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RESUMO

Mudangas na economia global tém contribuido para um estilo de vida sedentario e ingestdo
excessiva de calorias, aumentando a incidéncia de doencas metabdlicas, as quais tém se tornado
problema de satde puablica mundial. Estima-se que esses nimeros continuem a aumentar em
25% até 2030 e 51% em 2045. Em relacdo aos tratamentos disponiveis para doengas
metabolicas, existem poucas opcdes terapéuticas até 0 momento e as terapias existentes séo
limitadas ou apresentam efeitos colaterais. O uso de produtos naturais nas doencas metabolicas
tem exibido resultados positivos. Pesquisas recentes demonstram que a bergenina possui ampla
variedade de efeitos farmacoldgicos sobre o estresse oxidativo e anti-inflamatério, colocando-
a como candidata forte aos tratamentos dessas doencas. Deste modo, este trabalho teve como
objetivo avaliar os possiveis efeitos terapéuticos da bergenina em modelos de doenca
metabolica por procedimentos experimentais in vitro. A bergenina utilizada no estudo foi obtida
comercialmente e avaliada quanto a sua natureza quimica e pureza. A atividade antioxidante
foi avaliada por meio da atividade sequestrante do radical DPPH e ensaio de varredura do
radical ABTS, onde, observou-se que a bergenina tem maior atividade sobre radicais ABTS. A
bergenina foi avaliada quanto ao seu potencial de inibir a glicacdo de proteinas pelas vias
oxidativa e ndo oxidativa. O efeito sobre viabilidade de células tumorais e ndo tumorais quando
em contato com a bergenina foi analisado utilizando o método resazurina (Alamar Blue). A
bergenina ndo foi toxica para as linhagens MRC-5 e HepG2 até a concentracdo 200 uM. O teste
de antioxidante celular foi realizado utilizando-se 2'7'-dicloro-fluoresceina-diacetato (DCFH-
DA), onde, a bergenina inibiu de forma concentracdo-dependente 30% das espécies reativas de
oxigénio geradas. Este estudo mostrou pela primeira vez que a bergenina tem potencial de
inibigdo sobre a enzima a-amilase. O ensaio de captacao de lipideos foi realizado pelo método
Oil Red O e os resultados da inibicdo da captacdo de lipideos pela bergenina ndo apresentaram
significancia. Diante desses resultados, entende-se que a bergenina tem um potencial para ser
melhor estudada como uma opc¢do terapéutica nas doencas metabdlicas. Contudo, estudos
adicionais in vivo sdo necessarios para melhor elucidar os possiveis efeitos farmacoldgicos da
bergenina nas doencas metabdlicas.

Palavras-chave: bergenina; doenca metabdlica; atividade farmacoldgica; atividade anti-

inflamatoria; antioxidante.



ABSTRACT

Changes in the global economy have contributed to a sedentary lifestyle and excessive intake
of calories, increasing the incidence of metabolic disease, and have become a global public
heath problem. It is estimated that these numbers will continue to increase by 25% through
2030 and 51% into 2045. Regarding available tratments for metabolic diseases, there are few
therapeutic options to date, and existing therapies are limite dor have side effects. The use of
natural product in metabolic diseases has shown positive results. Recent research demonstrates
that bergenin has a wide range of pharmacological effects on oxidative and anti-inflammatory
stress, making it a Strong candidate for treatments for these diseases. Thus, this work aimed to
evaluate the possible therapeutic effects of bergenin in models of metabolic disease by in vitro
experimental procedures. The bergenin used in the study was obtained commercially and
evaluated for its chemical nature and purity. Antoxidant activity through DPPH radical
scavenging activity and ABTS radical scanning assay, where it was observed that bergenin has
greater activity on ABTS radicals. Bergenin was evaluated for is potential to inhibit protein
glycation by the oxidative and non-oxidative pathways, showing a moderate effect of activity
on the oxidative pathway. The effect on tumor anda non-tumor cell viability when in contact
with bergenin was analyzed using the resazurina method (Alamar blue). The bergenin was not
toxic to MRC-5 and HepG2 strains up to the concentration of 200 uM. The cell antioxidant test
was perfomed using 2’7-dichlorofluorescein-diacetate (DCFH-DA), where bergenin inhibited
in a concentration-dependent manner about 30% of the reactive oxygen species generated. This
study showed for the first time that bergenin has the potential to inhibits the a-amylase enzyme.
The lipid uptake assay was performed by the Oil Red O method and the results of the inhibition
of lipid uptake by bergenin were not significant. Given these results, it is understood that
bergenin has the potential to be better studies as a therapeutic option in metabolic diseases.
However, additional in vivo studies are needed to better elucidate the possible pharmacological
effects of bergenin in chronic disease.

Keywords: bergenin; metabolic disease; pharmacological activity; activity anti-inflammatory;
antioxidant.
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1 INTRODUCAO

As doencas metabdlicas, incluindo diabetes, obesidade, doenca hepatica gordurosa nao
alcoolica (DHGNA), hiperlipidemia tornaram-se importantes problemas de saude publica em
todo 0 mundo (COSTELLO; SCHONES, 2018). E uma condi¢do clinica resultante de uma
ampla gama de disturbios metabdlicos, os quais conferem a um individuo risco significativo de
doencas cardiovasculares. As constantes modificacbes ambientais, sociais, culturais e
econdmicas, juntamente com a susceptibilidade genética tém sido apontadas como as principais
causas de obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2), doencas cardiovasculares e véarias outras
doengas, incluindo o cancer (SRIKANTHAN et al., 2016; BERTHOUD; NEUHUBER, 2019;
AKBAR et al., 2019).

Em 2019, foi estimado que 463 milhdes de pessoas sofriam de diabetes em todo o
mundo; quase meio bilhdo de pessoas vivem com diabetes e a epidemiologia aponta que estes
nameros continuem a aumentar em 25% até 2030 e 51% em 2045 (SAEEDI et al., 2019). As
causas das doencas metabolicas sdo complexas e multifatoriais, incluindo estilo de vida
sedentario, dietas ndo saudaveis, gasto energético reduzido, problemas intestinais,
susceptibilidade genética, interferéncia entre muitos 6rgéos, incluindo o cérebro (FANDRIKS,
2017; BERTHOUD; NEUHUBER, 2019) .

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), declara que as doengas cardiovasculares e
diabetes, juntas, sdo responsaveis pela maioria das mortes anuais (19 milhdes) (MARRERO;
ADASHI, 2015). Sem nenhuma cura real a vista, as intervencdes para o combate das doencas
metabdlicas sdo destinadas principalmente ao tratamento sintomatico, como o farmacolégico,
modificacdo comportamental e cirurgia, todavia, os tratamento sintomaticos ndo tém sido
eficazes (BERTHOUD; NEUHUBER, 2019).

Por outro lado, os beneficios atribuidos as melhorias do estilo de vida, incluindo
exercicios e reducdo de peso, tém sido amplamente aceitos como constituintes no tratamento e
prevencdo das doencas metabdlicas (LE LAY et al.,, 2014; DHINDSA; SANDESARA,
SHAPIRO, 2018; LIZCANO, 2019). No entanto, devido a baixa adesdo a este tipo de
tratamento, principalmente para dietas de perda de peso em longo prazo, novas abordagens de
tratamento séo essenciais e estas tém surgido como opc¢des terapéuticas adjuvantes direcionadas
para preencher a lacuna entre o estilo de vida e a cirurgia bariatrica (ASRIH; JORNAYVAZ,
2014; HERNANDEZ-RODAS; VALENZUELA; VIDELA, 2015; SRIVASTAVA;
APOVIAN, 2018).
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Atualmente, as opgOes de tratamento para a obesidade sdo limitadas, e muitas das
intervencbes farmacoldgicas empregadas até o momento apresentam efeitos colaterais
indesejados. Além disso, em muitos paises, apenas alguns medicamentos foram aprovados e a
eficacia terapéutica destes ndo é tdo boa quanto o esperado (SLYPER, 2018; SRIVASTAVA,
APOVIAN, 2018).

Medicamentos a base de produtos naturais, por sua vez, sdo de uso milenar e tém sido
empregados amplamente aos tratamentos de doencas metabolicas. Ganharam popularidade por
promover satde, bem como prevencao e cura de doencas (LOPEZ et al., 2009; VALOIS et al.,
2018). Diversos estudos relataram a importancia desses compostos e sua relevancia sobre o
potencial farmacoterapéutico, bem como muitos exemplos da identificagdo bem-sucedida de
novos farmacos de origem natural (JAYAKODY et al., 2018).

Dentre esses produtos naturais, pode-se citar a bergenina. Em 1881, a bergenina foi
isolada pela primeira vez, porém, sua estrutura foi confirmada apenas em 1958, é um tanino
hidrolisavel, derivado da di-hidroisocumarina. Obtido, majoritariamente, de espécies de
Bergenia (HAY; HAYNES, 1958).

A bergenina é um composto polifenolico presente em muitas plantas medicinais tais
como Bergenia crassifolia, Ficus racemosa, Mallotus japonicus, M. philippinensis, dentre
outras (QIAO et al., 2019). Ela é incorporada de multiplas bioatividades versateis, incluindo
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, hepatoprotetora, antidiabéticas,
antimicrobianas, antivirais e anticanceres (BAJRACHARYA, 2015; WANG et al., 2018).

Tem ganhado notoriedade no meio cientifico por suas propriedades farmacoldgicas,
tornando possivel sua aplicacdo na pesquisa clinica. Compostos fenélicos sdo descritos como
tendo resultados significativos sobre o estresse oxidativo, metabolismo lipidico, resisténcia
insulinica e inflamacdo (SRIVASTAVA; APOVIAN, 2018; FAN; PEDERSEN, 2021).

Assim, com base no papel benéfico promissor da bergenina por suas propriedades
mencionadas acima, e considerando as limitacdes farmacoldgicas para o tratamento de doencas
metabolicas, a bergenina tem se tornado forte canditada a ser incorporada na terapéutica dessas
doengas por exibir resultados significativos em estudos in vitro e in vivo. O presente trabalho
foi desenhado para investigar essa hipotese em um ambiente pré-clinico, usando modelo in vitro

de inibicdo de captacao de lipideos e ensaios enzimaticos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doencas metabdlicas

A disfuncdo metabdlica representa um grupo de anormalidades metabdlicas
relacionadas, cujo agrupamento de fatores de risco de doencas, incluindo hiperglicemia,
dislipidemia, hipertensdo, obesidade e resisténcia a insulina, relacionam-se ao risco aumentado
para doencas metabdlicas como, diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiovasculares, como
infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral (SRIKANTHAN et al., 2016; AKBAR
etal., 2019).

A incidéncia de obesidade e suas comorbidades metabdlicas nos paises desenvolvidos
aumentaram de forma avassaladora desde meados do século XX. Aproximadamente 1,5 bilhdo
de pessoas estdo acometidas de sobrepeso ou obesidade (WHITING et al., 2011; LOH et al.,
2019). Em 2019, estimava-se que 463 milhdes de pessoas sofriam de diabetes em todo 0 mundo;
a perspectiva é que estes nimeros continuem a aumentar para 578 milhdes de pacientes em
2030 e 700 milhdes em 2045. Uma em cada duas pessoas que vivem com diabetes ndo sabe que
tem diabetes (SAEEDI et al., 2019).

O estilo de vida prejudicial baseado aos novos padrdes dietéticos com alto teor calérico
irrestrito, gordura saturada e o sedentarismo ocasionam desordem metabdlica importante
constituindo-se as principais causas de disfuncdes metabdlicas, (REAVEN, 1988; KAPLAN,
1989; FAN; PEDERSEN, 2021). As complicagdes cronicas do diabetes causadas pelo excesso
de glicose no sangue sdo consequéncias graves. As lesdes microvasculares podem causar
retinopatia diabética, nefropatia diabética e neuropatia diabética, conforme mostra figura 1
(LABAZI; TRASK, 2017).
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Figura 1- As complicac@es do diabetes tipo 2

Fonte: Adaptado de Xu et al., (2018)

Além dos fatores de risco tradicionais supracitados, outros dois fatores podem ser
considerados, como disturbios do sono e desalinhamento circadiano. Milhdes de pessoas ao
redor do mundo ndo dormem o suficiente para uma fisiologia metabolica saudavel, e no
momento em que o relégio fisioldgico estd promovendo o sono, muitas dessas pessoas estao
ocupadas seja trabalhando por turno, seja por atividades sociais (MCHILL; WRIGHT, 2017,
MAURY, 2019).

Caréncias de sono e interrupcdo dos ritmos circadianos favorece o desenvolvimento da
obesidade e diabetes tipo 2, ganho de peso, prejudica o equilibrio energético, inflamagéo,

impacta negativamente a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina. Os ritmos circadianos
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modulam e controlam padrdes diarios na fisiologia humana com papel importante para a funcéo
metabdlica normal. Periodos inapropriados de consumo de alimentos e alimentagdo com alto
teor de gordura também comprometem o funcionamento temporal do metabolismo e da
fisiologia e, subsequentemente, desencadeia sua patogénese (DEPNER; STOTHARD;
WRIGHT, 2014; MAURY, 2019; GALASSO et al., 2021).

A hipercolesterolemia é caracterizada por niveis séricos elevados de colesterol de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Os triglicerideos (TGs) sdo provenientes dos acidos
graxos livres (AGLs) da dieta apos a lipolise no tecido adiposo que entra no sangue e da
lipogénese de novo, onde, os acidos graxos sao sintetizados nos hepatdcitos a partir de outros
substratos, por exemplo, carboidratos (DONNELLY; BOLDT; PARKS, 2005).

A sintese de TGs se constitui importante papel para a homeostase hepética e esse
processo ocorre por meio da esterificacdo de AGLs. Nos hepatdcitos, esses AGLS, via acil-CoA
sintetase, sdo convertidos em acil-CoA graxo, que sdo transferidos para glicerol para
esterificacdo; alternativamente, se a energia é necessaria no hepatocito, os acil-CoA graxos sao
oxidados principalmente na mitocondria (B-oxidacdo). Quando elevado os niveis de AGLS nos
hepatdcitos, a capacidade de B-oxidacdo é comprometida, podendo ocorrer peroxidacdo lipidica
(POLYZOS; KOUNTOURAS; ZAVOS, 2009; FERRAMOSCA; ZARA, 2014).

Como consequéncia do acumulo de AGLs em 6rgdos metabolicamente relevantes
medeia disfuncdo metabdlica. O aumento do influxo hepéatico de lipideos intracelular é
resultante de um desequilibrio entre a absorcao hepatica de acidos graxos, a sintese de lipideos,
a oxidacdo de lipideos, e esses eventos favorecem espécies pré-oxidantes e compromete a
capacidade e as defesas antioxidantes (DIRAISON F; BEYLOT, 2003; FABBRINI et al., 2009;
KAUFMANN et al., 2020).

O tecido adiposo é considerado um 6rgdo enddcrino que produz e secreta adipocinas,
como a adiponectina e leptina, e citocinas como a interleucina -6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral (TNF) (POLYZOS; KOUNTOURAS; MANTZOROS, 2016). Funcionalmente, as
adiponectinas possuem bioatividades de sensibilizacdo a insulina, anti-inflamatoria e efeitos
antifibroticos, através da diminuicdo da producéo de citocinas pro-inflamatérias por meio da
interferéncia com a funcéo do fator nuclear kB (FN-kB (TILG; MOSCHEN, 2006; POLYZOS
etal., 2010).

O figado regula o metabolismo lipidico por pelo menos trés mecanismos primarios:
captacdo de acidos graxos livres da circulacdo e sintese de novo de &cidos graxos;

armazenamento de lipideos, incluindo a conversdo de acidos graxos em triglicerideos e outras
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goticulas de lipideos, que sdo exportados para o tecido adiposo ou armazenados no figado; e
consumo de lipideos, incluindo lipélise, B-oxidacdo e geracdo de lipoproteinas (MUSSO;
GAMBINO; CASSADER, 2009; PONZIANI et al., 2015; ALONSO et al., 2019).

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGES), que sao produzidos a partir de agucares
redutores que se ligam de forma ndo enzimatica a proteinas e lipideos, cujos ambientes
hiperglicémico e hiperlipidémico, favorecem o desenvolvimento da obesidade, diabetes,
resisténcia a insulina, inflamacao e estresse oxidativo (MONDEN et al., 2013; ACOSTA et al.,
2016; RUIZ; RAMASAMY; SCHMIDT, 2020).

Como consequéncia da inflamagéo induzida pela obesidade, bem como uma dieta rica
em gorduras, aceleram modificagcdes na microbiota intestinal e aumenta a permeabilidade da
mucosa intestinal, levando ao extravasamento de fatores inflamatorios, incluindo metabdlitos
bacterianos (LOO et al., 2017).

Além disso, as alteracGes na ecologia intestinal resultam em producdo de &cido biliar
secundario por bactérias através da 7a-desidroxilase bacteriana. Tanto os acidos biliares
secundarios, como o acido desoxicdlico e acido liotocdlico sdo reconhecidos como indutores
carcinogénicos por meio da inflamacdo e do estresse oxidativo e causam dano hepatico por
meio da estimulacgdo de receptores toll-like 2 (YOSHIMOTO et al., 2013; LOO et al., 2017).

Alimentacdo rica em gordura prejudica a funcéo do receptor farnesiod X, o qual tem a
funcdo de manter a homeostase hepatica dos triglicerideos, no estagio da liberacéo da glicose e
na aceleracdo da inducdo da esteatose (LU et al., 2014). As medidas de resisténcia a insulina,
adiposidade visceral e doenca aterosclerética sdo marcadores de doenca metabolica (AKBAR
etal., 2019).

A resisténcia hepatica a insulina pode ser definida como uma falha desse horménio em
suprir adequadamente a producdo hepética de glicose e como consequéncias advindas da
resisténcia insulinica, € o acumulo de espécies de lipideos citotdxicos, a exemplo o colesterol
livre (ndo esterificado) e acidos graxos livres no figado. Estes, fazem com que haja dano na
célula hepatica, evento chamado de lipotoxicidade (ARGO; CALDWELL, 2009; DAI et al.,
2017).

2.2 Tecido adiposo

O tecido adiposo é caracterizado como um deposito de triglicerideos, é reconhecido,
majoritariamente, como um 6rgdo dindmico e que esta envolvido em processo metabdlicos,
enddcrinos e imunoldgicos (SHARMA; STAELS, 2007; POLYZOS; KOUNTOURAS;
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MANTZOROS, 2016). O tecido adiposo subcutaneo (TAS), constitui 85% da massa adiposa
do corpo, e o tecido adiposo visceral (TAV) 10% (SHULMAN et al., 1990). Todavia, 0 TAV
em excesso pode conferir mais risco aumentado para doenca metabdlica do que TAS em
excesso, este, por sua vez, apresenta influéncia metabdlica protetora (FOX et al., 2007;
BOUCHI et al., 2015; AKBAR et al., 2019).

Em mamiferos, existem dois tipos diferentes de tecido adiposo, a saber, o tecido adiposo
branco e marrom. TAV e TAS sdo tecidos adiposos brancos, que compdem a grande maioria
do tecido adiposo em humanos adultos; compreende > 50% na obesidade. O metabolismo
celular dos adipdcitos brancos € mais voltado para 0 armazenamento energético. O tecido
adiposo marrom (TAM), abrange apenas 0,05% da massa corporal total em humanos, estes, por
sua vez, desacoplam a fosforilacdo oxidativa do transporte de elétrons, gerando calor em vez
de adenosina trifosfato (ATP) para a manutencdo da temperatura do corpo e do consumo de
energia (O’ROURKE, 2018; LEE et al., 2019).

A disfuncdo do tecido adiposo estéd subjacente a patogénese da doenga metabdlica. Os
lipideos e seus metabdlitos sdo moléculas particularmente de alta energia e, como tal, o veiculo
de armazenamento de energia preferido para os adipdcitos. O tecido adiposo, durante a escassez
de energia, mobiliza para a circulagdo os triglicerideos para ser usados como fonte energética
para 0s outros tecidos, por meio da lipolise (TANDON; WAFER; MINCHIN, 2018;
O’ROURKE, 2018).

A condicdo de obesidade estd associada a diminuicdo das defesas antioxidantes; a
supressdo das capacidades antioxidantes da enzima glutationa-s-transferase A4 (GSTA4) em
adipdcitos resulta em aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e disfuncéo
mitocondrial. A expressdo das enzimas glutationa peroxidase (GPXs), superéxido dismutase
(SOD) e GSTA4 séo reduzidas em individuos obesos e resistentes a insulina (CURTIS et al.,
2010; SRIKANTHAN et al., 2016).

Cerca de 97% do volume de adip6citos é composto por uma gota de lipideo unilocular,
trafego de entrada e saida, que é rigidamente regulado por varias proteinas de ligacéo,
transferéncia de &cidos graxos, mutacGes nas quais estdo entre os muitos polimorfismos
genéticos que contribuem para a obesidade comum e lipodistrofias congénitas (SMITH;
ORDOVAS, 2012).

Todo esse mecanismo promove uma alta capacidade de armazenamento de lipideos com

seguranga pelos adipocitos, mais que qualquer outra célula de mamifero, por outro lado, quando
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ultrapassados seus limites de armazenamento, levam & deposi¢do ectopica de lipideos nos
tecidos periféricos e, consequentemente, ocasiona doenga metabdlica (O’ROURKE, 2018).

A hipertrofia de adipdcitos acontece, quando sdo expostos a excesso de nutrientes, é um
mecanismo adaptativo que mantém a capacidade de tamponamento de nutrientes do tecido
adiposo e protege outros tecidos da lipotoxicidade (JOHANNSEN et al., 2014; MUIR et al.,
2016). Os adipdcitos podem chegar a uma hipertrofia de 200 UM de diametros, além de estar
forte e diretamente relacionada com a doenca metabolica em obesos (ARNER et al., 2010;
VEILLEUX et al., 2011).

A hipertrofia de adipdcitos desenvolve estado de hipdxia celular, que desencadeia
estresse celular, incluindo estresse do reticulo endoplasmatico e estresse oxidativo. Dentre 0s
varios causadores de estresse oxidativo, 0 mais importante € o excesso de nutrientes
(HOTAMISLIGIL; DAVIS, 2016). As respostas ao estresse celular estdo interligadas a outros
processos celulares fundamentais, incluindo inflamag&o e metabolismo. O sistema imunoldgico
é altamente dependente de energia, com consumo de até 20% das necessidades energeéticas
totais do corpo (SEGERSTROM, 2002).

As citocinas pro-inflamatdrias expressas pelas células do sistema imunologico induzem
a resisténcia insulinica na maioria das outras células, e regulam negativamente a expressao das
moléculas de sinalizacdo da insulina, reduzindo a utilizacdo da glicose pelos tecidos ndo imunes
para preservar energia para o sistema imune. Esta ligacdo entre imunidade e metabolismo, a
qual denomina-se metainflamacéo, ocorre em todos os tecidos, todavia, na obesidade tem sua
génese no tecido adiposo (HOTAMISLIGIL, 2006; LI et al., 2018).

A relacéo entre o tecido adiposo e a inflamag&o foi comprovada pela primeira vez em
1990, quando o RNAm do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) foi isolado do tecido adiposo
de roedores obesos e descobriu-se que atenuava os eventos de fosforilacdo durante a sinalizacédo
de insulina (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993; FEINSTEIN et al., 1993).

A resposta inflamatdria oriunda do excesso de nutrientes, estresse celular, ocasionados
pela hipdxia, gera apoptose de adipocitos, a medida que macrofagos e outras células imunes se
infiltram no tecido adiposo para remover os adipdcitos mortos e detritos. A expressdo de
mediadores inflamatdrios pelas células imunes infiltradas, favorecem a resisténcia insulinica
nos adipaocitos vivos, prejudicando ainda mais o metabolismo do tecido adiposo (LAVIN et al.,
2015; O’ROURKE, 2018).

Conforme o quadro inflamatoério avanga, uma matriz fibrética é produzida, onde uma

grande quantidade de colagenos, bem como outras proteinas da matriz extracelular sdo
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depositadas em excesso, consequentemente diminuicdo da capacidade hipertrofica dos
adipdcitos, acentuando o transbordamento e ocasionando colapso do tecido adiposo (SINGER,;
CLARK, 1999; LI et al., 2018). A exposicdo do tecido adiposo a elevados niveis de EROS
diminui a expressdo de adiponectina, uma adipocina que que exibe propriedades de
sensibilizantes a insulina, antiaterogénica e anti-inflamatoria (WANG et al., 2013; YE;
SCHERER, 2013).

Individuos com doenca metabdlica estdo mais susceptiveis a outras comorbidades,
incluindo sindrome do ovario policistico, esteatose hepatica, calculos biliares de colesterol,
cancer, como o de mama, pancreético, colorretal e prostata. A hipertrofia dos adipécitos gera
altos niveis de EROS que afetam a sinalizacdo e o endotélio perivascular ou células imunes
residentes, conforme figura 2 (SRIKANTHAN et al., 2016; LE LAY et al., 2014).
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Figura 2 - Interacdo de adipocinas, citocinas e marcadores inflamatdrios que contribuem para o desenvolvimento
da doenca metabélica e suas complicagdes.

DHGNA (doenca hepética gordurosa néo alcodlica);
EHNA (esteatohepatite ndo alcodlica).

Fonte: Adaptado de Srikanthan e colaboradores (2016).

Quando o metabolismo lipidico hepatico esta desregulado, devido a presenca de grande
quantidade de gordura, e ndo consegue mais processar o influxo de TGs, inevitavelmente o
estresse lipoperoxicitivo, a geracdo de EROs, a inflamacdo e a disfuncdo dos hepatocitos
resultam no desequilibrio entre a biodisponibilidade e eliminacdo de lipideos, causas diretas de
esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), que é um dos graus mais graves da esteatose e que pode

progredir para fibrose, cirrose e hepatocarcinoma (LEE et al., 2019; L1 et al., 2020).

2.3 Uso de produtos naturais nas doencgas metabdlicas

E historico o uso de produtos naturais como componentes de medicamentos tradicionais
(CHEN et al., 2018). A utilizacdo de ervas medicinais para tratamentos de vérias doencas tem
implicado avangos importantes nas terapias medicamentosas atuais. As plantas comumente
utilizadas contém numerosos componentes bioativos que proporcionam um papel ativo no
tratamento ou prevencao de diversas enfermidades (KAUR; KAUR, 2018).

Diversos estudos descreveram os potenciais efeitos adversos das farmacoterapias
médicas convencionais, tal fato tem impulsionado novas pesquisas em alvos terapéuticos
complementares com uso de produtos naturais, a exemplo produtos fitoterapicos e alimentos
funcionais (GURIB-FAKIM, 2006; GUNDERMANN et al., 2011).

Hoje, a grande maioria de todos os medicamentos usados pela humanidade sao de fontes
naturais, derivados quimicamente modificados ou miméticos obtidos de produto natural
inalterado (L1 et al., 2018). Em estudo abrangente, 6% de todos os medicamentos aprovados
entre 1981 e 2014 s&o produtos naturais inalterados, 26% s&o derivados de produtos naturais e
32% sdo sintéticos de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Inimeras pesquisas apontam que muitas ervas e produtos naturais tém sido amplamente
utilizados para melhora dos distarbios metabdlicos. Diversos mecanismos envolvidos no
sistema glicémico e na modulacdo do metabolismo dos lipideos por plantas foram descritos,
como: estresse antioxidante, anti-inflamatorio, reducdo de captacdo de acidos graxos pelos
hepatdcitos, reducdo da lipogénese hepéatica de novo, aumento da lipélise e aumento da P
oxidacgéo de &cidos graxos (CHEN et al., 2016; L1 et al., 2020).
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Atualmente, ndo existem tratamentos especificos para a cura das doengas metabolicas e
continua sendo um desafio. As estratégias atuais baseiam-se, primariamente, na recomendacao
da prética regular de exercicios fisicos associados a uma alimentacao saudavel e uso de drogas
farmacologicas (PEDERSEN; SALTIN, 2015; SAKELLARIOU et al., 2016; LEE et al., 2019).

Todavia, a adeséo as recomendagdes de mudancgas comportamentais ainda é baixa e as
terapias aplicadas recentemente tém exibido varias limitacGes e efeitos colaterais, incluindo
distdrbios gastrointestinais, hipoglicemia, disfuncédo hepatica, mialgia, ganho de peso e danos
cardiovasculares (RAMKUMAR; RAGHUNATH; RAGHUNATH, 2016; WANG; HOYTE,
2019). Portanto, a busca por medicamentos eficazes a partir de produtos naturais para o
tratamento de doencas metabdlicas tem atraido cada vez mais atengdo (ANDRES; ARANGO,
2011).

A utilizacdo de compostos naturais na doenca metabdlica é relatada na literatura, como
é 0 caso do extrato de Rhodiola e salidroside, que é amplamente utilizada como fitoterapicos e
suplementos dietéticos na Asia, Europa e Estados Unidos, foi observado efeito antidiabético
por meio da ativacdo da Adenosina monofosfato-ativado proteina quinase (AMPK) (ZHENG
et al., 2019). A berberina, uma droga comumente usada na medicina tradicional chinesa, tem
mostrado efeito terapéutico na dislipidemia e diabetes em diversos estudos, onde a atividade
terapéutica foi evidenciada pela reducdo da esteatose hepatica em células HepG2, bem como
diminuicdo de colesterol em pacientes hipercolesterolémicos (XIA et al., 2011; YUAN et al.,
2015; SUN et al., 2018; XU et al., 2021).

O extrato de etanol de Symplocos cochinchinensis, que integra a fitoterapia indiana, foi
descrito para regular a lipogénese e aumentar a sensibilidade a insulina. Tal atividade foi
evidenciada ao observar reducdo de expressdes génicas capazes de modular o acimulo de
lipideos e diminuir a resisténcia a insulina (ANTU et al., 2016). O &cido oleandlico, um
composto triterpenoide presente em muitas plantas, é amplamente utilizado na medicina
chinesa como hepatoprotetor. Seu efeito atribui-se a supressao do acumulo de triglicerideos no
figado (LIU et al., 2013).

A quercetina, com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias tem muitas funcoes
bioldgicas, e suas qualidades antidiabéticas foram amplamente investigadas. A quercetina pode
melhorar a hiperglicemia, hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Seus efeitos foram
evidenciados ao suprimir radicais livres e estresse oxidativo, diminuir o acimulo de lipideos
em condicBes hiperglicémicas, bem como influenciar a homeostase da glicose por meio da

estimulagdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT 4) translocagcdo no musculo esquelético
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e inibicdo da glicose 6-fosfatase (G6Pase) (MACIEL et al., 2013; ALAM; MEERZA;
NASEEM, 2014; EID et al., 2015; CHEN et al., 2016).

Estudos relataram o envolvimento dos efeitos dos flavonoides sobre a homeostase
lipidica, cujos flavonoides extraidos de Lomatogonium rotatum reduziram os niveis de lipideos
e agiram na prevencdo da obesidade por meio do aumento da fosforilagdo de treonina-172 e
proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) (BAO et al., 2016). No estudo
conduzido por Qin (2016), as a¢Oes terapéuticas dos flavonoides foram observadas em atividade
imunomoduladora, anti-inflamatdria e antioxidante.

Os efeitos benéficos da curcumina na esteatose hepética, foram evidenciados
associando-os as propriedades modificadoras de lipideos, antioxidantes, anti-inflamatorias,
redutor de resisténcia a insulina, antiesteatdticas e antifibroticas (SAHEBKAR, 2013;
SAADATI et al., 2019). Estudos descreveram os efeitos positivos do resveratrol na saude
metabdlica. O resveratrol reduz o contedo lipidico no figado por diferentes mecanismos,
incluindo diminuicédo da lipogénese e aumento da oxidacao de &cidos graxos, além de reduzir a
peroxidacéo lipidica (SHANG et al., 2008; S.GOMEZ-ZORITA et al., 2012; ALBERDI et al.,
2013).

Notavelmente, hd uma grande demanda para explorar abordagens eficazes para
obtencdo de novas terapias aplicaveis no tratamento das doencas metabdlicas (YAO et al.,
2016).

2.7 Atividades farmacoldgicas da Bergenina

A bergenina é uma isocumarina cristalina incolor, obtida majoritariamente de espécies
de Bergenia, e € um C-glicosideo do acido 4-O-metilgalico (HAY; HAYNES, 1958). O estudo
de isocumarina e seus derivados sdo de grande importancia, pois elas possuem uma ampla gama
de atividades bioldgicas comprovadas, dentre as quais pode-se citar antimicrobiana,
antioxidante, antitumoral (RUNPANICHLERT et al., 2010; TIANPANICH et al., 2011; LAI
etal., 2019).

A bergenina é relatada na literatura como uma substancia de interesse farmacologico
possuindo atividades biolégicas. No quadro 1, apresenta-se um panorama geral da
categorizacdo e sintese das publicacGes relacionadas as a¢Oes farmacologicas da bergenina.
Destacando-se o0s autores, ano de publicacao, titulo e resultados dos artigos selecionados. Trata-
se de uma revisdo da literatura realizada no periodo de 2016 e 2019 nas bases de dados PubMed

e Science Direct.
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Com base nos 31 estudos revisados, as atividades farmacol6gicas da bergenina foram
amplamente identificadas na literatura selecionada. Tal fato se justifica pela evidéncia dos
estudos encontrados relacionados a atividade anti-inflamatéria,  citoprotetora,
imunomoduladora, antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, metabolismo  dsseo,
espermatogénese, antiplasmodial, inibidor enzimatico e ansiolitica. A literatura reporta que a
bergenina ganhou importancia no meio cientifico apenas no seculo 21, quando descobertas as
suas propriedades farmacologicas, a partir de entdo foram exploradas gradativamente.

De forma consistente, considera-se as atividades anti-inflamatdria, citoprotetora e
antitumoral da bergenina as principais atividades em questdo, discutida por 18 dos 31 estudos
avaliados. Embora esta revisdo tenha se concentrado em estudos publicados nos ultimos 4 anos,
estudos anteriores relataram achados semelhantes. Os resultados encontrados nesta pesquisa
corroboram com as revisdes de Patel et al., (2012) e Bajracharya, (2015) quando descreveram
a variabilidade farmacoldgica da bergenina relacionadas as atividades supracitadas.

A literatura existente sugere que a anti-inflamacao, citoprotecao e atividade antitumoral
da bergenina tem impulsionado novas pesquisas. Notavelmente, todos os 8 artigos sobre
inflamacdo relataram associacdes da bergenina quanto a diminuicdo de citocinas pro-
inflamatorias em colite, bronquite cronica e artrite. Nessa perspectiva, os estudos deram luz a
uma nova possivel classe de medicamentos anti-inflamatérios a base de produto natural, com
pouco ou nenhum efeito colateral. A bergenina reduziu a progressdo e gravidade da artrite
através de mecanismo antioxidante, anti-inflamatério e estabilizador de membrana.

Em relacdo a atividade citoprotetora, a bergenina melhorou de forma significativa a
imunossupressdo ocasionada pela Ciclofosfamida elevando os niveis de IgM e IgG no soro,
melhorando a capacidade antioxidante. J& em células osteoblasticas, aumentou os niveis de
atividade da glioxalase I, glutationa, heme oxigenase -1, na presenca de metilglioxal. Atribuindo
um efeito positivo da bergenina como citoprotetora e antioxidante.

A bergenina também melhorou a nefropatia diabética inibindo o estresse oxidativo.
Apresentou efeitos neuroprotetores da doenca de Alzheimer através da diminuicdo da atividade
da acetilcolinesterase. Dados semelhantes foram encontrados no trabalho de Yun et al., (2015),
guando a bergenina diminuiu a dependéncia fisica de morfina através da via antioxidante.

Em se tratando de efeitos antitumorais, dos 5 estudos relacionados a esta atividade, 3
eram oriundos da modificacdo da molécula da bergenina, como é o caso do estudo conduzido
por Pavan Kumar et al., (2019), que sintetizou uma série de hibridos da bergenina capazes de

interferir no ciclo celular tumoral, dimunuindo sua capacidade mitética. A justificativa desse
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fato é que, a modificacdo molecular da bergenina, conferiu-lhe caracteristicas mais citotoxicas
as células cancerigenas. Assim, é possivel afirmar que as inimeras atividades farmacoldgicas
da bergenina relatadas nestes estudos, podem contribuir de forma significativa em novas

farmacoterapias.



Quadro 1 — Estudos relacionados as a¢des farmacoldgicas da bergenina.

Autores,
ano

Atividade
farmacoldgica

Titulo

Resultados

AGGARWAL, D.
et al, (2016)

BARAI et al,
(2019)

QIAO et al, (2019)

LEE; CHOI,
(2018)

Ql et al, (2018)

Citoprotetora

Bergenina atenua lesdo renal revertendo
disfungéo mitocondrial em modelo de rato
hiperoxaldrico induzido por etileno glicol.

O tratamento com bergenina restaurou as atividades dos
complexos I, Il e IV da cadeia de transporte de elétrons;
reduziu a peroxidacdo lipidicae elevou os niveis de
antioxidantes regulados, melhorou o estado de disfuncéo
mitocondrial; reduziu a producédo de IL-1p e expressdo de
KIM-1 e MCP-1 no tecido renal.

Efeitos neuroprotetores da bergenina na
doenca  de Alzheimer (D.A):
investigacdo  através de  docking
molecular, estudos in vitro e in vivo.

/A bergenina inibiu dose-dependente de AChE e BUChE in
\Vitro e considerado seguro até 50 uM. O tratamento com
bergenina a 80 mg / kg levou a uma reducdo significativa
(p <0,05) da APB-1-42 € aliviou os niveis de p-tau, levando a
niveis significativamente baixos (p <0,01) de p-tau em
homogenatos cerebrais de ratos em comparagdo com ratos
injetados com ICV STZ.

A bergenina impede a geracdo de matriz
extracelular nas células mesangiais
glomerulares e melhora a nefropatia
diabética em camundongos, inibindo o
estresse oxidativo pela viamTOR / [
TrcP / Nrf2.

A bergenina impediu a geracdo de ECM nos GMCs.
Também impediu a geracdo de ECM. Melhorou o DN
através da via mTOR/B-TrcP/Nrf2. A poténcia anti-ND da
bergenina é quase equivalente a da mesma dose de
metformina.

Efeitos da bergenina no dano induzido por
metilglioxal em células osteoblasticas
MC3T3-EL.

Bergenina inibiu o receptor soltvel induzido por MG para
IAGE, interleucina, espécies reativas de oxigénio e
producdo de superdxido mitocondrial. Aumentou os niveis
de atividade da glioxalase I, glutationa, heme oxigenase-1
na presenca de MG.

Efeito protetor da Bergenina contra aBergenina

imunossupressao induzida pela
ciclofosfamida por efeito imunomodulador|
e antioxidante em camundongos Balb/c.

melhorou a funcdo imune humoral,
aumentando o nivel de IgM e IgG no soro. Aumentou as
funcdes dos macrofagos peritoneais, a proliferacdo de
linfécitos T e B, as atividades das células NK e CTL e os
subconjuntos de linfocitos T (CD4* e CD8"). Elevou a
capacidade antioxidante total, incluindo atividades de
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GSH-Px).
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SUH et al., (2019)

HOU et al., (2019)

SUL et al., (2018)

Metabolismo 6sseo

Efeito da bergenina na diferenciagéo de

presenca de metilglioxal (MG).

A Dbergenina reverteu a atividade TRAP dos

osteoclastos induzidos por RANKL nal osteoclastos inibida por MG. Diminuiu a atividade

de reabsorcdo dssea dos osteoclastos. Diminuiu a
expressdo dos genes ERK1, Akt2, MMP-9 e
OSTM1 na presenca de MG. A bergenina
aumentou a [Ca?"] a funcdo mitocondrial e a
glioxalase | reduzida em MG.

Bergenina ativa SIRT1 como um novo
agente terapéutico para osteogénese de
células-tronco mesenquimais 6sseas.

Bergenina melhorou os marcadores especificos para
osteoblastos e reduziu os de adip6citos in vitro;
melhorou significativamente a cicatrizacdo 6ssea;
regulou positivamente a expressao de SIRT1.

Bergenina aumenta a diferenciagdo
osteogénica e evita citotoxicidade induzida
por metilglioxal em osteoblastos MC3T3-
E1l.

Aumentou significativamente a sintese de colégeno, a
atividade da fosfatase alcalina, a sintese de osteocalcina e
a mineralizacdo nas células. Aumentou a proporcéo de
osteoprotegerina para ativacdo do fator nuclear Kappa-B
ligante e liberagdo de ciclofilina B.

KAUR,
(2018).

KAUR,

Antimicrobiana

Avaliacédo do potencial antileishmania
in vitro e in vivo de Bergenia ligulata
rica em bergenina. Extrato de raiz
contra leishmaniose visceral em
camundongos BALB/c por
imunomodulacéo.

Reduziu significativamente a carga do parasita em 95,56%
(dose-dependente); Aumentou o anticorpo 1gG2a, resposta
imune Th1l protetora.

OLIVEIRA et al.,
(2019)

O efeito preventivo da bergenina contra o
desenvolvimento de colite aguda induzida
por TNBS em ratos estd associado af
inibicdo de mediadores inflamatérios e as
vias de sinalizagdo do inflamassoma

A bergenina reduziu proteinas pro-inflamatérias e
citocinas pela modulacdo da sinalizagdo STAT3 e NF-«xB.
Blogueou as vias de inflamassoma NLRP3/ASC
candnicas e ndo candnicas.

NLRP3/ASC.
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YANG et al.,
(2017)
ZHANG et al.,
(2019)
REN et al.,
(2016)
WANG et al.,
(2018)

EL-HAWARY et
al, (2016)

Anti-inflamatoria

O produto natural bergenina melhora 4
lesdo pulmonar aguda induzida por
lipopolissacarideos, inibindo a ativacdo de
NF-kappaB

Reduziu significativamente o edema pulmonar;

Diminuiu as células inflamatorias, a producdo de IL-1p e
IL-6. Reduziu  a producdo de IL-1B, TNF-a.e IL-6 no
soro de camundongos; inibiu acentuadamente a
fosforilacdo de NF-kB p65 induzida por LPS; inibiu
significativamente a translocagdo nuclear e a fosforilagdo
de NF-xB p65 estimulada por LPS em células Raw264.7.

Mecanismos de tratamento com bergenina
na bronquite cronica analisados por
cromatografia liquida-espectrometria de
massas em tandem com base na
metabolémica.

/A bergenina suprimiu a infiltracdo  de células
inflamatodrias. Inibiu a secrecdo de muco e reduziu os
gl6bulos brancos no liquido de lavagem broncoalveolar.

Efeitos comparativos da dexametasona e
bergenina na bronquite crénica e seus
mecanismos anti-inflamat6rios com base
na metabolémica RMN.

/A dexametasona e a bergenina suprimiram a infiltragdo de
células inflamatérias. O mecanismo anti-inflamatério da
dexametasona pode estar associado ao metabolismo do
BCAA e a glicdlise, enquanto a bergenina pode alterar o
metabolismo do BCAA, o metabolismo da glicina, da
serina e da treonina.

A bergenina, agindo como agonista do
PPARYy, melhora a colite experimental em
camundongos, regulando a expressdo de
SIRT1 e, portanto, inibindo a ativagdo de
macrofagos mediada por NF-«B.

Inibiu 0 MRNA e as expressdes proteicas da IL-6 e TNF-
o nos tecidos do c6lon, mas ndo a das proteinas associadas
a barreira mucosa ocludina, E- caderina e MUC-2. Inibiu
significativamente as expressoes de IL-6 e TNF-a, bem
como a translocacdo nuclear e a atividade de ligacdo ao
DNA de NF-kB-p65 peritoneais em macrofagos
estimulados por LPS.

Atividade  antiartritica do  11- O -
(4'- O- metil-galil) -bergenina e extrato
de Crassula capitella em ratos.

/A Bergenina com as doses testadas pdde reduzir a
progressdo e a gravidade da artrite. Bergenina diminui
doencas inflamatérias crénicas como Artrite através de
mecanismo antioxidante, anti-inflamatorio e estabilizador

de membrana.
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YU et al, (2017)

YANG, KAN, WU
(2016)

Um novo composto, a metilbergenina,
juntamente com oito compostos conhecidos
com citotoxicidade e atividade anti-
inflamatdria de Ardisia japbnica.

Efeitos inibitérios contra a producdo de NO em
macrdéfagos murinos RAW 264,7 estimulados por LPS;
compostos 7 e 9 exibiram citotoxicidade contra células
IA549 e HepG2.

A bergenina melhora a nefropatia diabética
em ratos através da supressao da inflamacéo
renal e da via TGF-p1-Smads.

Bergenina normalizou o0s parametros funcionais,
melhorou as alteragOes histologicas diabéticas in vivo e
inibiu a proliferacdo de MCs in vitro. Os niveis de fator de
necrose tumoral alfa, IL-1 e IL-6 no tecido renal e MCs
tratados com bergenina foram reduzidos. Reduziu
acentuadamente a producdo do fator de crescimento
transformador -B1 (TGF-B1); reduziu expressdo de p-
Smad2 / 3 e promoveu a expressdo de Smads in vivo e in
vitro.

SINGH et al,
(2017)

Ansiolitica

Atividade antianxicidade guiou o0
isolamento e a caracterizagdo da bergenina
das raizes de Caesalpinia digyna Rottler.

A bergenina, isolada das raizes de C. digyna, exibiu
significativa atividade antianxicidade em 80 mg / kg p6
em trés modelos diferentes.

AMBIKA,
SARAVANAN,
(2016)

Hipoglicemiante

Efeito da bergenina no metabolismo
hepatico da glicose e sinalizacdo da
insulina em camundongos C57BL / 6J
com diabetes tipo 2 induzidas por dieta
hiperlipidica.

/A bergenina reduziu a hiperglicemia e insulina. Melhorou
a via de sinalizacdo da insulina.

LIANG et al,
(2017)

Sintese e estudo da atividade
antitumoral in vitro e in vivo de hibridos de
bergenina esterificada com 11-hidroxil
acido cinamico.

Novos hibridos de bergenina/acido cinamico com melhor
equilibrio de solubilidade aquosa e lipidica. Atividade
antitumoral in vitro superior e moderada in vivo, além de
baixa toxicidade. O composto 5c induziu parada do ciclo
celular em HepG2 na fase Go/M com apoptose mediada
por mitocéndrias. 5¢ inibiu a expressdo das proteinas da
familia Akt e Bcl-2 de maneira dose-dependente e do
tempo, podendo ser um novo inibidor da via de sinalizagéo

de Akt/Bcl-2 para estudos pré-clinicos adicionais.
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SHEN et al, (2018)

KUMAR et al,
(2019)

JAYAKODY et
al., (2018)

SHI et al., (2019)

Antitumoral

Preparacdo de polimeros de bergenina - poli
(&cido latico) e estudos de liberacédo
controlada in vitro.

Bergenina-PLA na proporcdo de 1:30 possuiu boas
propriedades bioldgicas e baixa citotoxicidade em
\variadas concentragcdes; mostrou-se bom modo de
administragdo para medicamento com liberagdo
prolongada; atividade antitumoral da bergenina-PLA
aumentou significativamente em comparacao a bergenina.

Sintese e avaliacao bioldgica de hibridos de
bergenina-1,2,3-triazol como nova classe
de agentes anti-mitoticos.

Foram sintetizados hibridos de bergenina-1,2,3-triazol.
Entre os derivados, o composto 4j manifestou potente
atividade citotoxica. Analise do ciclo celular 4j induziu
parada do ciclo na fase Go/M em células HeLa. O ensaio
de polimerizagdo de tubulina in vivo mostra que 4j
interrompe sua montagem.

Bergenina: um  andaime
comprovado

novos inibidores da galectina-3.

promissor,

Bergenina tem o potencial de se ligar efetivamente ao
dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) da

computacionalmente  paragalectina-3. Interagdo plausivel de empilhamento 7 entre a

porcao aromatica da bergenina e o residuo His158 no local
de ligacdo. Bergenina exerce potencialmente um efeito
inibitério sobre a galectina-3.

/A atividade anticAncer da bergenina contra
células cancerigenas cervicais envolve
apoptose, parada do ciclo celular, inibi¢éo
da migragéo celular e a via de sinalizagéo
STATS3.

Bergenina aumentou expressdo de Bax e diminuiu a
expressao de Bcl-2. Verificou-se que a bergenina poderia
induzir a parada do ciclo celular Go/G..

OLIVEIRA et al,
(2017)

Antioxidante

Bergenina de Peltophorum dubium:
isolamento, caracterizagcdo e atividades
antioxidantes em sistemas nao bioldgicos e
eritrocitos.

As concentracGes de bergenina entre 0,1 e 3mM
diminuiram dependentemente a formacdo de ABTS™,
DPPH" ions nitrito, OH, ferricianeto de formagdo
reduzida, complexo ferrozina-Fe? *; inibiram a hemélise
oxidativa dos eritrocitos induzida pela AAPH,
aumentaram os niveis de GSH na presenga de AAPH,
inibiram a peroxidagdo lipidica induzida por AAPH nos

eritrocitos.
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KHAN et al,
(2016)

Atividades antioxidantes e antiplasmodiais
da bergenina e 11-O-galoilbergenina
isoladas de Mallotus philippensis.

O composto 2 foi considerado um antioxidante mais
potente que o composto 1. Composto 2 exibiu melhores
resultados de CEso em comparacdo com tocoferol, sendo
compardvel ao &cido ascérbico. Ambos 0s compostos
exibiram boa atividade contra a cepa sensivel a cloroquina
de Plasmodium.

Jletal, (2019)

Antiparkinsoniano

/A bergenina melhora a doenca de Parkinson
(DP) induzida por MPTP, ativando a via de
sinalizacdo PI3K / Akt.

Bergenina atenuou os efeitos citotdxicos nas células PC12
induzidas pelos sobrenadantes da cultura derivados das
células microgliais induzidas por LPS.

SANJEEV et al, Bergenina melhorou significativamente 0s processos
(2019) Isolamento, caracterizagdo e atividadefisiol6gicos e metabolicos e
Espermatogénese [terapéutica da bergenina da folha dereverteu os testiculos diabéticos; modulando  eventos
marlberry (Ardisia colorata Roxb.) Nasespermatogénicos e proliferagdo de células germinativas;
complicacOes testiculares diabéticas emfrestaurou a qualidade espermatica; reduziu os danos no
ratos albinos Wistar. DNA espermético e equilibrou os niveis de enzimas
antioxidantes.
DONG, ZHOU,

SONG, (2018)

Inibidor enziméatico

Efeitos inibitdrios in vitro da bergenina nas|
enzimas do citocromo P450 do figado
humano.

Bergenina inibiu a atividade do CYP3A4, 2E1 e 2C9.
Inibidor competitivo de CYP2E1l e 2C9. Inibidor
dependente do tempo para CYP3A4.

DWIVEDI et al.,
(2017)

KUMAR et al.,
(2019)

Imunomodulador

A bergenina fitoquimica melhora as
Respostas do auxiliar T e a imunidade anti-|
micobacteriana ativando a via MAP Cinase
em macrdfagos.

Bergenina ativou as vias MAP quinase e ERK; induziu
respostas imunes de Thl; inibiu potencialmente o
crescimento bacilar do Mycobacterium tuberculosis.

A bergenina fitoquimica como
imunoterapia adjuvante para tuberculose
em camundongos.

Cotratamento com o farmaco anti-TB Isoniazida e
bergenina  produz  efeitos  aditivos e  reduz
significativamente as cargas bacterianas em comparagao
com o tratamento com isoniazida isolado. Bergenina
reduziu o comprometimento imunolégico induzido por

Isoniazida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da bergenina em modelos experimentais in vitro relacionados a doencas

metabdlicas.

A\

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a citotoxicidade da bergenina em células tumorais e ndo tumorais;

Investigar as atividades antioxidantes da bergenina in vitro;

Estudar os efeitos da bergenina sobre a inibicdo de enzimas digestivas e da glicacao
oxidativa e ndo oxidativa,;

Analisar o efeito da bergenina sobre a captacao de lipideos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Fluxograma

As atividades seréo realizadas conforme a figura 3.

Obtencao da bergenina

¥

Analise de pureza da
bergenina

L 2

| Ensaios in vitro |

\ 4 v v y

Citotoxicidade I Antioxidante: Testes enzimaticos: 5
e > Glicacgo: Captaca
- Amilase; . S d
ABTS: e Via oxidativa; 0ae
’ Lljcese, N&o oxidativa lipideos.
DCFH-DA. Glucosidase. ‘

Figura 3 - Delineamento experimental.

4.1 Obtencao da bergenina e avaliacdo do grau de pureza

A bergenina foi adquirida do laboratério CN Lab Nutrition. Asia Group com 98% de
pureza. O grau de pureza da molécula foi avaliado por meio da injecdo de uma solucdo da
substancia em um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Proeminence,
Shimadzu, Japdo). O método utilizado foi a cromatografia de fase reversa usando como fase
movel acetonitrila: dgua acidificada com acido férmico 0,1% (70:30) de forma isocréatica e

deteccdo em 272nm.

4.2 Ensaio de Citotoxicidade

Este ensaio consiste na adi¢cdo de um composto fluorogénico redox, a resazurina, ao

meio de cultura das células cultivadas. A forma oxidada do alamar blue, a resazurina, possui
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cor azul escura e fluorescéncia intrinseca limitada. Em células viaveis, a resazurina é reduzida
a resofurina, a qual emite cor rosa, altamente fluorescente. Acredita-se que esse processo de
reducdo seja mediado por enzimas mitocondriais, citosélicas e microssomais. Em células néo
viaveis a resazurina permanece na sua forma oxidada de coloracéo azul escura. A extensdo da
converséo de resazurina a resofurina reflete a viabilidade celular e pode ser quantificada pela
leitura da fluorescéncia emitida em leitor de microplaca com filtro de excitacdo de 465nm e
emissdo de 540nm (NAKAYAMA et al., 1997). Neste ensaio, foram utilizadas células das
linhagens: HepG2 e Fibroblasto humano (MRCS5). As células foram cultivadas na concentracao
de 5 x 10° células/pogo em placas de 96 pogos. Apds 24 horas de incubagio e aderéncia das
células, estas, foram tratadas com a bergenina nas concentracGes de 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50;
100 e 200 uM. Como controle negativo de morte, foi avaliada a citotoxicidade da bergenina
com o meio de cultura e o diluente DMSO. Apds o periodo de tratamento 24,48 e 72 horas,
foram adicionados 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1:20). Apds o tempo de metabolizacdo da
resazurina padronizado, que compreende de 2 horas, foi realizada a leitura da fluorescéncia. A
viabilidade foi calculada conforme a férmula abaixo, onde Ft= (fluorescéncia da célula + meio
+ substancia + resazurina) ¢ AFb= (fluorescéncia da célula + meio + resazurina).
% viabilidade = Ft x 100
Fb

4.3 Ensaios antioxidantes

4.3.1 Atividade sequestrante do radical DPPH

O ensaio sera realizado segundo metodologia utilizada por Molyneux, (2004), com
modificacbes. Foram pesados 2 mg de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e dissolvidos em
12 mL de etanol absoluto. Em seguida, adicionou-se 270 uL dessa solucdo e 30 pL de etanol
na microplaca, fazendo-se o ajuste com etanol na solucao até que foi atingida a absorbancia de
1,00 + 0,1 nm. Para conhecer a absorbancia dos brancos, em uma placa de 96 pogos foram
adicionados 30 pL da bergenina (1 mg/mL) e 270 uL de alcool etilico. Para o teste, foram
adicionados 30 pL da bergenina e 270 uL da solucdo de DPPH e a placa permaneceu incubada
ao abrigo de luz por 30 minutos. Apos esse tempo, realizou-se a leitura a 517 nm no leitor de
ELISA. Como padrdo e controle negativo, foi utilizado o acido galico e DMSO,
respectivamente. Os resultados foram calculados segundo a equagéo abaixo:

% de atividade antioxidante = 100 — (Abs da amostra/média controle) x 100.
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4.3.2 Ensaio de varredura do radical ABTS

O 2,2 -azino-bis (&cido-etilbenzoalina-6-sulfénico) (ABTS), foi diluido em &gua
destilada e oxidado com persulfato de potassio a 5 mM por 24 horas e coberto com papel
aluminio, no escuro, em temperatura ambiente. Para conhecer a absorbancia dos brancos, em
uma placa de 96 pogos foram adicionados 30 UL da bergenina (1 mg/mL) e 270 pL de &gua.
Para o teste, foram adicionados 30 pL da bergenina e 270 pL da solugdo de ABTS e a placa
permaneceu incubada ao abrigo de luz por 15 minutos. Apos esse tempo, realizou-se a leitura a
630 nm no leitor de ELISA. Como padrdo e controle negativo, foi utilizado acido gélico e
DMSO, respectivamente. Em seguida, foram efetuados os calculos de inibicdo conforme
metodologia descrita por Wahyuningrum et al., (2016), com modificagdes, por meio da seguinte
formula:

% de atividade antioxidante = 100 — (Abs da amostra/média controle) x 100.

4.3.3 Atividade antioxidante celular

A avaliacdo da atividade antioxidante celular foi realizada segundo a metodologia
descrita por Wolfe; Liu, (2007), com modificacdes. Nesse ensaio, foram utilizadas células
MRC-5, plagueadas na concentracéo de 6 x 10%, em 100 puL do DMEM alta glicose, e incubadas
por 24 horas. ApGs o periodo de incubacéo, os pogos foram lavados com tampéo fosfato-salino
(PBS). Posteriormente, adicionou-se em uma microplaca de 96 poc¢os, 100 uL de uma solugéo
de 2,7-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) a 25 uM, dissolvida em tampao de Hank’s,
contendo a bergenina (50 uM), e incubados durante 60 minutos a 37°C e 5 % CO2. Apds o
periodo de incubacéo, os pocos foram novamente lavados com PBS. Em seguida, foram tratados
com 600 puM de dihidrocloreto de 2,2’-azobis (2metilpropionamidina) (AAPH), e a
fluorescéncia destes, foi mensurada utilizando leitor de ELISA, imediatamente, no
comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e de emissédo 520 nm, durante 60 minutos, em
intervalos de 5 minutos. O controle positivo (quercetina — 50 uM) foi preparado com DCFH-
DA e tampdo Hank’s e o controle negativo (DMSO) com PBS. Os resultados foram calculados
segundo a equagéo abaixo:

% de atividade antioxidante = 100 — (Abs da amostra/média controle) x 100.
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4.4 Inibigdes enziméticas

4.4.1 Ensaio da atividade inibitoria da lipase

Esta atividade enzimatica foi determinada de acordo com Slanc et al., (2008), com
ligeiras modificacGes. A Lipase pancreatica tipo Il, de porcino da SIGMA, com codigo L3126-
25G, foi diluido em tampdo TRISMA-HCL 75mM pH 8,5 e para preparar o substrato 4-
Nitrophenyl palmitate (PNP) com codigo N2752-50G, foi diluido primeiro em acetonitrila,
depois em etanol na proporcdo de 1:4. O padrdo usado foi o Orlistate e as leituras foram feitas
no Multimode Detetor DTX 800 da Beckman a 450nm. Em seguida, adicionou-se 30uL da
bergenina, padrdo e/ou controle (DMSQO) nos diferentes pocos da microplaca em triplicata,
250pL da enzima (0,8 mg/mL), e incubou-se por 5 minutos a 37°C ao abrigo de luz, adicionou-
se 20puL de PNP (4mg/mL), incubou-se por 10 minutos ou até que a leitura do controle de
1,000+0,1. Em seguida, foram realizados os calculos do percentual de inibi¢do, bem como a

determinacéo da Clsp a inibi¢gdo com valor maior de 50% para fazer dilui¢Ges seriadas.

4.4.2 Atividade inibidora a-glicosidase

Esta atividade enzimatica foi determinada de acordo com Andrade-Cetto e
colaboradores (2008), com ligeiras modificac@es. Primeiramente, foi preparada a enzima numa
concentracdo de 3mg/mL do Intestinal acetone powders from rat, sob agitacdo por 5 minutos,
em seguida foi centrifugada a 3600rpm por 10 minutos e retirou-se o sobrenadante que continha
a enzima o-glicosidase ja extraida, tanto o substrato 4-nitrofenil-D-glucopirandsido (4-NPGP)
como a enzima foram diluidos em tampéao fosfato 10mM pH 6,9. Em seguida, colocou-se 30uL
da bergenina, acarbose (padréo) e/ou controle (DMSO) nos diferentes pocos da microplaca em
triplicata, 170uL da enzima extraida, foram incubados por 5 minutos a 37°C ao abrigo de luz,
adicionou-se 100pL do 4-NPGP (5mg/ml), e incubados por 20 minutos ou até que a leitura do
controle alcangasse 405nm de 1,000+0,1. Foram realizados os célculos do porcentual de
inibicéo:

= 100- [Absap /Absc] x 100.

4.4.3 Inibicao de a-amilase

O teste da enzima oa-amilase foi determinado de acordo com Subramanian e

colaboradores (2008), adaptado para microplaca. Inicialmente, colocou-se 30 uL da amostra,
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acarbose (padrdo) e/ou controle (DMSO) na concentragdo de 10 mg/mL. Em seguida, foram
incubados por 5 minutos a 37°C com 100 pL da enzima (diluido em tampdo fosfato 10mM pH
6,9), depois adicionou-se 170 pL do substrato (Amilase CNPG Liquiform) e imediatamente
fez-se a primeira leitura com o leitor de microplaca a 405nm, depois foi incubado a 37°C por
20-40 minutos, até que a absorbancia final do controle alcangasse 0,8-1,00 £ 0,1. Os resultados
estdo expressos em percentual de inibicdo e a Clsp calculada através do programa estatistico

GraphPad Prism 6.0. O padréo utilizado foi o acarbose.

% inibigo = 100- [Absap/Absc] x 100

4.5 Atividade antiglicante: Via Oxidativa

A atividade antiglicante foi determinada de acordo com Kiho e colaboradores (2004),
com modificacdes. A reacdo foi efetuada em triplicata com concentracdes de: Albumina (BSA)
8 mg/mL, Glioxal 30 mM, e bergenina 100 uM. As solucBes de glioxal e BSA foram diluidas
em tampao fosfato (200 mM, pH 7.4), contendo azida de sédio 3 mM como agente
antimicrobiano. Os 300 pL da mistura total da reacdo foram compostos por: BSA (135 uL),
glioxal (135 puL) e DMSO ou bergenina (30 uL) sendo incubados a 37°C durante 24 horas (em
condicdes estéreis e no escuro). Apos a incubacdo, cada amostra foi analisada no leitor de
microplaca pela intensidade da fluorescéncia (emissdo A330 nm e excitagdo A420 nm). A
quercetina (100 uM) foi utilizada como padrdo e o DMSO como controle negativo. Os

resultados foram expressos em percentual de inibicéo.

% inibigdo = 100- [Fluora /FLuorc] x 100

Onde: Fluora = Fluorescéncia da Amostra

Fluorc = Fluorescéncia do Controle

4.5.1 Via ndo oxidativa

A atividade antiglicante foi determinada de acordo a Kiho e colaboradores (2004), com
modificagdes. Foram seguidos os passos usados na atividade antiglicante por via oxidativa,
com excec¢do do glioxal, que foi substituido pela frutose (100 mM) e o tempo de incubacéo

aumentou para 120 horas. A aminoguanidina (100 uM) foi utilizada como padréo de inibigé&o.
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4.6 Cultura celular

As linhagens celulares de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e fibroblasto
humano (MRC-5), foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). No
Laboratorio de Cultura Celular da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Amazonas (FCF/UFAM), as células foram cultivadas nos meios de cultura DMEM
alta glicose suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina-

estreptomicina, em estufa a 37° C em atmosfera de 5% de COx.

4.6.1 Captacdo de acidos graxos

O ensaio foi realizado conforme metodologia previamente descrita por Gao e
colaboradores (2015), com modificacbes. As células HepG2 foram cultivadas em Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) alta glicose na concentracdo de 1x10° células/pogo em
placas de 24 pogos em estufa a 37° C em atmosfera de 5% de CO. Apos 24 horas, as células
foram induzidas a esteatose adicionando-se acido oleico a 1 mM e a bergenina nas
concentragdes 50, 25 e 12 uM. Como controle positivo, as células foram tratadas apenas com
acido oleico. No controle negativo, as células ndo receberam acido oleico, mas DMSO, e como
substancia padrdo de inibicdo da captacdo de lipideos foi utilizado o Resveratrol (50, 25 e 12
pUM). A inibicdo foi mensurada pelo método OIL RED O, um corante que colore de vermelho
a gordura presente no interior da célula. Apds retirar o meio de cultura, as células foram lavadas
com PBS e, posteriormente, foram adicionados 250 pL de formaldeido a 4% em cada poco e
placa foi incubada por 45 minutos em estufa a 37°C. Em seguida, o formaldeido foi removido,
os pogos foram lavados com PBS, adicionados 250 pL de OIL RED O 0,5% (0,05g/mL em
alcool isopropilico 60%), a placa foi incubada por mais 30 minutos. Em seguida, o corante foi
removido, os pogos foram lavados com PBS e fotografados, as imagens foram fotografadas
pelo microscopio Zeiss; depois foram adicionados 250 pL de alcool isopropilico para diluir o
corante presente dentro das células. A placa foi agitada por 10 minutos em agitador de placas

e, por fim, a absorbéancia foi mensurada em espectrofotdmetro a 510 nm.
4.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média £ D.P.M. (Desvio Padrdo da Média).
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As médias foram analisadas por ANOVA seguida de teste de comparagdes multiplas
(Dunnett com nivel de significancia p < 0,05) pelo software GraphPad Prisma® 6.0



42

5 RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 Andlise de pureza

Com o intuito de averiguar o grau de pureza da bergenina, foi realizada a analise pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), demonstrado na (figura 4). Como
apareceu apenas um pico cromatografico, como ilustra o (grafico B), comprova o que foi
informado pelo fabricante, que a bergenina estd com pureza de 98%, e também esta de acordo
com a literatura (DHARMENDER et al., 2010; ALl et al., 2021).
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Figura 4 - Anélise de pureza da bergenina através do método de HPLC. O grafico (A) refere-se & absorbéancia da
bergenina. O gréfico (B) representa o espectro UV da pureza da bergenina, analisados a 272nm.

5.2 Efeitos da bergenina sobre a viabilidade celular de HepG2 e MRC-5

E notério o interesse crescente por compostos derivados de plantas com perfil
modulador celular capaz de agir na proliferacdo celular, ou mesmo, atuando como agentes
citotdxicos, como é o caso das drogas para o cancer (DENG et al., 2020).

A medicdo da viabilidade celular é definida como o nimero de células viaveis em uma
amostra e a proliferacdo de células desempenha papel fundamental para a elucidagdo dos
mecanismos de acdo de certos genes, proteina envolvidas na sobrevivéncia ou morte celular

ap0s exposicao a agentes citotoxicos, e sdo geralmente usados para rastrear substancias a fim
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de averiguar se as moléculas possuem interferentes na proliferacdo celular ou exibem efeitos
citotoxicos diretos (ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016). Assim, a ndo toxicidade dos
medicamentos é condicdo prévia para sua aplicacdo (XIANG et al., 2020).

Inicialmente, 0 composto bergenina foi testado nas concentracdes de 3,12; 6,25 12,5;
25; 50; 100 e 200uM em linhagens MRC-5 e HepG2, com o intuito de avaliar a capacidade
dessa substancia de interferir na viabilidade celular ou potencial efeito citotdxico, por meio do
método resazurina (Alamar Blue).

Conforme a representacdo grafica exibida na (figura 5), observa-se que a linhagem
celular de HepG2 (grafico A), tratada com bergenina no tempo de 24 horas, exibiu
percentual de 77,5+4,36 de células viaveis na concentracdo de 200uM, em 48 horas 79,7+4,87
e 72 horas: 68,2+6,43. A linhagem celular de fibroblasto humano (grafico B), em 24 horas,
mostrou 61,5+6,96; em 48 horas 79,8+1,12 e 72 horas 71,1+£1,01% de viabilidade celular.

A padronizagéo internacional dos testes de citotoxicidade in vitro, de acordo com a
ISO 10993-5 de 2009, estabelece parametros quantitativos e qualitativos referente a analise da
citotoxicidade, com métodos bioldgicos apropriados (DEVI; DUTTA, 2017). De acordo com
esses parametros, quando a porcentagem de viabilidade celular se encontra acima de 80% a
substancia teste ndo é considerada citotoxica, quando esta porcentagem esta entre 80 e 60% é
classificada como baixa citotoxicidade.
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Figura 5 - Efeito da bergenina sobre a viabilidade de fibroblastos normais de pulmdo humano (MRC5) e
hepatocarcinoma (HepG2), nas concentragdes de 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 e 200uM, nos tempos de 24,48 e
72horas. Onde, os graficos (A) e (B) representam o tratamento das linhagens HepG2 e MRC-5 com bergenina. O
cont. (-) contem somente meio de cultivo e DMSO, sem tratamento. Os dados estdo expressos em porcentagem de
viabilidade celular com média + desvio padrdo (em relacdo ao controle de DMSO) e analisados por two-way
ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p < 0,05.
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Diante desta analise e dos dados obtidos, € possivel concluir que a bergenina ndo
apresenta um perfil citotdxico até concentracdo de 200 UM para as linhagens de MRC-5 e
HepG2. Liang e colaboradores (2014), investigaram o efeito antiplasmodico da bergenina, 0s
resultados obtidos indicaram que o composto inibiu efetivamente o crescimento de Plasmodium
falciparum in vitro (Clso = 14,1 pg/ml, com 100% de inibicdo a 50 pg /ml).

Ainda de acordo com estudo acima, ndo houve alteracdes morfoldgicas nos eritrocitos
ndo infectados, mesmo ap0s a exposicdo a 50 pg/ml de bergenina por 72 horas em
concentracdes eficazes para inibir o crescimento do parasita. Além disso, nao foi observado
efeito citotdxico aparente em células HelLa e HepG2 de mamiferos em concentracdes de (1-5
mg/ml) por 72 horas. A Clso da bergenina foi 12,5 nas células HeLa e 19,1 mg/ml nas células
HepG2, o qual pode ser definido como ndo toxico (Clso > 30 pg/ml) (MALEBO et al., 2009).
Assim, a bergenina mostrou boa tolerabilidade para sua aplicacgéo.

Da mesma forma, o estudo de Xue e colaboradores (2011), mostra que a bergenina néo
foi citotoxica para células HepG2. No entanto, a pesquisa de Newell e colaboradores (2010),
relata atividade citotoxica da bergenina em células HepG2 com (Clso = 18 uM). Neste mesmo
trabalho, a bergenina mostrou uma tendéncia de acumular células na fase G1 e reduzir G2/M
levando a apoptose.

Os resultados obtidos por Pavan Kumar e colaboradores (2019), mostram que a maioria
dos derivados sintéticos da bergenina apresentaram maior citotoxicidade do que a bergenina
em linhagens celulares HepG2, HeLa e adenocarcinoma de pulmédo (A549), onde, alguns
derivados chegaram a apresentar (Clso = 1,86 uM e 1,33 uM), comparavel ao medicamento
padrdo Doxorrubicina (Clso= 1,98 uM e 1,34 uM), em células A549 e Hel a, respectivamente.
Enquanto que a bergenina, para as linhagens A549, HepG2 e Hela, apresentou (Clso
34,29+1,59; 60,91+3,96; 22+2,11 uM), respectivamente.

Embora alguns estudos mostrem que a bergenina pode apresentar potencial citotoxico,
como foi o caso do estudo de Newell e colaboradores (2010), no qual relata efeito tdxico em
linhagem tumoral, a pesquisa de Shi e colaboradores (2019), demonstrou que a bergenina exibe
atividade citotdxica consideravel com (Clso de 15 puM) contra células de cancer HeLa em
comparacao com (Clso de 75 M) contra células cervicais (HCerEpiC) normais, ou seja, menor
toxicidade para celulas normais e portanto, representa um interessante candidato para a
utilizacdo como agente quimioterapico, fato que a literatura retrata a bergenina com um perfil
de atividade bioldgica anticancer (CHEN et al., 2008; LIANG et al., 2017; PAVAN KUMAR
etal., 2019).
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Barai e colaboradores (2019), revelaram que em todas as concentragdes testadas de 50
e 500 nM por 48 horas, a bergenina ndo manifestou nenhuma atividade citotdxica nas células
de neuroblastoma de medula dssea (SH-SY5Y), onde, mostraram cerca de 80 a 97% de
viabilidade celular, e as concentracfes maiores também mostraram alta viabilidade celular,
como (50 uM) mostrou cerca de 71 a 79% de viabilidade, o qual evidencia-se que 0 composto
ndo € toxico para a linhagem testada, o que corrobora com os achados do presente estudo.

Ainda no mesmo estudo, a bergenina elevou a sobrevivéncia celular de 81,75+5,91;
32,4% em comparacdo com todos 0s outros grupos testados contra a toxicidade induzida por
N-Metil-D-Aspartato (NMDA). Dessa forma, a bergenina ndo apresentou efeitos adversos na
proliferacdo celular. Foi observada uma melhora na viabilidade celular em células

osteoblasticas no estudo de Lee e colaboradores (2017).

5.3 Ensaios antioxidantes
5.3.1 Atividade de eliminacéo de radicais DPPH e ABTS

Os ensaios de DPPH e ABTS fornecem uma maneira facil e rapida de avaliar o potencial
antioxidante de um composto, um extrato ou outras fontes bioldgicas (KEDARE; SINGH,
2011). No presente trabalho, estes ensaios foram utilizados para investigar as propriedades
antioxidantes da bergenina. Os resultados foram expressos em percentual de inibicdo e,
posteriormente, foi realizada diluicdo seriada da bergenina para obtencdo da concentracdo
inibitdéria de 50% (Clso).

No teste de DPPH, conforme mostra (figura 6), no gréafico (A), a bergenina quando
comparada a substancia padrdo (&cido galico), ndo apresentou atividade antioxidante
significativa. No ensaio de ABTS, de acordo com o gréfico (B), a bergenina exibiu atividade
antioxidante desse radical cerca de 60%, com Clsp de 42,6+5,95 uM, que é a concentragéo de
substrato que causa reducao de 50% na cor de ABTS.

E relatado que quanto maior a atividade antioxidante, menor é o valor de Clso
(KEDARE; SINGH, 2011). Desse modo, a Clso da bergenina, quando comparada ao &cido
gélico, no grafico (C), o qual exibiu Clso de 11,3+0,26 uM, mostra que o efeito antioxidante da
bergenina nao foi significativo.

A capacidade antioxidante € indicada pela diminuicdo da absorbancia de DPPH (na cor
roxa) para cor amarela. No ensaio de ABTS, a cor azul/verde é produzida pela oxidacdo de
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ATBS em solucéo de persulfato de potéssio e a reacdo com um antioxidante é monitorada pela
diminuicdo da absorbancia da reacdo (OLIVEIRA et al., 2017b).
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Figura 6 - Avaliacdo da atividade antioxidante através dos ensaios de DPPH e ABTS. O gréfico (A) representa a
bergenina e Acido gélico (padrdo) no ensaio de ABTS. O gréfico (B) refere-se & Clso da bergenina no ensaio de
ABTS. O gréfico (C) representa a bergenina e acido gélico (padrdo) no ensaio de DPPH e o grafico (D) mostra a
Clso do &cido gélico. A bergenina e o acido galico, encontram-se na concentracdo Unica de 100 uM e os dados
estdo expressos em porcentagem de inibicdo com D.P.M.

Os radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo amplamente reconhecidos
como indutores da patogénese celular e tecidual ocasionando vérias doencas, incluindo o
cancer, disturbios inflamatorios e processos de envelhecimento (SRINIVASAN et al., 2007).
Os radicais hidroxila sdo considerados os agentes oxidantes mais poderosos. A producédo
excessiva de radicais livres oxidantes tem implicado em estresse oxidativo (SINGH; BARIK;
PRIYADARSINI, 2009).
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No estudo conduzido por Singh e colaboradores (2009), sobre o efeito da bergenina na
peroxidacdo lipidica induzida pela radiagdo y, carbonilacdo de proteinas, danos ao DNA e
DPPH, aponta que a bergenina sozinha (Clso 377,5+18,8 pg/ml) ndo é responsavel pela
capacidade de eliminacdo de radicais livres e que os extratos de Caesalpinia digyna testados,
enriquecidos com a bergenina, foram mais eficazes do que a bergenina isolada. Os extratos
apresentaram (Clso 2,66+0,13; 4,97+0,24 pg/ml), além disso, a bergenina é apontada como um
bom eliminador de radicais hidroxila, porém, ndo é tdo eficaz contra radicais superdxido e
DPPH.

Ainda de acordo com o autor acima mencionado, a reacdo da bergenina com radicais
hidroxila é inespecifica, enquanto a reagdo com outros radicais € mais especifico e considerado
aspecto importante na investigacdo de atividade antioxidante de novos compostos e, 0s extratos
testados apresentaram melhor efeito antioxidante especifico contra radicais livres do que a
bergenina. Radicais hidroxila, ao reagir com os &cidos graxos poli-insaturados das
biomembranas, produzem lipoperoxidag&o lipidica que ocasionam danos na estrutura celular
(AMBIKA; SARAVANAN, 2016).

De maneira semelhante, também ¢é relatado por Ivanov e colaboradores (2011), que a
bergenina ndo é capaz de eliminar os radicais DPPH. A bergenina parece ter um potencial
antioxidante mais forte para ABTS do que para DPPH, sugerindo que seu mecanismo de
atividade antioxidante pode ser principalmente a transferéncia de elétrons (OLIVEIRA et al.,
2017b). Pois é relatado que flavonoides e compostos polifendlicos exibem altas propriedades
antioxidantes que inibem reacdes mediadas por radicais livres doando um atomo de hidrogénio
ou elétron para os radicais (HAVSTEEN, 2002; SOONG; BARLOW, 2004).

Achados semelhantes também foram apresentados por Srinivasan e colaboradores
(2007), ao estudar os extratos de Caesalpinia digyna e a bergenina isolada, observaram melhor
potencial antioxidante da bergenina contra ABTS do que DPPH, com (Clso 75,06+0,97 pg/mL),
(Cls0 165,35+1,60 pg/mL), respectivamente, ao comparar com os extratos que obtiveram (Clsg
0,92+0,05 pg/mL) para ABTS e (4,86+0,90 pug/mL) de inibicao de radicais DPPH. A bergenina
apresentou efeito antioxidante moderado.

Da mesma forma, relatérios também foram apresentados sobre o potencial antioxidante
da bergenina e sua predilecdo por radicais ABTS. Aggarwal e colaboradores (2016), avaliaram
a atividade antioxidante da bergenina comparando-a com o a-tocoferol e o &cido ascorbico,
onde, a bergenina mostrou maior efeito antioxidante contra radicais ABTS do que ambos, onde,
a bergenina com (Clso 28,99 pg/mL) contra (Clso 57,46 pg/mL) de a-tocoferol e (Clso 64,85
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pg/mL) &cido ascorbico. Por outro lado, a atividade de eliminagdo de radicais DPPH de a-
tocoferol é melhor do que a bergenina e &cido ascorbico com (Clsg 37,95 pg/mL), (Clso 43,57
pg/mL), (Clso 96,65 pg/mL), respectivamente. Ambos foram testados em concentragées de 20,
40, 60 e 80 pg/mL.

Contudo, o fato de substancias apresentarem atividade antioxidante no ensaio de ABTS
e ndo em DPPH, como é o caso da bergenina, pode ser atribuido a hidrofilicidade e
lipofilicidade com as quais esses radicais possuem afinidade, onde, 0 ABTS tem maior prelecdo
por antioxidantes mais hidrofilicos e o0 DPPH por lipofilicos (APAK et al., 2007). A presente

molécula testada apresenta caracteristica mais hidrofilica (LIANG et al., 2017).

5.3.2 Antioxidante celular

O potencial efeito antioxidante da bergenina foi avaliado através do ensaio de avaliacao
da atividade antioxidante celular, que é baseada na detec¢éo da inibicdo da producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) intracelular, utilizando o composto fluorescente: 2'7'-dicloro-
fluoresceina-diacetato (DCFH-DA) em linhagens celulares de fibroblastos, demonstrado na

(figura 7).
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Figura 7 - Avaliagdo da atividade antioxidante celular em linhagem de fibroblasto tratada com bergenina, na
concentracdo de 50, 25 e 12,5 pM. A quercetina foi utilizada como padréo de atividade antioxidante testada nas
mesmas concentragdes que a bergenina. Os dados estdo expressos em porcentagem de inibicdo de EROs com



49

média + desvio padrdo e analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p < 0,05, foi considerado
estatisticamente significativo ao comparar a bergenina com a quercetina (padréo).

O estresse oxidativo esta intimamente ligado ao aparecimento de doencas relacionadas
ao envelhecimento. Diversos compostos antioxidantes sao considerados capazes de atenuar ou
prevenir os impactos causados nos individuos (CUI; KONG; ZHANG, 2012). Além disso, a
abundancia de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ocasionar lesdes permanentes nas
macromoléculas e interferir nos processos de sinalizacdo redox-dependentes (KHAN, 2014).

Os resultados destas analises estdo expressos em % de inibicdo. Nos ensaios de DPPH
e ABTS, a bergenina testada na concentracdo de 50 UM, apresentou inibig&o superior a 50%
apenas no ensaio de ABTS. No ensaio antioxidante celular, quando testada na concentragdo
supracitada, a bergenina demonstrou uma inibicao de 30% (30,02+3,36 uM) de EROs, podemos
observar no grafico uma inibicdo dose dependente, pois houve um decaimento na inibicdo de
acordo com a diminuigéo da concentragao.

A partir desta andlise, entende-se que a bergenina, quando comparada com a droga
padrdo (quercetina), que exibe inibicdo de 98% (98,4+0,50) em 50 UM, possui menor atividade
antioxidante. A estrutura quimica, o grau e posicao de hidroxilacao, presenca de ligacdes duplas
ou conjugacdo, tipo e posicao de substituintes e glicosilacdo, sdo elementos que determinam a
acao antioxidante de substancias (KUMAR; PANDEY, 2013).

Se 0s compostos apresentarem grupos hidroxilas na posi¢do 3’ e 4’ do anel B ou na
posicdo 7 e 8 do anel A, sua atividade antioxidante é elevada (AMIC et al., 2006). A bergenina,
por sua vez, ndo apresenta hidroxilas na posicdo 3’ e 4’ nos anéis A e B, comparada com a
quercetina (SINGH; BARIK; PRIYADARSINI, 2009).

Um estudo sobre atividade antioxidante da bergenina foi realizado por Roselli e
colaboradores (2012), através dos ensaios de DPPH e ABTS, eles observaram fraca atividade
antioxidante 40%, onde, os autores descreveram a bergenina como um antioxidante fraco. E
consistente com estudos anteriores, que apesar de ser um polifenol, a bergenina pode ndo atuar
como um potente antioxidante (SINGH; BARIK; PRIYADARSINI, 2009).

Conforme o autor supracitado, assim como outros polifenois naturais, a bergenina pode
eliminar os radicais livres oxidantes de forma muito eficaz, mas os radicais resultantes séo
reativos e atuam como uma fonte do radical peroxil. Assim, a bergenina pode n&o atuar como

um antioxidante na protecdo das biomoléculas do dano oxidativo induzido pelos radicais livres.
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Todavia, Aggarwal e colaboradores (2016), avaliaram o potencial efeito antioxidante da
bergenina sobre espécies reativas de oxigénio, onde, foi observado uma melhora quando

realizado tratamento com bergenina.
5.4 Atividade antiglicante por via oxidativa e via ndo oxidativa

5.4.1 Efeito da bergenina sobre a atividade antiglicante por via oxidativa e ndo oxidativa.

A bergenina foi submetida a andlise antiglicante por via oxidativa e ndo oxidativa e 0s
resultados estdo expressos na (figura 8). A aminoguanidina foi utilizada como padréo para o
teste antiglicante por via ndo oxidativa e a quercetina como droga padrédo para a via oxidativa.
Ambas as drogas padrdo, bem como a bergenina foram testadas em concentracdo Unica 100
pM.

Os resultados destas analises estdo expressos em % de inibicao, conforme demonstrado
na (figura 8). De acordo com a (figura 8), no grafico A, a bergenina apresenta percentual de
inibicdo na via oxidativa de (19,88+4,22) e (8,32+1,85) pela via ndo oxidativa, ilustrado no
gréafico B. As drogas utilizadas como padréo de inibicdo tanto para a via oxidativa (quercetina)
como para ndo oxidativa (aminoguanidina), apresentaram 55% (55,46+2,35), 42%
(42,68+3,78), respectivamente.
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Figura 8 - Atividade inibitoria da bergenina. Grafico (A) refere-se a atividade inibitéria da bergenina e quercetina
(padrdo) sobre a via oxidativa. O grafico (B) representa o efeito inibitorio da bergenina e aminoguanidina (padrao)
sobre a via ndo oxidativa. Os valores representam a porcentagem de inibi¢do. A bergenina, bem como as drogas
padrdo, foram testadas na concentracdo de 100 uM. As letras diferentes indicam uma diferenca estatistica
significativa pelo teste One-way ANOVA seguido do teste Dunnet, *p <0,05.
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A glicacdo € um processo irreversivel muito comum em pacientes diabéticos, que leva
ao desenvolvimento de complicagfes porque afeta diretamente a atividade das proteinas. O
acumulo dos produtos da reacdo da glicacdo de proteinas em organismos vivos leva a
modificacdes estruturais e funcionais das proteinas do tecido (KHALIFAH; BAYNES;
HUDSON, 1999). Deste modo, os antiglicante podem contribuir muito no tratamento do
diabetes.

A partir das analises dos graficos, entende-se que a bergenina ndo apresentou atividade
antiglicante pela via ndo oxidativa, como mostra o (grafico B) e que o efeito contra o glioxal
pode ser por suas propriedades antioxidantes, demonstrado no (grafico A), que ilustra que a
bergenina inibiu quase 20% (19,88+4,22) na via oxidativa e a quercetina (padrdo) 55% 55%
(55,46+2,35).

No estudo apresentado por Vijaya Kumar e colaboradores (2011), € relatado que a
bergenina possui atividade antiglicante moderada (Clso = 186,73 pM), contudo, foram
sintetizados uma série de derivados da bergenina testados em concentracdo de 200 UM, os quais
exibiram melhor atividade antiglicante do que a bergenina, pela via ndo oxidativa (Clso = 60,75
e 12,28 uM).

A glicacdo de proteina € um processo que € iniciado entre as carbonilas dos agucares e
0s grupos amino livres das proteinas (Reacdo de Maillard), posteriormente, seguida pela
isomerizagdo (Rearranjo de Amadori), o qual acaba gerando um derivado de aminocetose
relativamente estavel. Esses derivados, por sua vez, sofrem degradacdo adicional dando origem
a dicarbonilas altamente reativos, como glucasona, 3-desoxiglucasona e glioxal (KHALIFAH;
BAYNES; HUDSON, 1999).

De forma semelhante ao presente estudo, Lee e colaboradores (2017), observaram que
a bergenina preveniu a glicacdo induzida por metilglioxal. Forneceu protecdo contra 0 dano
carbonilico reativo em células osteoblasticas. Os resultados indicam que 0S mecanismos
antioxidantes, ou seja, via oxidativa, contribuiram para o seu efeito protetor contra o estresse
oxidativo induzido por metilglioxal.

A enzima glioxalase-1 diminui os niveis de AGEs ocasionados por hiperglicemia e
estresse oxidativo (BROUWERS et al., 2011). Desse modo, a remogéo de metilglioxal mediada
pela glioxalase-1 tem um papel importante na patogénese das complicacdes diabéticas, e a

glioxalase-1 pode ser um alvo preventivo e terapéutico.
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5.5 Inibigdes enzimaticas

5.5.1 Inibi¢do de enzimas digestivas lipase, a-amilase e a-glucosidase

A bergenina foi submetida a analise de inibi¢do das enzimas lipase, a-amilase e o-
glucosidase, as quais estao apresentadas na (figura 9). Os graficos A e B, mostram a substancia
padrdo utilizada para o teste de inibicdo da lipase, o Orlistate, e a concentracdo usada tanto para
0 padrdo como para a bergenina foi 50 uM. O (grafico C), mostra a substancia padrao utilizada
para o teste de inibicdo da a-amilase, (acarbose 1000 uM) e a bergenina na concentragao de 50
pM.

No (grafico D), exibe a atividade inibitoria da bergenina sobre a enzima a-glucosidase,

onde, a substancia padréo usada foi a acarbose na concentracgéo de 100 uM ¢ bergenina 50 pM.
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Figura 9 - Avaliagdo do efeito inibitério da bergenina sobre a lipase na concentragdo 50 uM, a-amilase 1000 uM
e a-glucosidase 100 uM. O gréfico (A) refere-se a bergenina comparada aos efeitos droga padrdo Orlistate. O
grafico (B) representa a Clsodo Orlistate. O gréafico (C) refere-se a bergenina comparada a droga padréao acarbose.
O grafico (D) representa o efeito da bergenina comparado a acarbose (droga padrdo). Os dados estdo expressos
em porcentagem de inibicdo de lipase, o-amilase e a-glucosidase com média + desvio padrdo (em relacdo aos
controles, as drogas padréo) e analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p < 0,05.
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Notou-se que no teste de inibicdo da lipase (grafico A), a bergenina ndo apresentou
atividade inibitdria significativa sobre esta enzima (5,48+1,41). Foi relatado por Ivanov e
colaboradores (2011), que extratos brutos de rizomas Bergenia crassifolia, podem suprimir com
eficiéncia a atividade da lipase pancreatica humana (IC so = 3,4 ug / mL) in vitro.

Oliveirae colaboradores (2017a), relataram o efeito inibitorio de extratos de Endopleura
uchi da lipase pancredtica. O autor, ainda prop&e que o efeito é devido ao teor fenolico presente
no extrato. Diversos estudos apontam a relacdo entre a inibicéo in vitro da lipase pancreatica e
os niveis derivados fendlicos e flavonoides. Moreno e colaboradores (2006), mostraram que 0
contetdo de polifenol presente nos extratos etanolicos de Mangifera indica L, teve forte relagdo
com a inibicdo da atividade da lipase pancreatica em 75%.

Zhang e colaboradores (2008), observaram que o extrato de Taraxacum officinale com
alto teor de flavonoide inibiu a lipase pancreatica em 86,3%. Ndo somente a atividade inibitdria
da lipase mas também de a-amilase sdo reportadas na literatura que compostos fendlicos e
flavonoides sdo capazes de inibi-las (MENDOZA MEZA; MEDINA VALDES, 2015).

Ao observar o (grafico C), entende-se que a bergenina mostrou efeito inibitério de a-
amilase razodvel ao comparar-se com a droga padrdo. A atividade inibitoria da acarbose
(padrdo) estd em 55% (55,03+1,06) contra 33,9% (33,89+0,96) da bergenina. Este estudo
mostra pela primeira vez que a bergenina tem potencial de inibicdo da enzima a-amilase.

A inibicdo da o-amilase diminui a degradacdo do amido e, assim, a quebra de
carboidratos complexos em acgucares simples absorviveis (TADERA et al., 2006). Naveen e
colaboradores (2014), mostraram o efeito antihiperglicémico das cascas de Eucalypitus
tereticornis, que pode ser atribuido devido a presenca de diversos fitoquimicos importantes,
como a bergenina, que esta presente em maior quantidade no extrato.

A a-amilase e a-glucosidase sdo enzimas hidrolisante de carboidratos que quebra a
ligacdo glicosidica e libera a glicose, 0 que aumenta a concentracdo de glicose no corpo e tem
impacto negativo em pacientes diabéticos. Em um estudo sobre extrato bruto de Bergenia
pacumbis do Nepal, cujo principal constituinte bioativo é a bergenina, foi observado inibi¢oes
das enzimas a-amilase e a-glucosidase comparaveis aos da droga padréo (acarbose).

No estudo conduzido por Silva e Teixeira (2015), foi testado pela primeira vez o efeito
inibitdrio da enzima a-glucosidase, tanto pelo extrato hidroetandlico do uxi, como a infuséo da
casca, com ICso = 2,2 pug/mL e ICso = 2,4 pg/mL para extratos hidroetandlico e de infuséo,
respectivamente. Por outro lado, esses resultados obtidos pelos autores sdo bastante inferiores

ao comparé-los com o controle positivo acarbose (ICso = 284ug/mL). O constituinte principal
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do Endopleura uchi é bergenina. Contudo, os extratos revelaram grande potencial para inibir
essa enzima.

Essas descobertas foram consistentes com relatos anteriores. Achado semelhante foi o
de Kashima e colaboradores (2013), que em um estudo a partir de derivados da bergenina,
evidenciou-se que a bergenina (ICso 22,7+0,6% a 300 pM) mostrou uma menor atividade
inibitoria da enzima a-glucosidase do que seus derivados, onde, a inibicdo de 50% (ICso) da
atividade enzimatica foram calculadas como (24,6 uM) que eram consideravelmente inferiores
das concentracdes dos medicamentos de referéncia, acarbose (907,5 puM) e 1-
desoxinojirimicina (278,0 uM) . Da mesma forma, San e colaboradores (2020), ndo observaram
efeito significativo da bergenina contra essa enzima.

Enzimas como a-amilase, a-glucosidase, sacarase e lactase desempenham um papel
crucial na digestdo completa dos polissacarideos em unidades menores, como 0s
monossacarideos. Os monossacarideos se difundem para as celulas epiteliais intestinais, onde
sdo levados pela difusdo passiva, difusdo facilitada através de transportadores denominados
Glut e por co-transporte com outros ions, principalmente ions sédio (MUECKLER, 1994).

Os componentes que interferem em um dos processos importantes acima podem atuar
como agentes antihiperglicémico, evitando a entrada de glicose na corrente sanguinea. De
acordo com a literatura, ainda ndo existem pesquisas relatando o efeito inibitério da bergenina
isolada contra a enzima a-amilase. Assim, este estudo pode fornecer uma base para
investigacOes futuras sobre o potencial papel terapéutico da bergenina no tratamento de doencas

metabdlicas.

5.6 Ensaio da Captacao de lipideos

A fim de investigar o efeito hipolipidémico da bergenina, foi realizado teste de captagéo
de lipideos em células HepG2, como mostra a (figura 10). A bergenina, bem como a droga
padrdo de inibicéo resveratrol, foram testadas nas concentragOes de 12,5; 25 e 50 uM. O acido
oleico foi testado a ImM. Os resultados estdo demonstrados na (figura 10).

Ao observar o (grafico A) da figura 10, entende-se que ndo houve inibi¢ao da captacao
lipidica significativa. O mesmo pode ser observado no (grafico I) da figura 10, quando a

substancia padrao (resveratrol), ndo apresentou efeito esperado.
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Figura 10 — Efeitos da bergenina sobre a captacdo de lipideos em células HepG2. Tanto a bergenina quanto a
substancia padréo (resveratrol), foram testadas nas concentrac@es de 12,5, 25 e 50 uM, no tempo de 24 horas. O
acido oleico foi testado na concentra¢do de 1mM. O gréfico (A) refere-se ao tratamento com bergenina e 4cido
oleico. A imagem (B) refere-se ao controle (-) de captagdo de lipideos, com meio de cultivo DMEM e DMSO. A
imagem (C) representa controle (+) de captacdo lipidica, onde, contem &cido oleico. As imagens (D), (E) e (F)
representam o tratamento com acido oleico e com bergenina. A imagem (G) refere-se ao controle (-) de captac&o.
A imagem (H) representa controle (+) de captacédo lipidica, que contem &cido oleico. O grafico (I) refere-se ao
tratamento com resveratrol. As imagens (J), (K) e (L) representam o tratamento com &cido oleico e com resveratrol.



56

Os dados estdo expressos em porcentagem de captacdo de lipideos com média + desvio padrdo (em relagdo ao
controle (+) acido oleico e analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p < 0,05.

O acumulo excessivo de gordura leva a hiperlipidemia e outros distarbios metabélicos
importantes relacionados & obesidade. A hiperlipidemia é caracterizada pelo aumento dos niveis
de lipoproteina ou colesterol no sangue, anormalidades nas lipoproteinas plasmaticas
circulantes s@o responsaveis pelo aumento de depdsitos de triglicerideos no figado (AMBIKA,;
SARAVANAN, 2016a).

Em condi¢Bes normais, a insulina ativa a enzima lipase que hidrolisa triglicerideos.
Todavia, a deficiéncia de insulina resulta na falha em ativar enzimas, resultando em
hipertrigliceridemia. O aumento do acumulo de lipideos nos hepatécitos, principalmente na
forma de triglicerideos, colesterol total (MEDRIKOVA et al., 2012).

Na (figura 10), o grafico (I) nos mostra que a substancia padréo (resveratrol), utilizada
neste estudo ndo apresentou atividade de inibicdo de captacdo de lipideos em nenhuma das
concentragOes testadas. Nao ha diferenca notavel entre a maior e a menor concentragao.

Estudos apontam que a bergenina pode reduzir de forma significativa os niveis de
lipideos. Porém, hé relatos que esse efeito pode acontecer de forma mais baixa em relacdo aos
niveis de colesterol total e triglicerideos. No presente estudo, observa-se que a bergenina
apresentou baixa atividade de inibicdo de captacdo de lipideos (26,71+4,6) 50 uM. Embora a
bergenina apresente caracteristica hipolipemiante, pode ser que esse efeito ndo ocorra por meio
de inibicdo de captacdo hepatica de colesterol, mas por outro mecanismo diferente do que foi
avaliado no neste estudo.

Foi descrito por Ambika e colaboradores (2016), que a bergenina reduziu os niveis de
lipideos do figado. Além disso, diminuiu o estresse oxidativo por meio da reducdo da
peroxidacdo lipidica através de suas caracteristicas antihiperlipidémica, antihiperglicémica e
antioxidantes. Embora o potencial da bergenina de reduzir produtos finais da peroxidagédo
lipidica seja conhecido por sua capacidade de eliminacgéo de radicais livres, outras averiguacgoes
sobre os sinais moleculares subjacentes ao mecanismo de a¢ao da bergenina ainda precisam ser
exploradas.

Estudos anteriores relataram achados semelhantes, como Shikov e colaboradores
(2012), utilizando extratos Bergenia crassifolia, cuja principal substancia presente é a
bergenina, observaram uma reducdo razoavel de 45% no nivel de triglicerideos. Por outro lado,
no trabalho de Kumar e colaboradores (2012), é relatado que a bergenina diminuiu o perfil

lipidico de ratos diabéticos, exceto o colesterol total e triglicerideos.
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Da mesma forma, foi revelado por Jahromi e Chansouria (1992), que administragéo de
bergenina por 14 dias consecutivos, foi possivel observar uma reducao significativa dos niveis
de lipideos totais. Todavia, 0 mesmo ndo aconteceu com 0s niveis de colesterol total e
triglicerideos no grupo tratado com bergenina em comparacdo com o0 grupo controle
hiperlipidémico.

A reducdo de lipideos e colesterol envolve numerosos grupos estruturais, desde simples
acidos graxos acetilénicos, até alfapironas, furanocromonas, flavonoides e também esteroides
pertencem a esse grupo de agentes bioativos. Da mesma maneira como as caracteristicas
estruturais, os mecanismos pelos quais essas moléculas desencadeiam sua atividade também
séo abundantes (JAHROMI; CHANSOURIA; RAY, 1992).

Embora a estrutura da bergenina ndo se encaixe estritamente em um padrdo de agentes
hipolipidémicos e antihipercolesterolémicos, ela possui muitas caracteristicas desses grupos. O
papel dos diferentes grupos funcionais presentes na bergenina podem ser melhor
compreendidos, uma vez que seu mecanismo de acédo seja conhecido.

A patogénese da doenca metabdlica e seus componentes associados, ainda nao sao
totalmente compreendidos, todavia, a obesidade central e a resisténcia a insulina sdo
reconhecidas como fatores causais. E uma condic&o clinica que tem grande impacto na vida do
individuo e da sociedade (SRIKANTHAN et al., 2016; ESLAM et al., 2020).

Deste modo, é desafiadora a busca por novas modalidades terapéuticas, considerando-
se a complexidade das doencas metabdlicas. Este trabalho, por sua vez, confirmou o que ja
existe na literatura sobre a bergenina e vislumbrou nova possibilidade de estudos futuros com
a bergenina, agora, com a expectativa de potencial efeito inibidor da enzima a-amilase.

A presente pesquisa fornece uma base para a possibilidade de se potencializar este efeito
por meio de derivados da bergenina, e uma investigacdo mais aprofundada é necessaria para
fornecer evidéncias para as implicacdes da bergenina como candidata a um novo composto no

manejo de doengas metabdlicas.
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6 CONCLUSOES

e No presente trabalho, foi possivel observar que a bergenina ndo foi toxica para as
linhagens MRC-5 e HepG2,;

e A bergenina mostrou-se ser mais ativa contra radicais ABTS do que DPPH;

¢ No ensaio de antioxidante celular a bergenina ndo apresentou efeito significativo;

e Abergenina apresentou um efeito moderado de atividade inibitoria sobre a via oxidativa
de oxidacdo de proteinas;

e O presente estudo revela pela primeira vez que a bergenina tem potencial de inibi¢do da
a-amilase;

¢ No entanto, subsequentemente, experimentos in vivo de validagdo em laboratério sdo
necessarios para confirmar seu papel fundamental, para que possa ser classificada como
um novo grupo de inibidores da a-amilase e compor os tratamentos contra doencas
metabdlicas;

¢ Na&o houve atividade notavel observada no caso do ensaio de inibi¢éo sobre a enzima o-
glucosidase e lipase;

e A bergenina ndo mostrou efeito significativo de inibicdo de captacdo de lipideos.
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