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OLIVEIRA, G.A.L. Bioprospeccéao da bergenina isolada de Peltophorum dubium,
com énfase nas propriedades antioxidantes e anti-inflamatodrias: aporte para o
desenvolvimento de novos fitomedicamentos. Orientador: Prof. Dr. Jand Venes
Rolim Medeiros. 2018. 165p. Tese de doutorado - Pés-Graduacédo em Biotecnologia,
Rede Nordeste de Biotecnologia, Universidade Federal do Piaui, Parnaiba, Piaui.

RESUMO

A utilizacdo de substancias naturais e o desenvolvimento de farmacos a partir de
plantas medicinais tém aumentado substancialmente a cada ano em todo o mundo,
levando a trocas interculturais e a difusdo do uso de técnicas biotecnoldgicas e de
produtos terapéuticos naturais. Uma substancia promissora para ser usada na
medicina é a bergenina, uma molécula derivada do acido galico. Ela é o componente
majoritario do extrato etandlico das raizes de Peltophorum dubium, conhecida
popularmente como angico amarelo, canafistula ou faveiro. As raizes dessa planta
sdo muito utilizadas na medicina popular para tratar inflamacdes e também como
anticoncepcional. O objetivo do estudo foi realizar a bioprospeccao da bergenina em
modelos experimentais de inflamacdo, além de determinar seu potencial
antioxidante por meio de estudos da modulacdo por parametros in vitro. A estrutura
molecular da substancia foi elucidada por técnicas espectroscépicas utilizando RMN,
Difracdo 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
(DPPHe.), acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTSe+), radical
hidroxila (OH?¢), 6xido nitrico (NO) bem como a sua capacidade de transferir elétrons
pelo potencial redutor, a capacidade de quelar ion ferro e o potencial de inibir a
peroxidacdo lipidica (TBARS). Depois a nivel celular, foi avaliada a capacidade
antioxidante contra o dano oxidativo produzido por AAPH em eritrécitos, sua
propriedade hemolitica, o potencial de inibir a hemdlise e a capacidade de conservar
a glutationa intracelular. Assim, foi demonstrado a importancia deste composto na
protecdo contra o estresse oxidativo. Também foi avaliado o efeito e 0 mecanismo
de acdo da bergenina na inflamacdo desencadeada por lipopolissacarideos em
macrofagos peritoneais de camundongos, através das dosagens de nitrito,
expressdo de iINOS, a fosforilacdo de STAT3 e de proteinas da familia MAPK, a
degradagao de IkB-a, a produgdo de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-17. Nessa etapa, foi
possivel perceber que a bergenina ndo exibe atuacdo pelas vias de sinalizagédo
MAPKs e NF-kB, sendo sensivel a via Jak-STAT. Também foram explorados os
efeitos da bergenina em um modelo de colite ulcerativa aguda induzida por TNBS. A
administracdo de bergenina levou a diminuicdo dos danos macro e microscopicos da
colite, diminuiu a mieloperoxidase, também foi capaz de diminuir a expressao das
proteinas COX-2, iINOS, IkB-a, pSTAT3 e os niveis de IL-13 e IFN-y, aumentou IL-10
e inibiu o inflamassoma-NLRP3/ASC por via canbnica e ndo candnica. Sendo
possivel concluir que a bergenina pode ser um forte candidato a farmaco anti-
inflamatorio e antioxidante.

Palavras- chaves: Bergenina. Antioxidante. Anti-inflamatério. Colite. TNBS



OLIVEIRA, G.A.L. Bioprospecting of bergenin from Peltophorum dubium with
emphasis in the antioxidant and anti-inflammatory properties: contributions to
the development of new phytomedicines Supervisor: Doctor Jand Venes Rolim
Medeiros. 2018. 165p. Doctoral Dissertation - Post-Graduation in Biotechnology,
Northeast Network of Biotechnology, Federal University of Piaui, Parnaiba, Piaui.

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, iINOS expression, phosphorylation
of STAT3 and MAPK family proteins, degradation of IkB-a, production of TNF-a, IL-
18, 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, IkB-a, pSTAT3 and IL-1B and IFN-y
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.



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ...ttt ettt st 16
2. OBUIETIVOS. ... .ttt e e e e e e aaeaaae e e e e e e 21
2.1. ODJELIVO GEIAL.......ccc et a e e 21
2.2.0Dbjetivos ESPECITICOS........coi i 21
3. REVISAO DE LITERATURA......cooiteoeeeeeeteeeeeeete et e ettt nene e e 24
3.1. Pesquisa e Desenvolvimento de medicamentos provenientes de produtos

L F= L = LRSS 24
3.2. Peltophorum dubium - aspectos botanicCos............cccoeevevivviiiiiiiieee e 24
3.2.1. Propriedades MedICINGIS .........ccceeviviiiiieiiiiiiiicees e s e e e e e eee e 25

3.3. Substancias isoladas com bioatividade: importancia na P&D de novos

INEAICAMENTIOS .. oenieieeee ettt e e e e e e e enns 26

3.4. Substancias com potencial antioxidante na P&D de novos medicamentos 28

3.5. Inflamacéo e drogas anti-inflamatérias..............ccccceeeviiiiii, 29
3.6. Doencas inflamatdrias INteStiNAIS. ...........ccooeeeeiiiieeeecee e 29
3.6.1. Etiopatogenia e fisiopatologia...........ccceevviiiiiiiiieiicer e 30
3.6.2. FAtOreS gENELICOS. .....ccceiiieeieeeeeieetre e e e e e e e e e et e e e e eeas 31
3.6.3. Fatores ambi@ntaiS. ..........uueiiiiiiiiiiieeieiee e 31
3.6.4. Fatores miCrobiOlOQICOS. ........uuiiiiiiiiiiiiieee e 33
3.6.5. Fatores iMuUNOIOQICOS. .......uueieeiiiiiiiiie et e e eeeee e 33
3.7. Bergenina (CaracCteriZaGa0).........uueueeeeiaaiiiiiiiiiieiiee et e ee e e e e e e e e e e e 35

4. CAPITULO 1 - Bergenina isolada de Peltophorum dubium: isolamento,
caracterizagao e atividades antioxidantes em sistemas biolégicos e n&o
(o7 o T oo 1S 38






O
<
O
-
-
O
e
-
=




17

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de substancias medicamentosas naturais e o desenvolvimento de
farmacos a partir de plantas medicinais tém aumentado substancialmente a cada
ano, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos, levando
a trocas interculturais e a difusdo do uso de técnicas biotecnoldgicas e de produtos
terapéuticos naturais (TENORIO 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 comeca com a observacdo da necessidade de novos
produtos para suprir ou complementar o tratamento de enfermidades, seguindo com
a criacdo de ajustes em processos e/ou produtos jA existentes e culmina no
desenvolvimento de pesquisa experimental aplicada que corresponde a descoberta
e sintese de moléculas com potencial farmacologico e a sua correlagcdo com sitios
bioldgicos especificos (STEELS et al.,, 2017; MOFFAT et al., 2017; TIGRE et al.,
2016).

Dessa forma, o processo pode resultar em inovacdes terapéuticas, novos
produtos e aprendizados. E com a bioprospeccao incremental de moléculas
provenientes de produtos naturais que visa gerar novos fins terapéuticos para
substancias com potencial farmacoldgico conhecido (GUIMARAES et al., 2017) os
avangos da biotecnologia passam a contribuir ndo somente na descoberta de novas
substancias mas também na descoberta de novas atividades farmacolbgicas para
moléculas ja conhecidas.

No Brasil, a legislacéo vigente exige que a seguranca e eficacia de moléculas
candidatas a farmacos sejam bem definidas antes da sua comercializacdo. Em fases
iniciais séo realizados estudos in vitro para descrever a interacdo das moléculas em
meios ndo bioldgicos, também sao realizados os estudos néo clinicos in vivo para
avaliar os efeitos bioldgicos das substancias em animais, antes dos estudos clinicos
(BONFANTI et al., 2016; WALLER et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2015).

Alguns farmacos presentes no mercado que estdo sendo usados na clinica
médica foram gerados a partir de produtos naturais ou desenvolvidos por sintese
quimica a partir destes (BENJAMIN et al., 2016). Os produtos naturais podem ser
provenientes de plantas, animais, organismos marinhos, insetos, fungos e bactérias

que sao importantes fontes de substancias biologicamente ativas para diversas
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finalidades terapéuticas (NEWMAN, 2017). Nos ultimos anos o empenho de
pesquisadores também esta voltado para modificacdes estruturais nas moléculas
provenientes de produtos naturais com o0 objetivo de melhorar as fases de
farmacocinética e farmacodindmica 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 nimero de espécies catalogadas supera 350 mil exemplares
e iSso representa apenas uma fracao da biodiversidade da flora brasileira que tem o
namero estimado de espécies biolégicas em 1,8 milhdo (SOUSA et al., 2017). Trata-
se de um grande potencial para a pesquisa e exploracao visando o desenvolvimento
de novos farmacos. Apesar da riqueza de produtos naturais encontrados no Brasil,
ainda é pequeno o numero de plantas estudadas quanto aos principios
biologicamente ativos (SOUSA et al., 2017). Tudo isso reitera a importancia da
pesquisa para a comprovacao de atividades farmacoldgicas de produtos obtidos de
plantas medicinais, dentre as quais se destacam as substancias com atividade
antioxidante e anti-inflamatéria que podem melhorar a qualidade de vida de milhdes
de pessoas que sofrem com patologias advindas de processos inflamatorios.

Dos diversos processos patologicos onde a biotecnologia e o uso de moléculas
com potencial terapéutico podem ser aplicados, as enfermidades causadas por
processos inflamatoérios tém ganhado grande importancia devido as complicacdes
organicas que afetam cerca de 30% dos portadores (RIBEIRO et al.,, 2017). E
apesar do grande avanco tecnologico, muitos enfermos enfrentam severas
complicagBes imunoldgicas decorrentes dos efeitos adversos dos medicamentos
disponiveis no mercado que podem levar ao aparecimento de outras complicactes
como problemas cardiovasculares, cancer e doencas gastricas (TADIC et al., 2017;
TERAN, 2008).

A Peltophorum dubium (Spreng) Taubert pertence a familia Fabaceae e pode
ser encontrada em grande parte do territério brasileiro, principalmente nos dominios
fitogeograficos de caatinga, cerrado, mata Atlantica e pantanal (SILVA et al., 2017;
BAHIA et al., 2010), no nordeste da Argentina, no leste do Paraguai e norte do

Uruguai. No Brasil € popularmente conhecida como “Canafistula”, “Faveiro”, “Angico

amarelo”, “Tamboril”, “Canafrista branca” entre outras denominacdes a depender da
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regido. Possui raizes, caule, folhas e flores utilizadas na medicina popular para tratar
inflamacdes e também como anticoncepcional (BAHIA et al., 2010).

Dentre as partes da P. dubium utilizadas € nas raizes que se concentram a
maior incidéncia de bergenina, substancia derivada do acido galico, composta de
trés anéis de seis membros: um anel aromatico, um anel glucopiranose e um anel o-
lactona (Figura 1). Possui atividade farmacologica comprovada como efeito
hepatoprotetor (PAN et al., 2016), antiartritico (EL-HAWARY et al.,, 2016),
antibacteriano (DWIVEDI et al., 2017) e anti-inflamatorio (AGGARWAL et al., 2016).

Ainda no contexto dos estudos bioprospectivos que visam a descoberta de
novos produtos e a expansdo da aplicabilidade terapéutica de produtos ja
conhecidos, este trabalho teve como intento contribuir para o desenvolvimento e
aprimoramento de novos farmacos baseados no uso de bergenina como principio

ativo para o tratamento de enfermidades inflamatorias.

Figura 1 - Estrutura quimica da bergenina
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Fonte: Autoria propria (2018).

Dessa forma a tese intitulada “Bioprospeccédo da bergenina isolada de
Peltophorum dubium, com énfase nas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias: aporte para o desenvolvimento de novos fitomedicamentos” foi
dividida em capitulos baseados em artigos cientificos submetidos ou publicados em
revistas de carater internacional com o objetivo de fornecer uma maior abrangéncia

dos resultados encontrados e torna-los disponiveis a outros grupos de pesquisa.
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O primeiro capitulo apresenta dados da propriedade antioxidante in vitro da
bergenina em sistemas ndo biologicos e biolégicos. Este capitulo foi baseado na
magnitude dos efeitos maléficos causados pelo estresse oxidativo no organismo
humano e a sua relagdo com processos inflamatérios.

O capitulo dois apresenta os mecanismos envolvidos na atividade anti-
inflamatoria da bergenina e a possivel via de sinalizagdo em modelo de macréfagos
estimulados por lipopolissacarideos (LPS). Por fim o capitulo trés aborda os efeitos
anti-inflamatérios da bergenina em um modelo in vivo de colite ulcerativa aguda,
fazendo uma relacdo das vias de atuagdo e os mediadores inflamatorios envolvidos
no inicio da inflamac&o.

Os resultados da presente tese servirdo como base de pesquisa para o
desenvolvimento de produtos utilizando a bergenina para fins anti-inflamatérios. E

contribuird para o desenvolvimento cientifico e tecnolégico do Estado do Piaui.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Realizar a bioprospecc¢éo da bergenina, um derivado do &cido galico extraido
de raizes da Peltophorum dubium, em modelos experimentais de inflamacao in vitro
e in vivo, além de determinar seu potencial antioxidante por meio de estudos da

modulacao de parametros in vitro.

2.2. Objetivos especificos

» Avaliar a capacidade antioxidante da bergenina por meio dos métodos de inibicdo
de 1,1-difenil-2-picrilhidrazila  (DPPH’), 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS™), Nitrito, degradacéo de desoxirribose e a capacidade de reduzir

e quelar ions ferro;

» Avaliar a capacidade de protecéo contra dano oxidativo produzido por 2,2’-azobis-
2-amidinopropano (AAPH) em eritrocitos, a capacidade hemolitica, potencial de
inibir a hemolise e a capacidade de preservar a homeostase da glutationa

reduzida intracelular;

» Determinar os efeitos da bergenina sobre o metabolismo de macréfagos

peritoneais de camundongos ativados por lipopolissacarideos (LPS);

» Verificar os efeitos da bergenina sobre proteinas e citocinas inflamatérias em
macrofagos estimulados por LPS e estudar alguns dos mecanismos de
sinalizacdo molecular do processo inflamatério de macrofagos estimulados por

LPS e tratados com bergenina;

> Analisar os efeitos da bergenina na extensdo e severidade da colite aguda

experimental induzida por acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) em ratos;

» Avaliar de forma microscoépica a mucosa do colon dos ratos, os danos associados

a instalacdo do TNBS e a infiltracédo de células inflamatorias;
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» Determinar os efeitos da bergenina sobre proteinas e citocinas presentes no colon
dos ratos, além de estudar os mecanismos de sinalizacdo molecular do

inflamassoma-NLRP3 nas células epiteliais do célon dos ratos;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Pesquisa e Desenvolvimento de medicamentos provenientes de produtos

naturais

A utilizacdo de produtos da natureza para tratar problemas de salde é tédo
antiga quanto a civilizacdo humana. O Brasil dispde 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 bioldgicas. Por conta do potencial
terapéutico, as plantas sao utilizadas tradicionalmente pela medicina popular e vem
despertando o interesse de pesquisadores e industrias farmacéuticas que tem
objetivos de desenvolverem novas terapias medicamentosas provenientes de
plantas medicinais (MUGGE et al., 2016).

A geracdo e o aprimoramento de novos farmacos estédo intimamente ligados a
plantas medicinais. Estima-se que pelo menos 25% de todos os medicamentos
modernos sao derivados direta ou indiretamente de plantas medicinais, neste
contexto, varios fatores estimulam a busca de novos medicamentos originados de
produtos naturais como o combate a doencas com tratamentos ainda limitados como
0 cancer e a falta de acesso econdmico da maioria da populagdo aos medicamentos
modernos. Sendo necessario produzir novas vias terapéuticas economicamente
acessiveis (MARQUES et al., 2017; PAZUCH et al., 2017).

Por outro lado é importante ressaltar que a comercializacdo de medicamentos
provenientes de produtos naturais hdo condiz com a biodiversidade do Brasil devido
ao baixo investimento em P&D de medicamentos no pais. Além disso, as atividades
de pesquisa e aplicacGes tecnolOgicas estdo mais restritas ao setor académico sem
ligacbes diretas com empresas. Esse fato mostra a importancia de haver uma
interacao entre empresas e universidades com o intuito de investir em conhecimento

gerando novos produtos biotecnolégicos para a populacao.

3.2. Peltophorum dubium: aspectos botanicos

A espécie Peltophorum dubium (Spreng) Taub. popularmente conhecida

como canafistula, angico amarelo ou faveiro pertence a familia Fabaceae com cerca
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de 19.325 espécies sendo a terceira maior familia botanica existente. De forma mais
especifica a P. dubium est& classificada na subfamilia Caesalpinioideae, apresenta
porte entre 15 e 40 metros, tronco com 50 a 120 cm de diametro, folhas bipinadas,
com inflorescéncia no periodo de verdo. O fruto € 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) esta distribuida no Brasil em regides
de caatinga, cerrado, mata atlantica e pantanal. Ocorre preferencialmente em solos
umidos argilosos (MEDRI et al., 1998). E uma planta de crescimento rastico, helitfita
e com fortes caracteristicas de interesse econbmico como a madeira pesada, de
resisténcia mecanica média que pode ser utilizada na construcao civil e fabricacédo
de moveis (SILVA et al.,, 2017; MANTOVANI et al.,, 2017; MOREIRA; OLIVEIRA,
2006).

Figura 2 - Peltophorum dubium

Fonte: Autoria propria (2018).
3.2.1. Propriedades medicinais

O uso de plantas para fins terapéuticos ou curativos é muito antigo e data dos
primordios da civilizacdo, existem registros do cultivo e utilizacdo de plantas
medicinais de 2300 a.C. pelos egipcios, hebreus e assirios (NASCIMENTO JUNIOR
et al., 2016). No Brasil, antes do seu descobrimento pelos portuguéses, a populacéo
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indigena ja utilizava plantas medicinais para a cura de doencas (BUENO et al.,
2005).

As plantas medicinais despertam grande interesse dos pesquisadores de todo
0 mundo que buscam a cura de muitas enfermidades com o uso de extratos ou
substancias isoladas de plantas medicinais (FOGLIO et al., 2006). Pela grande
diversidade de flora, o Brasil foi considerado o pais com maior potencial de
exploracdo vegetal para fins medicamentosos e biotecnoldgicos. Diante desse
contexto a P. dubium é usada popularmente como anticoncepcional e anti-
inflamatoério (OLIVEIRA et al., 2013), existem relatos também do uso de extratos e
substancias isoladas desta espécie como hepatoprotetor (PAN et al.,, 2016),

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

3.3. Substancias isoladas com bioatividade: importancia na pesquisa e

desenvolvimento (P&D) de novos medicamentos

O planejamento de um novo medicamento envolve estudos dos processos de
evolugdo dos organismos e de reconhecimento molecular em sistemas bioldgicos,
pois esses constituem a base fundamental para entender as propriedades das
moléculas isoladas de produtos naturais com potencial de acdo farmacologico,
afinidade e seletividade de atuacdo. Diante desse paradigma complexo, as
ferramentas biotecnoldgicas sdo essenciais no desenvolvimento e descoberta de
novas moléculas bioativas (GUIDO, ANDRICOPULO; GLAUCIUS, 2010).

Os processos biotecnolégicos sdo importantes na P&D de novos
medicamentos e apresentam papeis de destaque nos setores social e econémico de
um pais. Na area da saude mundial, inovar é considerado o primeiro degrau do
sucesso, 0 setor farmacéutico investe milhdes de dolares todo ano em pesquisas
para o desenvolvimento e aprimoramento de produtos, incluindo as moléculas
isoladas com bioatividade. Dessa forma, descobrir uma nova aplicacdo para
moléculas bioativas ja conhecidas ou descobrir novas moléculas com bioatividade
pode induzir a introducdo de novas opc¢des de tratamento e até mesmo de cura para
doencas complexas com alta incidéncia populacional, incluindo doencas
inflamatorias, céancer, doencas neurodegenerativas, entre outras. O que pode
proporcionar melhorias significativas na qualidade de vida de diversas populacbes
do mundo. (MADEIRA, BORSCHIVER; PEREIRA, 2013).
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As principais substancias com atividade biolégica que tem ganhado grande
importancia na pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos estdo
classificadas entre acidos carboxilicos, terpenoides e fendis (AHMED et al., 2018).
Existem dezenas de substancias em cada uma dessas classes, que por sua vez,
desempenham o papel de constituinte majoritario e pode ser o responsavel pela
maior caracteristica farmacoldgica do produto natural (AL JUHAIMI et al., 2018;
MUSZYNSKA et al., 2018; MACIEL et al., 2002).

Os é&cidos carboxilicos naturais encontram-se em sua maioria esterificados com
o glicerol formando os triglicerideos que compdem as gorduras e 0leos comestiveis
(APARICIO-SOTO et al., 2017). Varios derivados de &cidos carboxilicos
provenientes de plantas como acido palmitico, linoleico e araquiddnico sdo descritos
na literatura como antifungico (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 substancias
oriundas de plantas. Essa classe apresenta grande variedade de hidrocarbonetos,
aldeidos e &lcoois sendo assim considerados importantes fontes para a producao
biotecnolégica (OZ et al., 2015). A maioria dessas substancias sao produtos do
metabolismo secundario com funcdo de intermediar a relacdo da planta com o
ambiente (RODRIGUES, 2016; CHANG et al., 2010). A grande maioria dos terpenos
séo volateis e constituintes basicos de 6leos essenciais como o mentol, nerol, linalol,
geraniol e tujona (NIKOLIC et al., 2014).

Os compostos fendlicos estdo presentes nas plantas de forma livres ou ligados
a agucares e proteinas, englobam moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacdo. As fontes principais de compostos fendlicos sdo as frutas citricas
como limdo e laranja, outras frutas como a cereja e ameixa, também sao
encontrados em brécolis, alho, cebola e tomate (DOS SANTOS, et al., 2017). Os
fendlicos possuem anel aroméatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
apresentam estrutura variavel o que torna suas caracteristicas mais diversificadas
como antioxidantes, anti-inflamatérios, anti-cancerigenos, anti-hiperglicemicas e anti-
fungicos (HISTER et al., 2017; BOLDORI et al.,, 2017). Segundo Sharma e
colaboradores (2018), existem cerca de 9.000 compostos fendlicos identificados e
caracterizados e dentre estes, destacam-se os flavonodides, &cidos fendlicos,

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

O organismo animal possui varios mecanismos que neutralizam o estresse
oxidativo causado por radicais livres, sdo o0s antioxidantes enddgenos que se
apresentam em sistemas enzimaticos ou ndo-enziméaticos. Os antioxidantes também
podem ser obtidos de fontes externas por meio de alimentos e suplementos
medicamentosos.

Os antioxidantes enzimaticos como as enzimas catalase e superdxido
dismutase agem diretamente catalizando a decomposi¢cdo de espécies reativas de
oxigénio em substancias ndo toxicas. Ja os antioxidantes ndo enzimaticos removem
contaminantes de metais de transi¢cao, sequestram elétrons e atomos de hidrogénios
livres (KIRSCHWENG et al., 2017).

Os processos oxidativos sao relacionados como a etiologia de varias doencas
degenerativas e danos ao DNA que desempenham importante papel na
carcinogénese e mutagénese. A funcédo de uma substancia antioxidante € neutralizar
0 excesso de radicais livres e proteger a célula contra o estresse oxidativo e
consequentemente prevenir patologias relacionadas a esse desequilibrio (PILONI et
al., 2013).

A producdo continuada de radicais livres durante os processos metabdlicos
leva ao desenvolvimento pelo organismo de muitos mecanismos de defesa
antioxidantes, porém muitas vezes ainda faz-se necessério o uso de fontes
exdgenas de antioxidantes para combater o estresse oxidativo nas células. Uma
definicdo ampla de antioxidante muito conhecida € “qualquer substancia que,
presente em pequenas concentragdes em comparacdo ao do substrato oxidavel,
inibe ou atrasa a oxidacao deste substrato de forma eficiente” (SIES; STAHL, 1995).

Por isso os antioxidantes sdo muito utilizados na medicina para prevenir e
também tratar enfermidades relacionadas ao desequilibrio de radicais livres.
Enfermidades associadas ao estresse oxidativo muitas vezes necessitam de
intervengbes medicamentosas imediatas. Nesse sentido, € essencial a P&D de
novos medicamentos com efeitos terapéuticos e o intuito de potencializar as defesas
antioxidantes enddgenas ou fornecer uma fonte exdgena desses compostos.
Naturalmente as substancias antioxidantes sdo encontradas em raizes, 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. Inflamacéo e drogas anti-inflamatérias

A inflamacdo é uma reacdo de protecdo da microcirculagdo que ocorre em
resposta a estimulos nocivos, lesédo, trauma ou infec¢cdo. O objetivo do processo
inflamat6rio é eliminar o estimulo nocivo, promover a reparacao tecidual e
cicatrizacdo. O processo da inflamacgéo se caracteriza pela producdo de mediadores
como aminas vasoativas, eicosanoides, citocinas, bradicininas, quimiocinas, com
aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de células imunoldgicas
(MARELLI et al., 2017; FULLERTON; GILROY, 2016).

Os farmacos mais utilizados no tratamento de processos inflamatorias sdo os
anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) que atuam interferindo na sintese das
prostaglandinas através da inibicdo da sintese de COX-1 e/ou COX-2. Contudo,
estas substancias estdo associadas ao aparecimento de efeitos adversos ja
relatados anteriormente como hemorragias gastrointestinais, insuficiéncia cardiaca e
renal (SILVA et al., 2015).

Esses efeitos adversos também representam uma importante limitagdo ao uso
continuo destes farmacos. Assim, pesquisas que busquem por alternativas mais
eficazes no tratamento da inflamacdo sdo necessarias. Nesse contexto, as plantas
medicinais constituem uma fonte importante para estudos que visam a descoberta
de novas substancias com atividade farmacoldgica que tenham maior seguranca,
melhor eficacia e menos efeitos adversos (DAMASCENO et al., 2014; DUTRA et al.,
2016).

3.6. Doencas inflamatdrias intestinais

O termo doencas inflamatérias intestinais (DIl) € utilizado para designar as
enfermidades inflamatérias do intestino, principalmente do intestino grosso, de
etiologia desconhecida e evolugdo cronica que se apresentam com periodos de
laténcias e reincidéncias. Dentre essas doencas estdo a colite ulcerativa e a doenca
de Crohn que dividem aspectos epidemiolégicos e apresentam sintomas clinicos e
caracteristicas anatomopatolégicas comuns (ROGLER, 2017; ARGOLLO et al.,
2017).

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

principalmente do célon e reto. E caracterizada por uma inflamac&o cronica da
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mucosa colonica com periodos recidivantes, com sintomas de sangramento retal e
diarreia. Nesta enfermidade, a inflamacgéao crénica pode levar a displasia e cancer,
muitas vezes sendo necessario procedimento cirdrgico como a colectomia
(UNGARO et al., 2017; RAY; SAGAR, 2017; PATIL et al., 2016).

A doenca de Crohn é caracterizada por um processo inflamatério crénico que
pode afetar todo o tubo digestivo, desde a boca até o anus de forma segmentada e
descontinua com mais frequéncia na porcao terminal do ileo, colon e anus, dessa
forma encontram-se seguimentos saudaveis e areas lesionadas que podem levar ao
aparecimento do céancer. Essa patologia inclui complicacdes como obstrucao
intestinal (TORRES et al., 2017; SANTOS; BARBOSA, 2017; HARB, 2015).

3.6.1. Etiopatogenia e fisiopatologia

As causas fisiopatologicas das doencas inflamatorias intestinais permanecem
desconhecidas e consequentemente segue-se sem um tratamento que leve a cura
(SPECA; DUBUQUOY, 2017). Nos ultimos anos com o desenvolvimento da
biotecnologia, a exploracdo de substancias naturais com potenciais farmacolégicos,
o desenvolvimento de novas técnicas de pesquisa e o interesse de pesquisadores e
indUstrias tem-se investido em importantes avancos para o conhecimento do
mecanismo patologico destas doencas. Neste sentido, pesquisadores consideram
que estas enfermidades sdo consequéncias de complexas interacOes de fatores
genéticos, ambientais, microbiolégicos e imunologicos (SIEGMUND, 2017; KAPLAN;
NG, 2016).

3.6.2. Fatores genéticos

Ja se sabe que a patogenia dessas enfermidades estad associada a fatores
genéticos, pois a prevaléncia destas doencgas € muito mais elevada em membros de
uma mesma familia (PEYRIN-BIROULET et al., 2017). Os avancos biotecnolégicos
nas analises e sequenciamento do DNA possibilitou a identificacdo de regibes
génicas que aparentemente contem genes que podem contribuir para o risco do
desenvolvimento de DIl (HERNANDEZ-FLOREZ et al., 2017).

Em 2001, Hugot e colaboradores descobriram a primeira mutacdo implicada

com doencas inflamatdrias intestinais no gene NOD2/CARD15 (dominio de
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recrutamento de uma caspase C-terminal) responsavel por codificar a proteina
NOD2 que esta presente nas células de defesa e no epitélio intestinal com a fungéo
de reconhecer um dos componentes da parede celular de bactérias, o MDP
(dipeptideo muramil). Quando os receptores desta proteina sdo ativados, induzem
uma sinalizagdo intracelular que resulta na expresséo de citocinas pré-inflamatorias
como a interleucina 1 beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6) (COSTA et al., 2016). A
mutacdo no gene NOD2/CARD15 associada com a doenca de Crohn tem sido
relacionada com a eliminacéo defeituosa de bactérias do intestino (MARTINEZ et al.,
2016) e também com uma ineficaz resposta imunologica (SINGH, PROCTOR,;
WILLING, 2016).

Outro gene implicado nas doencas inflamatérias intestinais € o IBD5
(inflammatory bowel disease 5) que codifica duas proteinas transportadoras, a
OCTN1 e a OCTN2 (Carnitine/Organic Cation Transporter) presentes nas células
epiteliais, nos macréfagos e linfocitos, um defeito nesse gene pode aumentar o
transporte de antigenos bacterianos para o interior da célula e desregular a resposta
imune (LU; DIETZ, 2004).

Um terceiro gene potencialmente associado a doencas inflamatorias
intestinais é o IL23R (Interleukin 23 receptor) que codifica uma subunidade do
receptor de interleucina 23 (IL-23) pré-inflamatéria, enquanto que algumas variantes
desse gene conferem protecdo contra a doencas inflamatérias intestinais, outros
aparentemente ajudam no desenvolvimento da patologia (OLIVER et al., 2007).

A literatura também relata a presenca de polimorfismos de alguns genes
envolvidos na resposta do organismo aos produtos bacterianos. Nesse sentido, 0s
polimorfismos do gene que codifica o receptor TLR4 (Toll-like tipo 4) estéo
associados com um maior risco de desenvolver doenca inflamatoria intestinal.
Também foram identificados polimorfismos nas células de Paneth responsaveis por
controlar os niveis de microrganismos no intestino (SUN; LIN, 2017;
STAPPENBECK; MCGOVERN, 2017; DUDAREWICZ et al., 2014).

3.6.3. Fatores ambientais
No ultimo século, o numero de enfermidades relacionadas a processos

inflamatoérios e autoimunes nos quais incluem as doencas inflamatorias intestinais

(DIl) tem aumentado de forma consideravel em todo o mundo e esse crescimento
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esta estreitamente relacionado com o progresso econdmico 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, comecaram a aparecer no resto da Europa, no Japao, na América
do Sul e Asia (BURISCH et al., 2013).

Uma hipétese para explicar o rapido aparecimento mundial dessas
enfermidades esta relacionada com questdes higiénicas. Essa hipétese propde que
o aumento de DIl é devido a mudancas no estilo de vida que se tinha antes, com
pouca higiene e alta exposicdo a microrganismos e depois passou a um estilo de
vida com baixa exposicdo aos microrganismos causado pelo grande consumo de
antibioticos, vacinas e o consumo de comidas totalmente livres de patdégenos. Esses
fatores resultam em uma grande melhora nas condicfes higiénicas e sanitarias da
populacao (NG, 2014).

Dessa forma, essa hipotese propde que a diminuicdo de enfermidades
infecciosas nas primeiras etapas da vida, tem conduzido a um aumento no namero
de alergias, doencas autoimunes e DIl devido a um sistema imunolégico menos
preparado, incapaz de eliminar antigenos estranhos ou responder a agentes comuns
como o0s da propria microbiota intestinal em etapas avancadas da vida
(WLODARCZYK et al., 2016).

Outros fatores ambientais podem estar relacionados com o risco de
desenvolver DIl, como o hébito de fumar, o estresse, a dieta, o consumo de
farmacos como os AINES e os anticoncepcionais orais. De todos estes, 0 habito de
fumar € o exemplo que mais se destaca entre os fatores ambientais relacionados a
DIl. Em estudos realizados por Yadav e colaboradores (2016; 2017)
surpreendentemente, o tabaco mostrou ter um efeito completamente oposto nas DII.
Existem varias evidéncias de que o habito de fumar € um fator de risco para DIl ao
aumentar a frequéncia de reincidivas da doenca e muitas vezes a necessidade de
cirurgias. Dessa forma, se pensa que deixar de fumar melhoraria o curso da doenca,
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 microbiol6gicos

Entre os fatores microbiolégicos pode-se dizer que existem numerosas
evidéncias que a microbiota intestinal tem um papel chave no desenvolvimento da
DIl (SHEEHAN et al., 2017). Estudos mostram que existem elevados numeros de
bactérias em contato com a mucosa intestinal do paciente com DIl e que as maiores
lesbes ocorrem preferencialmente nas regides com maior concentracao de bactérias
(SINGH; PROCTOR; WLLING, 2016).

Dessa forma, foi visto que os pacientes com DIl perdem a tolerancia
imunoldgica da mucosa contra a microbiota normal do intestino, o que faz com que
aconteca uma resposta imune anormal que leva a processos inflamatorios crénicos
tipicos da DIl (JACOBS et al., 2016).

3.6.5. Fatores imunolégicos

A literatura mostra estudos imunoldgicos da mucosa intestinal de pacientes
com DIl onde consideram que as células T (células do sistema imune adaptativo)
sdo as mediadoras da inflamacéo intestinal. Por outro lado, existem estudos que
mostram o papel da imunidade inata diretamente relacionada com a inflamacéo e
qgue 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 esta alterada
devido a mudancas na unido intercelular e a diminuicdo da producdo de muco,
permitindo a livre passagem de antigenos (MOURA; GOULART, 2017).

As células epiteliais e imunolégicas desempenham importantes acdes para
manter a homeostase do intestino, essas células sdo mediadas por receptores tipo
Toll-like (TLR), localizados na superficie celular e por proteinas NOD2. Existem
evidéncias de que o comportamento das células envolvidas na imunidade inata e na
expressdo e funcdo do TLR e NOD2 se encontram alteradas na DII, dessa forma
contribuem para a patogénese da doenca. Assim a sinalizacdo errada de TLR e
NOD2 pode estimular diversas respostas inflamatérias e conduzir a uma inflamacgéo
intestinal aguda ou cronica (UDDEN et al., 2017). WANG e colaboradores (2017)
relatam que as expressdes de TLR2 e TRL4 estdo diminuidas na mucosa col6nica

de pessoas saudaveis e aumentadas em pacientes com DII.
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A imunidade adaptativa demora mais tempo para se desenvolver e depende
do tipo e numero de células T envolvidas (KMIEC et al., 2017). As duas formas
principais de DIl (colite ulcerativa e doenca de Crohn) geram distintas respostas
imunes baseadas no tipo de citocina predominantemente produzida. Assim, na
doenca de Crohn se observa uma classica resposta imune mediada por linfécitos T
helper tipo 1 (Thl) que se originam da exposicdo de linfécitos T imaturos a
diferentes interleucinas, com a IL-12, IL-18 ou IL-23 (MOURA; GOULART, 2017).

As células Thl produzem IL-2 e interferon gamma (IFN-y); o IFN-y aumenta a
expressdo das moléculas de adeséo nas células endoteliais, facilita o recrutamento
de células inflamatorias e a ativacdo dos macréfagos, estes Ultimos, por sua vez,
produzem radicais livres e grandes quantidades de citocinas pré-inflamatoérias (I1L-13,
IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 e TNF-a) que contribuem para a destruigao tecidual. Existem
relatos de que os linfécitos T da mucosa intestinal de pacientes com doenca de
Crohn sao resistentes a apoptose, por isso ficam acumulados e aumentam a
resposta inflamatoria (PETERS et al., 2016; YADAV et al., 2016).

J& na colite ulcerativa, a resposta inflamatdria produzida ndo esta totalmente
clara, a literatura relata que parece ser uma resposta mediada por linfocitos T helper
tipo 2 (Th2) caracterizada pela producédo de IL-4 e IL-13. A resposta Th2 implica na
ativacao de linfécitos com atividade citotoxica inata ou natural killer (NK) que podem
ser responsaveis pela inflamacéo através da producdo de IL-13 (HELLER et al.,
2002).

Também existem os linfocitos T helper tipo 17 (Th17) que requer IL-23, fator
de crescimento transformador B 1 (TGF-B1) e IL-6 para sua diferenciacdo e
amadurecimento. O principal produto das Th1l7 é a IL-17. As Th17 estdo envolvidas
na mediacdo de respostas inflamatérias e danos teciduais nas infec¢des, processos
inflamatorios e condi¢cdes autoimunes (ROSEN et al., 2017).

Por outro lado, os linfécitos T reguladores (Treg) sdo especializados em
suprimir a ativagao do sistema imune, manter a homeostase do sistema e favorecer
a auto tolerancia imunolégica. Existem diferentes populacdes de Treg entre as que
se incluem as células T CD4'CD5 que exercem principalmente a funcdo de
supressores imunolégicos através da secrecdo de IL-10, se incluem também as
células T CD4'CD5'FOXP3 que necessitam entrar em contato com células e
citocinas para desempenhar a funcdo de supressora da imunidade. Lim e

colaboradores (2016) afirmam que existe uma diminuicdo no numero de Treg na
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mucosa de pacientes com DIl e em experimentos que envolvem modelos animais de
colite ulcerativa mostram que a administracdo destas células pode ajudar na cura da

colite experimental.

3.7. Caracterizacdo 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 -
clisochromen-6-one (C14H1609) € um C-glicosideo derivado do acido 4-O-metil galico
(BAJRACHARYA, 2015). Sendo um dos principais constituintes ativos das plantas
do género Peltophorum, este composto apresenta propriedades farmacoldgicas ja
comprovadas (Tabela 1). Além disso, a bergenina tém apresentado atividade
antioxidante frente as EROs, influenciando ou evitando o dano oxidativo em sistema
biologicos e ndo biolégicos (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 quimica e aspectos fisico-quimicos da bergenina

Parametros fisico-quimicos da bergenina

HO HO OMe
Ponto de fusao: 149,8°C
Hommm{yp oy Estrutura molecular C14H1609
Massa molecular 328,27 g mol™
HO
Solubilidade 1,22 mg/mL™* de PBS
0
Estrutura quimica i S
Aspecto e Cor: P6 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 -clisochromen-6-one

Fonte: Autoria propria (2018).



Tabela 1 - Principais atividades da bergenina descritas na literatura

Atividade Espécie

avaliada vegetal
Caesalpinia

Antidiabético digyna

(Tipo 2) (Rottler)

Mallotus

Antihepatotoxico japonicas
(Mull. Arg.)

Anti-arritimico/ Fluggea virosa

Antioxidante (Roxb.)
Flueggea
Antiflngica microcarpa
(willd.)
Antibacteriana/  Endopleura uchi
antifingica (Huber)
Rodgersia
Antimalarica aesculifolia
(Batal)
Anti- inflamatorio Berg_er}lg
[ anti-narcotico cras_slfolla
(Fritsch)
Anti-artritico / -
. x Bergenia
imunomodulagéo strachevi
das citocinas Thl (Saxifra ag:/eae)
e Th2 g

Fonte: Autoria prépria (2018).

Obijetivo do estudo

Avaliar o potencial antidiabético
tipo 2 da bergenina (in vivo).

Examinar os possiveis efeitos e
mecanismos de hepatoprotecdo da
bergenina em culturas primarias
de hepatdcitos de ratos.
Investigar possivel potencial para
o0 tratamento de arritmias
cardiacas e efeitos antioxidantes

da bergenina em ratos e coelhos.

Auvaliar a possivel atividade
antifngica da bergenina.

Avaliagdo da atividade
antimicrobiana da bergenina.

Avaliar a atividade antimalarica
de bergenina em ensaios in
vitro e in vivo.

Avaliar o potencial anti-
inflamatério.

Avaliar a modulagao das citocinas
Thl e Th2 e o efeito contra artrite.

Modelo
Experimental

Inducdo de diabetes
tipo 2 em ratos albinos
machos com
estreptozotocina.

(in vitro)
Cultura de hepatécitos
de ratos

Inducdo de arritmias
em ratos e coelhos por
Baclzl
(Machos e Fémeas)

Cultura de esporos
fangicos

Cultura de bactérias

Aplicagdo em
camundongos
infectados e efeito
antiplasmédico in
vitro

Inducéo de sindrome

inflamatéria e
narcotica em
camundongos

Inducdo de artrite

subplantar em ratos

DEER] VIECE Referéncia
Concentragéo adm.
KUMAR R.; PATEL, D.K.; PRASAD, S.K.; LALOO, D.;
2,5;5e10 via oral KRISHNAMURTHY, S.; HEMALATHA, S. Type 2 antidiabetic
mo/kg activity of bergenin from the roots of Caesalpinia digyna Rottler,
Fitoterapia, v. 83, n. 2, p. 395-401, 2012.
KIM, H.S.; LIM, H.K.; CHANG, M.W.; KIM, Y.C. Antihepatotoxic
1 uM a1 mM activity of bergenin, the major constituent of Mallotus japonicus, on
carbon tetrachloride-intoxicated hepatocytes. Journal of
Ethnopharmacology, v. 69, p. 79-83, 2000.
0204608 via intra PU_, H.L.; HpAN_G,_X.; ZHAO, J.H.;_HING, A. Bergen_in is the
' ’mé/kg ' venosa Antiarrhythmic Principle of Fluggea virosa. Planta Medica, v. 68,
p.372, 2002.

500, 1000, PRITHIVIRAJ, B.; SINGH, U.P.; MANICKAM, M.; SRIVASTAVA,
1500, 2000 J.S.; RAY, A.B. Antifungal activity of bergenin, a constituent of
pg/mL Flueggea microcarpa. Plant Pathology, v.46, p. 224, 1997.
14.9 149 SIL\/_A,_S.L.;_ OLI\_/E_IRA, V.G, _YANO, T,; NUNOMURA, R.C.S.
29’8 LM Antimicrobial activity of bergenlr_] from Endopleura uchi (Huber)

' Cuatrec. Acta Amazonica, v.39,n.1, 2009.
In vivo 800
mg/kg LIANG, J.; LI, Y.; LIU, X.; HUANG, Y.; SHEN, Y.; Wang, J.; LIU,
via oal Z.; ZHAO, Y. In vivo and in vitro antimalarial activity of bergenin.
0,1;1;10;40e Biomedical Reporter, v. 2, n. 2, p. 260-264, 2014.
50 pg/mL
JUNG, J.C.; LIM, E.; KIM. S.H.; JUNG. K.M.; OH, S. Practical
10e20 mg/kg  via oral Synthesis and Biological Evaluation of Bergenin Analogs. Chemical
Biology & Drug Design, v. 78, p. 725-729, 2011.
NAZIR, N.; KOUL, S.; QURISHI, M.A.; TANEJA, S.C.; AHMAD,
5,10,20,40e . S.F.; BANI, S.; QAZI, G.N. Immunomodulatory effect of bergenin
80 mg/kg via oral

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, caracterizagéo e
atividades antioxidantes em sistemas biolégicos e néo biolégicos

Resumo

A bergenina, um composto derivado do acido galico € um dos constituintes ativos da
planta Peltophorum dubium (Spreng.) Taub., esta substancia  apresenta
propriedades farmacologicas pouco estudas, dentre elas a capacidade antioxidante.
A estrutura molecular da substancia foi elucidada por técnicas espectroscopicas
utilizando RMN, Difracdo 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"), acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS™), hidroxila (OH"), éxido nitrico (NO) bem como a sua capacidade
de transferir elétrons pelo potencial redutor, a capacidade de quelar ion ferro e o
potencial de inibir a peroxidacao lipidica (TBARS). Depois em nivel celular, avaliar a
capacidade antioxidante contra o dano oxidativo produzido por 2,2’-azobis-2-
amidinopropano (AAPH) em eritrdcitos, avaliacdo da propriedade hemolitica e seu
potencial de inibir a hemdlise além de avaliar a capacidade de conservar a glutationa
intracelular, demonstrando assim, a importancia deste composto natural na protecao
contra o estresse oxidativo. De acordo com os resultados obtidos, é possivel sugerir
que esta substancia pode ser uma alternativa no desenvolvimento de novos
produtos com potencial antioxidante.

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

livres.
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1. Introducéo

O estresse oxidativo ocasiona dano de forma deletéria a varios processos
celulares e desempenham importantes papéis no desenvolvimento de varias
doencas. Dessa forma, muitos sdo o0s 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 oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNs) (PISOSCHI; POP, 2015). Dentre os grupos de substancias de
origem natural com grandes efeitos antioxidantes, podem ser destacados os acidos
organicos que compreendem um grande grupo de compostos com estrutura quimica
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 -
clisochromen-6-one (C14H1609) € um C-glicosideo derivado do acido 4-O-metil galico
(BAJRACHARYA, 2015). Sendo um dos principais constituintes ativos das plantas
do género Peltophorum, este composto apresenta propriedades farmacoldgicas
como atividade antibacteriana (RAJ et al., 2012), anti-inflamatoria (GAO et al., 2014),
antinarcotico (YUN et al., 2014), antilitiasico (AGGARWAL et al., 2014), antiartritico
(JAIN et al., 2014), antimalarico (LIANG et al., 2014), antitumoral (ZHANG et al.,
2013), antidiabético (KUMAR et al., 2012), imunomodulatério (NAZIR et al., 2007),
hepatoprotetor (LIM et al., 2000), e antinociceptivo (DE OLIVEIRA et al., 2011).

Além disso, a bergenina tém apresentado atividade antioxidante frente as
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 acado antioxidante da bergenina sao incompletos e
apresentam evidéncia de seus efeitos protetores apenas em sistemas nao
bioldgicos. Sendo assim, um continuo desenvolvimento de novas pesquisas com a
bergenina é essencial para um melhor conhecimento de suas propriedades
antioxidantes em varios modelos de estudos.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar e fornecer
informacdes sobre o potencial antioxidante da bergenina em sistemas néo biol6gicos
pela eliminagdo dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH’), acido 2,2'-azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS™), hidroxila (OH") e o6xido nitrico (NO), bem
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como a sua capacidade de transferir elétrons pelo potencial redutor e de inibicdo da
peroxidagdo lipidica pelo método TBARS e também por um sistema biologico
utilizando eritrocitos, no qual foi possivel avaliar as propriedades protetivas da
bergenina pela inibicdo do dano oxidativo induzido em eritrocitos junto a
conservacdo dos niveis de glutationa que € um dos principais parametros de

estresse oxidativo celular.

2. Material e métodos

2.1. Material vegetal

As cascas das raizes de P. dubium Taub foram coletadas no Campus Ondina
da Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil. Uma amostra foi depositada
no herbario Alexandre Leal da Costa do Instituto de Biologia da UFBA sob o numero

de catalogacao 69237.

2.2. Isolamento e caracterizacdo da bergenina

As cascas das raizes de Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. foram secas e
trituradas e, em seguida, submetidas a maceracdo em MeOH por 48h.
Posteriormente, o extrato bruto foi submetido a particdo com diclorometano, onde
observou-se a formacédo de precipitado que foi separado por filtragcdo. O material
precipitado foi purificado em cromatografia de coluna utilizando silica gel 60, eluida
com os solventes CHCI3/MeOH na propor¢ao (9:1), sendo entdo obtido um solido
cristalino que foi identificado por ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H (500
MHz, CDs;OD) e *C (125 MHz, CD;0D).

A técnica de caracterizacdo por difraccdo 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 evaporacéo a 25 °C e os cristais
obtidos foram secos numa estufa de vacuo a 323 K durante 8h. Foram observados
cristais incolores, com dimensdes aproximadas de 0,1 mm x 0,1 mm x 0,1 mm que
foram selecionados as demais analises. Os dados foram coletados usando um
difratbmetro Bruker Super-Duo APEX Il CCD. A difracdo foi medida por um

monocromador de grafite [u (MoKa) = 0,71073 A a 290 K] com técnica de varredura
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w-20 a temperatura ambiente (MADSON, 2002). A estrutura foi elucidada por
métodos diretos usando o conjunto de programas WINGX (FARRUGIA, 2012).
Todos os atomos néo hidrogenionicos foram refinados com F? anisotrépico usando o
método SHELXL97 (SHELDRICK, 2008).

A difracdo de raios-X foi realizada em um difratbmetro Rigaku Ultima IV
usando o modo de radiagdo CuKa, na faixa de 5-60° por um tempo de exposicéo 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 espetrometro Shimadzu
IRAffinity-1, na faixa de ondas espectral 4000-400 cm™, comum para a identificacéo
espectrométrica de compostos organicos (SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998). Os
estudos térmicos foram conduzidos usando um calorimetro de varredura diferencial
Perkin-Elmer de 25-300 °C usando uma célula de aluminio sob atmosfera de argon e

uma taxa de fluxo de 30 mL/min, em atmosfera de nitrogénio.
2.3. Ensaios de atividade antioxidante
2.3.1. Determinacgédo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH’

A avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH" foi realizado
pela metodologia descrita por De Freitas et al. (2014). Uma mistura reacional da
bergenina em varias concentracdes (0,1-3 mM) com o radical DPPH" (0,1 mM) foi
agitada vigorosamente e incubada a temperatura ambiente na auséncia da luz por
30 minutos. A avaliacdo antioxidante foi realizada em duplicata e os valores das
absorbéancias (517 nm) foram expressos como porcentagem de inibicdo do radical
DPPH" em relagdo ao Sistema (100% de radical DPPH’). Foi determinada a
concentracdo efetiva (CEsp) da bergenina necesséaria para inibir 50% do radical
DPPH’ e para comparacédo, o mesmo procedimento experimental foi utilizado com o
Trolox (0,1-3 mM).

2.3.2. Determinacgéo da capacidade antioxidante contra o cation radical ABTS™

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

1999), foi formado o cétion radical ABTS™ a partir da reacédo de 5 mL da solugdo de
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ABTS™ (7 mM) com 88 pL de uma solucéo de persulfato de potassio (2,45 mM),
incubada a temperatura ambiente e na auséncia de luz por 16 horas. Transcorrido
esse tempo, a solucao foi diluida em etanol até obter uma solu¢cdo com absorbancia
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 solu¢do de ABTS™. O
experimento foi realizado em duplicata e as leituras das absorbancias foram
realizadas transcorrido o tempo de 6 minutos em espectrofotobmetro (734 nm). Os
resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo do radical ABTS™ em
relacéo ao Sistema (100% de radical ABTS™). Foi determinada a CEsy da bergenina

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

2.3.3. Determinacao da capacidade antioxidante contra o 6xido nitrico (NO)

Para avaliar a capacidade antioxidante contra o 6xido nitrico produzido a
partir da decomposicédo espontanea do nitroprussiato de sodio (NPS) (MACHADO et
al., 2015) foi preparado uma mistura reacional contendo NPS em tampéao fosfato (20
mM, pH 7,4) e a bergenina (0,1-3 mM). Depois de 60 minutos de reacao a 37 °C foi
adicionado 500 pL de reagente de Griess e as absorbancias medidas usando um
espectrofotometro em 540 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem
de inibicdo da formacédo de ions nitrito em relagdo ao NPS (100 % de ions nitritos).
Foi determinada a CEsp necessario para inibir em 50% a formacgéo de ions nitritos e

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

2.3.4. Determinacdo da capacidade antioxidante contra a degradacdo da

desoxirribose

Para avaliar a capacidade antioxidante contra o radical hidroxila gerado pelo
sistema de Fenton (Li et al.,, 2013), as solu¢gbes de bergenina (0,1-3 mM) foram
adicionadas ao meio reacional contendo 2-desoxirribose, 3,2 mM de FeCl; (50 mM),
H,0, (100 mM) e tampéao fosfato (20 mM, pH 7,4). A mistura reacional foi incubada a
50 °C por 40 minutos. Apés isto, foi adicionado acido tricloroacético 10% e acido
tiobarbitdrico 1% (ATB, NaOH 50 mM). Depois, a mistura foi aquecida durante 15
minutos a 95 °C e as absorbancias medidas em 532 nm. Os resultados foram

expressos como porcentagem de inibicdo da degradacdo da 2-desoxirribose em
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relacdo ao Sistema (100% de radical hidroxila) também foi possivel determinar a
CEso da bergenina necessario para inibir em 50% a degradacdo da 2-desoxirribose.

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

2.3.5. Determinacdo da capacidade antioxidante pela inibicdo da peroxidacao

lipidica

Para avaliar da capacidade antioxidante pela inibicdo da peroxidacao lipidica,
o método TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbittrico) descrito por De
Freitas et al (2014) foi usado, homogenato de gema de ovo (40% p/v em tampao
fosfato, 50 mM, pH 7,4) misturado com as solucfes de bergenina (0,1-3 mM) e a
peroxidacao lipidica foi induzida pela adicdo de AAPH 200 mM (Dihidrocloridrato de
2,2’ -azobis 2-metilpropinamida) pelo tempo de 60 minutos a 37 °C. Depois, foi
adicionado &cido tricloroacético (15%) e acido tiobarbiturico (0,67%) e a mistura foi
aguecida a 97 °C por 15 minutos. Apos isto, a mistura foi centrifugada (2500 rpm) e
a absorbancia do sobrenadante medido em 532 nm. A extensdo da peroxidacao
lipidica foi estimada pelos niveis de TBARS induzido pelo APPH (100% de TBARS)
e a CEsp foi medida. O Trolox foi utilizado como controle positivo nas concentractes
de 0,1 a 3,0 mM.

2.3.6. Determinacado do Potencial Redutor

Foi preparado uma mistura reacional contendo bergenina (0,1-3 mM), 500 pL
de ferricianeto de potassio 1% e 500 pL de tampéo fosfato de sddio (0,2 M, pH 6.6).
A mistura reacional foi incubada a 50 °C por 20 minutos, seguido pela adicédo de 500
pL de &cido tricloroacético 10%, 500 pL de agua destilada e 125 pL de cloreto férrico
0,1% (CANABADY et al., 2015). A absorbancia da mistura reacional foi medida a
700 nm contra branco que continham apenas tampéao fosfato. Foi medido a CEsp e
como controle positivo foi utilizado o Trolox.
2.3.7. Determinacéo da capacidade quelante do fon ferro (Fe?")

Foi preparado uma mistura reacional contendo bergenina (0,1-3 mM), 100 uL
de FeCl; (2 mM) e 100 pL de Ferrozina (5 mM) incubada por 10 min a 37 °C,
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passado isto a absorbancia do complexo Ferrozina-Fe?* foi medida a 562 nm. Os
resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo da formacdo do
complexo Ferrozina-Fe®* em relagéo ao Sistema (100% do complexo Ferrozina-Fe?*)

e foi determinada a CEsy da bergenina necessario para quelar 50% dos fons Fe®".

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

eritrécitos de ratos
2.4.1. Obtencéo dos eritrocitos

Amostras de sangue foram coletadas de Camundongos Swiss fémeas
pesando entre 25-30g. Os eritrocitos foram separados por centrifugacdo com PBS
(Tampéo fosfato salino: NaCl = 8 g/L, KCI = 0,2 g/L, Na;HPO4 = 1,44 g/L, e KH,PO,
= 0,24 g/L; pH 7,4) o procedimento foi repetido trés vezes para a completa
separacao 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 Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI
#220/16).

2.4.2. Avaliacdo da capacidade hemolitica da bergenina

Para avaliar a capacidade hemolitica pela interacdo da bergenina com
eritrocitos foi utilizado 300 puL da solucdo de eritrécitos misturada com 500 uL da
solucdo de bergenina (0,1-3 mM) incubado a 37 °C por 120 minutos. Apds o tempo
de reacédo, a mistura foi centrifugada a 2000 rpm e a absorbéncia do sobrenadante
foi medida a 540 nm. Como controle positivo 0 mesmo procedimento foi utilizado
com Triton X-100 (0,1-3 mM).

2.4.3. Avaliacdo da capacidade de inibicdo da hemolise

A metodologia descrita por Zhang et al (2014) foi utilizada para avaliar a
capacidade antioxidante pela inibicdo da hemdlise oxidativa induzida por radical
peroxila gerado pela decomposicdo térmica do AAPH. Em resumo, varias

concentracbes da bergenina (0,1-3 mM) foram misturadas com 300 pL da
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suspensao de eritrocitos, foi adicionado 500 pL da solucdo de AAPH (200 mM em
PBS, pH 7,4). A mistura reacional foi incubada a 37 °C por 120 minutos. Apds o
intervalo de reacao, foi adicionado 2400 uL de PBS seguida por centrifugacdo para
determinar a taxa de hemodlise em 540 nm. Os resultados foram expressos como
porcentagem de inibicdo da hemdlise em relagdo a hemdlise completa da suspencéo
de eritrécitos induzido pelo AAPH (100% de hemdlise) sem a bergenina. O mesmo

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

2.4.4. Determinacado da capacidade de inibir a peroxidacao lipidica em eritrocitos

A peroxidacdo lipidica induzida por AAPH foi avaliada pela formacdo de
TBARS (CHISTE et al., 2014). Foi adicionado 500 pL de &cido tricloroacético a 28%,
para precipitar as proteinas antes da centrifugacdo. Em seguida o sobrenadante foi
misturado com 500 pL de acido tiobarbitarico 20% e incubado por 30 minutos a 94
°C. Apés o esfriamento, a absorbancia a 532 nm e os resultados foram expressos
em pmol de TBARS por grama de hemoglobina (pmol de TBARS / g de
hemoglobina).

2.4.5. Determinacao dos niveis de glutationa nos eritrocitos

A glutationa intracelular (GSH) foi determinada usando DTNB (4cido 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoico) (VAN DEN BERG et al.,, 1992). Foi adicionado agua
destilada a suspensao de eritrocitos para induzir a lise celular. O material obtido foi
precipitado com &cido tricloroacético a 20% e centrifugado. Depois foi adicionado
100 pL de DTNB (solugdo diluido em citrato 1%) e a absorbancia das amostras
medidas em 412 nm. O teor de GSH foi expressa em ymol de glutationa por grama

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

2.4.6. Determinacao da hemoglobina em eritrécitos

O conteado de hemoglobina foi determinado pelo método colorimétrico

usando o reagente de Drabkin (Drabkin; Austin, 1935).
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2.5. Andlise estatistica

Os dados numeéricos foram apresentados como média + erro padrdo da média
(E.P.M). A Andlise estatistica foi realizada utilizando one way ANOVA, seguido pelo
teste Student-Newman-Keuls como post hoc. Os valores de CEsg foram calculados
por regressdo nao linear com um intervalo de confianca de 95%. Os resultados
foram considerados estatisticamente significante quando p < 0,05. Todas as analises

estatisticas 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
raizes 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
substancia. Desta maneira, esta espécie vegetal € uma excelente fonte deste
derivado do &acido gélico, uma vez que a sintese enantioseletiva € complicada devido
a presenca dos 4 centros assimetricos.

A anélise do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDOD) indicou a presenca
de um singleto em & 7,07 (1H), tipico de hidrogénio ligado a anel aromatico. Além
disso, foram observados sinais na regido entre & 3,35-4,09 — caracteristicos de
hidrogénios ligados a carbonos oxigenados — e um dubleto em & 4,94 (1H; J=10 Hz),
sugerindo a existéncia de um acucar na estrutura deste composto. Ainda neste
espectro, observou-se um sinal em & 3,90 (3H; s) caracterizando a existéncia do

grupo metoxila na molécula (Tabela 1).
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Tabela 1 - Dados do NMR de *H e *3C [500 MHz (1H) e 125 MHz (13C),
CD30D, & (ppm), J (Hz)].

N° H Bc

1 - 119.4
2 117.3
3 152.3
4 142.2
5 - 149.3
6 7.7 (s) 111.0
7 - 165.7
K 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 prépria (2018).

No espectro de RMN *3C (125 MHz, CDsOD) verificou-se a presenca de sinais
referentes a quatorze carbonos. O sinal em & 165,7 caracterizou a presenca de um
carbono do grupo acila tipico de éster, e os sinais em 6 111,0 (C-6), 8 117,3 (C-2),
119,4 (C-1), & 142,2 (C-4), 6 149,3 (C-5) e & 152,3 (C-3) foram atribuidos ao anel
aromatico pentassubstituido. O sinal em & 60,9 confirmou a presenga de um grupo
metoxila na molécula, e os sinais de carbonos oxigenados em & 83,0-62,6
confirmaram a presenca de uma unidade glicosidica.

A estrutura molecular da bergenina foi determinada e analisada por difracdo
de raios X. A projecdo ORTEP é mostrada na Figura 1A. Os detalhes experimentais
da coleta de dados de raios-X sdo apresentados (Tabela 2). Os cristais de
bergenina foram apresentados no sistema cristalino ortorrébmbico, o solvente de
hidratacdo da molécula foi ligado ao composto através da interacdo com trés
ligacOes de hidrogénio O-H...O, com operacdes 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 - Projecao da bergenina por ORTEP
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Molécula vista em pespectiva (A). Interagdo intermolecular da bergenina (B). Fonte: Autoria propria
(2018).

Tabela 2 - Dados cristalograficos da bergenina (Difracdo de RX).

Formula quimica C14H1609
Sistema de cristal Ortorrombico
a/A 7.498831
b/A 13.93911
c/A 14.29879
a=B=y/° 90
Grupo espacial P21212;
Tamanho do cristal / A 9748.345
Rexp 3.15281
Rwp 7.49722
Qualidade de ajuste, y? 2.37795

Fonte: Autoria propria (2018).
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A Figura 2 mostra o ajuste apos o refinamento de Rietveld. O método convergiu
com uma curva de diferenca suave e baixos valores de R. Nenhuma alteracédo foi

encontrada na molécula de bergenina.

Figura 2 - Difracdo de Raio X com refinamento pelo método Rietveld.
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Os dados experimentais sdo mostrados como uma primeira linha e a curva de diferenca como a
segunda linha abaixo. Fonte: Autoria propria (2018).

Intensidade (contagens)

Os espectros infravermelhos de transformacdo de Fourier (FT-IR) da
bergenina sdo mostrados na figura 3 e as atribui¢cdes vibratorias descritas na tabela

3. A banda de absorcéo de alta intensidade entre 3000 e 3600 cm™ é referente a

molécula de 4gua na estrutura.



Figura 3 - Espectro de Infravermelho com transformada de Fourier da

bergenina
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Fonte: Autoria propria (2018).

Tabela 3 - Atribuigdes vibracionais de FT-IR da bergenina

FT-IR comp. de onda

(cm™) Atribuicao
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) — CH; (C12/ C15)
1463 Alongamento (C=C) — Benzeno
1612 Alongamento (C=C) — Benzeno
1708 Alongamento (C=0) — Cetona
2891 Alongamento (C-H) — CH; (C12/ C15)
3200 Alongamento (O-H) — Hidroxila
3387 Agua

Fonte: Autoria propria (2018).
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A curva de aquecimento na calorimetria exploratoria diferencial (termograma
DSC; Figura 4) mostra dois picos entre 132 e 148 °C devido a cristalizacdo do
composto. Outro pico é observado a 240 °C e representa a transi¢cao da fase sdlida
para a fase liquida. A curva de resfriamento indica que a bergenina sofre uma

transformacao irreversivel.

Figura 4 - Termograma de DSC da bergenina
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Fonte: Autoria propria (2018).
3.1. Capacidade antioxidante contra o DPPH’

O resultado correspondente a capacidade antioxidante da bergenina contra o
radical DPPH’ nas concentracées 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 relacdo ao Sistema (Figura 5). Nas
mesmas condi¢des experimentais, o Trolox nas concentra¢des de 0,1, 0,3,0,7, 1,5 e
3,0 mM reduziu (p<0,05) a concentracdo 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



53

na inibicdo do radical DPPH’, o valor da CEsy 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
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Os valores representam a média + E.P.M. das porcentagens de neutralizacao in vitro, n = 5. *p < 0,05
VS. controle (PBS, pH 7,4). °p < 0,05 VS. radical DPPH. bp < 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 concentracdes 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
condicbes experimentais, o Trolox nas concentracbes de 0,1, a 3,0 mM reduziu
(p<0,05) a concentracdo 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 inibicdo do radical ABTS™, o valor da CEs, 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
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Os valores representam a média + E.P.M. das porcentagens de neutralizagdo in vitro, n = 5. *p < 0,05
VS. controle (PBS, pH 7,4). °p < 0,05 VS. radical ABTS. bp < 0,05 VS. Trolox (ANOVA e Student
Neuman-Keuls).

3.3. Capacidade antioxidante contra a producéo de ions nitrito

O resultado correspondente a inibicdo da producdo de ions nitrito pela
bergenina nas concentractes 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 formacéo de ions nitritos em relacdo ao NPS (Figura 7). Nas mesmas
condicdes experimentais, o Trolox reduziu (p<0,05) a formacédo de ions 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 CEs 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 producéo de ions

nitrito
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Os valores representam a média + E.P.M. das porcentagens de neutraliza¢ao in vitro, n = 5. *p < 0,05
VS. controle (PBS, pH 7,4). ®p < 0,05 VS. NPS. bp < 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 reacéo de
Fenton e como mostrado na Figure 8, a bergenina conseguiu atuar na inibicdo da
degradacédo da 2-desoxirribose pelo sequestro de radicais hidroxilas (p<0,05) em
relacdo ao sistema. Nas concentracdes 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 degradacdo de 2-
desoxirribose em relacdo 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 inibicdo da degradacédo da 2-
desoxirribose, o valor da CEsg 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
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Os valores representam a média + E.P.M. das porcentagens de inibi¢éo in vitro, n =5 *p < 0,05 VS.
controle (PBS, pH 7,4). ® < 0,05 VS. sistema. bp < 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 esta representado na Figura 9. O aumento da absorbancia em
700 nm nas concentracdes de 0,1 a 3,0 mM demonstra o potencial redutor da
bergenina de forma significativa (p<0,05) em relacdo ao controle. O Trolox nas
mesmas concentracdes também apresentou significativo (p<0,05) potencial redutor
em relacdo ao controle negativo. De acordo com esses resultados, os valores da
CEso da bergenina e do Trolox necessarias para reduzir ferricianeto de potassio
(Fe*") a ferrocianeto de potassio (Fe**) em 50% da sua absorbancia 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
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Os valores reEresentam a média + E.P.M. das porcentagens de neutralizac&o in vitro, n = 5. °p < 0,05
VS. controle. "p < 0,05 VS. Trolox (ANOVA e Student Neuman-Keuls).

3.6. Capacidade quelante do Fe?*

O resultado antioxidante correspondente a capacidade quelante da bergenina
nas concentracdes 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
formacéo do complexo Ferrozina-Fe** em relagéo ao Sistema (Figura 10). O Trolox
também apresentou capacidade quelante em relacdo 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 CEs 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 Fe?*
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Os valores representam a média + E.P.M. das porcentagens de neutralizacao in vitro, n = 5. *p < 0,05
VS. controle (PBS, pH 7,4). °p < 0,05 VS. sistema. bp < 0,05 VS. Trolox (ANOVA e Student Neuman-
Keuls).

3.7. Capacidade antioxidante contra o dano oxidativo induzido em eritrécitos

3.7.1. Capacidade de inibicdo da hemolise

Os resultados correspondentes a capacidade de inibir a hemdlise em
eritrocitos para a bergenina e para o Triton X-100 estéo representados na Figura 11.
Foi observado que a taxa de hemdlise foi inferior a 2% mesmo com o aumento das
concentragbes da bergenina, na qual houve diferenga significativa apenas em
relacdo aos resultados do Triton X-100 [F = (9, 20) 1,04, p<0,05]. O Triton X-100 nas
mesmas concentracdes que a bergenina apresentou 100% de hemolise em relacdo

ao controle a partir da concentragéo de 0,1 mM [F = (5, 12) 1,00, p<0,05].
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Figura 11 - Capacidade da bergenina em inibir a hemdlise
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Os valores representam a média + E.P.M. da hemdlise in vitro, n = 5, dos experimentos em duplicata.
®p < 0,05 em relagéo ao controle (PBS) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); bp <
0,05 em relacdo ao Triton X-100 (0,1-3,0 mM) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc
teste).

3.7.2. Capacidade antioxidante pela inibicdo da hemdlise oxidativa

O resultado antioxidante da bergenina pela inibicdo da hemolise induzido pelo
AAPH em suspencao de eritrécitos esta representado na Figura 12. Os valores da
capacidade antioxidante nas concentracdes 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 hemdlise quando
comparado somente com o APPH. O Trolox também reduziu a hemolise de forma

significativa [F = (6, 14) 0,92, p<0,05] em comparacdo 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 inibicdo da hemolise em eritrdcitos, o valor da CEsg foi

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

Figura 12 - Expresséo da capacidade antioxidante da bergenina pela inibi¢cao

da hemoélise oxidativa
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Capacidade antioxidante da bergenina em diferentes concentra¢des (0,1-3,0 mM) pela inibicdo da
hemdlise de eritrdcitos induzida pelo APPH. Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de

inibicdo in vitro, n = 5. 'p<0,05 versus controle (PBS, pH 7,4); p<0,05 em relacdo ao AAPH (100% de
hemdlise); bp<0,05 em relacdo ao Trolox (0,1-3,0 mM) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post
hoc teste).

3.7.3. Determinacao dos niveis de GSH em eritrocitos

O nivel de GSH quantificado em suspencao de eritrécitos no controle foi de
47,56 = 0,14 pymol/g hemoglobina, sendo que este valor diminuiu para 18,41 + 0,51
pumol/g hemoglobina apds adicdo de AAPH. Nas concentragfes de 0,1 a 3,0 mM, os
niveis 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 umol/g hemoglobina, na qual, a bergenina inibiu a deplecéo [F = (5, 12)
0,62, p<0,05] dos niveis de GSH quando comparado somente com o AAPH (Figura
13). O Trolox também apresentou capacidade antioxidante e proporcionou um
aumento dos niveis de GSH [F = (5, 12) 0,54, p<0,05] em relacdo 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 concentractes 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 niveis de GSH

proporcionalmente ao aumento da concentracao.

Figura 13 - Determinacédo dos niveis de GSH em eritrocitos apos o tratamento

com bergenina
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Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibic&o in vitro, n =5, dos experimentos em
duplicata. °p<0,05 em relacéo ao controle (PBS, pH 7,4); bp<0,05 em relacdo ao AAPH; “p<0,05 em
relacao ao Trolox (0,1-3,0 mM) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

3.7.4. Peroxidacao lipidica em eritrocitos

O resultado antioxidante da bergenina no teste de inibicdo da peroxidagao
lipidica induzido pelo AAPH em suspencdo de eritrocitos esta representado
na Figura 14. A quantidade de TBARS encontrado no controle foi de 1,52 umol/g de
hemoglobina, sendo observado um aumento para 16,51 + 0,47 pmol/g de
hemoglobina no grupo que foi adicionado AAPH. As concentracdes de bergenina
avaliadas (0,1 a 3,0 mM), os niveis de TBARS foram de 9,49 £ 0,07, 6,52 + 0,06,
548 + 0,08, 4,11 + 0,53 e 3,61 + 0,05 umol/g de hemoglobina, nas quais, a
bergenina reduziu de forma significativa [F = (5, 12) 0,74, p<0,05] os niveis de
TBARS quando comparado com o grupo AAPH. O Trolox também reduziu os niveis
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de TBARS [F = (5, 12) 0,69, p<0,05] em comparacao ao AAPH, apresentando 10,59
+ 0,17, 7,53 £ 0,04, 6,05 + 0,07, 4,49 £ 0,16 e 3,61 + 0,04 umol/g hemoglobina nas
concentracfes de 0,1, 0,3, 0,7, 1,5 e 3,0 mM, respectivamente. Tanto a bergenina
guanto o Trolox inibiram a formacdo de TBARS proporcionalmente ao aumento da

concentragao.

Figura 14 - Analise da peroxidacdao lipidica em eritrocitos apos o tratamento

com bergenina
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Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibic&o in vitro, n = 5. °p < 0,05 em relagéo
ao controle (PBS, pH 7,4); bp < 0,05 em relagdo ao AAPH; “p<0,05 em relacdo ao Trolox (0,1-3,0 mM)
(ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

3.8. Correlagéo antioxidante

A estatistica do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) obtido para o
resultado antioxidante da bergenina demonstrou a existéncia de uma relacéo
positiva entre a inibicdo da hemolise oxidativa e o aumento dos niveis de GSH (r =
0,982, p<0.05, Figura 15A) e a diminuicdo dos niveis de TBARS (r = 0,972, p<0.05,
Figura 15B).
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Figura 15 - Analie da correlacao de Pearson para avaliar o parametro

antioxidante da bergenina
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Analise de correlacdo de Pearson usado para estabelecer a relacdo entre a capacidade antioxidante
da bergenina e os parametros de estresse oxidativo em eritrécitos. (A) Correlagdo entre a inibicao da
hemdlise oxidativa e os niveis de GSH; (B) Correlac@o entre a inibicdo da hemdlise oxidativa e os
niveis de TBARS. Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibi¢édo in vitro, n = 5,
dos experimentos em duplicata.

4. Discussao

Para confirmar a acao antioxidante da bergenina, foi realizado o método de
DPPH". Essa técnica envolve o sequestro do radical livre estavel DPPH" e a
capacidade antioxidante € analisada pela diminuicdo da absorbancia da solucédo de
DPPH" em 517 nm, na qual o radical DPPH’ de cor purpura é reduzido para formar
DPPH, de cor amarela (MUSA; ABDULLAH; AL-HAIQI, 2015). Com base neste
principio, 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
concentracdo usada. De acordo com esse método (MUSA; ABDULLAH; AL-HAIQI,
2015), a acao antioxidante da bergenina contra o radical DPPH’ pode ocorrer pela
transferéncia de atomo de hidrogénio formando uma molécula estavel de DPPH..

Outro teste utilizado foi inibicdo do radical ABTS™, que é um método
antioxidante convencional, simples e extensivamente utilizado junto com o radical
DPPH’ para avaliar a capacidade antioxidante de varias substancias (MACHADO et
al., 2015; SCHAICH; TIAN; XIE, 2015). Neste método, o radical ABTS™ de colorac¢éo
azul/verde é produzido por meio da oxidacdo da solugdo de ABTS" pelo persulfato

de potassio e a reacdo com um composto antioxidante é monitorada pela diminuicdo
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da absorbancia da reacdo 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 inibicado do radical ABTS™.

Nossos resultados estdo 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 concentragdo de 0,2 mM. De acordo com este
método (SCHAICH; TIAN; XIE, 2015), a inibicdo do radical ABTS™ pela bergenina
pode ocorrer pela transferéncia de atomo de hidrogénio ou principalmente por
elétron formando uma molécula de ABTS". Quando os resultados antioxidantes do
DPPH" e ABTS™ sido comparados, é possivel observar um melhor potencial
antioxidante da bergenina contra o radical ABTS™, sugerindo que o mecanismo da
acao antioxidante deste composto pode ocorrer principalmente pela transferéncia de
elétron. Um melhor potencial antioxidante contra o radical ABTS™ e em relagéo 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 inibicdo do 6xido
nitrico, que € baseada no principio de que o nitroprussiato de s6dio huma solugéo
aguosa em pH fisiologico gera espontaneamente o 6xido nitrico, na qual interage
com o oxigénio para produzir fons nitrito (NO?"), que podem ser medidos pela reacdo
com o reagente de Griess (DE FREITAS et al., 2014). De acordo com o resultado
obtido, a bergenina reagiu com 6xido nitrico e conseguiu inibir a producao de ions
nitrito. Essa capacidade antioxidante foi proporcional ao aumento da concentracéo e
guando os resultados sdo comparados com o Trolox, foi observado que a bergenina
foi mais efetiva na diminuicdo da produgdo de ions nitrito.

Segundo o estudo realizado por Singh et al. (2009), a capacidade antioxidante
da bergenina contra o radical hidroxila pode ocorrer com a adi¢éo eletrofilica ao anel
aromatico, pela abstracdo de atomo de hidrogénio a partir de B-carbono do grupo
CH,0H e pela transferéncia de elétrons. Como observado em nossos resultados, a
capacidade antioxidante da bergenina foi proporcional ao aumento da concentracao
e quando os resultados sdo comparados com o Trolox, € observado que a bergenina
nas concentracfes iguais ao Trolox inibiu a degradacdo da 2-desoxirribose pelo
possivel sequestro de radicais hidroxilas de forma superior ao Trolox.

O potencial redutor da bergenina foi demonstrado pela transformacgédo do

ferricianeto de potassio [Fe*(CN7)¢] de cor amarela & ferrocianeto de potassio
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[Fe**(CN")¢] de cor verde. Essa mudanca de cor ocorre por meio da capacidade de
transferéncia de elétrons, que serve como um importante indicador da capacidade
antioxidante apresentado pela bergenina, demonstrado anteriormente no estudo de
Singh et al (2009) pela formacéo do céation radical clorpromazina (CPZ™) em 530 nm.

Processos como eliminacéo de radicais livres e/ou inibicdo da peroxidacéo
lipidica é mediada pela reacdo redox e de acordo com o resultado obtido no
presente estudo, a bergenina apresentou elevado potencial redutor de acordo com o
aumento da concentracao, sendo que, esse resultado foi superior ao apresentado
pelo Trolox. No contexto do potencial de redugéo, o resultado obtido no presente
estudo demonstrou que a capacidade quelante da bergenina pela inibicdo da
formacado do complexo Ferrozina-Fe®" foi mais eficiente que o Trolox.

A capacidade antioxidante de uma determinada substancia pode ser avaliada
com mais precisdo através da inibicdo da oxidagdo em fluidos biolégicos. Desta
forma, a facil acessibilidade dos eritrocitos torna-os um modelo atraente para
estudar o estresse oxidativo in vitro. No presente estudo, a inibicdo do dano
oxidativo induzido pelo AAPH em suspencdo de eritrocitos de ratos foi realizado e de
acordo com os resultados obtidos, a bergenina conseguiu proteger os eritrocitos de
forma proporcional ao aumento da concentracdo em comparacdo com os danos
induzidos apenas pelo AAPH.

Quando os resultados foram comparados com o Trolox, ficou demonstrado
que a bergenina € mais efetiva na protecdo contra os danos oxidativos. Essa
elevada capacidade antioxidante da bergenina resultou em um baixo nivel de
deplecdo 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 eritrécitos
provoca uma rapida reducdo do nivel de GSH intracelular e como observado no
presente estudo, a bergenina preveniu a reducdo da GSH quando comparado ao
APPH. Este resultado estd em concordancia com os estudos realizados por Lim et
al. (2000) e Kim et al. (2000), na qual foi demonstrado que a bergenina previniu a
deplecdo dos niveis de GSH em figados de ratos intoxicados com Tetracloreto de
carbono (CCly).

De acordo com os resultados do teste de hemdlise oxidativo, os eritrécitos
apenas em contato com o APPH apresentaram um elevado nivel de peroxidagéo

lipidica, o qual pode estar associada com o aumento da deplecdo de GSH
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demonstrado no agente oxidante APPH. Quando os eritrocitos foram tratados com a
bergenina, os niveis de TBARS foram prevenidos. Este resultado demonstrou que a
bergenina atuou na neutralizacdo de radicais peroxilas gerados a partir da
decomposicdo do APPH. Os principais mecanismos que provocam a hemodlise de
eritrocitos envolvem a interagdo com agentes oxidantes como os radicais livres e
pela penetragdo na membrana celular. No presente estudo, a bergenina apresentou
capacidade antioxidante sem induzir hemdlise dos eritrécitos quando comparado ao
controle. Assim, é possivel sugerir que a bergenina no teste de hemolise ndo atua
como um agente oxidante ao interagir com as membranas dos eritrécitos,
demonstrando uma possivel seguranca a nivel celular.

O resultado estabelecido sobre os niveis de TBARS em eritrocitos esta 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 diminuicdo dos niveis de
TBARS em figados de ratos intoxicados com Tetracloreto de carbono (CCl,). Kumar
et al (2012) destacou a prevencao da peroxidacdo lipidica junto com o aumento do
sistema de defesa antioxidante celular em figados de ratos diabéticos.

Os dois principais possiveis mecanismo pela qual a bergenina exerce efeito
antioxidante esta representado na Figura 16. No primeiro mecanismo, 0s dois
grupamentos hidroxilas podem doar hidrogénio radicalar (TAH) para o elétron
desemparelhado do radical (R’), gerando depois um radical estabilizado por
ressonancia. No segundo mecanismo proposto, na transferéncia de elétrons (TE)
pode ser formado um birradical que vai gerar por ciclizacdo com um dos oxigénios

dois anéis heterociclicos de cinco membros, sendo um deles aromatico.
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Figura 16 - Possiveis mecanismos da acdo antioxidante da bergenina na
neutraliza¢&o do radical R* (DPPH’, ABTS™, OH'e L")
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Fonte: Autoria préopria (2018).

5. Conclusao

Em todos os resultados obtidos no presente trabalho observou-se que a
bergenina possui grande capacidade antioxidante in vitro em modelos bioldgicos e
nao biolégicos sendo comparado com as propostas de mecanismo de a¢do, assim, a
bergenina pode representar uma nova fonte alternativa de substancias bioativas
principalmente com potencial antioxidante para diversas aplica¢cdes nas industrias de

farmacos, cosméticos, alimentos e outras.
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Bergenina isolada de Peltophorum dubium diminue a resposta inflamatéria em
macroéfagos peritoneais de murinos ativados por LPS pela via de sinalizacdo
Jak-STAT

RESUMO

A bergenina € um importante componente ativo do género Peltophorum e possui
diversas propriedades farmacologicas. A imunidade natural ou inata € o primeiro
sistema de protecdo do corpo contra lesGes ou patdégenos e os macréfagos sado os
principais componentes deste sistema e estdo intimamente relacionados as células
fagociticas que desempenham um papel fundamental ao longo da inflamacéo e sua
resolucdo, produzem citocinas e quimiocinas que sinalizam e atraem outras células
para atuar na resolucdo do processo inflamatério. O objetivo deste estudo foi
determinar o efeito da bergenina na resposta inflamatéria de macrofagos peritoneais
de camundongos estimulados por lipopolisacarideo bacteriano (LPS) e determinar o
mecanismo de acdo pelo qual essa molécula age. Foi analisado a producédo de
nitrito pelo método de Griess, além disso, foram determinados por Western blot, a
expressdo da enzima INOS, a ativacdo das proteinas da familia MAPK, a
fosforilacdo de STAT3 e a degradacao de IkB-a, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias foi avaliada por ELISA. Os resultados revelaram que a bergenina foi
capaz de reduzir a expressdo de iNOS e Nitrito. Da mesma forma, a bergenina
reduziu a producao de TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-17 em macrofagos peritoneais murinos
tratados com LPS, a bergenina diminuiu a fosforilagdo de STAT3 de forma
significante e néo exibiu propriedades anti-inflamatérias pelas vias de sinalizacéo
MAPK e NF-kB. O estudo fornece evidéncias de que a bergenina desempenha um
papel importante como anti-inflamatério e pode ser um complemento atraente no
tratamento de doencas inflamatérias diminuindo o processo inflamatdrio pela via
Jak-STAT.

Palavras-chave: Bergenina. Macrofagos. LPS. Jak-STAT. MAPKs. NF-kB
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1. Introducéo

A imunidade natural ou inata € o primeiro sistema de protecdo do corpo contra
lesBes ou patdgenos (SPALLANZANI et al., 2015). Os macréfagos sdo os principais
componentes deste sistema, estas células estdo intimanente ligadas a funcéo
fagocitaria e desempenham um papel fundamental ao longo do processo
inflamatorio. Elas produzem cotocinas e quimiocinas que sinalizam e atraem outras
células para atuar na resolucdo do processo inflamatério (YANG et al., 2016;
SOEHNLEIN et al., 2010).

Os macréfagos quando sdo expostos ao lipopolisacarideo bacteriano (LPS),
tem o seu equilibrio intracelular modificado, esse lipopolisacarideo causa elevado
nivel de estresse oxidativo, dessa forma o macréfago comeca a produzir mediadores
pro-inflamatorios e a libera-los no meio extracelular, tais como espécies reativas de
oxigénio (EROS), as prostaglandinas cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) e o6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) (YAN et al.,, 2016; AKIYAMA et al., 2000), esses
mediadores amplificam a resposta inflamatéria 0 que causa mais danos celulares,
por tanto, estdo fortemente associados a importantes doencas relacionadas a
inflamacéo (BULUA et al., 2011). Dessa forma, um forte alvo terapéutico para reduzir
0s processos inflamatérios patoldgicos deve inibir adequadamente os mediadores
pro-inflamatérios (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016; CARDENO et al., 2013).

Nos ultimos anos os pesquisadores vém conduzindo pesquisas de novos
agentes anti-inflamatorios a partir de produtos naturais (ZAMAN et al., 2015; CHA et
al, 2017). A bergenina é um importante constituinte ativo das plantas do género
Peltophorum e tem uma gama de propriedades farmacolégicas ja descritas como
antibacteriano (SILVA et al.,, 2015), anti-inflamatério (RONG-HUA et al., 2016),
antinarcotico (YUN et al, 2015), antiliticas (AGGARWAL et al., 2015), antiartritico
(JAIN et al., 2014), antimalarico (KHAN et al., 2016), antitumoral (ZHANG et al.,
2013), antidiabético (KUMAR et al.,, 2012) e hepatoprotetor (LIM et al., 2001),
também possui potente atividade antiartritica modulando Thl / Th2 (NAZIR et al.,
2007) que geram citocinas e ativam a producao e migracdo de células inflamatérias
(ZHANG et al., 2016).

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

bergenina € um potente inibidor de mediadores proé-inflamatérios na mastite, porém
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0 exato mecanismo molecular anti-inflamatério desta substancia ainda ndo esta
completamente esclarecido.

Assim, o objetivo deste estudo foi determinar o efeito da bergenina na
resposta inflamatéria em macrofagos peritoneais de camundongos estimulados por

LPS e descrever o mecanismo de a¢do dessa molécula.
2. Material e métodos
2.1. Obtencéo e caracterizacdo quimica da bergenina

As cascas das raizes de P. dubium Taub foram coletadas no Campus Ondina
da Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil. Uma amostra foi depositada
no herbario Alexandre Leal da Costa do Instituto de Biologia da UFBA sob o nimero
de catalogacdo 69237. A extracdo, isolamento e caracterizacdo foi descrita por
Oliveira e colaboradores (2017). Em resumo, as cascas das raizes de Peltophorum
dubium (Spreng.) Taub. foram secas e trituradas e, em seguida, submetidas a
maceracdo em MeOH por 48h. Posteriormente, o extrato bruto foi submetido a
particdo com diclorometano, onde observou-se a formacao de precipitado que foi
separado por filtracao.

O material precipitado foi purificado em cromatografia de coluna utilizando
silica gel 60, eluida com os solventes CHCIl3/MeOH na proporcédo (9:1), sendo entéo
obtido um sdlido cristalino que foi identificado por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de *H (500 MHz, CDs0D) e *C (125 MHz, CDs0D), depois disso o material
sélido cristalino foi submetido a técnicas de difragdo de raios X, infravermelho por

transformada de Fourier e calorimetria exploratéria 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 condi¢cdes constantes de temperatura (20-25 °C) e umidade (40 -
60%) com ciclo de claro/escuro de 12 h, alimentagcdo padrdo para roedores
(Panlab®, Sevilha, Espanha) e agua ad libitum durante todo o experimento. Todos os

cuidados com animais e procedimentos experimentais foram realizados seguindo os



76

protocolos aprovados Comité de Etica Animal da Universidade de Sevilha, e todas
as experiéncias foram de acordo com as recomendacdes da Unido Europeia sobre

experimentacéo animal (Diretério do Conselho Europeu 2010/630 / UE).

2.3. Preparo das solucdes

Foi preparado uma solucéo de reserve com bergenina a uma concentracéo de
50 mM em dimetilsulféxido (DMSO) (Panreac®, Barcelona, Espanha) e feito
diluicbes até as concentracfes desejadas no meio de cultura. As concentracdes
finais de DMSO foram <1% descartando a possibilidade de influencias do DMSO na
resposta celular.

2.4. Isolamento e cultura dos macrégafos peritoneais de murinos

Foi administrado via intraperitoneal (i.p.) 1 mL de meio tioglicolato estéril (10%
p/v) (Scharlau®, Barcelona, Espanha) em 10 camundongos. Apés 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
centrifugacdo e apds isso, as células foram ressuspensas em meio RPMI 1640
(PAA®, Pasching, Austria) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (PAA®,
Pasching, Austria), L-glutamina (2 mM), glicose ( 4,5 g/L) e tamp&o HEPES (10 mM),
100 mg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina (PAA®, Pasching, Austria) e,
em seguida, semeados em placas de cultura (1 x 10° células/mL) durante 2 h a 37
°C numa atmosfera humidificada com CO; a 5%. ApGs 2 h, as células ndo aderentes
foram removidas por lavagem com PBS e adicionou-se um novo meio RPMI 1640
suplementado com 5% de SFB. Trinta minutos depois, os macréfagos peritoneais
murinos (1 x 10° células/mL) foram tratados com LPS 5 pg/mL de Escherichia coli
(Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) na presenca ou auséncia de bergenina em

diferentes concentracdes por 18 h.

2.5. Viabilidade celular

Os macréfagos foram semeados em placas de 96 pocos (1 x 10° células por

poco) depois foram incubadas na presencga ou auséncia de bergenina em diferentes
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concentragdes (3,15 a 200 pM) durante 18 h. No final do tempo de exposicao, o
efeito da bergenina no crescimento / viabilidade celular foi analisado pelo ensaio de
Sulforodamina B (SRB) (CARDENO et al., 2014). Apds o tempo de incubacéo, as
culturas de células foram fixadas in situ por adicdo de 50 uL acido 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 agua
deionizada. Foram adicionados a cada poc¢o 50 pL de solu¢cdo SRB (0,4% p/v) em
acido acético a 1% (Panreac®, Barcelona, Espanha) e incubados durante 30 min &
temperatura ambiente. As placas contendo solugdo de SRB foram lavadas cinco
vezes com solucao de acido acético a 1%. Em seguida, as placas foram secas ao ar
e foram adicionados 100 pL por poco de 10 mmol L™ de Tris base pH 10,5 (Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, EUA) e a absorvancia de cada poco foi lida em um leitor
ELISA a 510 nm (BioTek®, Bad Friedrichshall, Alemanha). Finalmente, a sobrevida
celular foi medida como a porcentagem de absorbancia em comparacdo com as

células do controle (células nédo tratadas).
2.6. Avaliacéo da producao de nitrito

Os macrofagos foram semeados em placas de 24 pocos e foram tratados
(grupos testes) ou ndo (grupo controle) com diferentes concentragcbes de bergenina
(3,15 a 200 yM) e incubados por 30 minutos a 35 °C, depois foram estimuladas com
LPS por 18h. Os sobrenadantes das culturas (100 pL) foram transferidos para uma
placa de ensaio de 96 pocos misturada com 100 uL de reagente de Griess (Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, EUA) e incubada por 15 min & temperatura ambiente. A
quantidade de nitrito, como indice de geracdo de 6xido nitrico (NO), foi determinada
e obtida por extrapolacdo a partir de uma curva padrdo com nitrito de sodio. A
absorvancia a 540 nm foi medida por um leitor ELISA (BioTek®, Bad Friedrichshall,
Alemanha). Os resultados foram expressos como a porcentagem de producéo de
nitrito em comparacdo com células de controle de DMSO-LPS (células estimuladas

com LPS e nédo tratadas com bergenina).

2.7. Isolamento e deteccdo por imunotransferencia das proteinas citoplasmaticas

pré-inflamatérias
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As células (1 x 10° células mL™) dos tratamentos com bergeninas e as células
dos controles foram raspadas e recolhidas com solucdo inibidora de proteases e
fosfatases em PBS como descrito por Sanchez-Fidalgo et al. (2013). A concentracéo
de proteina foi determinada para cada amostra usando um reagente de teste de
proteina (Bio-Rad®, Miinchen, Alemanha) de acordo com o método de Bradford
(BRADFORD, 1976) e como padrao foi usado y-globulina. Aliquotas contendo
quantidades iguais de proteina (30 ug) foram submetidas a técnica de Western blot
para separacdo das proteinas por eletrofose em gel de poliacrilamida (10%).

No passo seguinte, as proteinas foram transferidas eletroforeticamente para
uma membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpos primarios especificos:
rabbit anti-iNOS (160862; Cayman®, Ann Arbor, MI, USA, 1:1000), mouse anti-
pPpSTAT3, 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-IkBa (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 solugcéo de bloqueio
contendo 0 anticorpo secundario especifico anti-rabit (Cayman®, 1:5000) ou anti-
mouse (Dako®, Atlanta, GA, EUA; 1:2000) por 2h & temperatura ambiente. Para
normalizar o carregamento das proteinas no sistema, foi analisado a expresséo de
B-actina com um anticorpo anti-B-actina (A5316; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO,
EUA).

A imunodeteccdo foi realizada utilizando um kit de deteccdo de luz de
quimioluminiscéncia (Thermo Scientific™, Rockford, IL, EUA). As bandas de
proteinas 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 relacdo as células controles tratadas com
DMSO-LPS.

2.8. Avaliacéo dos niveis de citocinas
Para determinar as concentracbes de citocinas foram utilizados Kkits

comerciais (ELISA) de TNF-q, IL-6 (Diaclone®, Besancon Cedex, Franca), IL-18 (R &
D Systems®, Abingdon, Reino Unido) e IL-17A (PeproTech®, Rocky Hill, EUA)
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apropriados para camundongos. As analises foram realizadas utlizando o
sobrenadante das cultura de macréfagos. 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. Andlises estatisticas

Todos os dados numéricos foram apresentados como média + erro padrao da
média (E.P.M.). A Anadlise estatistica 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 andlises
estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism® versdo 6.02 (San Diego,
CA, USA).

3. Resultados

3.1. Isolamento e caracterizacdo da bergenina extraida de Peltophorum dubium

Oliveira et al. (2017) descreve o isolamento de bergenina (Figura 1) a partir
de raizes 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. Concluimos que P. dubium é uma excelente fonte natural de bergenina,

um derivado de acido galico.

Figura 1 - Estrutura quimica da bergeninaisolada de P. dubium

HO HO OMe
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Fonte: Autoria propria (2018).
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3.2. Efeitos da bergenina na viabilidade cellular de macréfagos peritoneias de

murinos estimulados por LPS

Para avaliar o efeito anti-inflamatério da bergenina (BG), determinamos seu
efeito sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais de murinos por meio do teste
SRB. Ap6s 18 h, nossos dados demonstraram que a bergenina nao interfere na
viabilidade das células submetidas aos tratamentos com bergenina nas

concentracdes de 3,15 a 200 yM (Figura 2).

Figura 2 - Viabilidade celular em macro6fagos peritoneais por SRB apés o

tratamento com bergenina e DMSO
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A sobrevivencia celular foi medida como a porcentagem de viabilidade em comparacdo com o grupo
DMSO-LPS (ANOVA e Student Neuman-Keuls).

3.3. Efeitos da bergenina sobre a producédo de nitrito e expressao de INOS em

macrofagos peritoneais de murinos estimulados por LPS

Pode ser observado uma elevada quantidade de nitrito proveniente da
expresséo da enzima iINOS em resposta ao LPS (SEGHATOLESLAM et al., 2016).
Assim, analisamos se a bergenina inibe a liberacdo de NO pelos macréfagos
estimulados por LPS. Conforme mostrado na Figura 3, a bergenina nas
concentracOes de 6,25 e 12,5 uM 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 producéao de nitrito
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Os valores representam a média + EPM (n = 3). **p <; vs. controle (PBS); ~ p < 0.001 vs. DMSO-
LPS.

Essa diminuicdo na producdo de nitrito sugere uma possivel regulacdo da
atividade da enzima iNOS. Assim, esta hipotese foi avaliada pela medida dos niveis
de INOS por Western blot. A analise de imunotransferéncia demonstrou que a
diminuicdo nos niveis de nitrito foi paralela a significativa diminuicdo nos niveis da
proteina iINOS (Figura 4) que teve sua producdo reduzida em 41,4% no grupo
tratado com bergenina na concentragéo de 6,25 yM e 53,1% no grupo tratado com
com a concentracdo de 12,5 yM em comparacdo com o controle DMSO-LPS (p <
0,01).
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Figura 4 - Analise densitométrica de iNOS
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Os plots representam a intensidade das bandas mensuradas pelo programa Image J. B-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 macréfagos peritoneais murinos

estimulados com LPS

A técnica de ELISA foi realizada para confirmar se a bergenina nas
concentracfes de 6,25 e 12,5 uM inibe os mediadores proé-inflamatérios TNF-a, IL-
18, IL-6 e IL-17A. Como resultado, a produgcdo de TNF-a foi reduzida em 70,6 e
65,6% respectivamente (Figura 5A), os niveis de IL-1B8 foram reduzidos em 45 e
67% respectivamente (Figura 5B), os niveis de IL-6 apresentaram diminuicdo de
63% nas duas concentracdes testadas (Figura 5C). Os niveis de IL-17A diminuiram
20 e 36% respectivamente (Figura 5D) em comparagdo com O grupo controle
DMSO-LPS. (p <0,001 vs. DMSO-LPS).
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Figura 5 - Diminuigcdo dos niveis de citocinas ap0s o tratamento com bergenina

em macrofagos estimulados por LPS
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(A) Niveis de Fator de necrose tumoral a (TNF-a). (B) Niveis de IL-1B. (C) Niveis de IL-6. (D) Niveis
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 concentracéo de 6,25.

3.5. Efeitos da bergenina sobre as vias de sinalizacdo pro-inflamatorias NF-kB,

MAPK e STAT3 em macrofagos peritoneias de murinos estimulados por LPS

Uma vez que a via de sinalizacdo NF-kB é controlada pelo nivel de IkB
(MATHES, 2008), investigamos a liberacdo de IkB-a em macréfagos peritoneais
murinos. Conforme mostrado na Figura 5A, a bergenina nas concentracdes de 6,25
e 12,5 pM néo foi capaz de inibir a liberacdo de IkB-a, o que consiste numa
regulacdo ascendente da atividade de NF-kB. O mesmo efeito pode ser observado
no grupo controle DMSO-LPS, a estimulagéo LPS produziu uma degradacéo de IkB,
0 que é consistente com uma regulacao ascendente da atividade de ligacao NF-kB.

A regulacao da sinalizacdo das proteinas da famiia MAPK (ERK, JNK e p38),

também foi investigada. Conforme mostrado na Figura 5B, a fosforilacdo induzida
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por LPS de MAPKs néo foi alterada pela bergenina nas concentracdes de 6,25 e
12,5 pM sugerindo que a bergenina ndo exerce atividade pela via de sinalizagéo
MAPKSs.

Também foi analisado a fosforilagdo de STAT3 nos macrofagos peritoneais de
murinos estimulados por LPS apds o tratamento com bergenina. O LPS induz a
fosforilacdo de STAT3 nestas células, por sua vez, a bergenina nas concentracdes
de 6,25 e 12,5 yuM foi capaz de reduzir significativamente o0s niveis dessa
fosforilacdo em 28,7 e 35,6% respectivamente em relacdo ao controle DMSO-LPS (p
< 0,01 e p <0,05 vs. controle DMSO-LPS) (Figura. 5C). Este resultado sugere que a
regulacao diferencial das citocinas pro-inflamatérias pela bergenina é devido a

capacidade da bergenina em inibir a fosforilagcdo de STATS3.
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Figura 6 - Efeito da bergenina na expressao proteica de (A) IkB-a; (B) MAPKs (ERK, JNK and p38) e (C) STAT3 em
macrofagos estimulados por LPS
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(A) IkB-a; (B) MAPKs (ERK, JNK and p38) e (C) STAT3. Analise de densitometria da expressao de IkB-a, ERK, JNK and STAT3. Os plots representam a
intensidade das bandas mensuradas pelo programa Image J. B-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. Discussao

A inflamacdo é uma reacdo estereotipada, homeostatica e geralmente
benéfica do corpo a uma lesdo (KIRWAN et al., 2017). Em excesso, a inflamacéao
pode destruir tecidos e causar danos graves ao organismo (ARGOLLO et al., 2017),
a partir dai surge a necessidade de se utlizar um farmaco anti-inflamatorio
(RATCHFORD et al., 2017).

A grande maioria das opc¢les terapéuticas anti-inflamatdrias sédo esteroides
como o0s glicocorticoides, porém possuem graves efeitos adversos que
impossibilitam o seu uso continuo (NICHOLSON et al., 2017). Existem também
outros farmacos anti-inflamatorios nao esteroides (AINES) como os inibidores
seletivos da COX-2 que podem elevar o grau de doencas cardiovasculares
(BATLOUNI, 2010). Devido a essas preocupacdes, plantas medicinais e seus
constituintes ativos estdo recebendo grande atencdo, uma vez que existem
evidencias quanto ao uso tradicional como anti-inflamatérios que apresentam efeitos
colaterais relativamente menores (CASTEJON et al., 2017; PRUDENTE et al., 2017,
BORGES et al., 2017). Muitas moléculas ja foram identificadas como candidatas a
anti-inflamatoérios e estdo sob investigacdo para uso clinico (STEBBINGS et al.,
2016; HUSEINI et al., 2016; PORTINCASA et al., 2016).

No presente estudo, elucidamos pela primeira vez os efeitos anti-inflamatorios
e 0S mecanismos subjacentes da bergenina obtida de P. dubium, em macréfagos
peritoneais de murinos ativados por LPS. Os macrofagos ativados por LPS sofrem
perturbacdes que desequilibram o estado de oxirreducao intracelular, o que leva ao
estresse oxidativo (REILING et al., 2017). ApOs a estimulagdo dos macréfagos o
gene iNOS induz a producdo de grande quantidade de NO que age como um
mensageiro intracelular e modula a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) como nitrito e peroxido de hidrogénio o que resulta em uma resposta
inflamatéria (ESPIRITO-SANTO et al., 2017) também sao capazes de provocar
desordens patolégicas que envolvem a oxidacdo de proteinas, lipideos e DNA
(YOON et al., 2017).

Dessa forma, os moduladores da producdo de EROS e as vias de sinalizacao
ativada por EROS, podem ser potencias alvos para intervencdo anti-inflamatorias
especialmente em macrofagos (RASHID et al., 2017). Como visto na Figura 3, a

bergenina exerceu potente capacidade antioxidante inibindo a producéo de nitritos
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de forma significativa nos macréfagos ativados por LPS e da mesma forma, a
bergenina reduziu a expressdo de iINOS (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 ions
nitrito. Varios componentes de plantas como acetato de hidroxitirosil e 3,4-
dihidroxifenilglicol diminuem a expressdo de INOS em macréfagos peritoneais
ativados por LPS confirmando o efeito regulador de produtos naturais sobre a
producao de NO (APARICIO-SOTO et al., 2015).

De acordo com a literatura, a ativacdo de NF-kB e MAPKs ¢é iniciada quando
particulas de LPS se ligam aos receptores do tipo Toll (TLRs) (ALLETTE et al.,
2017). As vias NF-kB e MAPKSs séo eixos criticos essenciais para induzir e propagar
uma resposta inflamatoéria em macréfagos ativados por LPS (PARK et al., 2016). A
atividade da NF-kB sé&o reguladas por quinases como IKA e IkB, as MAPKs incluem
cinases extracelulares (ERKs), as c-Jun N-terminais (JNKs) e a p38 (ILIEV et al.,
2013). O aumento da atividade dessas proteinas envolvidas na regulacdo e sintese
de mediadores inflamatérios as tornam potenciais alvos para atuacdo de anti-
inflamatoérios. Nosso estudo mostrou (Figura 6A e B) que a via NF-kB ndo foi
sensivel a bergenina, ndo foi possivel observar mudancas significativas nos niveis
expressos de IkB-a, da mesma forma, o tratamento com bergenina ndo alterou a
expressao das proteinas envolvidas na via MAPKs quando comparadas ao controle
DMSO-LPS.

Estudos anteriores mostram que varios componentes de plantas como
curcumina, resveratrol e quercetina inibem a ERK e aumentam a producédo de TNF-a
através do fator de transcricdo 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 producdo de TNF-a nos macrofagos
enguanto que o tratamento com bergenina reduziu significativamente a producédo de
TNF-a nas células apesar da ndo modulagdo das proteinas da via MAPKs. Ainda
ndo esta claro a razdo pela qual houve a inibicdo da producdo de TNF-a sem que
houvesse alteracdes nas proteinas da via MAPKSs.

Conforme mostrado na Figura 6C o efeito da bergenina na regulacdo de
STATS3 foi notavelmente diferente, a bergenina diminuiu a fosforilagdo de STAT3 nos
macréfagos ativados por LPS, sugerindo que a via STAT3 € mais sensivel a

bergenina do que a MAPKs. A expressao das citocinas pro-inflamatérias IL1-B, IL-6
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e IL-17A foram aumentadas pela acdo do LPS nos macrofagos peritoneais. Um
estudo prévio, mostrou que a bergenina inibe mediadores inflamatorios (SHAH et al.,
2012), no presente estudo como mostrado na Figura 5B - D, a bergenina reduziu
significativamente a producdo de IL-1B, IL-6 e IL-17 nas doses testadas. Estas
citocinas estdo envolvidas na defesa do organismo contra doencas infecciosas e
inflamatoérias. Resultados parecidos sdo observados no estudo de Gao e
colaboradores (2015), onde a bergenina foi capaz de reduzir a producdo de IL-1f,
IL-6, TNF-a e IL-17 em células do tecido maméario sem influenciar as vias NF-kB e
MAPKS.

De forma coletiva, os achados do presente estudo sugerem que a bergenina
diminuem seletivamente a producdo de varios mediadores inflamatoérios, agindo
mais sensivelmente pela via STAT3 em macréfagos peritoneais de murinos ativados
por LPS.

5. Concluséo

Em conclusdo, nosso estudo mostrou que a bergenina reduziu a expressédo da
proteina pro-inflamatdria INOS, bem como reduziu a producéo de NO, diminuiu 0s
niveis das citocinas TNF-a, IL-1B, 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-inflamatorias.
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Efeito preventivo da bergenina contra o desenvolvimento de colite aguda
induzida por TNBS em ratos, estudo da inibicdo de mediadores inflamatorios e

a modulacao da via de sinalicdo do inflamassoma NLRP3 / ASC

Resumo

A inflamac&o é o primeiro processo subjacente ao mecanismo de lesdes e Ulceras
no colon, bloquear esta resposta imune pode ser a chave para o desenvolvimento de
novos medicamentos anti-inflamatorios a partir de produtos naturais, com maior
eficiéncia 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 doenca inflamatorias 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
macroscopicos e microscopicos da colite e reduziu o grau de infiltracdo neutrofilica
no tecido do colon; Além disso, foi capaz de reduzir a regulacdo da expressao da
proteina COX-2, iINOS, IkB-a e pSTAT3. Do mesmo modo, o tratamento com
bergenina reduziu os niveis de IL-13, IFN-y e IL-10 e inibiu as vias de sinalizacéo de
inflamassoma NLRP3/ASC por via candnica através da IL-1 e ndo-canénica pela IL-
11. Conclusdo: nosso estudo forneceu evidéncias de que a administracdo de
bergenina reduziu o dano causado por TNBS em um modelo experimental de colite
aguda em ratos, reduziu os niveis de proteinas e citocinas pro-inflamatérias,
provavelmente por modulagdo e bloqueio de pSTAT3 e NF-kB e bloqueio do
inflamassoma de NLRP3/ASC por via canbnica e ndo-candnica.

Palavras-chave: Bergenina. TNBS. Colite aguda. Inflamassoma NLRP3/ASC.

Caspases
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1. Introducéo

Entre as principais doencas inflamatérias intestinais (DIl), a colite ulcerativa
caracteriza uma desordem aguda ou crénica do sistema gastrintestinal com
condi¢des inflamatorias, que incluem diarréia com ou sem sangue, dor abdominal,
febre, perda de peso e Ulceras cuja prevaléncia e a incidéncia anual vem
aumentando constantemente em todo o mundo, afetando pessoas de todas as
idades (LEINWAND et al., 2017; GONZALEZ et al., 2016; IRAPORDA et al., 2016).

Mesmo com etiologia incerta, a colite ulcerativa pode ser associada a
condi¢cdes multifatoriais em termos de imunidade, genética e condicdes nao-imunes,
como fatores ambientais. Esta doenca afeta fortemente a vida dos pacientes porque
ainda nado existe tratamento especifico e ndo ha perspectivas de cura. A forma atual
de controle da colite é baseada na terapia farmacoldgica convencional com o uso de
corticosterdides, imunossupressores, salicilatos e imunomoduladores (WEI et al.,
2017; AVILA-ROMAN et al., 2016; SUN et al., 2016).

Esta condicdo multifatorial leva a mudancas na permeabilidade da barreira
intestinal e perda de protecdo contra lesdes o0 que resulta em Ulceras em varios
locais do intestino. Do ponto de vista imunolégico, as duas proteinas, oxido nitrico
induzivel sintetase (INOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) estéo diretamente associadas
ao aumento das lesBes inflamatérias no colon, bem como os niveis elevados de
marcadores inflamatorios, entre eles a interleucina-13 (IL-18), interleucina-18 (IL-18)
além da mieloperoxidase (MPO) e os baixos niveis de interleucina-10 anti-
inflamatoria (IL-10) (MOTAGHI et al., 2016; SADAR et a., 2016).

Embora os mecanismos etiol6gicos ndo estejam completamente elucidados,
alguns pesquisadores relatam a importancia de propor novos meios terapéuticos
usando produtos naturais isolados ou dietas suplementadas com presenca de
substancias derivadas de plantas (APARICIO-SOTO et al., 2016; SANCHEZ-
FIDALGO et al., 2015; CARDENO et al., 2013).

Como a inflamacdo € o primeiro processo subjacente ao mecanismo de
lesGes e Ulceras no célon, bloquear esta resposta imune pode ser a chave para o
desenvolvimento de novos medicamentos anti-inflamatérios a partir de produtos
naturais, com maior eficiéncia e menores efeitos colaterais. Varias pesquisas
mostraram interesse em compostos fenodlicos devido a acdo farmacoldgica

antioxidante, anti-inflamatéria 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
género Peltophorum e é classificado como um C-glicésido derivado do acido 4-O-
metil galico (BAJRACHARYA et al., 2015). Este composto apresenta propriedades
farmacoldgicas como atividades antibacterianas (RAJ et al.,, 2012), antitumoral
(ZHANG et al.,, 2013) e antidiabética (KUMAR et al., 2012). Além disso, a sua
atividade anti-inflamatéria também foi estudada em investigacbes 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 concentracdes
de ciclooxigenase (COX) -1, COX-2 e fosfolipase A2 (PLA2) (BAJRACHARYA et al.,
2015). No entanto, a sua possivel atividade anti-inflamatéria in vivo na colite
ulcerativa ainda néo 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® (Franca) e mantidos no laboratério de manipulacdo da Faculdade
de Farmécia — Universidade de Sevilla — Espanha sob condicbes controladas de
temperatura (24-25 °C) e umidade (70-75%) com ciclo claro/escuro de 12h.
Recebendo 4gua e comida ad libitum. Os ratos foram randomizados em seis grupos:
(i) Controle (solucdo salina) e (ii) controle de TNBS; (iii) acido 5-aminosalicilico (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 analises 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 as 48, 24, e 1 h antes da inducédo de colite e 24 h depois.
O grupo controle recebeu salina em um volume comparavel (10 ml/kg de peso
corporal). Os experimentos seguiram o protocolo aprovado pelo comité de ética da
Faculdade de Farmacia. Todas os experimentos estavam em conformidade com as
recomendacgfes da Unido Europeia relativas a experimentagdo animal (Diretiva do
Conselho Europeu 2010/630 / UE).

2.2. Inducao da colite ulcerativa

A colite foi induzida por administracdo 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 Martin et al.
(2004). Os animais foram sacrificados 48 horas ap0s a indugdo de colite usando alta
concentracdo de anestesia. Os ratos foram monitorados diariamente com

observacdes do comportamento, peso corporal e consisténcia das fezes.

2.3. Avaliacdo macroscopica da gravidade da colite clinica

No final do periodo experimental, os cdélons dos animais foram removidos
para avaliar a presenca de adesao e variacbes no peso/comprimento como indice de
inflamacé@o. A colite clinica foi avaliada por um observador independente ao
tratamento. Uma porcéo distal de 10 cm do coélon de cada animal foi removida e
cortada longitudinalmente, ligeiramente limpa em solucdo salina para remover
residuos fecais e depois pesadas. As escalas de pontua¢gdes do dano macroscopico
foram atribuidas com base nas caracteristicas clinicas do colon (MARTIN et al.,
2004). A presenca de adesbes (escala 0-2), ulceracdo (escala 0-10) e / ou
consisténcia das fezes (escala 0-1) foram avaliadas de acordo com o critério de
Bobin-Dubigeon et al. (2001). O indice do peso do célon/comprimento do coélon, foi
utilizado como marcador de dano macroscopico. Pedacos do tecido colénico foram
coletados e congelados em nitrogénio liquido para a medicdo dos parametros

bioquimicos.
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2.4. Avaliacao histopatoldgica

Para o exame histolégico, utilizamos amostras da parte distal do colon de
cada animal fixado em paraformaldeido tamponado a 4%, desidratadas em
concentracbes crescentes de etanol e incorporadas em parafina. Posteriormente,
seces do tecido foram cortadas a 4 mm em um micrétomo rotativo (Leica Ultracut®),
montadas em laminas de vidro limpas e secas a 37 °C. As secdes foram limpas,
hidratadas e coradas com hematoxilina/eosina e azul de Alcian para avaliacéo
histoldgica de dano coldnico e conteldo de muco, respectivamente, de acordo com
0s protocolos padrdes. As laminas foram codificadas para evitar viés de observacao
durante a avaliacdo. Todas as secOes de tecido foram examinadas em um
microscépio Olympus® modelo BH-2 para caracterizacdo das alteracdes
histopatoldgicas. As fotografias obtidas de amostras de cdélon foram digitalizadas
usando uma camera Olympus® BX61 acoplada ao microscopio. A andlise dos
nameros de lesbes foi realizada pelo programa de analise de imagem Adobe 1
Photoshop 1 Vers&o 6.0 (Adobe Systems®).

2.5. Avaliacéo do envolvimento de neutrdéfilos

A atividade da MPO foi avaliada como marcador de infiltracdo de neutroéfilos
de acordo com o método de Grisham et al. (1990) com pequenas modificacdes. Em
todos os animais obteve-se uma amostra da regido distal do cdlon. As amostras

foram processadas como descrito por Larrosa et al. (2010).

2.6. Quantificacdo dos mediadores inflamatérios

As amostras da regido distal do célon foram pesadas e homogeneizadas,
apos descongelamento, com 3 mL de solucdo salina tamponada (PBS pH 7,2),
centrifugadas a 4 °C a 12.000 g por 10 min. Os sobrenadantes foram coletados para
determinar a producéo de citocinas com kits quantitativos de imunoensaio (ELISA):
IL-18, INF-y e IL-10 (Diaclone, Besacon Cedex, Franca) de acordo com as
instrucbes do fabricante. As concentracdes de proteina dos homogeneizados foram
determinadas seguindo o método colorimétrico de Bradford (1976) e o conteudo de

citocinas calculado como picogramas por miligrama de tecido.



100

2.7. lIsolamento de proteinas citoplasmaticas e nucleares e deteccdo por

imunotransferéncia

Os tecidos de célon congelados foram pesados e homogeneizados em
tampéao de lise gelado (Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), MgCl, 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 concentracdo de proteina do
homogeneizado foi determinada seguindo o método colorimétrico de Bradford
(1976).

As aliquotas de sobrenadantes contendo quantidades iguais de proteina (50
pg) foram separadas em gel de poliacrilamida a 10% por eletroforese. No passo
seguinte, as proteinas foram transferidas eletroforéticamente para uma membrana
de nitrocelulose e bloqueadas com 5% de leite em NP-40 0,05% em PBS, ap0s isso,
foram incubadas com os anticorpos primarios especificos: anti-COX-2 policlonal e
anti-iNOS policlonal (160862, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) na diluicdo de
1:2.500 e 1:1.000, respectivamente); anti-IL-18 policlonal (ab71495, Abcam plc) a
diluicdo de 1:200; anti-IkBa (44D4, Cell Signaling Technology, Inc.) em diluicdo de
1:1000, anti-pSTAT3 e anti-ASC1 (sc-8059 e sc-376916, respectivamente, Santa
Cruz Biotechnology, Inc) em diluicdo 1:100; anti-caspase-1, anti-caspase-11 e anti-
NLRP3 (NBP1-45433, NBP1-45453, 25N10E9 e NBP2-03948, respectivamente,
Novus Biologicals, LLC) em diluicdo 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
secundario especifico, anti-rabitt (10004301, Cayman Chemical) na diluicdo de
1:2.500 ou anti-mouse (P0447, Dako, Atlanta, GA, EUA) na diluicdo de 1:2.500)
durante 2h a temperatura ambiente. Para provar o carregamento igual do contetdo
de proteinas, as membranas foram analisadas quanto a expressdao da B-actina
usando um anticorpo anti-B-actina (A5316, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A
imunodeteccdo foi realizada utilizando um kit de deteccdo de Iluz de
quimioluminiscéncia (34095, Supersignal West Femto, Thermo Fisher Scientific Inc).
Os imunosinais foram capturados usando o Sistema de Imagem LAS-3000 Fuijifilm

Image Reader (Stamford, EUA) e os dados densitométricos foram estudados apos a
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normalizagdo com os dados da B-actina. Os sinais foram analisados e quantificados

pelo programa de imagem em Java (Image J, Softonic).

2.8. Andlises estatisticas

Todos os valores nas figuras e no texto foram expressos como médias
aritméticas + erro padrdao da média (E.P.M.). Os dados foram avaliados com o
software GraphPad Prism® Versdo 5.01. A significancia estatistica de qualquer
diferenca em cada parametro entre os grupos foi avaliada por andlise de variancia
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 administracdo intracolénica 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 ulceracdo da mucosa colbnica
acompanhada de infiltracdo de neutrofilos. Apdés 48h da inducdo da colite, os
animais do grupo controle TNBS (TNBS) apresentaram grande perda de peso. A
diferenca na inflamacdo do trato intestinal foi apresentada por um aumento
significativo da relacéo peso / comprimento do colon e a presenca de adesfes entre
0os orgdos adjacentes como indice de inflamacdo, em comparacdo com 0 grupo
controle negativo (salina) (Tabela 1).

O estudo macroscopico do colon mostrou uma aparéncia flacida,
estreitamento do lumen intestinal, inflamagdo 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 comparag¢ao com o grupo TNBS, mas relacdes de peso/comprimento foi
semelhante, sugerindo um menor grau de inflamacgéo, o que € confirmado através

dos valores da pontuacédo de dano macroscopico para ambas as doses de BG
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(*** p <0,001 vs. TNBS), porém BG na dose de 12 mg/kg ndo mostrou diferenca
estatistica em comparacao com o grupo TNBS (Tabela 1 e Figura 1).



Tabela 1 - Efeitos do tratamento com bergenina (12, 25 e 50 mg / kg) em parametros macroscépicos da colite em
ratos induzida por TNBS.

Grupos (n = 8) Mudanca de Peso/gomprimento Dano macroscépico Aderéncias Diarréia
peso corporal do célon (g/cm) (Escala de 0-10) (Escala de 0-2) (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+ 0,097 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 +0,17 0,87 +0,1
BG50 + TNBS  -9,00 +0.53 0,25 + 0,01 4,62 +0,18™ 0,37+0,17 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).

103
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Figura 1 - Representacdo da aparéncia macroscopica da mucosa do c6lon dos
ratos.

Controle PBS

4

Fonte: Autoria propria (2018).

3.2. Estudos histolégicos do colon apds tratamento com bergenina no modelo

experimental de colite aguda em ratos induzida por TNBS

A avaliacdo histopatoldgica do tecido colénico do grupo controle PBS mostrou
uma estrutura normal e inalterada (Figura 2A e B). O grupo TBNS apresentou
lesbes em toda a mucosa, perda de estrutura histologica e grande alteracdo no
epitélio glandular, além de Ulceras com grandes quantidades de hemorragia,
descamacdao, auséncia de glandulas e destruicdo de nervos epiteliais (Figura 2C e
D).
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Nas sec¢0Oes histoldgicas obtidas dos grupos tratados com BG nas doses de 25mg/kg (Figura 2E e F) e 50 mg/kg
(Figura 2G e H), foi possivel observar a reducao da inflamacéo, a preservacao da estrutura glandular, presenca de muco

e pouco infiltrado inflamataorio.

Figura 2 - Imagens dos cortes histoldgicos de tecido colénico 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 coloracdo com hematoxilina
e eosina (10X); imagens B, D, F e H correspondem a coloracdo com Alcian blue (10X).
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3.3. Avaliacdo dos niveis de MPO apds 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
infiltrac&o neutrofilica nas amostras de tecido do célon 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 parametro bioquimico (p <0,001) em relagdo ao grupo

TNBS; enquanto BG 12 mg/kg foi ineficaz (Figura 3).

Figura 3 - Atividade da mieloperosidase no tecido colonico de ratos

submetidos ao modelo de colite aguda induzida por TNBS e tratados com

bergenina
S-
é 44 +++
)
3
P
- 3- 1
: -
S 27 * ok k
~ *kk -I- * %k
- - - - ==
o, 1= -
— —
- —
0 1 1 1 | 1
C TNBS 5-ASA BG12 BG25 BGS0
TNBS - + + + + +

Niveis 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 0
grupo TNBS (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc test).
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3.4. Expressédo de proteinas pSTAT3, IkB-a, INOS e COX-2 na mucosa colbnica de

ratos tratados com bergenina no modelo de colite aguda induzida por TNBS.

Os niveis de expressao das proteinas pSTAT3, Ikb-a, INOS e COX-2 foram
analisados por Western blot. Conforme mostrado na Figura 4, os niveis de pSTATS3,
INOS e COX-2 (Figura 4A, C e D) foram muito elevados no grupo tratado com TNBS
em comparacdo com o grupo controle PBS (p < 0,001); também neste grupo, o nivel
de IkB-a (Figura 4B) diminuiu significativamente (p < 0,01) o que mostra um alto
nivel de inflamacg&o provocada pelo TNBS. Os grupos tratados com BG nas doses
de 25 e 50 mg/kg apresentaram niveis de expressao significativamente menores de
pPSTATS3, INOS e COX-2 (Figura 4A, C e D) em comparagcédo com o grupo TNBS (p <
0,05, p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente). Quando o fator de transcricdo NF-kB é
analisado através da sua subunidade IkB-a (Figura 4B), h4a um aumento significativo
nos grupos tratados com BG nas doses de 25 e 50 mg/kg em relagcdo ao grupo
TNBS (p < 0,01), mostrando que o tratamento com BG diminui os niveis de

inflamac&o na colite aguda induzida por TNBS.
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Figura 4 - Expresséo das proteinas pSTAT-3, IkB-a, INOS e COX-2 no tecido
colbnico de ratos submetidos ao modelo de colite aguda indizida por TNBS e
tratados com bergenina
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Expressédo das proteinas pSTAT-3 (A) e IkB-a (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 B-Actina foi usada como controle de
normalizacdo 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 ativacdo de mediadores inflamatérios

na colite aguda induzida por TNBS

A colite induzida por TNBS estd associada a muitos tipos de citocinas
inflamatorias. Para determinar o efeito da BG na colite aguda, as concentragfes de
IL-10 e IFN-y foram determinadas (Figura 5). Em comparagdo com 0 grupo controle
negativo (PBS), a estimulagcdo 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 relagdo ao grupo TNBS (p
< 0,001). Estes resultados indicam que BG suprime a producdo dessas citocinas.

Figura 5 - Concentracdes de IL-10 e IFNy em ratos com colite aguda ap06s

tratamento com bergenina.
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Os niveis das citocinas inflamatérias no tecido colénico foram mensurados por ELISA. Concentracdes
de IL-10 (A) e IFNy (B). Valores representam a média + E.P.M (n = 8). """p < 0.001 vs. controle PBS;
***n < 0.001 vs. TNBS (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc test).

3.6. O tratamento com bergenina inibe as vias de sinalizacdo canonica e nao

candnica do inflamassoma NLRP3/ASC na colite aguda induzida por TNBS

Estudos recentes revelaram a importancia do inflamassoma NLRP3/ASC na
regulacdo da homeostase intestinal e no risco de desenvolver doenca inflamatoria
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 modulagéo deste complexo

multiproteico. O TNBS produziu um aumento significativo na expressao de NLRP3 (p
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< 0,001); No entanto, o tratamento com BG foi capaz de reverter as alteracbes
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 diferencas na expressao da proteina adaptadora ASC. O TNBS
produziu um aumento significativo da expressdo da proteina ASC (p < 0,01), por
outro lado, o tratamento com BG foi capaz de reverter as alteragdes induzidas pelo

TNBS na colite aguda em ambas as doses estudadas (p <0,05; Figura 6B).

Figura 6 - Efeitos do tratamento com bergenina na expressao de NLRP3 e ASC

em ratos com colite aguda induzida por TNBS
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Analise da densitometria (A) NLRP3 e (B) ASC. Os plots representam a intensidade das bandas
mensuradas pelo programa Image J. B-Actina foi usada como controle de normalizagao 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 ativacdo do inflamassoma NLRP3/ASC desencadeia um processo
inflamatoério dependente da caspase-1, de pro-IL-18 e pro-IL-18, permitindo a
liberacdo das formas maduras dessas citocinas (HIROTA et al., 2010). A Figura 7
representa o comportamento da pré-caspase-1 (Figura 7A) e a caspase-1 clivada
(Figura 7B) ap6s o tratamento com bergenina. Observamos que a expressao da
pré-caspase-1 e a caspase-1 clivada aumentaram significativamente no grupo TNBS
(p < 0,001), enquanto as duas formas foram significativamente diminuidas apés o
tratamento com BG (p < 0,001) em comparagdo com o0 grupo TNBS. Esses
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resultados corroboraram que o tratamento com BG é capaz de reduzir a regulacao

da ativagédo da caspase-1 em ambas as doses estudadas.

Figura 7 - Efeitos do tratamento com bergenina na expresséao de Pro-caspase 1

e caspase-1 no tecido coldnico depois de ratos com colite aguda induzida por

TNBS
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Andlise de densitometria (A) Pro-caspase-1 e (B) caspase-1 clivada. Os plots representam a
intensidade das bandas que foram mensuradas pelo programa Image J. B-Actina foi usada como
controle de normalizagdo 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 inibicdo da caspase-l clivada estd associada a uma diminuicdo da
producdo de IL-1B e IL-18. Portanto, decidimos medir os niveis de IL-1B e a
expressao de IL-18 na mucosa col6nica. Observamos que os niveis de IL-1f3 (Figura
8A) e a expressado da IL-18 (Figura 8B) aumentaram significativamente no grupo
TNBS (p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente), indicando que ambos os mediadores
sdo induzidos no estagio agudo da lesdo colénica. No entanto, apdés o tratamento
com BG, nossos resultados demonstraram que a producédo de IL-1pB e a expressao
de IL-18 foram significativamente reduzidas (p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente)

em comparacao com o grupo TNBS.
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Figura 8 - Efeitos do tratamento com bergenina sobre os niveis de IL-1f8 e IL-18
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(A) quantificagcdo de IL-1B por ELISA. (B) Analise de densitometria de IL-18. Os plots representam a
intensidade das bandas que foram mensuradas pelo programa Image J. B-Actina foi usada como
&ontrole de normalizagéio 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 expressdo de NLRP3, ASC, pré-caspase-1, caspase-1
clivada e IL-18, bem como nos niveis de IL-1B, inibindo a via canbnica deste
inflamassoma. Um mecanismo alternativo para a ativacdo da caspase-1 € a via nao
candnica, que envolve a caspase-11 para desencadear na clivagem de caspase-1 e
a subsequente liberagdo de IL-18 e IL-18 (VIGANO et al., 2013). Diante disso,
decidimos avaliar os efeitos da BG na ativagdo da caspase-11. Descobrimos que o
TNBS é capaz de regular a caspase-1laumentando significativamente sua atividade
em suas formas pré-caspase, parcialmente clivada (p < 0,001 para ambos) e clivada
(p < 0,01), indicando que durante a colite essa caspase € ativada. Os dados obtidos
dos grupos que receberam o tratamento de BG em ambas as doses foi capaz de
minimizar a ativacdo da caspase-11 na forma pré-caspase (p < 0,001), parcialmente
clivada (p < 0,01 e totalmente clivada (p <0,05) quando comparado ao grupo TNBS

(Figura 9A-C, respectivamente).
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Figura 9 - Efeito do tratamento com bergenina sobre o nivel de caspase-11 no tecido coldnico de ratos com colite aguda
induzida por TNBS
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Analise 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. B-Actina foi usada como controle de normalizacdo 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. Discussao

A colite € uma doenca classificada como doenca inflamatoria intestinal aguda
ou cronica de etiologia ainda desconhecida que afeta um numero crescente de
pessoas em todo o mundo (TOLGA et al., 2016). As doencas inflamatérias
intestinais s&@o consideradas consequéncias de uma resposta inadequada e
exagerada do sistema imunolégico do individuo (ZHENG et al., 2017; VASUDEVAN
et al., 2017).

Os resultados do presente estudo demonstraram pela primeira vez os efeitos
benéficos da administracdo de bergenina, um derivado de acido géalico em um
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS em ratos. A administracao
de BG diminuiu a gravidade e a extensdo das lesdes intestinais induzidas pelo
TNBS. Da mesma forma, a atividade anti-inflamatoria da BG foi demonstrada em um
modelo de mastite induzida por lipopolisacarideos (LPS) em camundongos por Gao
et al. (2015) onde BG foi capaz de inibir o dano inflamatério induzido pelo LPS em
células mamarias.

Na analise histopatolégica de nosso estudo, a administracdo de BG
influenciou na diminuicdo do dano causado pelo TNBS nas células do tecido epitelial
do célon de ratos com colite aguda, resultados semelhantes foram demonstrados em
ratos submetidos a um modelo experimental de inflamagéo renal (LEINWAND et al.,
2017). A evidéncia do nivel diminuido de infiltracdo de neutréfilos nos grupos
tratados com bergenina no modelo de colite aguda induzida por TNBS foi
demonstrada medindo o nivel de MPO, que € um indicador da migracdo dessas
células no caso de um processo inflamatério (GAO et al., 2015). O tratamento com
BG induziu a diminuicdo no nivel de MPO no homogenato de tecido coldnico dos
ratos. Assim, este resultado esta de acordo com os resultados demonstrados por
Bajracharya e colaboradores (2015).

O aumento do fator de transcricdo de expressdo STAT3, que é fosforilado
durante o processo inflamatorio, é essencial para induzir a ativacdo de estatinas,
citocinas e fatores de crescimento com atividades pro-inflamatorias além de auxiliar
na diferenciacdo de linfocitos 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 fosforilagdo de STAT. Quanto ao fator de transcricdo NF-kB, este tem um

papel fundamental no sistema imunolégico (ROSILLO et al., 2016) e nas patologias
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de disturbios inflamatorios (SANCHEZ-FIDALGO et al., 2015). Existe uma correlacéo
entre a ativacdo do NF-kB e o grau de inflamacgédo (SU et al., 2016). Este fator é
encontrado no citoplasma da célula como um dimero formado por duas
subunidades, geralmente p50 e p65 ligadas aos seus inibidores IkB (IkB-a, IkB-B e
IkB-e) que impedem a translocacdo de NF-kB para o nicleo (SWIERKOT et al.,
2016; ROSILLO et al., 2011). A degradacéao de IkB-a permite a entrada de NF-kB no
nacleo, no qual tende a se ligar a sequéncias especificas do DNA e passa a regular
a transcricdo de um grande numero de genes que codificam proteinas inflamatérias
(ALQAHTANI et al., 2016; LEE et al., 2016). Em nossos resultados, observamos um
grau de preservacao de IkB-a nos grupos tratados com BG.

No que diz respeito as enzimas indutoras INOS e COX-2, amplamente
conhecida por estar presente nos processos inflamatorios, a INOS aumenta a
producdo de 6xido e gera espécies de nitrogénio reativo e afeta a integridade do
tecido (SUZUKI et al., 2016), de forma semelhante a COX-2 também tem sua
atividades desenvolvida (PAPADAKIS et al., 2000). Estudos mostram que COX-2
atua em sinergismo com iINOS para potencializar a reagéo inflamatoéria (ROSILLO et
al., 2011). Nosso grupo e outros autores relataram que existe uma forte correlagao
entre a colite e 0 aumento da expresséo dessas proteinas (SANCHEZ-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 expressao de ambas as proteinas em o
modelo de colite aguda induzida por TNBS em ratos.

A patogénese da colite ulcerativa esta intimamente ligada a um desequilibrio
na liberacdo de citocinas como IL-6, IL-10 e IL-17 (BARADA et al., 2007). A literatura
informa que a IL-10 esta relacionada a manutencdo da homeostase imune intestinal
(FIORUCCI et al., 2002). Esta citocina é produzida por células B e T, macr6fagos,
mastocitos e células epiteliais intestinais (MAERTEN et al., 2004), e faz parte de um
sistema que suprime a expressdo de citocinas pro-inflamatorias (STASI et al.,
20104). No entanto, existem contradicbes quanto ao desempenho desta citocina na
colite experimental, alguns estudos apresentaram aumento da expresséo
(VASILYEVA et al., 2016; LIU et al.,, 2003) e outros ndo mostraram alteracdes
significativas desta citocina nos modelos experimentais de colite aguda
(NYOMBAYIRE et al., 2016; SILVEIRA et al., 2009). Esta diferenca nos niveis de IL-
10 no modelo de colite aguda por TNBS pode estar relacionada a fase inflamatoria

do processo que pode ser aumentada no inicio da inflamacao e retornar aos niveis
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basais na resolucéo da inflamacéao (STASI et al., 2004). Em nosso experimento, 0s
niveis de IL-10 mostraram um aumento significativo no grupo TNBS em comparacao
com o controle PBS; Por outro lado, nos grupos tratados com BG, os niveis de IL-10
foram significativamente reduzidos em relacdo ao grupo TNBS, estando de acordo
com os achados publicados na literatura sobre a expressédo de IL-10 em colite
experimental aguda por TNBS (STASI et al., 2004).

O IFN-y é considerado uma citocina chave para a ativagao da resposta imune
do tipo Thl (CAMPANIELLO et al., 2017) e contribui para a resposta inflamatoria
aguda e cronica, atraindo células fagociticas para o local da inflamacdo (BRYANT,;
FITZGERALD, 2013). Em mondécitos e macrofagos, o IFN-y estimula a sintese de
TNF-a (MASTERS, 2013). No nosso estudo, observou-se que o TNBS induziu o
aumento da expressao de IFN-y, enquanto que o tratamento com BG reduziu os
niveis desta citocina. Resultados semelhantes foram observados por Campaniello et
al. (2017).

IL-18 e IL-18 sdo citocinas pro-inflamatérias que desempenham um papel
importante no complexo inflamatorio. A ativacdo destas citocinas depende da
atividade do inflamassoma NLRP3/ASC e Caspase-1. Quando o inflamassoma é
ativado, a extremidade distal da cadeia polipeptidica amino-terminal (PYR) da
proteina NLRP3 se liga ao PYR da proteina ASC, esta juncdo faz com que o0s
dominios de ativacdo e dominio de recrutamento (CARD) da ASC se liguem ao
dominio CARD da pré-caspasel que € clivada e ativada, consequentemente,
ativando a sintese e liberacdo de IL-1B e IL-18 (BAUER et al., 2017). A literatura
relata que se bloguear a ativacdo do inflamassoma em modelos experimentais de
colite, ttm-se uma queda dos niveis da inflamacéo (ZAKI et al., 2010; SIEGMUND et
al., 2001). Assim, o desenvolvimento de novas terapias eficientes para o tratamento
de doencas inflamatorias intestinais pode estar no mecanismo patolégico do
inflamassoma. Nosso estudo revelou que a administracdo de BG a ratos submetidos
ao modelo de colite aguda TNBS reduziu significativamente os niveis de expressao
de NLRP3, ASC e Caspase 1 em sua forma clivada e ndo clivada, além de diminuir
0s niveis de IL-1B e a expressdao da IL-18, bloqueando a via canbnica do
inflamassoma. Um estudo mostrou que a caspase-1 € um dos principais mediadores
da instalacdo da colite e que a diminuicdo desta enzima em um modelo de colite
aguda é capaz de diminuir o dano inflamatério (ZHANG et al., 2014), uma vez que

reduz os niveis de IL-1(3 e IL-18 o0 que corrobora com nossos resultados.



117

Por uma via adicional ndo-candnica, o inflamassoma é descrito como sendo
ativado pela caspase-11 no processo de sintese de citocinas pré-inflamatérias IL-13
e IL-18. No entanto, a caspase-11 sozinha ndo tem a capacidade de ativar IL-13 e
IL-18, portanto, a literatura sugere que esta via age em associacao com NLRP3 para
efetuar a clivagem e maturagdao de IL-1B e IL-18 (WILLIAMS et al.,, 2015;
OFICJALSKA et al.,, 2015; BROZ et al., 2013). Nosso estudo demonstrou que a
administracdo de BG também reduz a atividade da caspase-11.

Assim, sugere-se que o BG pode exercer os efeitos anti-inflamatorios através
das vias de sinalizagcdo candnica e ndo canodnica do inflamassoma NLRP3 / ASC. No

entanto, uma investigacao detalhada do mecanismo ainda € necessaria.

5. Concluséao

O estudo forneceu evidéncias de que a administracdo de BG reduz o dano
causado por TNBS em um modelo experimental de colite aguda em ratos, diminue
0s niveis de proteinas e citocinas pro-inflamatorias, provavelmente por modulacdo
de das vias de STAT3 e NF-kB e também pela diminuicdo da atividade das vias

canOnica e ndao-candnica do inflamassoma NLRP3/ASC.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se inferir que:

v A bioprospeccdo da bergenina sobre os aspectos antioxidantes e anti-
inflamat6rios mostraram que essa substancia possui potencial terapéutico em
processos inflamatorios que envolvem mediadores inflamatorios;

v Nos testes antioxidantes observou-se que a bergenina possui grande
capacidade antioxidante in vitro em modelos bioldgicos e nédo bioldgicos sendo
comparado com as propostas de mecanismo de acgdo, assim, a bergenina pode
representar uma nova fonte alternativa dentre as substéncias bioativas, com
potencial antioxidante para diversas aplicacbes nas induastrias de farmacos,
cosméticos e alimentos;

v Nos testes envolvendo o modelo de toxicidade e inflamacdo em macréfagos
peritoneais de camundongos, a bergenina reduziu a expressao da proteina pro-
inflamatoria INOS, bem como a producdo de NO, também diminuiu os niveis de
citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-18, IL-6 e IL17A e mostrou-se a atuar com mais
sensibilidade pela via de sinalizagao Jak-STAT-3;

v Por fim, no estudo envolvendo um modelo animal de colite ulcerativa aguda
foi possivel evidenciar que a administracdo de bergenina reduziu os danos
macroscopicos causados pelo TNBS em ratos, diminuiu a infiltragdo de neutrofilos
no tecido lesado, preservou a mucosa e as glandulas do célon, diminuiu a expressao
de proteinas pro-inflamatorias e 0s niveis das citocinas envolvidas no processo
inflamatorio. Também neste experimento foi possivel perceber que a bergenina
modula as vias de sinalizagdo STAT3 e NF-kB e bloqueia o inflamassoma-
NRLP3/ASC pela via canbnica e ndo canonica. Portanto, a bergenina tem potencial

para ser aplicada em novas terapias anti-inflamatorias.
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APENDICE A: Graphical abstract dos resultados do artigo "Bergenin from Peltophorum dubium: Isolation, Characterization,
and Antioxidant Activities in Non-Biological Systems and Erythrocytes" publicado no periédico Medicinal Chemistry.
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APENDICE B: Graphical abstract dos resultados do artigo “Bergenin from Peltophorum dubium downregulate inflammatory
responses in LPS-activated murine peritoneal macrophages suppressing STAT3 signalling pathways" Submetido no

periodico International immunopharmacology. Fator de Impacto: 2.956. Qualis CAPES B1 para Biotecnologia.
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APENDICE C: Graphical abstract dos resultados do artigo “Preventive effect of bergenin against the development of TNBS-

induced acute colitis in rats by inhibiting inflammatory mediators and NLRP3/ASC inflammasome signaling pathways".
Submetido no periddico Biochemical Pharmacology. Fator de Impacto: 4.581. Qualis CAPES Al para Biotecnologia.
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APENDICE D: Material suplementar do artigo “Preventive effect of bergenin against the
development of TNBS-induced acute colitis in rats by inhibiting inflammatory
mediators and NLRP3/ASC inflammasome signaling pathways". Submetido no

periédico Biochemical Pharmacology. Fator de Impacto: 4.581. Qualis CAPES Al para
Biotecnologia.
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Pro-caspase 11




144

B-actin/caspase 11
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ANEXOS

ANEXO A — Comprovante de publicacdo de artigo cientifico oriundo da tese no
periédico Medicinal Chemistry (ISSN: 1573-4064; Fl: 2.331; Qualis Bl em
Biotecnologia).

& NCBI Resources® HowTo @

Pl.lbkmEd.gou Publed v

U5 National Library of Medicine
Mational Institutes of Heakh Advanced

Format: Abstract Send to -

Med Chem. 2017 Mar 6. doi: 10.2174/1573406413666170306120152. [Epub ahead of print]
Bergenin from Peltophorum dubium: Isolation, Characterization, and Antioxidant Activities in
Non-Biological Systems and Erythrocytes.

de Oliveira GA', da Silva Oliveira GL', Nicolau LA®, Mafud AC® Batista LF®, Mascarenhas YP®, de Sousa LK, David JM*, Pinto LS*, Alves CO* Medeiros
AT

# Author information

Abstract
BACKGROUND: Bergenin, a compound derived from gallic acid, is a secondary metabolite of the plant Peltophorum dubium (Spreng ) Taub.

OBJECTIVE: In this study, we aimed to characterize the ability of bergenin to eliminate the radicals in non-biological systems.

METHODS: We evaluated bergenin is ability to protect erythrocytes from oxidative damage in a biological system. We have elucidated
bergenin structure using nuclear magnetic resonance, X-ray diffraction, Fourier fransform infrared spectroscopy, and differential scanning
calorimetry. We then evaluated its antioxidant capacity in vitro against DPPH., ABTS-+, hydroxyl radicals, and nitric oxide, and determined its
ability to transfer electrons owing to its reduction potential and ability to chelate iron. We also evaluated its protective capacity against
oxidative damage produced by AAPH in erythrocytes, its hemolytic properties, its ability to inhibit hemolysis, and its ability to maintain
intracellular reduced glutathione homeostasis.

RESULTS: Bergenin concentrations between 0.1 and 3mi significantly (p < 0.05) and dose dependently decreased formation of ABTSe+,
DPPH, nitrite ions, OH-, reduced formation ferricyanide, ferrozine-Fe2+ complex, inhibited AAPH-induced oxidative hemolysis of
enythrocytes, raised GSH levels in the presence of AAPH, inhibited AAPH-induced lipid peroxidation in erythrocytes.

CONCLUSION: Bergenin may represent a novel alternative antioxidant, with potential applications in various industries, including drugs,
cosmetics, and foods.

Copyright® Bentham Science Publishers; For any gueries, please email at epub@benthamscience.org.
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ANEXO B — Comprovante de submissao de artigo cientifico oriundo da tese no
periédico International immunopharmacology. Fator de Impacto: 2.956. Qualis CAPES
B1 para Biotecnologia.

Elsawiar Bdiearial Systescm) for
Intarnaticnal Imsunapharmacslogy
Manukeripe Deaflt

Manuscripe Husiar:

TEiela: Barganin from Faltopharus dubius dewneegulaas Enflaswarasy
eaapoenis in [PS-accivated sueine peritaneal sesrophages supprassing STATS
algnalling pachsay

hreigla Typa: Full lengcth arelela

Kaywords: Bapganlsn; inflasmatlosn; LPS-scimulated macrophages; STATI: THF.
Corraspanding hueher: OF. Jand Rolim Medairea, Fh_D.

Corvesponding huthoe's Imatitutles: Fedaral Ueiveraicy of Plaual

FElrae Ruthor: Suilharme OlEwebiea

Ordar af Aschors: Guilkarse Olivelra; Catalina Alaredn—de-la-Lastra;
Maria .i.ngm.'l.n-.n Remilla; Haria Luisa Martina®: Jaabal Villegas; Jand
Rolim Hedairaa, Pa.D.; Maring Sanchaz-Hidalgs

Abatract: Baskqreand: The bargenin ia a majer accive conseicuant af
Bargania ganud and axarcts a large range of pharsacolegical propaytiads.
Tha patural issuniey or Dnmate fa cha firat protectcicn ayatesm of tha bedy
againgt Injuey or parhoqans, sacraphages are the smain companants af chis
ayacer and are clogaly ralaced o phagocyecic calls and play a kay rala
chraougboue tha Inflasmaricn afd itd sesslution produca cyeakicrms and
chamekined that ralaase signale amd acteact athar calls e &0t an cha
sasalution of the inflammatory procadss. Objeccive: tha abjeccive af chiag
atudy was Lo daterninea che effact of barganin inflammation damonatratad
in paritonsal macrochages [rom mice scfmulared by LPY and desceliba cha
actiocn machanias fnvelwvaed. Mothods: Hitelea gproduccion wWwad analysed by
tha Celasa machad. In addivios, iHOS aspreasicn, HAPE family activacian,
IxB-x dagradacion wara derarmined by Weastecn blac. In addition,
proinflassarary cyrakirms produccion weed avaluaced by ELISA. Rasulba:
Gur resules revealed chat bargenin wWas capable to down=-regqulate, LHNOS and
nieeices. Similarly, bargasnin eeducad THF-a, IL-13, IL-£ and IL-17A
preducstian in LPS-created mucing paritanaal macrophages which Was ralatod
ta an Enbibitias an STATS sigealisg patheay. Comclualon: Jur sbwdy hag
provided evidance cthat basganin adminiscration could play an Emporcant
fala in the anci-inflamaeary affect of matural peoducts and peabably
provida an atfractive complafant ln managaemant of inflamsarcey diseasam.
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ANEXO C - Comprovante de submissao de artigo cientifico oriundo da tese no periédico

142018 E-miad de Univarsidace Fadonal 0o Pl - Sutiaon Conlimamon for Privsnties fect of Derpenin igainst the dirmiogaasd of TNSS-nduced el cobis 0 rat by isitding isfanmalory masiion and NLAFIAST inflammascne winileg palteays

g Jand-Venes Rolim Medelrols <jandvenes@utpl.edu.br>

Submission Confirmation for Preventive effect of bergenin against the development of TNBS-induced acute colitis in rats by inhibiting inflammatory mediators and NLRP3/ASC
inflammasome signaling pathways

Biochemical Pharmacology <eesserven@ecsmal elsevier.com> & de janeiro de 2018 15:62
Responder a: Biochemical Pharmacology <BPERkumc adu>
Para: [ancvenas@ufpd ecu br

Daar Dr. Mederos,
This is to confirm your manuscript flles have been submitied to the editonal ofce via the ondine system. You will recewe further corespondence within the next fow days

Thank you for g Bi oy

Kind regards,

Lynn LeCount
Managing Editor
cal Phar Ofice

For furthar ssEtanca, PRAase Visit Our CUSIOmEr SLPPO site & Nitp Makp alseviar comvanp/answars ISUYTA23, Hare you can saarch for solutians on & ranga of topics, Tnd answers 10 requendy asked questions and kam mare about EES via interactive hsorials
You will also find our 24)7 suppert contact detals shoukd you need any further assistance from coe of cur zupport

g Dok googde commah L Pue 28«4 EcH004 S88 sver i OW22IqBe ot ER P C) & = 1}
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ANEXO D — Comprovante de publicacdo de resumo cientifico oriundo da tese no
periédico Toxicology Letters (ISSN: 0378-4274; Fl: 3.858; Qualis Al em
Biotecnologia).

L
Toxicology Letiers
o Woluime 238, kksos 2, Supplamanl, 16 Oolober 2015, P 5152
POT-OET
Cell toxicity and hemolyiic potential of an isolated molecule from
Peltophorum dubium (Spreng)

5 Anonio Lopes de Oiveia ' &, G Layison da Sika Olveira *, LM Rezenda Jonior |, ). Penina de Lima Davd
2 ) Mawricio David 2, AL Mendes di Frodas |

N Ihow mamn

himps: oot oeg? 0. 1016, icodet 201508 555 Gal ighis and conket

MroCUCion: The GE12 is & mokecule molated from roots of the tres Pefopfomm cubism
(Spreng). Considenng the palential of GE12 a= a precursor of new therapies in medicine,
this wark shows 1 WD foaicity resulis chisined from the G812,

Methodoiagy: Hemaolytic Capacity 300 gL of erylhrocyie suspension 10% (ES) wenre miced
with 500 vl of GE12Z (0.1, 0.3, 0.7, 1.5 or 3 mM) and ircubaied =t 37 52 b Then, the
samples wers centrfuged and the absobances of e supematants were measored al
40 nm. Triton X-100 (0L1-3 mM} as positive control. Inhibition of hemob=is induced by
AAPH The GE12 (0.1-3 mM) was mixed with 300 pl of ES, then il wes added 500 pl of
AAPH (200 mM in PBE. pH 7.4}, The solutions were incubated al 37 "C2 b, Then, il was
adided 2400 pl of PRS, centrifuged and the rales of hemolyss wene detemined in the
supermalzanis at 540 ren. The Trolox (0.1-3 mM)j as posilive: conirl. Determination of levels
of plutathione in erylhrocyies it was induced lysis in EZ. Then, it was added tnchlomascelic
aod centrifuged and to the supematand was added 100 pl of OTHE. The supernalant was
mezsured af 412 nm

Resiits: Hemolytic Capadty The rale of hemolysis was less than 5% even at the highest
conceniraion of GE12, significant (p < 0L.05) compared o the Triton X-100, which showed
100% of hermnoly=is refalive o controls {7 < 0005) al all concenirations. Inhibition of hemaolysis
induced by AAPH At concentralions tesied, the values pbixined were 437 93% 4 084,

E2.67 & 014, BE.EE & 0U0B, 53,60 £10.24 and 55,31 £ 056%., inwhich the GB12 reduced
hermalysis when compared o AAPH (o < 0L0S) 1L was same o Trolox against the AAPH

(P« 0.05), with 40,72 & 0.53, 5885 & 0.7, B4.62 & OL57 ©1.72 £ 0.13 and 8.7 & 0.25% of
anlicwidant capadcly, respecively. The ECS0 value was 0,16 £ 0007 mM for the GB12 and
0.18 £ .02 mid for Trolow. Delermination of levels of glulathione in erythrocyies. The result
of GEH in conirol was 1841 +0.51 pmalip hemoglobin afier addition of ASFH. In the
samples of GE1Z, lhe GEH levels were 31,09 & 0,04, 36,85 £ 0.54, 40064 & 0.58,

di5.45 £ 0,09 and 46.74 £ 0.15 pmolig hemoglobin. The depletion was inhibiled (g < 0.05)
cornpared (o ASPH. The Trolax increased G5H levels (P < 0.05) compared o AARH

30.19 & DUOE, 34,67 £ 013, 39.36 £0.15, 45.00 £ 0.12 and 45.89 & 0.24 pmolig hemoglobin.

GRS The GE12 showed no ioxicily al the conoentrations (ested in this shody.
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ANEXO E — Comprovante de apresentacao oral de resumo cientifico oriundo da tese
durante a VII Reunido de Jovens Farmacologistas de Andaluzia - Granada —
Espanha

MARIA DEL PILAR UTRILLA NAVARRO, PROFESORA TITULAR DE UNIVERSIDAD DEL
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD DE GRANADA, COMO MIEMBRO
DEL COMITE ORGANIZADOR DE LA VIl REUNION DE JOVENES FARMACOLOGOS DE ANDALUCIA,

CERTIFICA QUE LOS AUTORES:

G. A. Lopes de Oliveira, M. Sanchez-Hidalgo, M.A. Rosillo, G. L. da Silva Oliveira, R. Mendes
de Freitas, C. Alarcén de la Lastra

HAN PRESENTADO LA COMUNICACION ORAL TITULADA:

GB12, an isocoumarin isolated from Peltophorumdubiumdownregulates the inflammatory
response in LPS-activated murine peritoneal macrophages

EN LA VIl REUNION DE JOVENES FARMACOLOGOS DE ANDALUCIA, CELEBRADA EN GRANADA
EL DiA 3 DE JULIO DE 2015.

Y PARA QUE ASi CONSTE A LOS EFECTOS OPORTUNOS, FIRMO EL PRESENTE CERTIFICADO DE
PARTICIPACION.

En Granada a 3 de Julio de 2015

Prof. M2 Pilar Utrilla Navarro
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ANEXO F — Comprovante de apresentacdo em poster de resumo cientifico oriundo
da tese durante o 36° Congresso da Sociedade Espanhola de Farmacologia —

Valéncia - Espanha

Comunicaciéon C059

Valencia, 18 de Septiembre de 2015

Por la presente certificamos que la comunicacién con titulo:

GB12, AN ISOLATED MOLECULE FROM PELTHOPHURUM DUBIUM,
DOWNREGULATES LPS-INDUCED INFLAMMATORY RESPONSE THROUGH
STAT3 INHIBITION IN CULTURED MURINE PERITONEAL MACROPHAGES

de los autores:

G. A Lopes de Oliveira; M. Sanchez-Hidalgo; M.A. Rosillo; G. L. da Silva
Oliveira; J. M. David; R. Mendes de Freitas; C. Alarcon de la Lastra

ha sido presentada como Comunicacion en Formato CARTEL durante el
36 Congreso de la Sociedad Espafiola -de Farmacologia, que se ha
celebrado en la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad de
Valencia los dias 16, 17 y 18 de Septiembre de 2015.

Y para que conste donde convenga, firmamos la presente en fecha y lugar
arriba indicados.

Secretaria Téenica
CLAVE CONGRESOS
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ANEXO G — Comprovante de apresentacdo em péster de resumo cientifico oriundo
da tese durante o | Simpdsio Nordestino de Recursos Naturais e Potencialidades
Terapeuticas — Teresina - Pl

NATURAIS E POTENCIALIDADES
TERAPEUTICAS

= \

S—
—_———

' SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS

CERTIFICADO

Certifico que o resumo expandido intitulado “Avalia¢iio da atividade sequestradora de radicais nio
biologicos por um derivado do #cido gilico isolado de Peltophorum dubium” de autoria de Luis
Mirio Rezende Junior, Guilherme Antonio Lopes de Oliveira, George Laylson da Silva
Oliveira, Jorge Mauricio David, Rivelilson Mendes de Freitas foi apresentado na modalidade

Banner no I Simposio Nordestino de Recursos Naturais e Potencialidades Terapéuticas, realizado no
periodo de 17 a 19 de junho de 2015.

Teresina, 19 de junho de 2015.

iRl

Profa. Dra. Aldeidia Pereira de Oliveira
Presidente do | RENAPTE

REALIZAGAO: ek i
) St
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ANEXO H — Comprovante de apresentacao em péster de resumo cientifico oriundo
da tese durante o Il Encontro Estratégico em Ciencias Farmacéuticas — Teresina - Pl

Cerificamos que OLIVEIRA, G. A. L., OLIVEIRA, G. L. S, DAVID, J. P. L., DAVID, J. M,
FREITAS, R. M. apresentaram o trabalhs “POTENCIAL CITOTOXICO DA MOLECULA #GB12 ISOLADA
DE Peltophorum dubium (Spreng) EM ERITROCITOS™ na sessao painel durante o Il Encontro
Estratégico em Ciéncias Farmacéuticas / || Semindrio Ibero Americano de P & D de Medicamentos / |
Simpésio Internacional de Farmacia Clinica, realizado no periodo de 9 a 11 de abril de 2015, no Blue Tree
Towers Rio Poty na cidade de Teresina, Piaui, Brasil,

Teresina, Piaui, 11 de abril de 2015.

o Abwv ﬂs«q&l/v-n Hikrn © Ruecios « SAdvon
Prof. Dr Rvalison Mendes da Frokas Prof. O, Livio Csar Cunha Nunes Profa. Dra. Hiris Rocha e Sitva
Coondenador Geral Sub-coordanador Geral Coordanndons Comissio Cientif
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ANEXO | — Comprovante de apresentacdo em poster de resumo cientifico oriundo
da tese durante o IV Congresso Meio-Norte de Medicina Laboratorial - Teresina - PI

. v COngEEEO Meio-Norte de Medicina Laboratorial
F .. NEDIAB lll Feira de Tecnologia, Produtos = Equipamentos Laboratonais
(L | Encontro em Ciéncias Farmacéuticas

| Encontra de Gestio & Qualidade Laboratorial

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho intitulado "Avaliacdo da toxicidade de uma molécula isolada da Peltophorum
dubium (Spreng) no teste de letalidade em Artemia salina" de autoria de GUILHERME ANTONIO LOPES DE
OLIVEIRA, SABRYNA BRENA CUNHA FONTELE, THALYS RIBEIRO DE SOUZA LEITE, ALDENORA
MARIA XIMENES RODRIGUES, GECRGE LAYLSON DA SILVA OLIVEIRA, JUCENI PEREIRA DE LIMA
DAVID, CLAYTON QUEIROZ ALVES, LARISSA SANTOS PINTO, JORGE MAURICIO DAVID, RIVELILSON
MENDES DE FREITAS foi apresentado no IV Congresso Meio-Morte de Medicina Laboratonial, realizado no
periodo de 30 de outubro a 01 de novembro de 2014, na categoria oral.

Teresina-Pl, 01 de Movembro de 2014

e do IV Congresso MEDLAE
Prof. Dv. Rivellson Mendes de Frelias

REALIZACAQ
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ANEXO J — Comprovante de apresentacdo em poéster de resumo cientifico oriundo
da tese durante o V Congresso Meio-Norte de Medicina Laboratorial - Teresina - PI

ENEDLAB | Voo oo

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho intitulado Perfil toxicoldgico de camundongos tratados com bergenina, aporte para o delineamento de novos farmacos
de gutoria de Gabriella Pacheco, Bacharelado em Biomedicina UFPI; Guilherme Antdnio Lopes de Oliveira, Pés-Graduagio em Biotecnologia
{RENORBIO) UFPI; Kerolayne de Melo Nogueira, Licenciatura em Biologia UFP1; Bruno iles, Licenciatura em Biologia UFPI; Ana Patricia de
Oliveira, Pés-Graduacgio em Biotecnologia (BIOTEC) UFPI; Francisca Beatriz de Melo Sousa, Pds Graduagio em Ciéncias Biomédicas UFPI;
Thiago de Souza Lopes Araljo, Pds-Graduagio em Biotecnologia (RENORBIO) UFPI; Luan Kelves Miranda de Souza, Pos-Graduagio em
Biotecnologia (RENORBIO) UFPI; Ana Carolina Machado Leddido, Pds-Graduagio em Biotecnologia (RENORBIO) UFPI; Jand Venes Rolim
Medeiros, Licenciatura em Biologia UFP1 foi apresentado na Modalidade Oral do WV Congresso Morte-Nordeste de Medicina Laboratorial, realizado no
pericdo de 24 a 26 de novembro de 20186, no Cenfro de Convenges Atlantic City, Teresina, Piaui.

Teresina-Pl, 26 de novembro de 2016,

Amaryda TOmEs RETEs
Presidénie go W MEDLAB REALIZAGAGC

@ GPI

-
Antonin Cadns Mendes de Mo

Coordenador Clentifico do GPI Cursos

CUTEDS
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ANEXO K — Comprovante de apresentacdo em pdoster de resumo cientifico oriundo
da tese durante o | Simpdsio Nacional em Inflamacgéo Gastrintestinal - Fortaleza - CE

| | SIMPOSIO NACIONAL

£ 08409 deJulho de 2017 - Fortaleza, Ceard - Brasil

Co - .

& CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho: EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DA BERGENINA, UM
DERIVADO DO ACIDO GALICO, NA COLITE ULCERATIVA AGUDA INDUZIDA POR
TNBS. de autoria de Leticia de Sousa Chaves; Catalina Alarcon de La Lastra ;
Guilherme Antonio Lopes de Oliveira ; Isabel Villegas ; Maria Angeles Rosillo ;
Maria Luisa Castejon Martinez ; Marina Sanchez-Hidalgo ; Jand Venes Rolim
Medeiros. foi apresentado como Poster no | Simpésio Nacional em Inflamagao
Gastrintestinal, realizado de 08 209 de Julhode 2017 em Fortaleza, CE.

5
e
o

.

|

MAM.'T— ey o S S Emmanue| Pratade Souwza Pedro Marcos G.

Coordenador(a) do Programa de Pés- Graduagéo Chefe do ento de Presidente do | Slmpoao Nacion
em Ciéncias Morfofuncionais - UFC Morfalogia - UFC em Inflamagfio Gastrintestinal
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ANEXO L — Comprovante de premiacao de melhor trabalho apresentado durante o |
Simposio Nacional em Inflamacgéao Gastrintestinal - Fortaleza - CE

08409 dc Julho de 2017 - Fortaleza, Ceard - Brasil

5:‘ -~ ! % & v 2 -

S; . > CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho intitulado “Efeito anti-inflamatorio da bergenina,
um derivado do acido galico, na colite ulcerativa aguda induzida por
TNBS.” sob a autoria de Leticia de Souza Chaves, recebeu o Prémio de

Honra ao Meérito na Sessao de Posteres do | Simpdsio Nacional em
Inflamacao Gastrintestinal

Fortaleza, 09 de julho de 2017.

/
\K::"N'u;.l_ P (_\ﬁ-ﬂ% g&ww\m{
%"ntoniella § G. Duarte Emmanue) Prat®de Souza

Pedro Marcos G. Soares
Coordenador(a) do Programa de Pés- Graduagso Chefe do Departamento de

Presidente do | Simpé%{o Nacional
em Ciéncias Morfofuncionais - UFC Morfologia - UFC em Inflamacg&o Gastrintestinal ./
2 i
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ANEXO M - Comprovante de apresentacdo em péster de resumo cientifico oriundo
da tese durante o 49th Brazilian Congress of Pharmacology and Experimental
Therapeutics

_E5%% 49" Brazilian Congress C E RTI F I C AT E

EEEE)  of pharmacoliogy and

p ANV AV ALV,

Y l TATa™a™  Experimental Therapeutics

We certify that the poster “EFFECTS OF BERGENIN TRATAMENT ON THE ACTIVATION OF
INFLAMMATORY MEDIATORS ON TNBS-INDUCED ACUTE COLITIS” by Oliveira GAL, Chaves LS, Sousa
FBM, Pacheco G, Rosillo MAR, Martinez MLC, Hidalgo MS, Villegas I, Medeiros JVR, Lastra CA was
presented at the 49th Brazilian Congress of Pharmacology and Experimental Therapeutics (SBFTE), held
in Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil, from October 17 to 20, 2017.

\\")LAC./JQ-«Q' 8 |

Maria Christina W. Avellar
Congress President

17-20 October, 2017
Centro de Convengoes

ANMNN
118l

Ribeirdao Preto, SP, Brazil
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ANEXO N — Comprovante de mencdo honrosa pela apresentacdo de resumo
oriundo da tese no 49th Brazilian Congress of Pharmacology and Experimental
Therapeutics

A%:é:%:%~ 49" Brazilian Congress C E RT I F I C AT E

(EEEB) of prarmacology and

ATATAYATAY S
VALY

Experimental Therapeutics

We certify that Leticia Chaves received Honorable Mention for the poster PT 9.012: Oliveira GAL,
Chaves LS, Sousa FBM, Pacheco G, Rosillo MAR, Martinez MLC, Hidalgo MS, Villegas I, Medeiros JVR, Lastra
CA. “EFFECTS OF BERGENIN TRATAMENT ON THE ACTIVATION OF INFLAMMATORY
MEDIATORS ON TNBS-INDUCED ACUTE COLITIS", at the 49th Brazilian Congress of Pharmacology
and Experimental Therapeutics (SBFTE) held in Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil, from October 17 to 20,
2017.

_-7\"',(4 (,./JO e //

Maria Christina W. Avellar
Congress President

ANRMAN
i

17-20 October, 2017

Centro de Convencdes Ribeirdo Preto, SP, Brazil
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ANEXO O - Certificado de aprovacdo de projeto intitulado "Bioprospeccédo do
derivado do acido galico bergenina com énfase nas propriedades
antioxidantes, antinociceptivas e anti-inflamatérias" junto & Comissédo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) sob o n° de
protocolo 220/16.

MINISTERIO DA EDUCAGAQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Campus Universitdrioc Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Bioprospeccdo do derivado do acido galico bergenina
com énfase nas propriedades antioxidantes, antinociceptiva e anti-inflamatérias”, registrada n°
220/16, sob a responsabilidade do Prof. Dr. JAND VENES ROLIM MEDEIROS- Farmacologia_
Campus Ministro Reis Veloso/UFPI que envolve a produgéo, manutengéo ou utilizagéo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa Cientifica-
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reuni&o na presente data 04/11/2016.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacéo Novembro/ 2016 a Dezembro/ 2019
Espécie/Linhagem/raca Camundongo heterogénicol/Swiss
N° de Animais 164
Peso/ idade 25-30g/ 2 meses
Sexo Fémeas
| Origem Biotério Central do CCA/UFPI

Teresina, 04 de Novembro de 2016.

e

| e adlorer
Thete . de JLndongo ‘
Etica em Experimentagao Animal-UF Rl

Comité
Coordenadora
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ANEXO P - Certificado de aprovacao de projeto intitulado "Inovacéao tecnoldgica
em doencas negligenciadas: planejamento, sintese e avaliacdo pré-clinica para
o tratamento de esquistossomose" junto & Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) sob o n° de protocolo 023/14.

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
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Teresina, 30 de Maio de 2014.

limo.

Prof. Dr. RIVELILSON MENDES DE FREITAS
Departamento: Bioquimica e Farmacologia- CCS/UFPI

Senhor Pesquisador

Em reunido na presente data (30 de Maio de 2014), a Comisséo de Etica e
Experimentacdo no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentacéo animal, sob o nimero 023/14, o projeto de pesquisa
intitulado  “Inovagdo tecnolégica em doencas negligenciadas:
planejamento, sintese e avaliagdo pré-clinica de um bioproduto para o
tratamento da esquistossomose”, sob a sua responsabilidade. Informamos
que no projeto serdo usados 155 Camundongos isogénicos (78 machos e 77
fémeas) e 75 Ratos isogénicos (38 machos e 37 fémeas).

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente, /
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Prof®. Tvete L. de Mendonca

Comité de Eticaem Experimentagao Animal-UFPI
Coordenadora



