRIYADARSINI, 2009; ZAMARRUD et 

al., 2011; MU; FENG; LIU, 2012). Diante do exposto a bergenina pode ser um 

potencial precussor de novas terapias para uso na medicina. 

 

Figura 3 - Estrutura química e aspectos físico-químicos da bergenina 
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Estrutura química 

Parâmetros físico-químicos da bergenina 

Ponto de fusão: 149,8ºC 

Estrutura molecular C14H16O9 

Massa molecular 328,27 g mol-1 

Solubilidade 1,22 mg/mL-1 de PBS 

Aspecto e Cor: Pó laranja cristalino 

Bergenina (2R,3S,4S,4aR,10bS)-3,4,8,10-tetrahydroxy-2-(hydroxymethyl)-9-
methoxy-3,4,4a,10b-tetrahydro-2H-pyrano [3,2 -c]isochromen-6-one 

Fonte: Autoria própria (2018). 
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Tabela 1 - Principais atividades da bergenina descritas na literatura 

Fonte: Autoria própria (2018). 

Atividade 

avaliada 

Espécie 

vegetal 
Objetivo do estudo 

Modelo 

Experimental 

Dose / 

Concentração 

Via de 

adm. 
Referência 

 

Antidiabético 

(Tipo 2) 

Caesalpinia 

digyna 

(Rottler) 

Avaliar o potencial antidiabético 

tipo 2 da bergenina (in vivo). 

Indução de diabetes 

tipo 2 em ratos albinos 

machos com 

estreptozotocina. 

2,5; 5 e 10 

mg/kg 
via oral 

KUMAR R.;  PATEL, D.K.;  PRASAD, S.K.;  LALOO, D.;  

KRISHNAMURTHY, S.;  HEMALATHA, S. Type 2 antidiabetic 

activity of bergenin from the roots of Caesalpinia digyna Rottler, 

Fitoterapia, v. 83, n. 2, p. 395-401, 2012. 

Antihepatotóxico 

Mallotus 

japonicas    

(Mull. Arg.) 

Examinar os possíveis efeitos e 

mecanismos de hepatoproteção da 

bergenina em culturas primárias 

de hepatócitos de ratos. 

(in vitro) 

Cultura de hepatócitos 

de ratos 

1 μM a 1 mM  

KIM, H.S.; LIM, H.K.; CHANG, M.W.; KIM, Y.C.  Antihepatotoxic 

activity of bergenin, the major constituent of Mallotus japonicus, on 

carbon tetrachloride-intoxicated hepatocytes. Journal of 

Ethnopharmacology, v. 69, p. 79–83, 2000. 

Anti-arrítimico/ 

Antioxidante 

Fluggea virosa 

(Roxb.) 

Investigar possível potencial para 

o tratamento de arritmias 

cardíacas e efeitos antioxidantes 

da bergenina em ratos e coelhos. 

Indução de arritmias 

em ratos e coelhos por 

BaCl2. 

(Machos e Fêmeas) 

0,2; 0,4 e 0,8 

mg/kg 

via intra 

venosa 

PU, H.L.; HUANG, X.; ZHAO, J.H.; HING, A. Bergenin is the 

Antiarrhythmic Principle of Fluggea virosa. Planta Medica, v. 68, 

p.372, 2002. 

Antifúngica 

Flueggea 

microcarpa 

(Willd.) 

Avaliar a possível atividade 

antifúngica da bergenina. 

Cultura de esporos 

fúngicos 

500, 1000, 

1500, 2000 

µg/mL 

 

PRITHIVIRAJ, B.; SINGH, U.P.; MANICKAM, M.; SRIVASTAVA, 

J.S.; RAY, A.B.  Antifungal activity of bergenin, a constituent of 

Flueggea microcarpa.  Plant Pathology, v.46, p. 224, 1997. 

Antibacteriana / 

antifúngica 

Endopleura uchi 

(Huber) 

Avaliação da atividade 

antimicrobiana da bergenina. 
Cultura de bactérias 

14.9, 14.9 e 

29.8 µM 
 

SILVA, S.L.; OLIVEIRA, V.G.;, YANO, T.; NUNOMURA, R.C.S. 

Antimicrobial activity of bergenin from Endopleura uchi (Huber) 

Cuatrec.  Acta Amazonica,  v. 39, n. 1,   2009. 

Antimalárica 

Rodgersia 

aesculifolia 

(Batal) 

Avaliar a atividade antimalárica 

de bergenina em ensaios in 

vitro e in vivo. 

Aplicação em 

camundongos 

infectados e efeito 

antiplasmódico  in 

vitro 

In vivo 800 

mg/kg 
via oal 

LIANG, J.;  LI, Y.; LIU, X.; HUANG,  Y.; SHEN, Y.; Wang, J.; LIU, 

Z.; ZHAO, Y. In vivo and in vitro antimalarial activity of bergenin. 

Biomedical Reporter, v. 2, n. 2, p. 260-264, 2014. 0,1; 1; 10; 40 e 

50  µg/mL 

Anti- inflamatorio  

/ anti-narcotico 

Bergenia 

crassifólia 

(Fritsch) 

Avaliar o potencial anti-

inflamatório. 

Indução de síndrome 

inflamatória e 

narcótica em 

camundongos 

10 e 20 mg/kg via oral 

JUNG, J.C.; LIM, E.; KIM. S.H.; JUNG. K.M.; OH, S. Practical 

Synthesis and Biological Evaluation of Bergenin Analogs. Chemical 

Biology & Drug Design, v. 78, p. 725–729, 2011. 

Anti-artrítico / 

imunomodulação 

das citocinas Th1 

e Th2 

Bergenia 

stracheyi 

(Saxifragaceae) 

Avaliar a modulação das citocinas 

Th1 e Th2 e o efeito contra artrite. 

Indução de artrite 

subplantar em ratos 

 

5, 10, 20, 40 e 

80 mg/kg 
via oral 

NAZIR, N.; KOUL, S.;  QURISHI, M.A.;  TANEJA, S.C.;  AHMAD, 

S.F.;  BANI, S.; QAZI, G.N.  Immunomodulatory effect of bergenin 

and norbergenin against adjuvant-induced arthritis-A flow cytometric 

study.  Journal of Ethnopharmacology, v. 112, p. 401–405, 2007. 
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Bergenina isolada de Peltophorum dubium: isolamento, caracterização e 

atividades antioxidantes em sistemas biológicos e não biológicos 

 

 

Resumo 

 

A bergenina, um composto derivado do ácido gálico é um dos constituintes ativos da 
planta Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.,  esta substância  apresenta 
propriedades farmacológicas pouco estudas, dentre elas a capacidade antioxidante. 
A estrutura molecular da substância foi elucidada por técnicas espectroscópicas 
utilizando RMN, Difração de Raio-X, IV-TF e DSC. Dessa forma, o presente trabalho 
teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante in vitro da bergenina contra os 
radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•), ácido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfônico (ABTS•+), hidroxila (OH•), óxido nítrico (NO) bem como a sua capacidade 
de transferir elétrons pelo potencial redutor, a capacidade de quelar íon ferro e o 
potencial de inibir a peroxidação lipídica (TBARS). Depois em nível celular, avaliar a 
capacidade antioxidante contra o dano oxidativo produzido por 2,2’-azobis-2-
amidinopropano (AAPH) em eritrócitos, avaliação da propriedade hemolítica e seu 
potencial de inibir a hemólise além de avaliar a capacidade de conservar a glutationa 
intracelular, demonstrando assim, a importância deste composto natural na proteção 
contra o estresse oxidativo. De acordo com os resultados obtidos, é possível sugerir 
que esta substância pode ser uma alternativa no desenvolvimento de novos 
produtos com potencial antioxidante. 

Palavras chaves: Peltophorum dubium, bergenina, antioxidante, eritrócitos, radicais 

livres.  
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1. Introdução 

 

O estresse oxidativo ocasiona dano de forma deletéria a vários processos 

celulares e desempenham importantes papéis no desenvolvimento de várias 

doenças. Dessa forma, muitos são os estudos que visam pesquisar novas 

estratégias de tratamento usando compostos com efeitos antioxidantes, uma vez 

que, estes apresentam a capacidade de proteger um organismo dos danos 

oxidativos causados por espécies reativas derivadas de oxigênio (EROs) e 

nitrogênio (ERNs) (PISOSCHI; POP, 2015). Dentre os grupos de substâncias de 

origem natural com grandes efeitos antioxidantes, podem ser destacados os ácidos 

orgânicos que compreendem um grande grupo de compostos com estrutura química 

muito variada (ASNAASHARI et al., 2014). 

Estruturalmente, a bergenina, ou (2R,3S,4S,4aR,10bS) - 3,4,8,10-

tetrahydroxy-2-(hydroxymethyl)-9-methoxy-3,4,4a,10b-tetrahydro-2H-pyrano [3,2 -

c]isochromen-6-one (C14H16O9) é um C-glicosídeo derivado do ácido 4-O-metil gálico 

(BAJRACHARYA, 2015). Sendo um dos principais constituintes ativos das plantas 

do gênero Peltophorum, este composto apresenta propriedades farmacológicas 

como atividade antibacteriana (RAJ et al., 2012), anti-inflamatória (GAO et al., 2014), 

antinarcótico (YUN et al., 2014), antilitiásico (AGGARWAL et al., 2014), antiartrítico 

(JAIN et al., 2014), antimalárico (LIANG et al., 2014), antitumoral (ZHANG et al., 

2013), antidiabético (KUMAR et al., 2012), imunomodulatório (NAZIR et al., 2007), 

hepatoprotetor (LIM et al., 2000), e antinociceptivo (DE OLIVEIRA et al., 2011). 

Além disso, a bergenina têm apresentado atividade antioxidante frente às 

EROs evitando o dano oxidativo (SINGH; BARIK; PRIYADARSINI, 2009; 

ZAMARRUD et al., 2011; MU; FENG; LIU, 2012; KASHIMA; MIYAZAWA, 2013). 

Entretanto, esses estudos sobre a ação antioxidante da bergenina são incompletos e 

apresentam evidência de seus efeitos protetores apenas em sistemas não 

biológicos. Sendo assim, um continuo desenvolvimento de novas pesquisas com a 

bergenina é essencial para um melhor conhecimento de suas propriedades 

antioxidantes em vários modelos de estudos. 

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar e fornecer 

informações sobre o potencial antioxidante da bergenina em sistemas não biológicos 

pela eliminação dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•), ácido 2,2'-azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-sulfônico (ABTS•+), hidroxila (OH•) e óxido nítrico (NO), bem 
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como a sua capacidade de transferir elétrons pelo potencial redutor e de inibição da 

peroxidação lipídica pelo método TBARS e também por um sistema biológico 

utilizando eritrócitos, no qual foi possível avaliar as propriedades protetivas da 

bergenina pela inibição do dano oxidativo induzido em eritrócitos junto a 

conservação dos níveis de glutationa que é um dos principais parâmetros de 

estresse oxidativo celular. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Material vegetal 

 

As cascas das raízes de P. dubium Taub foram coletadas no Campus Ondina 

da Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil. Uma amostra foi depositada 

no herbário Alexandre Leal da Costa do Instituto de Biologia da UFBA sob o número 

de catalogação 69237. 

 

2.2. Isolamento e caracterização da bergenina 

 

As cascas das raízes de Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. foram secas e 

trituradas e, em seguida, submetidas à maceração em MeOH por 48h. 

Posteriormente, o extrato bruto foi submetido à partição com diclorometano, onde 

observou-se a formação de precipitado que foi separado por filtração. O material 

precipitado foi purificado em cromatografia de coluna utilizando sílica gel 60, eluída 

com os solventes CHCl3/MeOH na proporção (9:1), sendo então obtido um sólido 

cristalino que foi identificado por ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H (500 

MHz, CD3OD) e 13C (125 MHz, CD3OD).  

A técnica de caracterização por difracção de raios X foi utilizada para 

compreender melhor a estrutura da bergenina. O produto purificado foi cristalizado 

em meio aquoso. O solvente foi submetido a lenta evaporação a 25 °C e os cristais 

obtidos foram secos numa estufa de vácuo a 323 K durante 8h. Foram observados 

cristais incolores, com dimensões aproximadas de 0,1 mm x 0,1 mm x 0,1 mm que 

foram selecionados as demais análises. Os dados foram coletados usando um 

difratômetro Bruker Super-Duo APEX II CCD. A difração foi medida por um 

monocromador de grafite [μ (MoΚα) = 0,71073 Â a 290 K] com técnica de varredura 
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ω-2θ à temperatura ambiente (MADSON, 2002). A estrutura foi elucidada por 

métodos diretos usando o conjunto de programas WINGX (FARRUGIA, 2012). 

Todos os átomos não hidrogenionicos foram refinados com F2 anisotrópico usando o 

método SHELXL97 (SHELDRICK, 2008). 

A difração de raios-X foi realizada em um difratômetro Rigaku Ultima IV 

usando o modo de radiação CuKα, na faixa de 5-60° por um tempo de exposição de 

5 segundos. O refinamento Rietveld, realizado pelo software MAUD [LUTTEROTTI 

et al., 1997; SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998]; O espectro de infravermelho por 

transformada de Fourier (FT-IR) foi determinado usando um espetrômetro Shimadzu 

IRAffinity-1, na faixa de ondas espectral 4000-400 cm-1, comum para a identificação 

espectrométrica de compostos orgânicos (SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998). Os 

estudos térmicos foram conduzidos usando um calorímetro de varredura diferencial 

Perkin-Elmer de 25-300 °C usando uma célula de alumínio sob atmosfera de árgon e 

uma taxa de fluxo de 30 mL/min, em atmosfera de nitrogênio. 

 

2.3. Ensaios de atividade antioxidante 

 

2.3.1. Determinação da capacidade antioxidante contra o radical DPPH• 

 

A avaliação da capacidade antioxidante contra o radical DPPH• foi realizado 

pela metodologia descrita por De Freitas et al. (2014). Uma mistura reacional da 

bergenina em várias concentrações (0,1-3 mM) com o radical DPPH• (0,1 mM) foi 

agitada vigorosamente e incubada a temperatura ambiente na ausência da luz por 

30 minutos. A avaliação antioxidante foi realizada em duplicata e os valores das 

absorbâncias (517 nm) foram expressos como porcentagem de inibição do radical 

DPPH• em relação ao Sistema (100% de radical DPPH•). Foi determinada a 

concentração efetiva (CE50) da bergenina necessária para inibir 50% do radical 

DPPH• e para comparação, o mesmo procedimento experimental foi utilizado com o 

Trolox (0,1-3 mM). 

 

2.3.2. Determinação da capacidade antioxidante contra o cátion radical ABTS•+ 

 

Para avaliar a capacidade antioxidante contra o radical ABTS•+, (RE et al., 

1999), foi formado o cátion radical ABTS•+ a partir da reação de 5 mL da solução de 
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ABTS•+ (7 mM) com 88 µL de uma solução de persulfato de potássio (2,45 mM), 

incubada à temperatura ambiente e na ausência de luz por 16 horas. Transcorrido 

esse tempo, a solução foi diluída em etanol até obter uma solução com absorbância 

de 1,00 (± 0,05) em 734 nm. Em ambiente escuro e a temperatura ambiente, foi feita 

uma mistura reacional da bergenina (0,1-3 mM) com a solução de ABTS•+. O 

experimento foi realizado em duplicata e as leituras das absorbâncias foram 

realizadas transcorrido o tempo de 6 minutos em espectrofotômetro (734 nm). Os 

resultados foram expressos como porcentagem de inibição do radical ABTS•+ em 

relação ao Sistema (100% de radical ABTS•+). Foi determinada a CE50 da bergenina 

e o mesmo procedimento foi realizado com o Trolox (0,1-3 mM) para comparações. 

 

2.3.3. Determinação da capacidade antioxidante contra o óxido nítrico (NO) 

 

Para avaliar a capacidade antioxidante contra o óxido nítrico produzido a 

partir da decomposição espontânea do nitroprussiato de sódio (NPS) (MACHADO et 

al., 2015) foi preparado uma mistura reacional contendo NPS em tampão fosfato (20 

mM, pH 7,4) e a bergenina (0,1-3 mM). Depois de 60 minutos de reação a 37 °C foi 

adicionado 500 µL de reagente de Griess e as absorbâncias medidas usando um 

espectrofotômetro em 540 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem 

de inibição da formação de íons nitrito em relação ao NPS (100 % de íons nitritos). 

Foi determinada a CE50 necessário para inibir em 50% a formação de íons nitritos e 

como controle positivo foi utilizado Trolox (0,1-3 mM). 

 

2.3.4. Determinação da capacidade antioxidante contra a degradação da 

desoxirribose 

 

Para avaliar a capacidade antioxidante contra o radical hidroxila gerado pelo 

sistema de Fenton (Li et al., 2013), as soluções de bergenina (0,1-3 mM) foram 

adicionadas ao meio reacional contendo 2-desoxirribose, 3,2 mM de FeCl3 (50 mM), 

H2O2 (100 mM) e tampão fosfato (20 mM, pH 7,4). A mistura reacional foi incubada a 

50 °C por 40 minutos. Após isto, foi adicionado ácido tricloroacético 10% e ácido 

tiobarbitúrico 1% (ATB, NaOH 50 mM). Depois, a mistura foi aquecida durante 15 

minutos a 95 °C e as absorbâncias medidas em 532 nm. Os resultados foram 

expressos como porcentagem de inibição da degradação da 2-desoxirribose em 



44 
 

 

relação ao Sistema (100% de radical hidroxila) também foi possível determinar a 

CE50 da bergenina necessário para inibir em 50% a degradação da 2-desoxirribose. 

Como controle positivo foi utilizado o Trolox (0,1-3 mM). 

 

2.3.5. Determinação da capacidade antioxidante pela inibição da peroxidação 

lipídica 

 

Para avaliar da capacidade antioxidante pela inibição da peroxidação lipídica, 

o método TBARS (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico) descrito por De 

Freitas et al (2014) foi usado, homogenato de gema de ovo (40% p/v em tampão 

fosfato, 50 mM, pH 7,4) misturado com as soluções de bergenina (0,1-3 mM) e a 

peroxidação lipídica foi induzida pela adição de AAPH 200 mM (Dihidrocloridrato de 

2,2’ -azobis 2-metilpropinamida) pelo tempo de 60 minutos a 37 °C. Depois, foi 

adicionado ácido tricloroacético (15%) e ácido tiobarbitúrico (0,67%) e a mistura foi 

aquecida a 97 °C por 15 minutos.  Após isto, a mistura foi centrifugada (2500 rpm) e 

a absorbância do sobrenadante medido em 532 nm. A extensão da peroxidação 

lipídica foi estimada pelos níveis de TBARS induzido pelo APPH (100% de TBARS) 

e a CE50 foi medida. O Trolox foi utilizado como controle positivo nas concentrações 

de 0,1 a 3,0 mM. 

 

2.3.6. Determinação do Potencial Redutor 

 

Foi preparado uma mistura reacional contendo bergenina (0,1-3 mM), 500 µL 

de ferricianeto de potássio 1% e 500 µL de tampão fosfato de sódio (0,2 M, pH 6.6). 

A mistura reacional foi incubada a 50 °C por 20 minutos, seguido pela adição de 500 

µL de ácido tricloroacético 10%, 500 µL de água destilada e 125 µL de cloreto férrico 

0,1% (CANABADY et al., 2015). A absorbância da mistura reacional foi medida a 

700 nm contra branco que continham apenas tampão fosfato. Foi medido a CE50 e 

como controle positivo foi utilizado o Trolox. 

 

2.3.7. Determinação da capacidade quelante do íon ferro (Fe2+) 

 

Foi preparado uma mistura reacional contendo bergenina (0,1-3 mM), 100 µL 

de FeCl2 (2 mM) e 100 µL de Ferrozina (5 mM) incubada por 10 min a 37 °C, 
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passado isto a absorbância do complexo Ferrozina-Fe2+ foi medida a 562 nm. Os 

resultados foram expressos como porcentagem de inibição da formação do 

complexo Ferrozina-Fe2+ em relação ao Sistema (100% do complexo Ferrozina-Fe2+) 

e foi determinada a CE50 da bergenina necessário para quelar 50% dos íons Fe2+. 

 

2.4. Determinação da capacidade antioxidante contra o dano oxidativo induzido em 

eritrócitos de ratos 

 

2.4.1. Obtenção dos eritrócitos 

 

Amostras de sangue foram coletadas de Camundongos Swiss fêmeas 

pesando entre 25-30g. Os eritrócitos foram separados por centrifugação com PBS 

(Tampão fosfato salino: NaCl = 8 g/L, KCl = 0,2 g/L, Na2HPO4 = 1,44 g/L, e KH2PO4 

= 0,24 g/L; pH 7,4) o procedimento foi repetido três vezes para a completa 

separação das células (DE FREITAS et al., 2014). O material obtido foi diluido a 10% 

com PBS. O uso do animal utilizado nesse trabalho foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal do Piauí (CEEA/UFPI 

#220/16). 

 

2.4.2. Avaliação da capacidade hemolítica da bergenina 

 

Para avaliar a capacidade hemolítica pela interação da bergenina com 

eritrócitos foi utilizado 300 µL da solução de eritrócitos misturada com 500 µL da 

solução de bergenina (0,1-3 mM) incubado a 37 °C por 120 minutos. Após o tempo 

de reação, a mistura foi centrifugada a 2000 rpm e a absorbância do sobrenadante 

foi medida a 540 nm. Como controle positivo o mesmo procedimento foi utilizado 

com Triton X-100 (0,1-3 mM). 

 

2.4.3. Avaliação da capacidade de inibição da hemólise 

 

A metodologia descrita por Zhang et al (2014) foi utilizada para avaliar a 

capacidade antioxidante pela inibição da hemólise oxidativa induzida por radical 

peroxila gerado pela decomposição térmica do AAPH. Em resumo, várias 

concentrações da bergenina (0,1-3 mM) foram misturadas com 300 µL da 
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suspensão de eritrócitos, foi adicionado 500 µL da solução de AAPH (200 mM em 

PBS, pH 7,4). A mistura reacional foi incubada a 37 °C por 120 minutos. Após o 

intervalo de reação, foi adicionado 2400 µL de PBS seguida por centrifugação para 

determinar a taxa de hemólise em 540 nm. Os resultados foram expressos como 

porcentagem de inibição da hemólise em relação a hemólise completa da suspenção 

de eritrócitos induzido pelo AAPH (100% de hemólise) sem a bergenina. O mesmo 

procedimento experimental foi realizado com o controle positivo Trolox (0,1-3 mM). 

 

2.4.4. Determinação da capacidade de inibir a peroxidação lipídica em eritrócitos 

 

A peroxidação lipídica induzida por AAPH foi avaliada pela formação de 

TBARS (CHISTÉ et al., 2014). Foi adicionado 500 µL de ácido tricloroacético a 28%, 

para precipitar as proteínas antes da centrifugação. Em seguida o sobrenadante foi 

misturado com 500 µL de ácido tiobarbitúrico 20% e incubado por 30 minutos a 94 

°C. Após o esfriamento, a absorbância a 532 nm e os resultados foram expressos 

em µmol de TBARS por grama de hemoglobina (µmol de TBARS / g de 

hemoglobina). 

 

2.4.5. Determinação dos níveis de glutationa nos eritrócitos 

 

A glutationa intracelular (GSH) foi determinada usando DTNB (ácido 5,5'-

ditiobis-2-nitrobenzóico) (VAN DEN BERG et al., 1992). Foi adicionado água 

destilada à suspensão de eritrócitos para induzir a lise celular. O material obtido foi 

precipitado com ácido tricloroacético a 20% e centrifugado. Depois foi adicionado 

100 μL de DTNB (solução diluído em citrato 1%) e a absorbância das amostras 

medidas em 412 nm. O teor de GSH foi expressa em μmol de glutationa por grama 

de hemoglobina (μmol de GSH/g de hemoglobina). 

 

2.4.6. Determinação da hemoglobina em eritrócitos 

 

O conteúdo de hemoglobina foi determinado pelo método colorimétrico 

usando o reagente de Drabkin (Drabkin; Austin, 1935). 
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2.5. Análise estatística 

 

Os dados numéricos foram apresentados como média ± erro padrão da média 

(E.P.M). A Análise estatística foi realizada utilizando one way ANOVA, seguido pelo 

teste Student-Newman-Keuls como post hoc. Os valores de CE50 foram calculados 

por regressão não linear com um intervalo de confiança de 95%. Os resultados 

foram considerados estatisticamente significante quando p < 0,05. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 6.02 (San Diego, CA, USA). 

 

3. Resultados 

 

O presente trabalho descreve pela primeira vez o isolamento de bergenina em 

raízes de P. dubium com rendimento excelente (R = 5,10% / extrato bruto). Os 

dados de RMN, IV-TF e DSC permitiram elucidar e mensurar a estabilidade da 

substância. Desta maneira, esta espécie vegetal é uma excelente fonte deste 

derivado do ácido gálico, uma vez que a síntese enantioseletiva é complicada devido 

a presença dos 4 centros assimétricos. 

A análise do espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) indicou a presença 

de um singleto em δ 7,07 (1H), típico de hidrogênio ligado a anel aromático. Além 

disso, foram observados sinais na região entre δ 3,35-4,09 – característicos de 

hidrogênios ligados a carbonos oxigenados – e um dubleto em δ 4,94 (1H; J=10 Hz), 

sugerindo a existência de um açúcar na estrutura deste composto. Ainda neste 

espectro, observou-se um sinal em δ 3,90 (3H; s) caracterizando a existência do 

grupo metoxila na molécula (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Dados do NMR de 1H e 13C [500 MHz (1H) e 125 MHz (13C), 

CD3OD, δ (ppm), J (Hz)]. 

Nº 
1
H 

13
C 

1 - 119.4 
2 - 117.3 
3 - 152.3 
4 - 142.2 
5 - 149.3 
6 7.7 (s) 111.0 
7 - 165.7 
1’ 4.94 (d;10) 74.2 
2’ 3.69-4.04 (m) 75.6 
3’ 3.69-4.04 (m) 81.4 
4’ 3.69-4.04 (m) 71.9 
5’ 3.69-4.04 (m) 83.0 
6’ 3.69-4.04 (m) 62.6 
7’ 3.90 (s) 60.9 

                                            Fonte: Autoria própria (2018). 

 

No espectro de RMN 13C (125 MHz, CD3OD) verificou-se a presença de sinais 

referentes a quatorze carbonos. O sinal em δ 165,7 caracterizou a presença de um 

carbono do grupo acila típico de éster, e os sinais em δ 111,0 (C-6), δ 117,3 (C-2), δ 

119,4 (C-1), δ 142,2 (C-4), δ 149,3 (C-5) e δ 152,3 (C-3) foram atribuídos ao anel 

aromático pentassubstituído. O sinal em δ 60,9 confirmou a presença de um grupo 

metoxila na molécula, e os sinais de carbonos oxigenados em δ 83,0-62,6 

confirmaram a presença de uma unidade glicosídica.  

A estrutura molecular da bergenina foi determinada e analisada por difração 

de raios X. A projeção ORTEP é mostrada na Figura 1A. Os detalhes experimentais 

da coleta de dados de raios-X são apresentados (Tabela 2). Os cristais de 

bergenina foram apresentados no sistema cristalino ortorrômbico, o solvente de 

hidratação da molécula foi ligado ao composto através da interação com três 

ligações de hidrogênio O-H...O, com operações de simetria [-x, 1/2 + y, 1/2-z], [1 + x, 

y, z] , e [1/2-x, -y, 1/2 + z] (Figura 1B). Esses resultados confirmam a estrutura 

obtida no RMN. 
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Figura 1 - Projeção da bergenina por ORTEP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Molécula vista em pespectiva (A). Interação intermolecular da bergenina (B). Fonte: Autoria própria 

(2018). 

 

Tabela 2 - Dados cristalográficos da bergenina (Difração de RX). 

Fórmula química C14H16O9 

Sistema de cristal Ortorrômbico 

a/Å 7.498831 

b/Å 13.93911 

c/Å 14.29879 

α =  β = γ/ ° 90 

Grupo espacial P212121 

Tamanho do cristal / Å 9748.345 

Rexp 3.15281 

Rwp 7.49722 

Qualidade de ajuste, 2 2.37795 

                                  Fonte: Autoria própria (2018). 

 

 

A                                                              B 
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A Figura 2 mostra o ajuste após o refinamento de Rietveld. O método convergiu 

com uma curva de diferença suave e baixos valores de R. Nenhuma alteração foi 

encontrada na molécula de bergenina. 

 

Figura 2 - Difração de Raio X com refinamento pelo método Rietveld.  

 

 

Os dados experimentais são mostrados como uma primeira linha e a curva de diferença como a 
segunda linha abaixo. Fonte: Autoria própria (2018). 

 
Os espectros infravermelhos de transformação de Fourier (FT-IR) da 

bergenina são mostrados na figura 3 e as atribuições vibratórias descritas na tabela 

3. A banda de absorção de alta intensidade entre 3000 e 3600 cm-1 é referente à 

molécula de água na estrutura. 
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Figura 3 - Espectro de Infravermelho com transformada de Fourier da 
bergenina 

 

                      Fonte: Autoria própria (2018). 

 

 
Tabela 3 - Atribuições vibracionais de FT-IR da bergenina 

FT-IR comp. de onda 
(cm

-1
) 

Atribuição 

439 Dobramento – estrutura completa 

493 Dobramento (C-C-C) fora do plano – Benzeno 

542 Dobramento (C-C-C) no plano – Benzeno 

677 Dobramento (C-H) fora do plano – Benzeno 

765 Dobramento (C-H) fora do plano – Benzeno 

860 Dobramento (C-H) fora do plano – Benzeno 

1014 Dobramento (C-H) no plano - Benzeno 

1072 Alongamento (C-O) – Eter 

1093 Dobramento (C-H)  no plano – Benzeno 

1182 Alongamento (C-O) – Hidroxila 

1234 Dobramento (C-H) Benzeno / alongamento – C-O – Eter 

1267 Alongamento (C-O) – Ester 

1348 Dobramento (O-H) - Hidroxila 

1419 Dobramento (C-H) – CH3 (C12/ C15) 

1463 Alongamento (C=C) – Benzeno 

1612 Alongamento (C=C) – Benzeno 

1708 Alongamento (C=O) – Cetona 

2891 Alongamento (C-H) – CH3 (C12/ C15) 

3200 Alongamento (O-H) – Hidroxila 

3387 Água 

               Fonte: Autoria própria (2018). 
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A curva de aquecimento na calorimetria exploratória diferencial (termograma 

DSC; Figura 4) mostra dois picos entre 132 e 148 °C devido à cristalização do 

composto. Outro pico é observado a 240 °C e representa a transição da fase sólida 

para a fase líquida. A curva de resfriamento indica que a bergenina sofre uma 

transformação irreversível. 

 

Figura 4 - Termograma de DSC da bergenina 

 

                        Fonte: Autoria própria (2018). 

 

3.1. Capacidade antioxidante contra o DPPH• 

 

O resultado correspondente a capacidade antioxidante da bergenina contra o 

radical DPPH• nas concentrações de 0,1, 0,3, 0,7, 1,5 e 3,0 mM foram de 25,83 ± 

0,21, 45,56 ± 1,32, 51,55 ± 1,22, 71,14 ± 0,75 e 79,24 ± 0,35%, respectivamente, na 

qual reduziu (p<0,05) o radical DPPH• em relação ao Sistema (Figura 5). Nas 

mesmas condições experimentais, o Trolox nas concentrações de 0,1, 0,3, 0,7, 1,5 e 

3,0 mM reduziu (p<0,05) a concentração do radical DPPH• apresentando capacidade 

antioxidante de 19,11 ± 0,18, 37,17 ± 0,40, 46,94 ± 1,72, 59,46 ± 0,67 e 74,36 ± 

0,51%, respectivamente. De acordo com os resultados da capacidade antioxidante 
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na inibição do radical DPPH•, o valor da CE50 foi de 0,59 ± 0,09 mM para a 

bergenina e de 0,76 ± 0,11 mM para o Trolox. 

 

Figura 5 - Capacidade antioxidante da bergenina contra o radical DPPH 

 

Os valores representam a média ± E.P.M. das porcentagens de neutralização in vitro, n = 5. *p < 0,05 
VS. controle (PBS, pH 7,4). 

a
p < 0,05 VS. radical DPPH. 

b
p < 0,05 VS. Trolox (ANOVA e Student 

Neuman-Keuls). 

 

3.2. Capacidade antioxidante contra o radical ABTS•+ 

 

Os resultados da capacidade antioxidante da bergenina contra o radical 

ABTS•+ nas concentrações de 0,1, a 3,0 mM foram de 27,54 ± 0,19; 53,04 ± 0,80; 

71,59 ± 0,72; 84,48 ± 0,76 e 91,08 ± 0,08%, respectivamente, na qual reduziu 

(p<0,05) o radical ABTS•+ quando comparado ao Sistema (Figura 6). Nas mesmas 

condições experimentais, o Trolox nas concentrações de 0,1, a 3,0 mM reduziu 

(p<0,05) a concentração do radical ABTS•+ em 21,49 ± 0,12, 33,06 ± 0,05, 64,27 ± 

0,54, 82,80 ± 0,68 e 89,87 ± 0,17%, respectivamente. De acordo com os resultados 

da capacidade antioxidante na inibição do radical ABTS•+, o valor da CE50 foi de 0,36 

± 0,05 mM para a bergenina e de 0,57 ± 0,04 mM para o Trolox. 
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Figura 6 - Capacidade antioxidante da bergenina contra o radical ABTS 

 

Os valores representam a média ± E.P.M. das porcentagens de neutralização in vitro, n = 5. *p < 0,05 
VS. controle (PBS, pH 7,4). 

a
p < 0,05 VS. radical ABTS. 

b
p < 0,05 VS. Trolox (ANOVA e Student 

Neuman-Keuls). 

 

3.3. Capacidade antioxidante contra a produção de íons nitrito 

 

O resultado correspondente à inibição da produção de íons nitrito pela 

bergenina nas concentrações de 0,1 a 3,0 mM foram de 22,04 ± 0,81, 35,80 ± 0,46, 

48,02 ± 0,16, 73,19 ± 0,98 e 86,49 ± 0,58%, respectivamente, na qual reduziu 

(p<0,05) a formação de íons nitritos em relação ao NPS (Figura 7). Nas mesmas 

condições experimentais, o Trolox reduziu (p<0,05) a formação de íons nitritos em 

13,39 ± 0,20, 26,21 ± 0,65, 43,82 ± 0,13, 69,20 ± 1,31 e 80,79 ± 1,28%, 

respectivamente. De acordo com os resultados antioxidante, o valor da CE50 foi de 

0,71 ± 0,06 mM para a bergenina e de 0,88 ± 0,07 mM para o Trolox. 
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Figura 7 - Capacidade antioxidante da bergenina contra a produção de íons 

nitrito 

 

Os valores representam a média ± E.P.M. das porcentagens de neutralização in vitro, n = 5. *p < 0,05 
VS. controle (PBS, pH 7,4). 

a
p < 0,05 VS. NPS. 

b
p < 0,05 VS. Trolox (ANOVA e Student Neuman-

Keuls). 

 

3.4. Capacidade antioxidante contra o radical hidroxila 

 

No presente estudo, os radicais hidroxilas foram gerados a partir da reação de 

Fenton e como mostrado na Figure 8, a bergenina conseguiu atuar na inibição da 

degradação da 2-desoxirribose pelo sequestro de radicais hidroxilas (p<0,05) em 

relação ao sistema. Nas concentrações de 0,1 a 3,0 mM, a bergenina apresentou 

capacidade antioxidante de 22,16 ± 0,69, 38,11 ± 1,54, 56,72 ± 2,00, 71,58 ± 0,11 e 

79,07 ± 1,65%, respectivamente. O Trolox também inibiu a degradação de 2-

desoxirribose em relação ao Sistema (p<0,05) apresentando 15,84 ± 0,43, 28,58 ± 

0,19, 50,27 ± 1,48, 61,85 ± 0,94 e 75,37 ± 0,38% de capacidade antioxidante 

respectivamente. De acordo com os resultados de inibição da degradação da 2-

desoxirribose, o valor da CE50 foi de 0,62 ± 0,08 mM para a bergenina e de 0,83 mM 

± 0,11 para o Trolox. 
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Figura 8 - Capacidade antioxidante da bergenina contra o radical hidroxila 

 

Os valores representam a média ± E.P.M. das porcentagens de inibição in vitro, n = 5 *p < 0,05 VS. 
controle (PBS, pH 7,4). 

a
p < 0,05 VS. sistema. 

b
p < 0,05 VS. Trolox (ANOVA e Student Neuman-

Keuls). 

 

3.5. Potencial redutor da bergenina 

 

O resultado correspondente a capacidade antioxidante da bergenina para o 

seu potencial redutor está representado na Figura 9. O aumento da absorbância em 

700 nm nas concentrações de 0,1 a 3,0 mM demonstra o potencial redutor da 

bergenina de forma significativa (p<0,05) em relação ao controle. O Trolox nas 

mesmas concentrações também apresentou significativo (p<0,05) potencial redutor 

em relação ao controle negativo. De acordo com esses resultados, os valores da 

CE50 da bergenina e do Trolox necessárias para reduzir ferricianeto de potássio 

(Fe3+) à ferrocianeto de potássio (Fe2+) em 50% da sua absorbância inicial foi de 

0,73 ± 0.09 mM e 0,81 ± 0,07 mM, respectivamente. 
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Figura 9 - Potencial redutor da bergenina 

 

Os valores representam a média ± E.P.M. das porcentagens de neutralização in vitro, n = 5. 
a
p < 0,05 

VS. controle. 
b
p < 0,05 VS. Trolox (ANOVA e Student Neuman-Keuls). 

 

3.6. Capacidade quelante do Fe2+ 

 

O resultado antioxidante correspondente a capacidade quelante da bergenina 

nas concentrações de 0,1 a 3,0 mM foram de 34,20 ± 0,63, 47,30 ± 0,43, 65,27 ± 

0,17, 72,57 ± 1,46 e 81,43 ± 0,27%, respectivamente, na qual reduziu (p<0,05) a 

formação do complexo Ferrozina-Fe2+ em relação ao Sistema (Figura 10). O Trolox 

também apresentou capacidade quelante em relação ao Sistema (p<0,05) de 23,85 

± 1,01, 37,48 ± 0,81, 43,88 ± 0,22, 58,11 ± 0,30 e 71,24 ± 1,52% respectivamente. 

De acordo com os resultados da capacidade quelante, o valor da CE50 foi de 0,42 ± 

0,07 mM para a bergenina e de 0,81 ± 0,13 mM para o Trolox. 
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Figura 10 - Capacidade da bergenina de quelar o Fe2+ 

 

Os valores representam a média ± E.P.M. das porcentagens de neutralização in vitro, n = 5. *p < 0,05 
VS. controle (PBS, pH 7,4). 

a
p < 0,05 VS. sistema. 

b
p < 0,05 VS. Trolox (ANOVA e Student Neuman-

Keuls). 

 

3.7. Capacidade antioxidante contra o dano oxidativo induzido em eritrócitos 

 

3.7.1. Capacidade de inibição da hemólise 

 

Os resultados correspondentes a capacidade de inibir a hemólise em 

eritrócitos para a bergenina e para o Triton X-100 estão representados na Figura 11. 

Foi observado que a taxa de hemólise foi inferior a 2% mesmo com o aumento das 

concentrações da bergenina, na qual houve diferença significativa apenas em 

relação aos resultados do Triton X-100 [F = (9, 20) 1,04, p<0,05]. O Triton X-100 nas 

mesmas concentrações que a bergenina apresentou 100% de hemólise em relação 

ao controle a partir da concentração de 0,1 mM [F = (5, 12) 1,00, p<0,05]. 
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Figura 11 - Capacidade da bergenina em inibir a hemólise 

 

 

Os valores representam a média ± E.P.M.  da hemólise in vitro, n = 5, dos experimentos em duplicata. 
a
p < 0,05 em relação ao controle (PBS) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); 

b
p < 

0,05 em relação ao Triton X-100 (0,1-3,0 mM) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc 
teste). 

 

3.7.2. Capacidade antioxidante pela inibição da hemólise oxidativa 

 

  O resultado antioxidante da bergenina pela inibição da hemólise induzido pelo 

AAPH em suspenção de eritrócitos está representado na Figura 12. Os valores da 

capacidade antioxidante nas concentrações de 0,1 a 3,0 mM foram de 42,93 ± 0,84, 

62,67 ± 0,14, 86,66 ± 0,08, 93,60 ± 0,24 e 95,31 ± 0,56 %, na qual, a bergenina 

reduziu de forma significativa [F = (5, 12) 1,52, p<0,05] a hemólise quando 

comparado somente com o APPH. O Trolox também reduziu a hemólise de forma 

significativa [F = (6, 14) 0,92, p<0,05] em comparação ao APPH, apresentando 
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40,72 ± 0,53, 59,85 ± 0,71, 84,62 ± 0,57, 91,72 ± 0,13 e 94,87 ± 0,25% de 

capacidade antioxidante, respectivamente.  De acordo com os resultados da 

capacidade antioxidante pela inibição da hemólise em eritrócitos, o valor da CE50 foi 

de 0,16 ± 0,01 mM para a bergenina e de 0,19 ± 0,02mM para o Trolox. 

 

Figura 12 - Expressão da capacidade antioxidante da bergenina pela inibição 

da hemólise oxidativa 

 

Capacidade antioxidante da bergenina em diferentes concentrações (0,1-3,0 mM) pela inibição da 
hemólise de eritrócitos induzida pelo APPH. Os valores representam a média ± E.P.M. dos valores de 
inibição in vitro, n = 5. 

*
p<0,05 versus controle (PBS, pH 7,4); 

a
p<0,05 em relação ao AAPH (100% de 

hemólise); 
b
p<0,05 em relação ao Trolox (0,1-3,0 mM) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post 

hoc teste). 

 

3.7.3. Determinação dos níveis de GSH em eritrócitos 

 

O nível de GSH quantificado em suspenção de eritrócitos no controle foi de 

47,56 ± 0,14 µmol/g hemoglobina, sendo que este valor diminuiu para 18,41 ± 0,51 

µmol/g hemoglobina após adição de AAPH. Nas concentrações de 0,1 a 3,0 mM, os 

níveis de GSH foram de 31,09 ± 0,04, 36,95 ± 0,54, 40,64 ± 0,58, 46,45 ± 0,09 e 

46,74 ± 0,15 µmol/g hemoglobina, na qual, a bergenina inibiu a depleção [F = (5, 12) 

0,62, p<0,05] dos níveis de GSH quando comparado somente com o AAPH (Figura 

13). O Trolox também apresentou capacidade antioxidante e proporcionou um 

aumento dos níveis de GSH [F = (5, 12) 0,54, p<0,05] em relação ao AAPH em 
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30,19 ± 0,08, 34,87 ± 0,13, 39,26 ± 0,15, 45,00 ± 0,12 e 45,89 ± 0,24mol/g 

hemoglobina nas concentrações de 0,1, 0,3, 0,7, 1,5 e 3,0 mM, respectivamente.  De 

acordo com estes resultados, a bergenina e o Trolox aumentaram os níveis de GSH 

proporcionalmente ao aumento da concentração. 

Figura 13 - Determinação dos níveis de GSH em eritrócitos após o tratamento 

com bergenina 

 

Os valores representam a média ± E.P.M. dos valores de inibição in vitro, n =5, dos experimentos em 
duplicata. 

a
p<0,05 em relação ao controle (PBS, pH 7,4); 

b
p<0,05 em relação ao AAPH; 

c
p<0,05 em 

relação ao Trolox (0,1-3,0 mM) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste). 

 

3.7.4. Peroxidação lipídica em eritrócitos 

 

O resultado antioxidante da bergenina no teste de inibição da peroxidação 

lipídica induzido pelo AAPH em suspenção de eritrócitos está representado 

na Figura 14. A quantidade de TBARS encontrado no controle foi de 1,52 µmol/g de 

hemoglobina, sendo observado um aumento para 16,51 ± 0,47 µmol/g de 

hemoglobina no grupo que foi adicionado AAPH. As concentrações de bergenina 

avaliadas (0,1 a 3,0 mM), os níveis de TBARS foram de 9,49 ± 0,07, 6,52 ± 0,06, 

5,48 ± 0,08, 4,11 ± 0,53 e 3,61 ± 0,05 µmol/g de hemoglobina, nas quais, a 

bergenina reduziu de forma significativa [F = (5, 12) 0,74, p<0,05] os níveis de 

TBARS quando comparado com o grupo AAPH. O Trolox também reduziu os níveis 
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de TBARS [F = (5, 12) 0,69, p<0,05] em comparação ao AAPH, apresentando 10,59 

± 0,17, 7,53 ± 0,04, 6,05 ± 0,07, 4,49 ± 0,16 e 3,61 ± 0,04 µmol/g hemoglobina nas 

concentrações de 0,1, 0,3, 0,7, 1,5 e 3,0 mM, respectivamente. Tanto a bergenina 

quanto o Trolox inibiram a formação de TBARS proporcionalmente ao aumento da 

concentração.  

 

Figura 14  -  Análise da peroxidação lipídica em eritrócitos após o tratamento 

com bergenina 

 

 

Os valores representam a média ± E.P.M. dos valores de inibição in vitro, n = 5. 
a
p < 0,05 em relação 

ao controle (PBS, pH 7,4); 
b
p < 0,05 em relação ao AAPH; 

c
p<0,05 em relação ao Trolox (0,1-3,0 mM) 

(ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste). 

 

3.8. Correlação antioxidante 

 

A estatística do coeficiente de correlação de Pearson (r) obtido para o 

resultado antioxidante da bergenina demonstrou a existência de uma relação 

positiva entre a inibição da hemólise oxidativa e o aumento dos níveis de GSH (r = 

0,982, p<0.05, Figura 15A) e a diminuição dos níveis de TBARS (r = 0,972, p<0.05, 

Figura 15B). 
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Figura 15 - Análie da correlação de Pearson para avaliar o parâmetro 

antioxidante da bergenina 

 

Analise de correlação de Pearson usado para estabelecer a relação entre a capacidade antioxidante 
da bergenina e os parâmetros de estresse oxidativo em eritrócitos.  (A) Correlação entre a inibição da 
hemólise oxidativa e os níveis de GSH; (B) Correlação entre a inibição da hemólise oxidativa e os 
níveis de TBARS. Os valores representam a média ± E.P.M. dos valores de inibição in vitro, n = 5, 
dos experimentos em duplicata. 

 

4. Discussão 

 

Para confirmar a ação antioxidante da bergenina, foi realizado o método de 

DPPH•. Essa técnica envolve o sequestro do radical livre estável DPPH• e a 

capacidade antioxidante é analisada pela diminuição da absorbância da solução de 

DPPH• em 517 nm, na qual o radical DPPH• de cor púrpura é reduzido para formar 

DPPH2 de cor amarela (MUSA; ABDULLAH; AL-HAIQI, 2015). Com base neste 

princípio, o resultado obtido no presente estudo demonstrou que a bergenina 

apresenta elevada capacidade antioxidante. Resultado semelhante foi obtido para a 

bergenina no estudo de Zamarrud et al (2011), no qual foi demonstrado que este 

composto tem a capacidade de inibir o radical DPPH• em mais de 80% na 

concentração usada. De acordo com esse método (MUSA; ABDULLAH; AL-HAIQI, 

2015), a ação antioxidante da bergenina contra o radical DPPH• pode ocorrer pela 

transferência de átomo de hidrogênio formando uma molécula estável de DPPH2. 

Outro teste utilizado foi inibição do radical ABTS•+, que é um método 

antioxidante convencional, simples e extensivamente utilizado junto com o radical 

DPPH• para avaliar a capacidade antioxidante de várias substâncias (MACHADO et 

al., 2015; SCHAICH; TIAN; XIE, 2015). Neste método, o radical ABTS•+ de coloração 

azul/verde é produzido por meio da oxidação da solução de ABTS+ pelo persulfato 

de potássio e a reação com um composto antioxidante é monitorada pela diminuição 
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da absorbância da reação em 734 nm. Desta forma e similarmente aos resultados 

obtidos no método DPPH•, o presente estudo demonstrou que a bergenina é um 

potente antioxidante pela inibição do radical ABTS•+. 

Nossos resultados estão de acordo com o trabalho de Kumar et al (2012), no 

qual foi demonstrado que a bergenina apresenta elevada capacidade antioxidante 

contra o radical ABTS•+ a partir da concentração de 0,2 mM. De acordo com este 

método (SCHAICH; TIAN; XIE, 2015), a inibição do radical ABTS•+ pela bergenina 

pode ocorrer pela transferência de átomo de hidrogênio ou principalmente por 

elétron formando uma molécula de ABTS+. Quando os resultados antioxidantes do 

DPPH• e ABTS•+ são comparados, é possível observar um melhor potencial 

antioxidante da bergenina contra o radical ABTS•+, sugerindo que o mecanismo da 

ação antioxidante deste composto pode ocorrer principalmente pela transferência de 

elétron. Um melhor potencial antioxidante contra o radical ABTS•+ e em relação ao 

radical DPPH• também foi observado no estudo in vitro realizado por Srinivasan et al 

(2007) com a bergenina. 

Posteriormente, foi medida a capacidade antioxidante pela inibição do óxido 

nítrico, que é baseada no princípio de que o nitroprussiato de sódio numa solução 

aquosa em pH fisiológico gera espontaneamente o óxido nítrico, na qual interage 

com o oxigênio para produzir íons nitrito (NO2–), que podem ser medidos pela reação 

com o reagente de Griess (DE FREITAS et al., 2014). De acordo com o resultado 

obtido, a bergenina reagiu com óxido nítrico e conseguiu inibir a produção de íons 

nitrito. Essa capacidade antioxidante foi proporcional ao aumento da concentração e 

quando os resultados são comparados com o Trolox, foi observado que a bergenina 

foi mais efetiva na diminuição da produção de íons nitrito. 

Segundo o estudo realizado por Singh et al. (2009), a capacidade antioxidante 

da bergenina contra o radical hidroxila pode ocorrer com a adição eletrofílica ao anel 

aromático, pela abstração de átomo de hidrogênio a partir de β-carbono do grupo 

CH2OH e pela transferência de elétrons. Como observado em nossos resultados, a 

capacidade antioxidante da bergenina foi proporcional ao aumento da concentração 

e quando os resultados são comparados com o Trolox, é observado que a bergenina 

nas concentrações iguais ao Trolox inibiu a degradação da 2-desoxirribose pelo 

possível sequestro de radicais hidroxilas de forma superior ao Trolox.  

O potencial redutor da bergenina foi demonstrado pela transformação do 

ferricianeto de potássio [Fe3+(CN−)6] de cor amarela à ferrocianeto de potássio 
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[Fe2+(CN−)6] de cor verde. Essa mudança de cor ocorre por meio da capacidade de 

transferência de elétrons, que serve como um importante indicador da capacidade 

antioxidante apresentado pela bergenina, demonstrado anteriormente no estudo de 

Singh et al (2009) pela formação do cátion radical clorpromazina (CPZ•+) em 530 nm. 

Processos como eliminação de radicais livres e/ou inibição da peroxidação 

lipídica é mediada pela reação redox e de acordo com o resultado obtido no 

presente estudo, a bergenina apresentou elevado potencial redutor de acordo com o 

aumento da concentração, sendo que, esse resultado foi superior ao apresentado 

pelo Trolox. No contexto do potencial de redução, o resultado obtido no presente 

estudo demonstrou que a capacidade quelante da bergenina pela inibição da 

formação do complexo Ferrozina-Fe2+ foi mais eficiente que o Trolox. 

A capacidade antioxidante de uma determinada substância pode ser avaliada 

com mais precisão através da inibição da oxidação em fluídos biológicos. Desta 

forma, a fácil acessibilidade dos eritrócitos torna-os um modelo atraente para 

estudar o estresse oxidativo in vitro. No presente estudo, a inibição do dano 

oxidativo induzido pelo AAPH em suspenção de eritrócitos de ratos foi realizado e de 

acordo com os resultados obtidos, a bergenina conseguiu proteger os eritrócitos de 

forma proporcional ao aumento da concentração em comparação com os danos 

induzidos apenas pelo AAPH.  

Quando os resultados foram comparados com o Trolox, ficou demonstrado 

que a bergenina é mais efetiva na proteção contra os danos oxidativos. Essa 

elevada capacidade antioxidante da bergenina resultou em um baixo nível de 

depleção da enzima GSH, na qual atua como o primeiro mecanismo de defesa 

celular contra os radicais livres.  

Desta forma, processos oxidativos que ocorrem na membrana dos eritrócitos 

provoca uma rápida redução do nível de GSH intracelular e como observado no 

presente estudo, a bergenina preveniu a redução da GSH quando comparado ao 

APPH. Este resultado está em concordância com os estudos realizados por Lim et 

al. (2000) e Kim et al. (2000), na qual foi demonstrado que a bergenina previniu a 

depleção dos niveis de GSH em figados de ratos intoxicados com Tetracloreto de 

carbono (CCl4). 

De acordo com os resultados do teste de hemólise oxidativo, os eritrócitos 

apenas em contato com o APPH apresentaram um elevado nível de peroxidação 

lipídica, o qual pode estar associada com o aumento da depleção de GSH 
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demonstrado no agente oxidante APPH. Quando os eritrócitos foram tratados com a 

bergenina, os níveis de TBARS foram prevenidos. Este resultado demonstrou que a 

bergenina atuou na neutralização de radicais peroxilas gerados a partir da 

decomposição do APPH. Os principais mecanismos que provocam a hemólise de 

eritrócitos envolvem a interação com agentes oxidantes como os radicais livres e 

pela penetração na membrana celular. No presente estudo, a bergenina apresentou 

capacidade antioxidante sem induzir hemólise dos eritrócitos quando comparado ao 

controle. Assim, é possível sugerir que a bergenina no teste de hemólise não atua 

como um agente oxidante ao interagir com as membranas dos eritrócitos, 

demonstrando uma possível segurança a nível celular. 

O resultado estabelecido sobre os níveis de TBARS  em eritrócitos está de 

acordo com a capacidade antioxidante observado no estudo realizado por Lim et al 

(2000) e Kim et al (2000), na qual foi demonstrado uma diminuição dos níveis de 

TBARS em fígados de ratos intoxicados com Tetracloreto de carbono (CCl4). Kumar 

et al (2012) destacou a prevenção da peroxidação lipídica junto com o aumento do 

sistema de defesa antioxidante celular em fígados de ratos diabéticos. 

Os dois principais possíveis mecanismo pela qual a bergenina exerce efeito 

antioxidante está representado na Figura 16. No primeiro mecanismo, os dois 

grupamentos hidroxilas podem doar hidrogênio radicalar (TAH) para o elétron 

desemparelhado do radical (R•), gerando depois um radical estabilizado por 

ressonância. No segundo mecanismo proposto, na transferência de elétrons (TE) 

pode ser formado um birradical que vai gerar por ciclização com um dos oxigênios 

dois anéis heterocíclicos de cinco membros, sendo um deles aromático. 
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Figura 16 - Possíveis mecanismos da ação antioxidante da bergenina na 

neutralização do radical R• (DPPH•, ABTS•+, OH• e L• ) 

 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

5. Conclusão 

 

Em todos os resultados obtidos no presente trabalho observou-se que a 

bergenina possui grande capacidade antioxidante in vitro em modelos biológicos e 

não biológicos sendo comparado com as propostas de mecanismo de ação, assim, a 

bergenina pode representar uma nova fonte alternativa de substancias bioativas 

principalmente com potencial antioxidante para diversas aplicações nas indústrias de 

fármacos, cosméticos, alimentos e outras. 
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Bergenina isolada de Peltophorum dubium diminue a resposta inflamatória em 

macrófagos peritoneais de murinos ativados por LPS pela via de sinalização 

Jak-STAT 

 

 

RESUMO 

A bergenina é um importante componente ativo do gênero Peltophorum e possui 
diversas propriedades farmacológicas. A imunidade natural ou inata é o primeiro 
sistema de proteção do corpo contra lesões ou patógenos e os macrófagos são os 
principais componentes deste sistema e estão intimamente relacionados às células 
fagocíticas que desempenham um papel fundamental ao longo da inflamação e sua 
resolução, produzem citocinas e quimiocinas que sinalizam e atraem outras células 
para atuar na resolução do processo inflamatório. O objetivo deste estudo foi 
determinar o efeito da bergenina na resposta inflamatória de macrófagos peritoneais 
de camundongos estimulados por lipopolisacarídeo bacteriano (LPS) e determinar o 
mecanismo de ação pelo qual essa molécula age. Foi analisado a produção de 
nitrito pelo método de Griess, além disso, foram determinados por Western blot, a 
expressão da enzima iNOS, a ativação das proteínas da  família MAPK, a 
fosforilação de STAT3 e a degradação de IκB-α, a produção de citocinas pró-
inflamatórias foi avaliada por ELISA. Os resultados revelaram que a bergenina foi 
capaz de reduzir a expressão de iNOS e Nitrito. Da mesma forma, a bergenina 
reduziu a produção de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-17 em macrófagos peritoneais murinos 
tratados com LPS, a bergenina diminuiu a fosforilação de STAT3 de forma 
significante e não exibiu propriedades anti-inflamatórias pelas vias de sinalização 
MAPK e NF-kB. O estudo fornece evidências de que a bergenina desempenha um 
papel importante como anti-inflamatório e pode ser um complemento atraente no 
tratamento de doenças inflamatórias diminuindo o processo inflamatório pela via 
Jak-STAT. 

 

Palavras-chave: Bergenina. Macrófagos. LPS. Jak-STAT. MAPKs. NF-κB 
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1. Introdução 

 

A imunidade natural ou inata é o primeiro sistema de proteção do corpo contra 

lesões ou patógenos (SPALLANZANI et al., 2015). Os macrófagos são os principais 

componentes deste sistema, estas células estão intimanente ligadas a função 

fagocitária e desempenham um papel fundamental ao longo do processo 

inflamatório. Elas produzem cotocinas e quimiocinas que sinalizam e atraem outras 

células para atuar na resolução do processo inflamatório (YANG et al., 2016; 

SOEHNLEIN et al., 2010). 

Os macrófagos quando são expostos ao lipopolisacarídeo bacteriano (LPS), 

tem o seu equilíbrio intracelular modificado, esse lipopolisacarídeo causa elevado 

nível de estresse oxidativo, dessa forma o macrófago começa a produzir mediadores 

pró-inflamatórios e a liberá-los no meio extracelular, tais como espécies reativas de 

oxigênio (EROS), as prostaglandinas cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) e óxido 

nitrico sintase induzivel (iNOS) (YAN et al., 2016; AKIYAMA et al., 2000), esses 

mediadores amplificam a resposta inflamatória o que causa mais danos celulares, 

por tanto, estão fortemente associados a importantes doenças relacionadas à 

inflamação (BULUA et al., 2011). Dessa forma, um forte alvo terapêutico para reduzir 

os processos inflamatórios patológicos deve inibir adequadamente os mediadores 

pró-inflamatórios (AMBRIZ-P REZ et al., 2016; CÁRDENO et al., 2013). 

Nos últimos anos os pesquisadores vêm conduzindo pesquisas de novos 

agentes anti-inflamatórios a partir de produtos naturais (ZAMAN et al., 2015; CHA  et 

al, 2017). A bergenina é um importante constituinte ativo das plantas do gênero 

Peltophorum e tem uma gama de propriedades farmacológicas já descritas como 

antibacteriano (SILVA et al., 2015), anti-inflamatório (RONG-HUA et al., 2016), 

antinarcótico (YUN et al, 2015), antilíticas (AGGARWAL et al., 2015), antiartrítico 

(JAIN et al., 2014), antimalárico (KHAN et al., 2016), antitumoral (ZHANG et al., 

2013), antidiabético (KUMAR et al., 2012) e hepatoprotetor (LIM et al., 2001), 

também possui potente atividade antiartrítica modulando Th1 / Th2 (NAZIR et al., 

2007) que geram citocinas e ativam a produção e migração de células inflamatórias 

(ZHANG et al., 2016).  

Em um estudo recente descrito por Gao e colaboradores (2015) mostra que a 

bergenina é um potente inibidor de mediadores pró-inflamatórios na mastite, porém 
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o exato mecanismo molecular anti-inflamatório desta substância ainda não está 

completamente esclarecido. 

Assim, o objetivo deste estudo foi determinar o efeito da bergenina na 

resposta inflamatória em macrófagos peritoneais de camundongos estimulados por 

LPS e descrever o mecanismo de ação dessa molécula. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Obtenção e caracterização química da bergenina 

 

As cascas das raízes de P. dubium Taub foram coletadas no Campus Ondina 

da Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil. Uma amostra foi depositada 

no herbário Alexandre Leal da Costa do Instituto de Biologia da UFBA sob o número 

de catalogação 69237. A extração, isolamento e caracterização foi descrita por 

Oliveira e colaboradores (2017). Em resumo, as cascas das raízes de Peltophorum 

dubium (Spreng.) Taub. foram secas e trituradas e, em seguida, submetidas à 

maceração em MeOH por 48h. Posteriormente, o extrato bruto foi submetido à 

partição com diclorometano, onde observou-se a formação de precipitado que foi 

separado por filtração.  

O material precipitado foi purificado em cromatografia de coluna utilizando 

sílica gel 60, eluída com os solventes CHCl3/MeOH na proporção (9:1), sendo então 

obtido um sólido cristalino que foi identificado por ressonância magnética nuclear 

(RMN) de 1H (500 MHz, CD3OD) e 13C (125 MHz, CD3OD), depois disso o material 

sólido cristalino foi submetido a técnicas de difração de raios X, infravermelho por 

transformada de Fourier e calorimetria exploratória diferencial.  

 

2.2. Animais 

 

Foram usados camundongos Swiss machos (Harlan Interfauna Ibérica®, 

Barcelona, Espanha) pesando de 20 a 30 g. Os animais foram colocados em gaiolas 

e mantidos em condições constantes de temperatura (20-25 °C) e umidade (40 - 

60%) com ciclo de claro/escuro de 12 h, alimentação padrão para roedores 

(Panlab®, Sevilha, Espanha) e água ad libitum durante todo o experimento. Todos os 

cuidados com animais e procedimentos experimentais foram realizados seguindo os 
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protocolos aprovados Comitê de Ética Animal da Universidade de Sevilha, e todas 

as experiências foram de acordo com as recomendações da União Europeia sobre 

experimentação animal (Diretório do Conselho Europeu 2010/630 / UE). 

 

2.3. Preparo das soluções 

 

Foi preparado uma solução de reserve com bergenina a uma concentração de 

50 mM em dimetilsulfóxido  (DMSO) (Panreac®, Barcelona, Espanha) e feito 

diluições até as concentrações desejadas no meio de cultura. As concentrações 

finais de DMSO foram ⩽1% descartando a possibilidade de influencias do DMSO na 

resposta celular. 

 

2.4. Isolamento e cultura dos macrógafos peritoneais de murinos 

 

Foi administrado via intraperitoneal (i.p.) 1 mL de meio tioglicolato estéril (10% 

p/v) (Scharlau®, Barcelona, Espanha) em 10 camundongos. Após 4 dias, o exsudato 

peritoneal com as células foi colhido por lavagem da cavidade peritoneal com PBS 

estéril gelado (APARICIO‐SOTO et al., 2014). O material coletado foi submetido a 

centrifugação e após isso, as células foram ressuspensas em meio RPMI 1640 

(PAA®, Pasching, Áustria) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (PAA®, 

Pasching, Áustria), L-glutamina (2 mM), glicose ( 4,5 g/L) e tampão HEPES (10 mM), 

100 mg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina (PAA®, Pasching, Áustria) e, 

em seguida, semeados em placas de cultura (1 x 106 células/mL) durante 2 h a 37 

°C numa atmosfera humidificada com CO2 a 5%. Após 2 h, as células não aderentes 

foram removidas por lavagem com PBS e adicionou-se um novo meio RPMI 1640 

suplementado com 5% de SFB. Trinta minutos depois, os macrófagos peritoneais 

murinos (1 x 106 células/mL) foram tratados com LPS 5 μg/mL de Escherichia coli 

(Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) na presença ou ausência de bergenina em 

diferentes concentrações por 18 h. 

 

2.5. Viabilidade celular 

 

Os macrófagos foram semeados em placas de 96 poços (1 x 106 células por 

poço) depois foram incubadas na presença ou ausência de bergenina em diferentes 
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concentrações (3,15 a 200 μM) durante 18 h. No final do tempo de exposição, o 

efeito da bergenina no crescimento / viabilidade celular foi analisado pelo ensaio de 

Sulforodamina B (SRB) (CARDENO et al., 2014). Após o tempo de incubação, as 

culturas de células foram fixadas in situ por adição de 50 μL ácido tricloroacético 

50% (p/v) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) e incubadas por 60 minutos a 4 °C. 

O sobrenadante foi descartado e as placas foram lavadas cinco vezes com água 

deionizada. Foram adicionados a cada poço 50 μL de solução SRB (0,4% p/v) em 

ácido acético a 1% (Panreac®, Barcelona, Espanha) e incubados durante 30 min à 

temperatura ambiente. As placas contendo solução de SRB foram lavadas cinco 

vezes com solução de ácido acético a 1%. Em seguida, as placas foram secas ao ar 

e foram adicionados 100 μL por poço de 10 mmol L-1 de Tris base pH 10,5 (Sigma-

Aldrich®, St Louis, MO, EUA) e a absorvância de cada poço foi lida em um leitor 

ELISA a 510 nm (BioTek®, Bad Friedrichshall, Alemanha). Finalmente, a sobrevida 

celular foi medida como a porcentagem de absorbância em comparação com as 

células do controle (células não tratadas). 

 

2.6. Avaliação da produção de nitrito 

 

Os macrófagos foram semeados em placas de 24 poços e foram tratados 

(grupos testes) ou não (grupo controle) com diferentes concentrações de bergenina 

(3,15 a 200 μM) e incubados por 30 minutos a 35 °C, depois foram estimuladas com 

LPS por 18h. Os sobrenadantes das culturas (100 μL) foram transferidos para uma 

placa de ensaio de 96 poços misturada com 100  μL de reagente de Griess (Sigma-

Aldrich®, St Louis, MO, EUA) e incubada por 15 min à temperatura ambiente. A 

quantidade de nitrito, como índice de geração de óxido nítrico (NO), foi determinada 

e obtida por extrapolação a partir de uma curva padrão com nitrito de sódio. A 

absorvância a 540 nm foi medida por um leitor ELISA (BioTek®, Bad Friedrichshall, 

Alemanha). Os resultados foram expressos como a porcentagem de produção de 

nitrito em comparação com células de controle de DMSO-LPS (células estimuladas 

com LPS e não tratadas com bergenina). 

 

2.7. Isolamento e detecção por imunotransferencia das proteínas citoplasmáticas 

pró-inflamatórias  
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As células (1 x 106 células mL-1) dos tratamentos com bergeninas e as células 

dos controles foram raspadas e recolhidas com solução inibidora de proteases e 

fosfatases em PBS como descrito por Sánchez-Fidalgo et al. (2013). A concentração 

de proteína foi determinada para cada amostra usando um reagente de teste de 

proteína (Bio-Rad®, München, Alemanha) de acordo com o método de Bradford 

(BRADFORD, 1976) e como padrão foi usado γ-globulina. Alíquotas contendo 

quantidades iguais de proteína (30 μg) foram submetidas a técnica de Western blot 

para separação das proteínas por eletrofose em  gel de poliacrilamida (10%).  

No passo seguinte, as proteínas foram transferidas eletroforeticamente para 

uma membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpos primários específicos: 

rabbit anti-iNOS (160862; Cayman®, Ann Arbor, MI, USA, 1:1000), mouse anti-

pSTAT3, mouse anti-pJNK, rabbit-JNK, mouse anti-pp38, rabbit p38 (sc-8059, sc-

6254, sc474; sc-7973 e sc-535 respectivamente; Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

1;1000), rabbit anti-IκBα (1;1000), rabbit anti-pERK e mouse anti-ERK (1:2500) 

(4812, 4370, 9107 respectivamente; Cell Signalling®, Danvers, MA, USA) por uma 

noite a 4 °C. As membranas foram lavadas e incubadas com solução de bloqueio 

contendo o anticorpo secundário específico anti-rabit (Cayman®, 1:5000) ou anti-

mouse (Dako®, Atlanta, GA, EUA; 1:2000) por 2h à temperatura ambiente. Para 

normalizar o carregamento das proteínas no sistema, foi analisado a expressão de 

β-actina com um anticorpo anti-β-actina (A5316; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, 

EUA). 

A imunodetecção foi realizada utilizando um kit de detecção de luz de 

quimioluminiscência (Thermo Scientific™, Rockford, IL, EUA). As bandas de 

proteínas nas membranas foram capturadas usando o sistema de captura 

Amersham Imaging 600 da GE® Healthcare. Os sinais foram analisados e 

quantificados por um processador de imagem em Java (Image J, Softonic® 

Barcelona, Espanha) e expressos em relação às células controles tratadas com 

DMSO-LPS. 

 

2.8. Avaliação dos níveis de citocinas  

 

Para determinar as concentrações de citocinas foram utilizados kits 

comerciais (ELISA) de TNF-α, IL-6 (Diaclone®, Besancon Cedex, França), IL-1β (R & 

D Systems®, Abingdon, Reino Unido) e IL-17A (PeproTech®, Rocky Hill, EUA) 
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apropriados para camundongos. As análises foram realizadas utilizando o 

sobrenadante das cultura de macrófagos. A intensidade de cor de cada amostra foi 

lida a 450 nm em um leitor ELISA (BioTek®, Bad Friedrichshall, Alemanha) e foram 

expressas em pg/mL 

 

2.9. Análises estatísticas 

 

Todos os dados numéricos foram apresentados como média ± erro padrão da 

média (E.P.M.). A Análise estatística foi realizado utilizando one way ANOVA, 

seguido pelo teste Student-Newman-Keuls como post hoc. Os resultados foram 

considerados estatisticamente significante quando p < 0,05. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism® versão 6.02 (San Diego, 

CA, USA). 

 

3. Resultados 

 

3.1. Isolamento e caracterização da bergenina extraída de Peltophorum dubium 

 

Oliveira et al. (2017) descreve o isolamento de bergenina (Figura 1) a partir 

de raízes de P. dubium com excelente rendimento (R = 5,10% / extrato bruto). As 

técnicas de RMN, FT-IR e DSC foram empregadas para caracterizar sua estrutura e 

estabilidade. Concluímos que P. dubium é uma excelente fonte natural de bergenina, 

um derivado de ácido gálico.  

 

Figura 1 - Estrutura química da bergenina isolada de P. dubium 
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                                      Fonte: Autoria própria (2018). 
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3.2. Efeitos da bergenina na viabilidade cellular de macrófagos peritoneias de 

murinos estimulados por LPS 

 

Para avaliar o efeito anti-inflamatório da bergenina (BG), determinamos seu 

efeito sobre a viabilidade de macrófagos peritoneais de murinos por meio do teste 

SRB. Após 18 h, nossos dados demonstraram que a bergenina não interfere na 

viabilidade das células submetidas aos tratamentos com bergenina nas 

concentrações de 3,15 a 200 μM (Figura 2). 

 

Figura 2 - Viabilidade celular em macrófagos peritoneais por SRB após o 

tratamento com bergenina e DMSO 

 

A sobrevivencia celular foi medida como a porcentagem de viabilidade em comparação com o grupo 
DMSO-LPS (ANOVA e Student Neuman-Keuls). 

 

3.3. Efeitos da bergenina sobre a produção de nitrito e expressão de iNOS em 

macrófagos peritoneais de murinos estimulados por LPS 

 

Pode ser observado uma elevada quantidade de nitrito proveniente da 

expressão da enzima iNOS em resposta ao LPS (SEGHATOLESLAM et al., 2016). 

Assim, analisamos se a bergenina inibe a liberação de NO pelos macrófagos 

estimulados por LPS. Conforme mostrado na Figura 3, a bergenina nas 

concentrações de 6,25 e 12,5 µM  reduziu a quantidade de nitrito produzido em 56,3 

e 51,8% respectivamente quando comparado ao controle DMSO-LPS (p < 0,001). 
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Figura 3 - Efeitos da bergenina na produção de nitrito 

 

Os valores representam a média ± EPM (n = 3). 
+++

p <; vs. controle (PBS); 
***

p < 0.001 vs. DMSO–
LPS. 

 

Essa diminuição na produção de nitrito sugere uma possível regulação da 

atividade da enzima iNOS. Assim, esta hipótese foi avaliada pela medida dos níveis 

de iNOS por Western blot. A análise de imunotransferência demonstrou que a 

diminuição nos níveis de nitrito foi paralela à significativa diminuição nos níveis da 

proteína iNOS (Figura 4) que teve sua produção reduzida em 41,4% no grupo 

tratado com bergenina na concentração de 6,25 μM  e 53,1% no grupo tratado com 

com a concentração de 12,5 μM em comparação com o controle DMSO-LPS (p < 

0,01).   
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Figura 4 - Análise densitométrica de iNOS 

 

Os plots representam a intensidade das bandas mensuradas pelo programa Image J. β-Actina foi 
usada como controle normalizador. As colunas representam a média ± EPM (n = 3). 

+++
p < 0.001; 

++
p 

< 0.01 vs. controle (PBS); **p < 0,01 vs. DMSO-LPS (ANOVA e Student Neuman-Keuls). 

 

3.4. Efeitos da bergenina na citocinas por macrófagos peritoneais murinos 

estimulados com LPS 

 

A técnica de ELISA foi realizada para confirmar se a bergenina nas 

concentrações de 6,25 e 12,5 µM inibe os mediadores pró-inflamatórios TNF-α, IL-

1β, IL-6 e IL-17A. Como resultado, a produção de TNF-α foi reduzida em 70,6 e 

65,6% respectivamente (Figura 5A), os níveis de IL-1β foram reduzidos em 45 e 

67% respectivamente (Figura 5B), os níveis de IL-6 apresentaram diminuição de 

63% nas duas concentrações testadas (Figura 5C). Os níveis de IL-17A diminuiram 

20 e 36% respectivamente (Figura 5D) em comparação com o grupo controle 

DMSO-LPS. (p <0,001 vs. DMSO-LPS). 
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Figura 5 - Diminuição dos níveis de citocinas após o tratamento com bergenina 

em macrófagos estimulados por LPS 

 

(A) Níveis de Fator de necrose tumoral α (TNF-α). (B) Níveis de IL-1β. (C) Níveis de IL-6. (D) Níveis 
de IL-17A. Os valores representam a média ± EPM (n = 3). 

+++
p < 0.001 vs. controle (PBS), ***p < 

0,001 vs. LPS–DMSO, 
#
p < 0.05 vs. a concentração de 6,25. 

 

3.5. Efeitos da bergenina sobre as vias de sinalização pró-inflamatórias NF-kB, 

MAPK e STAT3 em macrófagos peritoneias de murinos estimulados por LPS 

  

Uma vez que a via de sinalização NF-κB é controlada pelo nível de IκB 

(MATHES, 2008), investigamos a liberação de IκB-α em macrófagos peritoneais 

murinos. Conforme mostrado na Figura 5A, a bergenina nas concentrações de 6,25 

e 12,5 µM não foi capaz de inibir a liberação de IκB-α, o que consiste numa 

regulação ascendente da atividade de NF-kB. O mesmo efeito pode ser observado 

no grupo controle DMSO-LPS, a estimulação LPS produziu uma degradação de IκB, 

o que é consistente com uma regulação ascendente da atividade de ligação NF-κB. 

A regulação da sinalização das proteínas da famíia MAPK (ERK, JNK e p38), 

também foi investigada. Conforme mostrado na Figura 5B, a fosforilação induzida 
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por LPS de MAPKs não foi alterada pela bergenina nas concentrações de 6,25 e 

12,5 µM sugerindo que a bergenina não exerce atividade pela via de sinalização 

MAPKs. 

Também foi analisado a fosforilação de STAT3 nos macrófagos peritoneais de 

murinos estimulados por LPS após o tratamento com bergenina. O LPS induz a 

fosforilação de STAT3 nestas células, por sua vez, a bergenina nas concentrações 

de 6,25 e 12,5 µM foi capaz de reduzir significativamente os níveis dessa 

fosforilação em 28,7 e 35,6% respectivamente em relação ao controle DMSO-LPS (p 

< 0,01 e p < 0,05 vs. controle DMSO-LPS) (Figura. 5C). Este resultado sugere que a 

regulação diferencial das citocinas pró-inflamatórias pela bergenina é devido à 

capacidade da bergenina em inibir a fosforilação de STAT3. 
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Figura 6 - Efeito da bergenina na expressão proteica de (A) IκB-α; (B) MAPKs (ERK, JNK and p38) e (C) STAT3 em 

macrófagos estimulados por LPS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) IκB-α; (B) MAPKs (ERK, JNK and p38) e (C) STAT3. Análise de densitometria da expressão de IκB-α, ERK, JNK and  STAT3. Os plots representam a 
intensidade das bandas mensuradas pelo programa Image J. β-Actina foi usada como controle normalizador. As colunas representam a média ± EPM (n = 
3). 

+++
p < 0.001; 

++
p < 0.01 e 

+
p < 0.05 vs. controle (PBS); **p < 0,01 e *p < 0,05 vs. DMSO-LPS. 
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4. Discussão 

 

A inflamação é uma reação estereotipada, homeostática e geralmente 

benéfica do corpo a uma lesão (KIRWAN et al., 2017). Em excesso, a inflamação 

pode destruir tecidos e causar danos graves ao organismo (ARGOLLO et al., 2017), 

a partir daí surge a necessidade de se utilizar um fármaco anti-inflamatório 

(RATCHFORD et al., 2017). 

A grande maioria das opções terapêuticas anti-inflamatórias são esteroides 

como os glicocorticoides, porém possuem graves efeitos adversos que 

impossibilitam o seu uso contínuo (NICHOLSON et al., 2017). Existem também 

outros fármacos anti-inflamatórios não esteroides (AINES) como os inibidores 

seletivos da COX-2 que podem elevar o grau de doenças cardiovasculares 

(BATLOUNI, 2010). Devido a essas preocupações, plantas medicinais e seus 

constituintes ativos estão recebendo grande atenção, uma vez que existem 

evidencias quanto ao uso tradicional como anti-inflamatórios que apresentam efeitos 

colaterais relativamente menores (CASTEJON et al., 2017; PRUDENTE et al., 2017; 

BORGES et al., 2017). Muitas moléculas já foram identificadas como candidatas a 

anti-inflamatórios e estão sob investigação para uso clínico (STEBBINGS et al., 

2016; HUSEINI et al., 2016; PORTINCASA et al., 2016). 

No presente estudo, elucidamos pela primeira vez os efeitos anti-inflamatórios 

e os mecanismos subjacentes da bergenina obtida de P. dubium, em macrófagos 

peritoneais de murinos ativados por LPS. Os macrófagos ativados por LPS sofrem 

perturbações que desequilibram o estado de oxirredução intracelular, o que leva ao 

estresse oxidativo (REILING et al., 2017). Após a estimulação dos macrófagos o 

gene iNOS induz a produção de grande quantidade de NO que age como um 

mensageiro intracelular e modula a formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROS) como nitrito e peróxido de hidrogênio o que resulta em uma resposta 

inflamatória (ESPIRITO-SANTO et al., 2017) também são capazes de provocar 

desordens patológicas que envolvem a oxidação de proteínas, lipídeos e DNA 

(YOON et al., 2017). 

Dessa forma, os moduladores da produção de EROS e as vias de sinalização 

ativada por EROS, podem ser potencias alvos para intervenção anti-inflamatórias 

especialmente em macrófagos (RASHID et al., 2017). Como visto na Figura 3, a 

bergenina exerceu potente capacidade antioxidante inibindo a produção de nitritos 
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de forma significativa nos macrófagos ativados por LPS e da mesma forma, a 

bergenina reduziu a expressão de iNOS (Figura 4) de maneira dose dependente. 

Em estudo recente de nosso grupo (OLIVEIRA, et al., 2017) a bergenina também 

apresentou significante potencial antioxidante em mecanismos in vitro contra íons 

nitrito. Vários componentes de plantas como acetato de hidroxitirosil e 3,4-

dihidroxifenilglicol diminuem a expressão de iNOS em macrófagos peritoneais 

ativados por LPS confirmando o efeito regulador  de produtos naturais sobre a 

produção de NO (APARICIO-SOTO et al., 2015). 

De acordo com a literatura, a ativação de NF-κB e MAPKs é iniciada quando 

partículas de LPS se ligam aos receptores do tipo Toll (TLRs) (ALLETTE et al., 

2017).  As vias NF-κB e MAPKs são eixos críticos essenciais para induzir e propagar 

uma resposta inflamatória em macrófagos ativados por LPS (PARK et al., 2016). A 

atividade da NF-kB são reguladas por quinases como IκA e IκB, as MAPKs incluem 

cinases extracelulares (ERKs), as c-Jun N-terminais (JNKs) e a p38 (ILIEV et al., 

2013). O aumento da atividade dessas proteínas envolvidas na regulação e síntese 

de mediadores inflamatórios as tornam potenciais alvos para atuação de anti-

inflamatórios. Nosso estudo mostrou (Figura 6A e B) que a via NF-κB não foi 

sensível à bergenina, não foi possível observar mudanças significativas nos níveis 

expressos de IκB-α, da mesma forma, o tratamento com bergenina não alterou a 

expressão das proteínas envolvidas na via MAPKs quando comparadas ao controle 

DMSO-LPS. 

Estudos anteriores mostram que vários componentes de plantas como 

curcumina, resveratrol e quercetina inibem a ERK e aumentam a produção de TNF-α 

através do fator de transcrição AP-1 pela via MAPKs (WANG et al., 2012; BURK et 

al., 2009; LIN et al., 2008; MIN et al., 2010). Dessa forma, como demonstrado na 

Figura 5A o tratamento com LPS induziu a produção de TNF-α nos macrófagos 

enquanto que o tratamento com bergenina reduziu significativamente a produção de 

TNF-α nas células apesar da não modulação das proteínas da via MAPKs. Ainda 

não está claro a razão pela qual houve a inibição da produção de TNF-α sem que 

houvesse alterações nas proteínas da via MAPKs. 

Conforme mostrado na Figura 6C o efeito da bergenina na regulação de 

STAT3 foi notavelmente diferente, a bergenina diminuiu a fosforilação de STAT3 nos 

macrófagos ativados por LPS, sugerindo que a via STAT3 é mais sensível à 

bergenina do que a MAPKs.  A expressão das citocinas pró-inflamatórias IL1-β, IL-6 
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e IL-17A foram aumentadas pela ação do LPS nos macrófagos peritoneais. Um 

estudo prévio, mostrou que a bergenina inibe mediadores inflamatórios (SHAH et al., 

2012), no presente estudo como mostrado na Figura 5B - D, a bergenina reduziu 

significativamente a produção de IL-1β, IL-6 e IL-17 nas doses testadas. Estas 

citocinas estão envolvidas na defesa do organismo contra doenças infecciosas e 

inflamatórias. Resultados parecidos são observados no estudo de Gao e 

colaboradores (2015), onde a bergenina foi capaz de reduzir a produção de IL-1β, 

IL-6, TNF-α e IL-17 em células do tecido mamário sem influenciar as vias NF-κB e 

MAPKs.  

De forma coletiva, os achados do presente estudo sugerem que a bergenina 

diminuem seletivamente a produção de vários mediadores inflamatórios, agindo 

mais sensivelmente pela via STAT3 em macrófagos peritoneais de murinos ativados 

por LPS.  

 

5. Conclusão 

 

Em conclusão, nosso estudo mostrou que a bergenina reduziu a expressão da 

proteína pro-inflamatória iNOS, bem como reduziu a produção de NO, diminuiu os 

níveis das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL17A e mostrou atuar com mais 

sensibilidade pela via STAT-3. Portanto, a bergenina tem potencial para ser aplicado 

em novas terapias anti-inflamatórias. 
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Efeito preventivo da bergenina contra o desenvolvimento de colite aguda 

induzida por TNBS em ratos, estudo da inibição de mediadores inflamatórios e 

a modulação da via de sinalição do inflamassoma NLRP3 / ASC 

 

Resumo 

A inflamação é o primeiro processo subjacente ao mecanismo de lesões e úlceras 
no colon, bloquear esta resposta imune pode ser a chave para o desenvolvimento de 
novos medicamentos anti-inflamatórios a partir de produtos naturais, com maior 
eficiência e menores efeitos colaterais. O objetivo deste estudo é explorar os efeitos 
da bergenina (BG) em um modelo de colite aguda induzida por TNBS em ratos, a fim 
de auxiliar nos estudos para o desenvolvimento de novas terapias com produtos 
naturais para doença inflamatórias intestinais. 48 ratos Wistar foram randomizados 
em seis grupos: (i) controle salina e (ii) controle TNBS; (iii) 5-ASA 100mg/kg/dia (iv) 
BG 12mg/kg/dia (v) BG 25mg/kg/dia e (vi) BG 50mg/kg/dia. A colite foi induzida por 
TNBS. Nossos resultados revelaram que a bergenina diminuiu os sinais de danos 
macroscópicos e microscópicos da colite e reduziu o grau de infiltração neutrofílica 
no tecido do cólon; Além disso, foi capaz de reduzir a regulação da expressão da 
proteína COX-2, iNOS, IkB-α e pSTAT3. Do mesmo modo, o tratamento com 
bergenina reduziu os níveis de IL-1β, IFN-γ e IL-10 e inibiu as vias de sinalização de 
inflamassoma NLRP3/ASC por via canônica através da IL-1 e não-canônica pela IL-
11. Conclusão: nosso estudo forneceu evidências de que a administração de 
bergenina reduziu o dano causado por TNBS em um modelo experimental de colite 
aguda em ratos, reduziu os níveis de proteínas e citocinas pró-inflamatórias, 
provavelmente por modulação e bloqueio de pSTAT3 e NF-kB e bloqueio do 
inflamassoma de NLRP3/ASC por via canônica e não-canônica. 
 

Palavras-chave: Bergenina. TNBS. Colite aguda. Inflamassoma NLRP3/ASC. 

Caspases  
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1. Introdução 

 

Entre as principais doenças inflamatórias intestinais (DII), a colite ulcerativa 

caracteriza uma desordem aguda ou crônica do sistema gastrintestinal com 

condições inflamatórias, que incluem diarréia com ou sem sangue, dor abdominal, 

febre, perda de peso e úlceras cuja prevalência e a incidência anual vem 

aumentando constantemente em todo o mundo, afetando pessoas de todas as 

idades (LEINWAND et al., 2017; GONZÁLEZ et al., 2016; IRAPORDA et al., 2016). 

Mesmo com etiologia incerta, a colite ulcerativa pode ser associada a 

condições multifatoriais em termos de imunidade, genética e condições não-imunes, 

como fatores ambientais. Esta doença afeta fortemente a vida dos pacientes porque 

ainda não existe tratamento específico e não há perspectivas de cura. A forma atual 

de controle da colite é baseada na terapia farmacológica convencional com o uso de 

corticosteróides, imunossupressores, salicilatos e imunomoduladores (WEI  et al., 

2017; ÁVILA-ROMÁN  et al., 2016; SUN et al., 2016). 

Esta condição multifatorial leva a mudanças na permeabilidade da barreira 

intestinal e perda de proteção contra lesões o que resulta em úlceras em vários 

locais do intestino. Do ponto de vista imunológico, as duas proteínas, óxido nítrico 

induzível sintetase (iNOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) estão diretamente associadas 

ao aumento das lesões inflamatórias no cólon, bem como os níveis elevados de 

marcadores inflamatórios, entre eles a interleucina-1β (IL-1β), interleucina-18 (IL-18) 

além da mieloperoxidase (MPO) e os baixos níveis de interleucina-10 anti-

inflamatória (IL-10) (MOTAGHI et al., 2016; SADAR et a., 2016). 

Embora os mecanismos etiológicos não estejam completamente elucidados, 

alguns pesquisadores relatam a importância de propor novos meios terapêuticos 

usando produtos naturais isolados ou dietas suplementadas com presença de 

substâncias derivadas de plantas (APARICIO-SOTO et al., 2016; SÁNCHEZ‐

FIDALGO et al., 2015; CÁRDENO et al., 2013). 

Como a inflamação é o primeiro processo subjacente ao mecanismo de 

lesões e úlceras no cólon, bloquear esta resposta imune pode ser a chave para o 

desenvolvimento de novos medicamentos anti-inflamatórios a partir de produtos 

naturais, com maior eficiência e menores efeitos colaterais. Várias pesquisas 

mostraram interesse em compostos fenólicos devido à ação farmacológica 

antioxidante, anti-inflamatória e antimicrobiana que a maioria desses compostos 
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possuem (MZID et al., 2017; EL‐HAWARY et al., 2016; NARANG; 

JIRAUNGKOORSKUL, 2016). 

A bergenina ((2R, 3S, 4S, 4aR, 10bS) -3,4,8,10-tetrahydroxy-2- 

(hydroxymethyl) -9-methoxy-3,4,4a, 10b-tetrahydro-2H-pyrano (3 , 2-c) isochromen-

6-one (C 14 H 16 O 9)) é um dos principais constituintes ativos das plantas do 

gênero Peltophorum e é classificado como um C-glicósido derivado do ácido 4-O-

metil gálico (BAJRACHARYA et al., 2015). Este composto apresenta propriedades 

farmacológicas como atividades antibacterianas (RAJ et al., 2012), antitumoral 

(ZHANG et al., 2013) e antidiabética (KUMAR et al., 2012). Além disso, a sua 

atividade anti-inflamatória também foi estudada em investigações experimentais 

(tanto in vivo como in vitro), como no modelo de edema de pata induzido por 

carragenina, o modelo de artrite em camundogo balb/c dosando as concentrações 

de ciclooxigenase (COX) -1, COX-2 e fosfolipase A2 (PLA2) (BAJRACHARYA et al., 

2015). No entanto, a sua possível atividade anti-inflamatória in vivo na colite 

ulcerativa ainda não foi descrita. 

O objetivo deste estudo foi explorar os efeitos da bergenina (BG) em um 

modelo de colite aguda induzida por TNBS em ratos, a fim de auxiliar nos estudos 

para o desenvolvimento de novas terapias de produtos naturais para DII. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Animais experimentais 

 

Um total de 48 ratos Wistar machos com oito semanas de idade fornecidos 

pela Janvier Labs® (França) e mantidos no laboratório de manipulação da Faculdade 

de Farmácia – Universidade de Sevilla – Espanha sob condições controladas de 

temperatura (24-25 °C) e umidade (70-75%) com ciclo claro/escuro de 12h. 

Recebendo água e comida ad libitum. Os ratos foram randomizados em seis grupos: 

(i) Controle (solução salina) e (ii) controle de TNBS; (iii) ácido 5-aminosalicílico (5-

ASA); (iv) BG 12; (v) BG 25 e (vi) BG 50. As doses orais de 5-ASA (100 mg/kg de 

peso corporal) e BG (BG 12: 12 mg/kg de peso corporal, BG 25: 25 mg BG/kg de 

peso corporal e BG 50: 50mg BG/kg de peso corporal) (BG e 5-ASA foram 

dissolvidos em PBS). Doses escolhidas com base nas análises descritas na 

literatura (PEREIRA et al., 2017; PATEL et al., 2012). A BG, salina e o 5-ASA foram 
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administrados por via oral às 48, 24, e 1 h antes da indução de colite e 24 h depois. 

O grupo controle recebeu salina em um volume comparável (10 ml/kg de peso 

corporal). Os experimentos seguiram o protocolo aprovado pelo comitê de ética da 

Faculdade de Farmácia. Todas os experimentos estavam em conformidade com as 

recomendações da União Europeia relativas à experimentação animal (Diretiva do 

Conselho Europeu 2010/630 / UE). 

 

2.2. Indução da colite ulcerativa 

 

A colite foi induzida por administração de TNBS (Sigma-Aldrich Company Ltd., 

Espanha), dissolvida em etanol a 50% (10 mg num volume de 0,25 ml para induzir a 

colite aguda) de acordo com o procedimento de Morris descrito por Martín et al. 

(2004). Os animais foram sacrificados 48 horas após a indução de colite usando alta 

concentração de anestesia. Os ratos foram monitorados diariamente com 

observações do comportamento, peso corporal e consistência das fezes. 

 

2.3. Avaliação macroscópica da gravidade da colite clínica 

 

No final do período experimental, os cólons dos animais foram removidos 

para avaliar a presença de adesão e variações no peso/comprimento como índice de 

inflamação. A colite clínica foi avaliada por um observador independente ao 

tratamento. Uma porção distal de 10 cm do cólon de cada animal foi removida e 

cortada longitudinalmente, ligeiramente limpa em solução salina para remover 

resíduos fecais e depois pesadas. As escalas de pontuações do dano macroscópico 

foram atribuídas com base nas características clínicas do cólon (MARTÍN et al., 

2004). A presença de adesões (escala 0-2), ulceração (escala 0-10) e / ou 

consistência das fezes (escala 0-1) foram avaliadas de acordo com o critério de 

Bobin-Dubigeon et al. (2001). O índice do peso do cólon/comprimento do cólon, foi 

utilizado como marcador de dano macroscópico. Pedaços do tecido colônico foram 

coletados e congelados em nitrogênio líquido para a medição dos parâmetros 

bioquímicos. 
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2.4. Avaliação histopatológica 

 

Para o exame histológico, utilizamos amostras da parte distal do cólon de 

cada animal fixado em paraformaldeído tamponado a 4%, desidratadas em 

concentrações crescentes de etanol e incorporadas em parafina. Posteriormente, 

seções do tecido foram cortadas a 4 mm em um micrótomo rotativo (Leica Ultracut®), 

montadas em lâminas de vidro limpas e secas a 37 ºC. As seções foram limpas, 

hidratadas e coradas com hematoxilina/eosina e azul de Alcian para avaliação 

histológica de dano colônico e conteúdo de muco, respectivamente, de acordo com 

os protocolos padrões. As lâminas foram codificadas para evitar viés de observação 

durante a avaliação. Todas as seções de tecido foram examinadas em um 

microscópio Olympus® modelo BH-2 para caracterização das alterações 

histopatológicas. As fotografias obtidas de amostras de cólon foram digitalizadas 

usando uma camera Olympus® BX61 acoplada ao microscópio. A análise dos 

números de lesões foi realizada pelo programa de análise de imagem Adobe 1 

Photoshop 1 Versão 6.0 (Adobe Systems®). 

 

2.5. Avaliação do envolvimento de neutrófilos 

 

A atividade da MPO foi avaliada como marcador de infiltração de neutrófilos 

de acordo com o método de Grisham et al. (1990) com pequenas modificações. Em 

todos os animais obteve-se uma amostra da região distal do cólon. As amostras 

foram processadas como descrito por Larrosa et al. (2010). 

 

2.6. Quantificação dos mediadores inflamatórios  

 

As amostras da região distal do cólon foram pesadas e homogeneizadas, 

após descongelamento, com 3 mL de solução salina tamponada (PBS pH 7,2), 

centrifugadas a 4 °C a 12.000 g por 10 min. Os sobrenadantes foram coletados para 

determinar a produção de citocinas com kits quantitativos de imunoensaio (ELISA): 

IL-1β, INF-γ e IL-10 (Diaclone, Besaçon Cedex, França) de acordo com as 

instruções do fabricante. As concentrações de proteína dos homogeneizados foram 

determinadas seguindo o método colorimétrico de Bradford (1976) e o conteúdo de 

citocinas calculado como picogramas por miligrama de tecido. 
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2.7. Isolamento de proteínas citoplasmáticas e nucleares e detecção por 

imunotransferência 

 

Os tecidos de cólon congelados foram pesados e homogeneizados em 

tampão de lise gelado (Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), MgCl2 8 mM, EGTA 5 mM, EDTA 

0,5 mM, 0,01 mg/mL de leupeptina, 0,01 mg/mL de pepstatina, 0,01 mg/mL de 

aprotinina, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo e NaCl 250 mM. Os 

homogeneizados foram centrifugados (12.000 g / 15 min / 4 °C) e os sobrenadantes 

foram recolhidos e armazenados a -80 °C. A concentração de proteína do 

homogeneizado foi determinada seguindo o método colorimétrico de Bradford 

(1976). 

 As alíquotas de sobrenadantes contendo quantidades iguais de proteína (50 

μg) foram separadas em gel de poliacrilamida a 10% por eletroforese. No passo 

seguinte, as proteínas foram transferidas eletroforéticamente para uma membrana 

de nitrocelulose e bloqueadas com 5% de leite em NP-40 0,05% em PBS, após isso, 

foram incubadas com os anticorpos primários específicos: anti-COX-2 policlonal e 

anti-iNOS policlonal (160862, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) na diluição de 

1:2.500 e 1:1.000, respectivamente); anti-IL-18 policlonal (ab71495, Abcam plc) à 

diluição de 1:200; anti-IκBα (44D4, Cell Signaling Technology, Inc.) em diluição de 

1:1000, anti-pSTAT3 e anti-ASC1 (sc-8059 e sc-376916, respectivamente, Santa 

Cruz Biotechnology, Inc) em diluição 1:100; anti-caspase-1, anti-caspase-11 e anti-

NLRP3 (NBP1-45433, NBP1-45453, 25N10E9 e NBP2-03948, respectivamente, 

Novus Biologicals, LLC) em diluição de 1:400, 1:500 e 1:500, respectivamente. 

durante uma noite a 4 °C.  

Logo depois, as membranas foram lavadas e incubadas com o anticorpo 

secundário específico, anti-rabitt (10004301, Cayman Chemical) na diluição de 

1:2.500 ou anti-mouse (P0447, Dako, Atlanta, GA, EUA) na diluição de 1:2.500) 

durante 2h à temperatura ambiente. Para provar o carregamento igual do conteúdo 

de proteínas, as membranas foram analisadas quanto à expressão da β-actina 

usando um anticorpo anti-β-actina (A5316, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A 

imunodetecção foi realizada utilizando um kit de detecção de luz de 

quimioluminiscência (34095, Supersignal West Femto, Thermo Fisher Scientific Inc). 

Os imunosinais foram capturados usando o Sistema de Imagem LAS-3000 Fujifilm 

Image Reader (Stamford, EUA) e os dados densitométricos foram estudados após a 
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normalização com os dados da β-actina. Os sinais foram analisados e quantificados 

pelo programa de imagem em Java (Image J, Softonic). 

 

2.8. Análises estatísticas 

 

Todos os valores nas figuras e no texto foram expressos como médias 

aritméticas ± erro padrão da média (E.P.M.). Os dados foram avaliados com o 

software GraphPad Prism® Versão 5.01. A significância estatística de qualquer 

diferença em cada parâmetro entre os grupos foi avaliada por análise de variância 

unidirecional (ANOVA), usando Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Os 

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. No 

experimento envolvendo histologia e Western Blot.  

 

3. Resultados 

 

3.1. Efeitos da bergenina na colite aguda de ratos induzida por TNBS 

 

A administração intracolônica de 10 mg de TNBS dissolvido em etanol 

durante dois dias induziu um estado de colite aguda nos animais caracterizada por 

diarréia sanguinolenta, perda de peso e ulceração da mucosa colônica 

acompanhada de infiltração de neutrófilos. Após 48h da indução da colite, os 

animais do grupo controle TNBS (TNBS) apresentaram grande perda de peso. A 

diferença na inflamação do trato intestinal foi apresentada por um aumento 

significativo da relação peso / comprimento do colon e a presença de adesões entre 

os orgãos adjacentes como índice de inflamação, em comparação com o grupo 

controle negativo (salina) (Tabela 1). 

O estudo macroscópico do cólon mostrou uma aparência flácida, 

estreitamento do lúmen intestinal, inflamação e necrose; Além disso, a mucosa 

adjacente apresentou edema e hemorragia (Figura 1). Os grupos de animais 

tratados com 5-ASA (100 mg/kg) e BG (25 e 50 mg/kg) apresentaram perda de peso 

menor em comparação com o grupo TNBS, mas relações de peso/comprimento foi 

semelhante, sugerindo um menor grau de inflamação, o que é confirmado através 

dos valores da pontuação de dano macroscópico para ambas as doses de BG  
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(*** p <0,001 vs. TNBS), porém BG na dose de 12 mg/kg não mostrou diferença 

estatística em comparação com o grupo TNBS (Tabela 1 e Figura 1). 
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Tabela 1 - Efeitos do tratamento com bergenina (12, 25 e 50 mg / kg) em parâmetros macroscópicos da colite em 

ratos induzida por TNBS. 

 

Grupos (n = 8) 
Mudança de 
peso corporal 

Peso/comprimento 
do cólon (g/cm) 

Dano macroscópico 
(Escala de 0-10) 

Aderências 
(Escala de 0-2) 

Diarréia 
(Escala de 0-1) 

Controle 5.28 ± 0.44 0,12 ± 0,009 0 0 0 

TNBS   -9.91 ± 1.9+++ 0,23 ± 0,01+++ 9,75 ± 0,16+++ 2+++ 1+++ 

5- ASA   -13.43 ± 0.9+++ 0,21 ± 0,001 4,89 ± 0,17 *** 0,23 ± 0,09*** 0,78 ± 0,1 

BG12 + TNBS    -1.34 ± 0.4***  0,24 ± 0,01 8,75 ± 0,18 1,89 ± 0,1 0,98 ± 0,1 

BG25 + TNBS -4.21 ± 2.08* 0,23 ± 0,01 5,62 ± 0,18*** 1,12 ± 0,1*** 0,87 ± 0,1 

BG50 + TNBS -9,00 ± 0.53 0,25 ± 0,01 4,62 ± 0,18*** 0,37 ± 0,1*** 0,75 ± 0,1 

 
Os valores representam a média ± E.P.M. (n = 8). 

+++
p < 0.001 vs controle (PBS); 

***
p < 0.001 vs TNBS. (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post 

hoc test). 
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Figura 1 - Representação da aparência macroscópica da mucosa do cólon dos 

ratos. 

 

                           Fonte: Autoria própria (2018). 

 

3.2. Estudos histológicos do cólon após tratamento com bergenina no modelo 

experimental de colite aguda em ratos induzida por TNBS 

 

A avaliação histopatológica do tecido colônico do grupo controle PBS mostrou 

uma estrutura normal e inalterada (Figura 2A e B). O grupo TBNS apresentou 

lesões em toda a mucosa, perda de estrutura histológica e grande alteração no 

epitélio glandular, além de úlceras com grandes quantidades de hemorragia, 

descamação, ausência de glândulas e destruição de nervos epiteliais (Figura 2C e 

D).
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Nas seções histológicas obtidas dos grupos tratados com BG nas doses de 25mg/kg (Figura 2E e F) e 50 mg/kg 

(Figura 2G e H), foi possível observar a redução da inflamação, a preservação da estrutura glandular, presença de muco 

e pouco infiltrado inflamatório. 

 

Figura 2 - Imagens dos cortes histológicos de tecido colônico de ratos submetidos ao modelo de colite aguda 

induzida por TNBS e tratados com bergenina 

 

Grupo controle (A  e B), grupo TBNS (C e D), grupo BG25 (E e F), grupo BG50 (G e H). As imagens A, C, E e G correspondem a coloração com hematoxilina 

e eosina (10X); imagens B, D, F e H correspondem a coloração com Alcian blue (10X). 
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3.3. Avaliação dos níveis de MPO após tratamento com bergenina no modelo 

experimental de colite aguda em ratos induzida por TNBS 

 

Os resultados do estudo colorimétrico como medida direta do grau de 

infiltração neutrofílica nas amostras de tecido do cólon indicaram que o grupo TNBS 

teve um aumento significativo (p <0,001) na atividade da enzima MPO. No entanto, 

5-ASA (100 mg/kg) e ambas as doses de BG (25 e 50 mg/kg) foram capazes de 

diminuir os valores deste parâmetro bioquímico (p <0,001) em relação ao grupo 

TNBS; enquanto BG 12 mg/kg foi ineficaz (Figura 3). 

 

Figura 3 -  Atividade da mieloperosidase no tecido colônico de ratos 

submetidos ao modelo de colite aguda induzida por TNBS e tratados com 

bergenina 

 

Níveis depois do tratamento com bergenina de ratos com colite aguda induzida por TNBS. Valores 
representam a média ± E.P.M (n = 8). 

+++
p < 0.001 vs. controle (PBS); 

***
p < 0.001 comparado com o 

grupo TNBS (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc test). 
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3.4. Expressão de proteínas pSTAT3, IkB-α, iNOS e COX-2 na mucosa colônica de 

ratos tratados com bergenina no modelo de colite aguda induzida por TNBS. 

 

Os níveis de expressão das proteínas pSTAT3, Ikb-α, iNOS e COX-2 foram 

analisados por Western blot. Conforme mostrado na Figura 4, os níveis de pSTAT3, 

iNOS e COX-2 (Figura 4A, C e D) foram muito elevados no grupo tratado com TNBS 

em comparação com o grupo controle PBS (p < 0,001); também neste grupo, o nível 

de IkB-α (Figura 4B) diminuiu significativamente (p < 0,01) o que mostra um alto 

nível de inflamação provocada pelo TNBS. Os grupos tratados com BG nas doses 

de 25 e 50 mg/kg apresentaram níveis de expressão significativamente menores de 

pSTAT3, iNOS e COX-2 (Figura 4A, C e D) em comparação com o grupo TNBS (p < 

0,05, p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente). Quando o fator de transcrição NF-kB é 

analisado através da sua subunidade IkB-α (Figura 4B), há um aumento significativo 

nos grupos tratados com BG nas doses de 25 e 50 mg/kg em relação ao grupo 

TNBS (p < 0,01), mostrando que o tratamento com BG diminui os níveis de 

inflamação na colite aguda induzida por TNBS. 
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Figura 4 - Expressão das proteínas  pSTAT-3, IkB-α, iNOS e COX-2 no tecido 

colônico de ratos submetidos ao modelo de colite aguda indizida por TNBS e 

tratados com bergenina 

 

Expressão das proteínas  pSTAT-3 (A) e IkB-α (B), iNOS (C) e COX-2 (D) depois do tratamento com 
bergenina dos ratos com colite aguda induzida por TNBS. Os plots representam a intensidade das 
bandas que foram mensuradas pelo programa Image J. A β-Actina foi usada como controle de 
normalização de carga. Os valores representam a média ± E.P.M (n = 8). 

++
p < 0.01 e 

+++
p < 0.001 vs. 

controle (PBS); *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001 comparado com o grupo TNBS. 
###

p < 0.001 vs. 
BG25. (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc test). 
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3.5. Efeitos do tratamento com bergenina na ativação de mediadores inflamatórios 

na colite aguda induzida por TNBS 

 

A colite induzida por TNBS está associada a muitos tipos de citocinas 

inflamatórias. Para determinar o efeito da BG na colite aguda, as concentrações de 

IL-10 e IFN-γ foram determinadas (Figura 5). Em comparação com o grupo controle 

negativo (PBS), a estimulação por TNBS levou a um aumento significativo de 

citocinas no grupo TNBS (p < 0,001). Por outro lado, esses aumentos foram 

significativamente inibidos por ambas as doses de BG em relação ao grupo TNBS (p 

< 0,001). Estes resultados indicam que BG suprime a produção dessas citocinas. 

 

Figura 5 - Concentrações de IL-10 e IFNγ em ratos com colite aguda após 

tratamento com bergenina. 

 

Os níveis das citocinas inflamatórias no tecido colônico foram mensurados por ELISA. Concentrações 
de IL-10 (A) e IFNγ (B). Valores representam a média ± E.P.M (n = 8). 

+++
p < 0.001 vs. controle PBS; 

***p < 0.001 vs. TNBS  (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc test). 

 

3.6. O tratamento com bergenina inibe as vias de sinalização canônica e não 

canônica do inflamassoma NLRP3/ASC na colite aguda induzida por TNBS 

  

 Estudos recentes revelaram a importância do inflamassoma NLRP3/ASC na 

regulação da homeostase intestinal e no risco de desenvolver doença inflamatória 

intestinal (LIU et al., 2017; VELTMAN et al., 2017; KE et al., 2016). Por esse motivo, 

decidimos avaliar os efeitos do tratamento com BG na modulação deste complexo 

multiproteíco. O TNBS produziu um aumento significativo na expressão de NLRP3 (p 
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< 0,001); No entanto, o tratamento com BG foi capaz de reverter as alterações 

induzidas por colite aguda em ambas as doses estudadas de 25 e 50 mg/kg (p < 

0,05 e p < 0,01, respectivamente; Figura 6A). Conforme mostrado na Figura 6B, 

evidenciamos diferenças na expressão da proteína adaptadora ASC. O TNBS 

produziu um aumento significativo da expressão da proteína ASC (p < 0,01), por 

outro lado, o tratamento com BG foi capaz de reverter as alterações induzidas pelo 

TNBS na colite aguda em ambas as doses estudadas (p <0,05; Figura 6B). 

 

Figura 6 - Efeitos do tratamento com bergenina na expressão de NLRP3 e ASC 

em ratos com colite aguda induzida por TNBS 

 

Análise da densitometria (A) NLRP3 e (B) ASC. Os plots representam a intensidade das bandas 
mensuradas pelo programa Image J. β-Actina foi usada como controle de normalização de carga. Os 
valores representam a média ± E.P.M (n = 8). 

+++
p < 0.001; 

++
p < 0.01 vs. controle; **p < 0.01; *p < 

0.05 vs. TNBS (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc test). 

 

A ativação do inflamassoma NLRP3/ASC desencadeia um processo 

inflamatório dependente da caspase-1, de pró-IL-1β e pró-IL-18, permitindo a 

liberação das formas maduras dessas citocinas (HIROTA et al., 2010). A Figura 7 

representa o comportamento da pró-caspase-1 (Figura 7A) e a caspase-1 clivada 

(Figura 7B) após o tratamento com bergenina. Observamos que a expressão da 

pró-caspase-1 e a caspase-1 clivada aumentaram significativamente no grupo TNBS 

(p < 0,001), enquanto as duas formas foram significativamente diminuídas após o 

tratamento com BG (p < 0,001) em comparação com o grupo TNBS. Esses 
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resultados corroboraram que o tratamento com BG é capaz de reduzir a regulação 

da ativação da caspase-1 em ambas as doses estudadas. 

 

Figura 7 - Efeitos do tratamento com bergenina na expressão de Pro-caspase 1 

e caspase-1 no tecido colônico depois de ratos com colite aguda induzida por 

TNBS 

 

Análise de densitometria (A) Pró-caspase-1 e (B) caspase-1 clivada. Os plots representam a 
intensidade das bandas que foram mensuradas pelo programa Image J. β-Actina foi usada como 
controle de normalização de carga. Os valores representam a média ± E.P.M (n = 8).  

+++
p < 0.001 vs. 

controle; ***p < 0.001 vs. TNBS  (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc test). 

 

A inibição da caspase-1 clivada está associada a uma diminuição da 

produção de IL-1β e IL-18. Portanto, decidimos medir os níveis de IL-1β e a 

expressão de IL-18 na mucosa colônica. Observamos que os níveis de IL-1β (Figura 

8A) e a expressão da IL-18 (Figura 8B) aumentaram significativamente no grupo 

TNBS (p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente), indicando que ambos os mediadores 

são induzidos no estágio agudo da lesão colônica. No entanto, após o tratamento 

com BG, nossos resultados demonstraram que a produção de IL-1β e a expressão 

de IL-18 foram significativamente reduzidas (p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente) 

em comparação com o grupo TNBS. 
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Figura 8 - Efeitos do tratamento com bergenina sobre os níveis de IL-1β e IL-18 

 

(A) quantificação de IL-1β por ELISA. (B) Análise de densitometria de IL-18. Os plots representam a 
intensidade das bandas que foram mensuradas pelo programa Image J. β-Actina foi usada como 
controle de normalização de carga.  Os valores representam a média ± E.P.M. (n = 8).  

+++
p < 0.001 e 

++
p < 0.01   vs. controle; ***p < 0.001 e **p < 0.01 vs. TNBS (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como 

post hoc test). 
 

Em resumo, o tratamento com BG suprimiu notavelmente os aumentos 

induzidos pelo TNBS na expressão de NLRP3, ASC, pró-caspase-1, caspase-1 

clivada e IL-18, bem como nos níveis de IL-1β, inibindo a via canônica deste 

inflamassoma. Um mecanismo alternativo para a ativação da caspase-1 é a via não 

canônica, que envolve a caspase-11 para desencadear na clivagem de caspase-1 e 

a subsequente liberação de IL-1β e IL-18 (VIGANÒ et al., 2013). Diante disso, 

decidimos avaliar os efeitos da BG na ativação da caspase-11. Descobrimos que o 

TNBS é capaz de regular a caspase-11aumentando significativamente sua atividade 

em suas formas pró-caspase, parcialmente clivada (p < 0,001 para ambos) e clivada 

(p < 0,01), indicando que durante a colite essa caspase é ativada. Os dados obtidos 

dos grupos que receberam o tratamento de BG em ambas as doses foi capaz de 

minimizar a ativação da caspase-11 na forma pró-caspase (p < 0,001), parcialmente 

clivada (p < 0,01 e totalmente clivada (p <0,05) quando comparado ao grupo TNBS 

(Figura 9A-C, respectivamente). 



113 
 

 

 

Figura 9 - Efeito do tratamento com bergenina sobre o nível de caspase-11 no tecido colônico de ratos com colite aguda 

induzida por TNBS 

 

Análise de densitometria (A) Pro-caspase 11; (B) caspase-11 clivada parcialmente e (C) caspase-11 clivada. Os plots representam a intensidade das bandas 
e foram mensuradas pelo programa Image J. β-Actina foi usada como controle de normalização de carga. Os valores representam a média ± E.P.M (n = 8). 
+++

p < 0.001 e 
++

p < 0.01 vs. controle; ***p < 0.001, **p < 0.01 e *p < 0.05 vs. TNBS (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc test). 
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4. Discussão 

 

A colite é uma doença classificada como doença inflamatoria intestinal aguda 

ou crônica de etiologia ainda desconhecida que afeta um número crescente de 

pessoas em todo o mundo (TOLGA et al., 2016). As doenças inflamatórias 

intestinais são consideradas consequências de uma resposta inadequada e 

exagerada do sistema imunológico do indivíduo (ZHENG  et al., 2017; VASUDEVAN 

et al., 2017). 

Os resultados do presente estudo demonstraram pela primeira vez os efeitos 

benéficos da administração de bergenina, um derivado de ácido gálico em um 

modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS em ratos. A administração 

de BG diminuiu a gravidade e a extensão das lesões intestinais induzidas pelo 

TNBS. Da mesma forma, a atividade anti-inflamatória da BG foi demonstrada em um 

modelo de mastite induzida por lipopolisacarídeos (LPS) em camundongos por Gao 

et al. (2015) onde BG foi capaz de inibir o dano inflamatório induzido pelo LPS em 

células mamárias. 

Na análise histopatológica de nosso estudo, a administração de BG 

influenciou na diminuição do dano causado pelo TNBS nas células do tecido epitelial 

do cólon de ratos com colite aguda, resultados semelhantes foram demonstrados em 

ratos submetidos a um modelo experimental de inflamação renal (LEINWAND et al., 

2017). A evidência do nível diminuído de infiltração de neutrófilos nos grupos 

tratados com bergenina no modelo de colite aguda induzida por TNBS foi 

demonstrada medindo o nível de MPO, que é um indicador da migração dessas 

células no caso de um processo inflamatório (GAO et al., 2015). O tratamento com 

BG induziu a diminuição no nível de MPO no homogenato de tecido colônico dos 

ratos. Assim, este resultado está de acordo com os resultados demonstrados por 

Bajracharya e colaboradores (2015). 

O aumento do fator de transcrição de expressão STAT3, que é fosforilado 

durante o processo inflamatório, é essencial para induzir a ativação de estatinas, 

citocinas e fatores de crescimento com atividades pró-inflamatórias além de auxiliar 

na diferenciação de linfócitos T (MA  et al., 2017; RAY et al., 2014; PARK et al., 

2005; GLEZER et al., 2000). Nossos resultados mostraram que a BG foi capaz de 

diminuir a fosforilação de STAT. Quanto ao fator de transcrição NF-kB, este tem um 

papel fundamental no sistema imunológico (ROSILLO et al., 2016) e nas patologias 
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de distúrbios inflamatórios (SÁNCHEZ-FIDALGO et al., 2015). Existe uma correlação 

entre a ativação do NF-kB e o grau de inflamação (SU et al., 2016). Este fator é 

encontrado no citoplasma da célula como um dímero formado por duas 

subunidades, geralmente p50 e p65 ligadas aos seus inibidores IkB (IkB-α, IkB-β e 

IkB-e) que impedem a translocação de NF-kB para o núcleo (ŚWIERKOT et al., 

2016; ROSILLO et al., 2011). A degradação de IkB-α permite a entrada de NF-kB no 

núcleo, no qual tende a se ligar a sequências específicas do DNA e passa a regular 

a transcrição de um grande número de genes que codificam proteínas inflamatórias 

(ALQAHTANI et al., 2016; LEE et al., 2016). Em nossos resultados, observamos um 

grau de preservação de IkB-α nos grupos tratados com BG. 

No que diz respeito às enzimas indutoras iNOS e COX-2, amplamente 

conhecida por estar presente nos processos inflamatórios, a iNOS aumenta a 

produção de óxido e gera espécies de nitrogênio reativo e afeta a integridade do 

tecido (SUZUKI et al., 2016), de forma semelhante à COX-2 também tem sua 

atividades desenvolvida (PAPADAKIS et al., 2000). Estudos mostram que COX-2 

atua em sinergismo com iNOS para potencializar a reação inflamatória (ROSILLO et 

al., 2011). Nosso grupo e outros autores relataram que existe uma forte correlação 

entre a colite e o aumento da expressão dessas proteínas (SÁNCHEZ-FIDALGO et 

al., 2015; PATEL et al., 2012), e neste estudo demonstramos pela primeira vez que 

o tratamento com BG foi capaz de diminuir a expressão de ambas as proteínas em o 

modelo de colite aguda induzida por TNBS em ratos. 

A patogênese da colite ulcerativa está intimamente ligada a um desequilíbrio 

na liberação de citocinas como IL-6, IL-10 e IL-17 (BARADA et al., 2007). A literatura 

informa que a IL-10 está relacionada à manutenção da homeostase imune intestinal 

(FIORUCCI et al., 2002). Esta citocina é produzida por células B e T, macrófagos, 

mastócitos e células epiteliais intestinais (MAERTEN et al., 2004), e faz parte de um 

sistema que suprime a expressão de citocinas pró-inflamatórias (STASI et al., 

20104). No entanto, existem contradições quanto ao desempenho desta citocina na 

colite experimental, alguns estudos apresentaram aumento da expressão 

(VASILYEVA  et al., 2016; LIU et al., 2003) e outros não mostraram alterações 

significativas desta citocina nos modelos experimentais de colite aguda 

(NYOMBAYIRE et al., 2016; SILVEIRA et al., 2009). Esta diferença nos níveis de IL-

10 no modelo de colite aguda por TNBS pode estar relacionada à fase inflamatória 

do processo que pode ser aumentada no início da inflamação e retornar aos níveis 
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basais na resolução da inflamação (STASI et al., 2004). Em nosso experimento, os 

níveis de IL-10 mostraram um aumento significativo no grupo TNBS em comparação 

com o controle PBS; Por outro lado, nos grupos tratados com BG, os níveis de IL-10 

foram significativamente reduzidos em relação ao grupo TNBS, estando de acordo 

com os achados publicados na literatura sobre a expressão de IL-10 em colite 

experimental aguda por TNBS (STASI et al., 2004). 

O IFN-γ é considerado uma citocina chave para a ativação da resposta imune 

do tipo Th1 (CAMPANIELLO et al., 2017) e contribui para a resposta inflamatória 

aguda e crônica, atraindo células fagocíticas para o local da inflamação (BRYANT; 

FITZGERALD, 2013). Em monócitos e macrófagos, o IFN-γ estimula a síntese de 

TNF-α (MASTERS, 2013). No nosso estudo, observou-se que o TNBS induziu o 

aumento da expressão de IFN-γ, enquanto que o tratamento com BG reduziu os 

níveis desta citocina. Resultados semelhantes foram observados por Campaniello et 

al. (2017). 

IL-1β e IL-18 são citocinas pró-inflamatórias que desempenham um papel 

importante no complexo inflamatório. A ativação destas citocinas depende da 

atividade do inflamassoma NLRP3/ASC e Caspase-1. Quando o inflamassoma é 

ativado, a extremidade distal da cadeia polipeptídica amino-terminal (PYR) da 

proteína NLRP3 se liga ao PYR da proteína ASC, esta junção faz com que os 

domínios de ativação e domínio de recrutamento (CARD) da ASC se liguem ao 

domínio CARD da pró-caspase1 que é clivada e ativada, consequentemente, 

ativando a síntese e liberação de IL-1β e IL-18 (BAUER et al., 2017). A literatura 

relata que se bloquear a ativação do inflamassoma em modelos experimentais de 

colite, têm-se uma queda dos níveis da inflamação (ZAKI et al., 2010; SIEGMUND et 

al., 2001). Assim, o desenvolvimento de novas terapias eficientes para o tratamento 

de doenças inflamatórias intestinais pode estar no mecanismo patológico do 

inflamassoma. Nosso estudo revelou que a administração de BG a ratos submetidos 

ao modelo de colite aguda TNBS reduziu significativamente os níveis de expressão 

de NLRP3, ASC e Caspase 1 em sua forma clivada e não clivada, além de diminuir 

os níveis de IL-1β e a expressão da IL-18, bloqueando a via canônica do 

inflamassoma. Um estudo mostrou que a caspase-1 é um dos principais mediadores 

da instalação da colite e que a diminuição desta enzima em um modelo de colite 

aguda é capaz de diminuir o dano inflamatório (ZHANG et al., 2014), uma vez que 

reduz os níveis de IL-1β e IL-18 o que corrobora com nossos resultados. 
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Por uma via adicional não-canônica, o inflamassoma é descrito como sendo 

ativado pela caspase-11 no processo de síntese de citocinas pró-inflamatórias IL-1β 

e IL-18. No entanto, a caspase-11 sozinha não tem a capacidade de ativar IL-1β e 

IL-18, portanto, a literatura sugere que esta via age em associação com NLRP3 para 

efetuar a clivagem e maturação de IL-1β e IL-18 (WILLIAMS et al., 2015; 

OFICJALSKA et al., 2015; BROZ et al., 2013). Nosso estudo demonstrou que a 

administração de BG também reduz a atividade da caspase-11. 

 Assim, sugere-se que o BG pode exercer os efeitos anti-inflamatórios através 

das vias de sinalização canônica e não canônica do inflamassoma NLRP3 / ASC. No 

entanto, uma investigação detalhada do mecanismo ainda é necessária. 

 

5. Conclusão 

 

O estudo forneceu evidências de que a administração de BG reduz o dano 

causado por TNBS em um modelo experimental de colite aguda em ratos, diminue 

os níveis de proteínas e citocinas pró-inflamatórias, provavelmente por modulação 

de das vias de STAT3 e NF-kB e também pela diminuição da atividade das vias 

canônica e não-canônica do inflamassoma NLRP3/ASC. 
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7. CONCLUSÃO 
 
  

 De acordo com os resultados obtidos pode-se inferir que: 

 

 A bioprospecção da bergenina sobre os aspectos antioxidantes e anti-

inflamatórios mostraram que essa substância possui potencial terapêutico em 

processos inflamatórios que envolvem mediadores inflamatórios; 

 Nos testes antioxidantes observou-se que a bergenina possui grande 

capacidade antioxidante in vitro em modelos biológicos e não biológicos sendo 

comparado com as propostas de mecanismo de ação, assim, a bergenina pode 

representar uma nova fonte alternativa dentre as substâncias bioativas, com 

potencial antioxidante para diversas aplicações nas indústrias de fármacos, 

cosméticos e alimentos;   

 Nos testes envolvendo o modelo de toxicidade e inflamação em macrófagos 

peritoneais de camundongos, a bergenina reduziu a expressão da proteína pró-

inflamatória iNOS, bem como a produção de NO, também diminuiu os níveis de 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL17A e mostrou-se a atuar com mais 

sensibilidade pela via de sinalização Jak-STAT-3;  

 Por fim, no estudo envolvendo um modelo animal de colite ulcerativa aguda 

foi possível evidenciar que a administração de bergenina reduziu os danos 

macroscópicos causados pelo TNBS em ratos, diminuiu a infiltração de neutrófilos 

no tecido lesado, preservou a mucosa e as glândulas do cólon, diminuiu a expressão 

de proteínas pró-inflamatórias e os níveis das citocinas envolvidas no processo 

inflamatório. Também neste experimento foi possível perceber que a bergenina 

modula as vias de sinalização STAT3 e NF-kB e bloqueia o inflamassoma-

NRLP3/ASC pela via canônica e não canônica. Portanto, a bergenina tem potencial 

para ser aplicada em novas terapias anti-inflamatórias.  
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