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RESUMO

SILVA, Sarah Caroline de Souza. Efeitos de plantas medicinais brasileiras na atividade
transcricional do receptor pregnano X em células HelLa. Brasilia, 2019. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Salde, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2019.

Em 2008, o Ministério da Saude do Brasil criou uma lista de plantas medicinais visando
contribuir com a incorporacdo de fitoterdpicos seguros e eficientes no sistema publico de
salde. Visto que compostos fitoterapicos sdo eliminados do corpo pelo mesmo sistema que
remove outras substancias, o uso de plantas medicinais concomitantemente com
medicamentos alopaticos pode resultar em interacdes medicamentosas. O receptor pregnano
X é um fator de transcricdo que exerce um importante papel no metabolismo e eliminagédo de
xenobioticos, portanto, a investigacdo da acdo de plantas neste receptor é relevante. O
objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos de trés plantas medicinais brasileiras, Costus
spicatus (Jacg.) Sw, Solidago microglossa DC. e Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb, na
atividade transcricional do receptor pregnano X in vitro. Os ensaios de viabilidade celular
mostraram que concentracfes até 3,0 mg/mL de Costus spicatus, 1,12 mg/mL de Solidago
microglossa e 1,8 mg/mL de Tabebuia avellanedae ndo foram consideradas toxicas para
células HeLa. O extrato de Solidago microglossa aumentou a atividade transcricional do
receptor pregnano X nas concentracdes de 0,4 e 0,5 mg/mL (3,5 e 2,6 vezes, respectivamente,
em relacdo ao veiculo, p<0,05). Em contraste, o de Tabebuia avellanedae diminuiu a
atividade transcricional em todas as concentrages testadas (0,1 até 0,7 mg/mL), e na
concentracdo mais alta, a inibicdo do receptor pregnano X foi cerca de 73% em relacdo a
atividade observada na presenca de rifampicina, agonista total deste receptor nuclear
(p<0,05). O extrato de Costus spicatus ndo mostrou efeito agonista ou antagonista no receptor
pregnano X. Nossos resultados demostraram que o extrato de Solidago microglossa se
comportou como agonista do receptor pregnano X e o de Tabebuia avellanedae como um
antagonista deste receptor. Embora ndo se saiba se estes resultados sdo reproduziveis in vivo,
novos estudos sdo necessarios para se investigar risco de interacdo medicamentosa e a

seguranca do uso desses fitoterapico com outros medicamentos.

Palavras-chave: agonismo, antagonismo, receptor pregnano X, Costus spicatus, Solidago

microglossa, Tabebuia avellanedae.



ABSTRACT

SILVA, Sarah Caroline de Souza. Effects of Brazilian medicinal plants on the
transcriptional activity of the pregnane X receptor in HelLa cells. Brasilia, 2019.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

In 2008, the Brazilian Ministry of Health created a list of national medicinal plants aiming to
contribute to the incorporation of secure and efficient phytotherapy in the public health care
system. Since phytotherapic compounds are eliminated from the body by the same system that
removes other substances, the use of medicinal plants concomitantly with allopathic
medicines may result in drug interactions. Pregnane X receptor is a transcription factor that
exerts an important role in metabolism and elimination of xenobiotics, so it is relevant to
investigate the action of plant specimens on this receptor. The objective of this study was to
evaluate the effects of three Brazilian medicinal plants, Costus spicatus (Jacg.) Sw, Solidago
microglossa DC. and Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb, on in vitro pregnane X
receptor transcriptional activity. The cell viability assays showed that concentrations up to 3.0
mg/mL of Costus spicatus, 1.12 mg/mL of Solidago microglossa and 1.8 mg/mL of Tabebuia
avellanedae were not considered toxic to HelLa cells. The extract of Solidago microglossa
increased the transcriptional activity of pregnane X receptor at concentrations of 0.4 and 0.5
mg/mL (3.5 and 2.6-fold, respectively, relative to the vehicle, p<0.05). In contrast, Tabebuia
avellanedae decreased pregnane X receptor transcriptional activity at all concentrations tested
(0.1 to 0.7 mg/mL), and at the highest concentration, the pregnane X receptor inhibition was
about 73% in relation to the activity observed in the presence of rifampicin, total agonist of
this nuclear receptor (p<0.05). The extract of Costus spicatus showed no agonist or
antagonistic effect on pregnane X receptor. Our results demonstrated that the extract of
Solidago microglossa behaved as a pregnane X receptor agonist and Tabebuia avellanedae as
an antagonist of this receptor. Although we still do not know whether these results are
reproducible in vivo, new studies are necessary to investigate the risk of drug interaction and

safety of phototherapy with other medicines.

Keywords: agonism, antagonism, pregnane X receptor, Costus spicatus, Solidago

microglossa, Tabebuia avellanedae.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos tém sido cada vez mais utilizados
no Brasil. A busca por estes produtos cresceu 161% entre 2013 e 2015 nas unidades basicas
de saude (BRASIL, 2016). Atualmente, existem 12 medicamentos fitoterapicos,
disponibilizados em 14 estados brasileiros, que estdo incluidos na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME): Aloe vera (babosa), Cynara scolymus (alcachofra),
Glycine max (isoflavona-de-soja), Harpagophytum procumbens (garra-do-diabo), Maytenus
officinalis (espinheira-santa), Mentha x piperita (horteld), Mikania glomerata (guaco),
Plantago ovata (plantago), Rhamnus purshiana (cascara-sagrada), Salix alba (salgueiro),
Schinus terebinthifolius (aroeira) e Uncaria tomentosa (unha de gato) (BRASIL, 2012a;
BRASIL, 2017).

No Brasil, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF)
propde “Garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional” (BRASIL, 2017). Para
atender esta proposta, o MS, através do PNPMF, divulgou a Relacdo de Espécies Vegetais de
Interesse do Sistema Unico de Satde - SUS (RENISUS) contendo 71 espécies vegetais com
potencial terapéutico que possam guiar pesquisas com a finalidade de ampliar o uso de

fitoterapicos que oferecam seguranca e eficacia no SUS (BRASIL, 2009).

Porém, o consumo de plantas medicinais ou fitoterapicos juntamente com drogas
alopaticas, pode ocasionar em interacGes medicamentosas e comprometer a eficicia da
terapéutica e causar possiveis complicacbes (HOGLE et al., 2018). Um exemplo classico de
interacdo é com a Hipericum perforatum, conhecida popularmente como erva de Séo Jodo e
utilizada como antidepressivo. Quando administrada concomitantemente  com
anticoncepcionais orais, pode diminuir os efeitos destes medicamentos por acelerar o
metabolismo de uma enzima do citocromo P450 (CYP 450), a CYP3A4. Esta enzima é
regulada pelo receptor pregnano X (PXR) e a erva de Sdo Jodo € um agonista potente deste
receptor (MOORE et al., 2000; SCHWARZ; BUSCHEL; KIRCH, 2003).

O PXR é um fator de transcri¢do dependente de ligantes encontrado principalmente no

figado e no intestino que participa da metabolizagdo da maioria dos xenobidticos por



expressar e regular enzimas metabolizadoras de drogas como a CYP 450 (TEBBENS et al.,
2018). Ele ¢é ativado por diversos endobidticos e Xxenobidticos, o que pode afetar a
farmacocinética (ZHANG; XIE; KRASOWSKI, 2008). Quando o PXR ¢ ativado por um
agonista, a expressao destas enzimas podem ser aumentadas, e faz com que drogas sejam
metabolizadas mais rapidamente, o que pode provocar uma interagdo medicamentosa (SINZ,
2013) e em alguns casos, acumulo de metabolitos toxicos (WANG, Y. M. et al., 2014). Ja a
sua inativacdo pode ter o resultado oposto, exemplo é a diminuicdo do metabolismo de
farmacos, aumentando sua biodisponibilidade (MANI; DOU; REDINBO, 2013).

Devido ao vasto numero de plantas ainda pouco estudadas, o uso de plantas medicinais
ou fitoterapicos serem de facil acesso e, muitas vezes, a populacdo fazer o uso destes
concomitantemente com outros medicamentos, sd0 necessarios estudos para observar
possiveis riscos de interacdes medicamentosas e também para contribuir com 0 uso consciente
e seguro pela populacdo. Para colaborar com estes propdésitos, neste trabalho foram
selecionadas trés espécies de plantas constantes na RENISUS, a Costus spicatus (Jacq.) Sw., a
Solidago microglossa DC. e a Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb. A Costus spicatus
(Jacq.) Sw., nomeada de ‘cana-do-brejo’, ¢ usada no tratamento contra dor ¢ inflamagao
(QUINTANS JUNIOR et al., 2010). A Solidago microglossa DC., conhecida como ‘arnica
brasileira’, ¢ utilizada para constipagdo, cicatrizacdo de feridas e alivio da dor (BIESKI et al.,
2012). E a Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb denominada como ‘ipé roxo’, tem seu uso
como analgésico, para tratamento de doencas estomacais e de pele (COELHO et al., 2010).
Neste trabalho, foram realizados ensaios de transfeccdo transiente e gene repdrter para

verificar se 0s extratos aquosos destas plantas alteravam a atividade transcricional do hPXR.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

O Brasil apresenta um vasto nimero de espécies e um complexo bioma, configurando
entre 0s 17 paises com maior biodiversidade no mundo (PIMENTEL et al., 2015). Apresenta
20-22% do total de plantas mundiais, com mais de 45.000 espécies (DUTRA et al., 2016).
Dentre as espécies de plantas, destacam-se as medicinais. Elas sdo usadas desde os primordios
da humanidade para cerimonias religiosas, diminuir a dor, prevenir e curar diversas doengas
(DE LUCA et al., 2012). Uma vantagem é que o conhecimento tradicional do uso de plantas

medicinais pode contribuir para o desenvolvimento de pesquisas (BRASIL, 2006).

E importante ressaltar que existe uma diferenca entre plantas medicinais e
fitoterapicos (ROSA; BARCELOS; BAMPI, 2012). A planta medicinal é aquela que em seus
orgaos ha compostos, dentre eles, os principios ativos, que provocam resposta bioldgica e que
podem ser utilizados tanto para sintese de medicamentos quanto para fins terapéuticos
(SOFOWORA; OGUNBODEDE; ONAYADE, 2013; SOUZA, 2015). J& os fitoterapicos séo
medicamentos adquiridos através da matéria-prima ativa vegetal e ndo possuem compostos de
origem natural ou sintética isolados ou purificados (BRASIL, 2014). No Brasil, eles sédo
classificados em duas categorias: os medicamentos fitoterapicos, onde sua seguranca e
eficacia foram avaliadas através de testes clinicos padronizados e os produtos tradicionais
fitoterapicos, onde estudos demonstraram sua seguranca em humanos na literatura técnico-
cientifica ao longo de 30 anos (ANVISA, 2015).

Atualmente, tem aumentado o numero de trabalhos cientificos relacionados aos
compostos quimicos e efeitos farmacoldgicos de plantas medicinais  publicados em
periddicos cientificos nacionais e internacionais, o0 que implica em avanco cientifico
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Os compostos fitoquimicos das plantas séo
responsaveis pelas propriedades terapéuticas. As técnicas cientificas levam ao isolamento e
identificacdo desses compostos (IBRAHIM et al., 2014) e colaboram para o desenvolvimento
da medicina moderna e descobertas de medicamentos (SEN; SAMANTA, 2015). Alguns
exemplos de medicamentos desenvolvidos a partir de plantas sdo a morfina (Papaver

somniferum L., conhecida como ‘6pio’), a aspirina (Salix alba L., popularmente denominada



de ‘salgueiro’), a quinina (Cinchona spp., chamada de ‘cinchona’) ¢ a digoxina (Digitalis
purpurea ou ‘dedaleira’) (VICKERS; ZOLLMAN; LEE, 2001).

Hoje sdo oferecidos 12 medicamentos fitoterapicos no SUS em 14 estados do Brasil
(BRASIL, 2012a), sendo eles Acre, Amazonas, Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias,
Pard, Paraiba, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sergipe, Sdo Paulo e
Tocantins (BRASIL, 2012b). Eles sdo indicados para diversas funcionalidades como
tratamento de queimaduras, artrite, gastrite e Ulcera (BRASIL, 2016) (Tabela 1). Esses
medicamentos estdo integrados na RENAME (BRASIL, 2017).

Tabela 1. Lista de fitoterapicos disponiveis no SUS e suas a¢fes ou indicacgdes.

Nome cientifico Nome popular Indicacdo/Acao
Aloe vera Babosa Queimaduras 1° e 2° graus
Cynara scolymus Alcachofra Hipercolesterolemia leve
Glycine max Isoflavona-de-soja Sintomas do climatério

Dor lombar baixa aguda e coadjuvante em
osteoartrite

Maytenus ilicifolia Espinheira-santa Auxilia no tratamento de gastrite e Glcera
Tratamento sindrome do célon irritavel e

Harpagophytum procumbens  Garra-do-diabo

Mentha x piperita Horteld antiespasmadica

Mikania glomerata Guaco Expectorante e broncodilatador

Plantago ovata Plantago Sindrome do co!on |r_r|tavel e obstipacgdo
intestinal

Rhamnus purshiana Cascara-sagrada Obstipacdo intestinal

Salix alba Salgueiro Tratamento de dor lombar baixa aguda

Schinus terebenthifolius Arocira Cicatrizante, antl-lnf]amatorlo e antissépitica

topico
Uncaria tomentosa Unha-de-gato Acrtite e osteoartrite

Fonte: Adaptado de Brasil (2012a).

De acordo com MS, houve um crescimento no SUS de 161% no uso de medicamentos
fitoterapicos e a base de plantas medicinais para tratamento de doencas entre 2013 e 2015
(BRASIL, 2016). Segundo dados do Sistema de Informacdo em Saude para a Atencdo
Basica (SISAB), em 1.205 estabelecimentos da Atencdo Baésica distribuidos em 822
municipios, foram registrados 89.037 atendimentos de fitoterapia no ano de 2016 (BRASIL,
2017).



O PNPMF do MS criou a RENISUS em 2008, uma lista contendo 71 plantas
medicinais com potencial terapéutico para nortear o desenvolvimento de pesquisas e gerar
produtos de interesse ao SUS e, com isso, aumentar 0 nimero de medicamentos fitoterapicos

para o uso da populagdo com seguranca e eficacia na saude priméria (BRASIL, 2009).

Para a realizacdo deste trabalho, foram escolhidos trés extratos constantes na
RENISUS: (i) Costus spicatus (Jacq.) Sw, (ii) Solidago microglossa DC. e (iii) Tabebuia
avellanedae Lorentz ex Griseb. O critério para escolha destes foi a disponibilidade dos
mesmos no Laboratério de Farmacologia Molecular da Faculdade de Saude da Universidade

de Brasilia.
2.1.1 Costus spicatus (Jacq.) Sw.

Costus spicatus Swartz (Costacea) (PICANCO et al., 2016), no Brasil conhecida como
‘cana-do-brejo’, ‘canarana’, ‘canamansa’, ‘cana-de-macaco’ e ‘pobre-velho’ (BORRAS,
2003; LORENZI; MATOS, 2008 apud PAES; MENDONCA; CASAS, 2013), é uma especie
nativa encontrada no Brasil, Colémbia, Mexico e Costa Rica, (PEREIRA DA SILVA;
BERNARDO; PARENTE, 1999; PICANCO et al., 2016) (Figura 1).

Figura 1. Inflorescéncia e folhas da Costus spicatus (cana-de-macaco). Obtido de PAES; MENDONCGCA,
CASAS, 2013.


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-234781

2.1.1.1 Uso na medicina popular

As folhas, caules e rizomas sdo popularmente utilizados no tratamento de infec¢Ges do

trato urinario, como anti-inflamatorio e diurético hipoglicemiante (ULIANA et al., 2015).

2.1.1.2 Efeitos Farmacoldgicos

Existem estudos na literatura que demonstram que a Costus spicatus possui Varios
efeitos: hepatoprotetor, antidiabético (NASCIMENTO et al., 2016; AZHAGUMADHAVAN
et al., 2018), antifingico (SILVA et al., 2008), antioxidante, antimicrobiano (ULIANA et al.,
2015), anti-inflamatorio e analgésico (QUINTANS JUNIOR et al., 2010; PICANCO et al.,
2016).

2.1.1.2.1 Efeito hepatoprotetor e antidiabético

No estudo de Azhagumadhavan e colaborados (2018), o extrato aquoso de Costus
spicatus mostrou atividade antidiabética e hepatoprotetora. O diabetes foi induzido em ratos
com estreptozotocina e o extrato aquoso foi capaz de normalizar os niveis de glicose no
sangue, comparavel com a eficacia do antidiabético glibenclamida e das enzimas hepaticas,
especificamente fosfatase alcalina, transaminase oxalacética glutamica e transaminase sérica
glutdmica piravica, ndo danificando o figado em comparacao a glibenclamida. De acordo com
Nascimento e colaboradores (2016), o extrato aquoso de Costus spicatus mostrou ter efeito
hipoglicemiante em camundongos. No estudo, tiveram dois grupos de camundongos: 0s que
receberam dieta hiperglicemiante e o outro a mesma dieta mais o extrato aquoso, ambos por
16 dias. O primeiro grupo teve um aumento da glicemia em jejum em 29,25%, porém o
segundo grupo mostrou reducado da glicose sanguinea em jejum de 20,59%.

2.1.1.2.2 Atividade antifingica

Uma fracdo de flavonoides do extrato aquoso das folhas de Costus spicatus apresentou
atividade antifungica para os dermatofitos que causam a tinea, sendo eles Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Epidermophyton floccosum e

principalmente, Microsporum canis (SILVA et al., 2008).



2.1.1.2.3 Efeito antioxidante e antimicrobiano

O extrato acetonico das folhas de Costus spicatus apresentou indice de Atividade
Antioxidante (AAI) de 0,56 + 0,068, considerado moderado de acordo com Scherer e Godoy,
onde o AAI moderado é de 0,05 a 1,0. No mesmo estudo, eles observaram atividade
antimicrobiana expressa pela concentracao inibitoria minima (CIM), onde o extrato acetdnico
das folhas exibiu forte atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia
coli com CIM de 0,5 mg/mL e Candida albicans com CIM de 0,25 mg/mL. Estas bactérias
estdo relacionadas a infeccéo do trato urinario. O controle norfloxacina teve o CIM de 0,5
mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,031 mg/mL, respectivamente (ULIANA et al., 2015).

2.1.1.2.4 Atividade anti-inflamatdria e analgésica

O extrato aquoso da folha de Costus spicatus demonstrou efeito inibitorio significativo
do edema, na migracdo de células inflamatorias e na sintese de prostaglandina, dessa forma,
apresentando atividade anti-inflamatdria. Além disso, reduziu significativamente a nocicepcao
induzida por veneno da vibora Bothrops atrox. O suposto mecanismo é a inibicdo central da
dor (PICANCO et al., 2016). Pesquisas de Quintans Junior e colaboradores (2010) mostraram
que o extrato metandlico obtido a partir das folhas de Costus spicatus possuem propriedades
anti-inflamatorias e analgésicas que, provavelmente sdo mediadas através da inibicdo da

sintese de prostaglandinas.

2.1.1.3 Compostos fitoquimicos

H& presenca de compostos fitoquimicos como polifenois, saponinas e heterosideos
cianogénicos no extrato aquoso e etanolico de diversas partes do Costus spicatus (caule, raiz,
rizoma e folhas) (PAES; MENDONCA; CASAS, 2013). Ja no extrato hidroalcodlico das
partes vegetativas, foram encontradas leucoantocianidinas e flavononas (PAES;
MENDONGCA; CASAS, 2013). Em outros estudos foram encontrados alcaloides, fendis,
taninos (BITENCOURT; ALMEIDA, 2014) e saponinas com estrutura esteroidal (DA
SILVA; BERNARDO; PARENTE, 1999). Outros compostos como quercetina, kaempferideo,
tamarixetina, especificamente quercetina 3-O-b-D-glucopiranosideo, kaempferide 3-O-b-D-
glucopiranosideo e tamarixetina 3-O-bD-glucopiranosideo foram identificados (DA SILVA,
BERNARDO; PARENTE, 2000).



2.1.2 Solidago microglossa DC.

Solidago microglossa DC. (Asteraceae) € espécie bastante encontrada no sul do Brasil,
Paraguai, Uruguai e Argentina (BAGGIO et al., 2012). E sinénimo de Solidago chilensis
Meyen (PEREIRA et al., 2018). Popularmente conhecida no Brasil por ‘arnica’, ‘arnica-
brasileira’, ‘arnica-silvestre’ e ‘erva-lanceta’ (BAGATINI et al., 2009) (Figura 2).

Figura 2. A inflorescéncia e as folhas de Solidago microglossa (arnica brasileira). Obtido de BEVILAQUA
et al., 2015.

2.1.2.1 Uso na medicina popular

As partes mais utilizadas na medicina popular sdo o rizoma seco, as raizes e as folhas
secas (SABIR et al., 2012) e a planta é utilizada para alivio da dor, cicatrizacdo de feridas,
constipacdo, fraturas oOsseas, hipertensdo, inflamacdo uterina, pneumonia, relaxamento
muscular e vermifugo (BIESKI et al., 2012).

2.1.2.2 Efeitos Farmacoldgicos

Possui acdo analgesica, anti-inflamatoria, antisséptica, estimulante (KAZIYAMA,;
FERNANDES; SIMONI, 2012), antimicrobiana (BRASILEIRO et al., 2006; MOREL et al.,


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-116108
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-116108

2006; FREIRES et al., 2010), antiproliferativa (BAGATINI et al., 2009), hepatoprotetora
(SABIR et al.,, 2012), cicatrizante (NETO et al., 2004) e antiviral (KAZIYAMA,
FERNANDES; SIMONI, 2012).

2.1.2.2.1 Atividade antimicrobiana

O oleo das folhas de Solidago microglossa inibiu o crescimento de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella
setubal, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans (MOREL et al., 2006). JA& o extrato etandlico de Solidago microglossa na
concentracdo de 5 mg/mL apresentou atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus.
O alo de inibicao foi maior ou igual ao do controle cloranfenicol (BRASILEIRO et al., 2006).
Em estudo de Freires e colaboradores (2010), observou-se que nas linhagens bacterianas
de Streptococcus mutans e Lactobacillus casei, bactérias do biofilme dentario mostraram-se
susceptiveis a acdo das tinturas de Solidago microglossa com CIM de 7,8 mg/mL e 1,9

mg/mL, respectivamente.

2.1.2.2.2 Atividade antiproliferativa

A infusdo de Solidago microglossa demonstrou ser toxica e apresentou atividade
antiproliferativa no teste do sistema Allium cepa, bioindicador de genotoxicidade e
citotoxicidade de plantas medicinais (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007), sugerindo em
eucariotos a inibicdo do ciclo celular, tornando-o um provavel potencial terapéutico
(BAGATINI et al., 2009).

2.1.2.2.3 Atividade hepatoprotetora

De acordo com estudos de Sabir e colaboradores (2012), o tratamento na dosagem de
100 e 200 mg/kg com o extrato etanolico de Solidago microglossa protegeu contra lesdo
hepatica induzida pelo paracetamol (250 mg/kg) em ratos Wistar, com isso, 0 extrato
demonstrou ter um efeito hepatoprotetor.
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2.1.2.2.4 Efeito cicatrizante

O extrato aquoso bruto em forma de injecGes intraperitoniais na concentracao de 16,1
mg/kg diminuiu de forma sutil as feridas abertas em ratos Wistar ap0s aplica¢do por 14 dias.
Entretanto, dose 3,4 vezes maior que a dose terapéutica (54,7 mg/kg) causaram letalidade em
50% do total de roedores (DLso), 0 que pode comprometer a seguranga do seu uso (NETO et
al., 2004).

2.1.2.2.5 Atividade antiviral

O extrato aquoso de Solidago microglossa apresentou atividade antiviral na
concentracdo méxima ndo toxica em linhagem celular de rim bovino (MDBK) de 1000 pg/mL
com porcentagem de inibicdo de 43% sobre o herpesvirus bovino (BoHV-1) (KAZIYAMA,;
FERNANDES; SIMONI, 2012).

2.1.2.3 Compostos fitoquimicos

Os compostos fitoquimicos encontrados nas folhas da Solidago microglossa séo:
saponinas, alcaloides, taninos, flavonoides (CHICOUREL et al., 1998; BAGGIO et al.,
2012), aminogrupos, antraquinonas, mucilagem, taninos, triterpenos, cumarinas, o flavonoide
glicosidico quercitrina (SMOLAREK, 2011), a-spinasterol e solidagenona (MOREL et al.,
2006).

2.1.3 Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb

Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb (Bignoniaceae), sinénimo de Handroanthus
impetiginosus (Mart. Ex DC.) Mattos (LOHMANN, 2015), popularmente conhecida como
‘ipé-roxo’, ‘pau-d’arco-roxo’, ‘ipé-roxo-da-mata’ (MARTINS; LAGO; CICERO, 2011), é
uma arvore encontrada em florestas tropicais da América do Sul, principalmente no nordeste
do Brasil (SUO et al., 2012; SUO et al., 2013; PARK, J. G. et al., 2017) e na América Central
(ZHANG; HASEGAWA; OHTA, 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Arvore florida de Tabebuia avellanedae (ipé roxo). Obtido de HUSSAIN et al., 2007.

2.1.3.1 Uso na medicina popular

E utilizada como auxilio no tratamento de doencas de pele e estomacais e também
como analgeésico (COELHO et al., 2010).

2.1.3.2 Efeitos Farmacoldgicos

Estudos mostram que a Tabebuia avellanedae possui acdo antitlcera (PEREIRA et al.,
2013), antidepressiva (FREITAS et al.,, 2013), antinociceptiva, antiedematogénica (DE
MIRANDA et al., 2001), antimicrobiana (MACHADO et al., 2003), antioxidante (SUO et al.,
2013), antimelanogénica (KIM et al., 2015) e anticolite (PARK, H. J. et al., 2017).
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2.1.3.3 Outros efeitos

O extrato metandlico da casca de Tabebuia avellanedae apresentou atividade larvicida
de mosquitos com 100% de mortalidade a 100 mg/L contra Aedes aegypti, Culex pipiens
pallens e Ochlerotatus togoi (KIM; JEON; LEE, 2013).

2.1.3.4 Compostos fitoquimicos

Compostos fitoquimicos da espécie foram relatados em estudos, como flavonoides,
saponinas, taninos condensados, triterpenos, esteroides (ARAUJO et al., 2015), derivados de
acido benzoico (KREHER et al., 1988) e ciclopenteno (ZHANG; HASEGAWA; OHTA,
2016), glicosideos, tais como iridoides (NAKANO et al., 1993), feniletanoide (AWALE et
al., 2005) e fenilpropanol (ARAUJO et al., 2015), antraquinonas, naftoquinonas (UEDA et
al., 1994) e furanonaftoquinonas (KREHER et al., 1988).

2.1.3.4.1 Lapachol

Lapachol, uma naftoquinona, ¢ um dos compostos isolados mais estudados da
Tabebuia avellanedae e extraido de varias outras espécies de plantas da familia Bignoniaceae.
Foi isolada pela primeira vez em 1858 por Arnaudon (ARNAUDON, 1858 apud DA SILVA
JUNIOR et al., 2009). Em 1882, Paternd elucidou sua estrutura, porém, de forma incorreta,
descreveu a posicao errada de uma dupla ligacio na cadeia lateral (PATERNO, 1882 apud DE
CARVALHO DA SILVA; FRANCISCO FERREIRA, 2016). Mais tarde, Hooker relatou sua
estrutura corretamente (HOOKER, 1892 apud DE CARVALHO DA SILVA E FRANCISCO
FERREIRA, 2016). Possui propriedades analgésica, antimaldria, antibiotica, antiulcerogénica,
anti-inflamatoria, anticancerigena (ARAUJO; ALENCAR; ROLIM NETO, 2002), antiviral
(FONSECA; BRAGA; SANTANA, 2003) e anti-helmintica (MATA-SANTOS et al., 2015).

A atividade antitumoral do lapachol chegou a ser testada na fase | de ensaios clinicos
em 1974 pelo Instituto Nacional de Cancer (NCI) nos Estados Unidos (HUSSAIN et al.,
2007). O lapachol apresentava baixa biodisponibilidade e para atingir concentragdes
terapéuticas no plasma eram necessarias altas doses da substancia, por isso, as investigacdes
foram suspensas. Além disso, as doses altas implicavam em efeitos toxicos (FALKENBERG,
2003).
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Outros compostos da Tabebuia avellanedae analogos do lapachol foram isolados,
como a a-lapachona e a B-lapachona (HUSSAIN et al., 2007). Um derivado da a-lapachona, a
epoxy-a-lapachona diminuiu 0 numero de amastigotas e promastigotas de Leishmania
braziliensis e Leishmania amazonenses, conferindo assim atividade antiparasitaria sobre a
leishmania (SOUZA-SILVA et al., 2014). Ja p-lapachona é um composto lipofilico (KIM et
al.,, 2015) e possui atividade anti-helmintica (MATA-SANTOS et al, 2015) e
antimelanogénica (KIM et al., 2015).

As pessoas veem na fitoterapia um método de cura e prevencdo mais acessivel por ser
de baixo custo e de facil acesso, ao contrario do que ocorre com outros medicamentos
(CRUZ; ALVIM, 2013). Porém, a falta de vigilancia efetiva do uso, eficacia, qualidade e
toxicidade desses produtos naturais transformou sua utilizagdo em um problema de saude
publica, devido ao seu uso indiscriminado (ASHIQ; HUSSAIN; AHMAD, 2014). Muitas
vezes, pela crenga de que “se ¢ natural ndo faz mal”, isso pode ocasionar em intoxicacoes ¢

em interacGes medicamentosas (ANVISA, 2018).

2.2 INTERACAO MEDICAMENTOSA

Uma interacdo medicamentosa é quando a resposta de um medicamento é alterada de
alguma maneira pela presenca de outro coadministrado (ROBERTSON; PENZAK, 2007), o
que pode ocasionar em aumento ou diminuicdo do efeito da droga. Com isso, esses efeitos
podem ser tanto nocivos, quanto vantajosos ao tratamento (SNYDER; POLASEK; DOOGUE,
2012).

O receptor pregnano X (PXR) esta envolvido em interacdes (MANI; DOU;
REDINBO, 2013). Ele ¢ um RN que regula genes que codificam diversas enzimas que
participam do metabolismo de xenobidticos (TOLSON; WANG, 2010), como, por exemplo,
grande parte das enzimas CYP 450. Agonistas e antagonistas de PXR podem aumentar ou
diminuir a expressdo destas enzimas, respectivamente. Em ambos os casos, quando estes
referidos compostos sdo administrados concomitantemente com outro medicamento, a
farmacocinética e farmacodinamica tem a possibilidade de serem alteradas, e isso pode

resultar em interagbes medicamentosas (WElI et al., 2016).
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O primeiro registro de interagdo com extrato de plantas foi com a erva de S&o Jo&o.
Foi observado que esta planta € capaz de interagir com diversos medicamentos por ser
agonista de PXR (MOORE et al., 2000). A erva de So Jodo associada com medicamento
contraceptivo oral pode diminuir as concentracbes ou os efeitos do medicamento
(HENDERSON et al., 2002). Outro exemplo com esta planta foi descrito em uma reviséo
sistematica realizada por Ernst (2002), onde relatou que a mesma diminuiu os niveis de
ciclosporina (imunossupressor) por induzir a CYP3A4 e a glicoproteina P (P-gp), e com isso,
aumentou o risco de rejeicdo de transplante em pacientes. Estudos mostraram que, em
linhagem celular de adenocarcinoma de préstata de humanos (PC-3) (KAIGHN et al., 1979),
houve aumento da expressdo da CYP3A4 e MDR1 com o pré-tratamento com agonista
seletivo e potente SR12813 de hPXR e ocorreu resisténcia das células ao taxol e a vimblastina
(CHEN et al., 2007). Estudos sugerem também que quando a rifampicina, agonista de PXR,
induz a CYP3A4, pode haver uma maior depuracdo metabolica do calcitriol, forma ativa da
vitamina D (1a,25-dihidroxivitamina D3) em células LS180. Consequentemente, efeitos deste
horménio na absorcédo intestinal de calcio tem a possibilidade de serem reduzidos. Com isso,
0S pacientes que recebem terapia cronica com agonistas de PXR tem maior a chance de
desenvolver osteoporose (ZHENG et al., 2012).

Os antagonistas de PXR bloqueiam o sitio de ligacdo (RANG et al., 2011) e diminuem
a atividade transcricional deste receptor, podendo assim, inibir varias enzimas do
metabolismo de xenobidticos. Por este motivo, pode ocorrer 0 aumento da concentracdo de
medicamentos coadministrados com estes compostos na corrente sanguinea pela reducdo da
depuracdo hepatica (TISSERAND; YOUNG, 2014). Desta forma, isso tem a possibilidade de
propiciar beneficios como melhoria da eficacia terapéutica por minimizar ou prevenir as
interagBes medicamentosas (BURK et al., 2018) e também diminuir a resisténcia ao cancer
(SMUTNY; PAVEK, 2014). Um exemplo é um estudo que mostrou que a inibicdo de PXR
com extratos de meldo amargo (Momordica charantia) em células de cancer de célon HT-29
reduziu a expressdo de proteinas como PXR e MDR1 e aumentou e sensibilizou o efeito da
doxorrubicina sobre a proliferacdo celular (KWATRA et al., 2013; PONDUGULA; PAVEK;
MANI, 2016).
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2.3 RECEPTORES NUCLEARES

A Superfamilia de receptores nucleares (RNs) € um grupo de fatores de transcricao
(TUCKERMANN; BOURGUET; MANDRUP, 2010) que possui 48 membros identificados
em humanos (DASH; TYAGI, 2016). Os ligantes dos RNs podem atravessar a membrana
plasmatica sem atuar com receptores da superficie celular e interagir com eles no meio
intracelular (SEVER; GLASS, 2013). Os componentes desta familia de receptores controlam
diversos processos fisiologicos: desenvolvimento, inflamacgdo, reproducdo, metabolismo e
homeostase (LIU; DOWNES; EVANS, 2015; DASH; TYAGI, 2016) e sdo alvos para o
tratamento de doencas como asma, diabetes, doenca coronariana, cancer, obesidade,
osteoporose e hipertensdo (DASH; TYAGI, 2016).

2.3.1 Estrutura

Os RNs possuem de cinco a seis dominios denominados de A a F, partindo do amino
terminal para o carbono terminal da proteina (PAWLAK; LEFEBVRE; STAELS, 2012).

Os RNs possuem uma estrutura comum: um dominio amino-terminal altamente
varidvel que inclui diversas regides de ativacdo de transcricdo distintas (o dominio A/B,
também denominado de funcdo de ativacdo 1 (AF-1), o dominio de ligacdo ao DNA (DBD,
dominio C), regido de dobradica (dominio D) e um dominio de liga¢do ao ligante (LBD,
dominio E). Além disso, tém uma cauda carboxi-terminal altamente variavel (o dominio F)
gue na maioria dos casos tém funcdes desconhecidas (MANGELSDOREF et al., 1995) (Figura
4).

A/B C D E F
] ]
AF-1 AF-2

Figura 4. Estrutura linear dos receptores nucleares. (A/B) regido N terminal varidvel que possui o dominio
de transativacdo independente de ligante AF-1; (C) dominio de ligacdo ao DNA conservado (DBD); (D) regido
de dobradica variavel; (E) regido conservada que contém o dominio de ligacdo ao ligante (LBD), a superficie de
dimerizagdo e o dominio de transativacdo AF-2 dependente do ligante; (F) regido que € encontrada em alguns
receptores nucleares, mas com fungdo desconhecida. Adaptado de HART, 2002.
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A regido amino terminal (dominio A/B) é a mais diversificada entre 0s RNs
(HELSEN; CLAESSENS, 2014), contém pelo menos uma regido de ativacao da transcri¢éo
AF-1 e vérios dominios de transativacdo autdbnomos (AD); possui comprimento variavel, de
menos de 50 a mais de 500 aminoacidos (ROBINSON-RECHAVI; ESCRIVA GARCIA;
LAUDET, 2003).

A regido mais conservada ¢ o dominio de ligacdo ao DNA (DBD; Dominio C)
(PAWLAK; LEFEBVRE; STAELS, 2012), composta por dois dedos de zinco: a caixa P (P-
box), no primeiro modulo de dedo de zinco, a hélice que permite as interagdes de sequéncias
especificas com o DNA. O segundo modulo de dedo de zinco na caixa D (D-box) permite que
os DBDs do receptor se hetero ou se homodimerizem (RUFF et al.; 2000; HELSEN;
CLAESSENS, 2014).

O dominio D ndo é bem conservado entre os diferentes receptores (STEGER;
SCHNABEL; SCHMIDT, 2002) e age como uma dobradica entre o DBD e o LBD,
permitindo a rotagdo do DBD (ARANDA; PASCUAL, 2001).

O LBD ou regido E tem sido o foco principal para a descoberta de medicamentos, pois
é o sitio no qual os ligantes se ligam. Possui tamanho e carater Unicos, com diversos
aminoacidos que garantem especificidade para ligantes. Dentro do LBD, existe uma regido
denominada funcdo de ativagcdo-2 (AF-2) que recruta ativadores transcricionais de forma
dependente do ligante (HUANG; CHANDRA; RASTINEJAD, 2010; KOJETIN; BURRIS,
2013; RASTINEJAD, 2013).

O dominio F ou carboxi-terminal é encontrado somente em alguns RN e é uma cauda
com funcdes desconhecidas (SEVER; GLASS, 2013).

2.3.2 Classificacao dos Receptores Nucleares
Os RNs, com base nas propriedades de ligacdo ao ligante, podem ser divididos em trés

classes: RNs de esteroides (classe 1), RNs orfdos adotados (Classe Il) e RNs érfaos (Classe
I11) (BAIN et al., 2007; GADALETA; MAGNANI, 2014).
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A familia de receptores esteroides (classe 1) inclui o receptor de progesterona (PR), 0
receptor de estrogénio (ER), receptor de glicocorticoide (GR), receptor de androgénio (AR), 0
receptor de mineralocorticoide (MR), o receptor do hormdnio tireoidiano (TR), o receptor do
acido retindico (RAR) e o receptor da vitamina D (VDR) (BAIN et al., 2007; SONODA, PEl,
EVANS, 2008).

Os receptores oOrfaos adotados (classe II) eram inicialmente Orfdos e tornaram-se
“adotados”, pois seus ligantes foram identificados recentemente (WAGNER; ZOLLNER,;
TRAUNER, 2011). Esta classe é composta pelo receptor retinoide X (RXR), PXR, receptor
hepatico X (LXR), receptor farnesoide X (FXR) e receptor ativado por proliferadores de
peroxissomas (PPAR) (BAIN et al., 2007).

A terceira classe de receptores tem sido denominada receptores 6rféos, uma vez que
seus ligantes ainda ndo sdo conhecidos (BAIN et al., 2007). Os receptores que integram esta
classe sdo: reversdo sexual sensivel a dosagem, regido critica de hipoplasia suprarrenal
congénita do cromossomo X, gene 1 (DAX-1) (MIZUSAKI et al., 2003), parceiro
heterodimero curto (SHP) (ZOU et al., 2015), Rev-erba, Rev-erbp (SAFE et al., 2014),
receptor oOrfao testicular 4 (TR4) (SAFE et al., 2014; ZHANG et al., 2015), receptor nuclear
sem cauda (TLX) (WANG; XIONG, 2016), receptor nuclear fotorreceptor especifico (PNR)
(FULTON et al., 2017), fator | de transcricdo do Promotor Upstream de Ovalbumina de
Galinha (COUP-TFI/EAR3) (DAI; HUSSAIN, 2012; ALFANO et al., 2014), fator Il de
transcrigdo do Promotor Upstream de Ovalbumina de Galinha (COUP-TFII/ARP-1) (DAL,
HUSSAIN, 2012; LE GUEVEL et al., 2017), fator de crescimento do nervo IB (Nur77) e
receptor nuclear relacionado 1 (Nurrl) (RANHOTRA, 2015).

2.4 RECEPTOR PREGNANO X

O PXR, produto do gene da subfamilia do receptor nuclear 1, grupo I, membro 2
(NR112), também conhecido como receptor ativado por pregnano (PAR) ou receptor esteroide
e xenobiotico (SXR) (DAGNINO et al., 2014; BREWER; CHEN, 2016) é um fator de
transcricdo (KUMARI; MUKHOPADHYAY; TYAGI, 2012; DAGNINO et al., 2014),
membro da superfamilia de RNs o6rfaos adotados (PONDUGULA; PAVEK; MANI, 2016).

Ele é ativado por ligante e se liga aos promotores de seus genes alvos para regular a expresséo
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destes (PONDUGULA; MANI, 2013). E denominado como “regulador mestre” ou
“xenosensor” (SARADHI et al., 2006) por seus ligantes serem tanto moléculas enddgenas,
qguanto exdgenas (DUSSAULT; FORMAN, 2002), como medicamentos fitoterapicos (XU;
HUANG; BI, 2016), drogas, pesticidas, compostos nutricionais, esteroides, acidos biliares e
vitaminas (SARADHI et al., 2006; DI MASI et al., 2009). Esses compostos podem se tornar
toxicos quando sdo acumulados no corpo (SONODA et al., 2003) e o PXR confere protecédo
contra agentes nocivos atraves da sua ativacdo, induzindo a metabolizacdo de compostos
exogenos e endogenos, e assim, acelerando a eliminagdo de substancias potencialmente
toxicas. Porém, a alteracdo da atividade transcricional do PXR pode ocasionar interaces
medicamentosas (XIE et al., 2000; LI et al., 2012).

E expresso em diversos tecidos como figado (WANG, Y. M. et al., 2014), intestino
(YE et al., 2016), rins (TOVAR-PALACIO et al., 2012), cérebro, medula éssea, glandulas
adrenais (LAMBA et al., 2004), coracdo (MESSINA et al., 2013), células imunoldgicas
(KODAMA; NEGISHI, 2013), estobmago (PAVEK, 2016), prostata (CHEN et al., 2007), mas
também em muitos canceres como colorretal (DONG et al., 2017), préstata, 0sso, mama,
ovario, endométrio (PONDUGULA; MANI, 2013), hematoldgico e cervical (PONDUGULA,
PAVEK; MANI, 2016).

2.4.1 Estruturado PXR

O PXR possui uma estrutura bem semelhante a de outros RNs: sua regido N-terminal
tém uma curta regido AF-1, o DBD esta ligado a uma regido de dobradica menor em relagédo
aos outros RNs, o LBD é altamente promiscuo e flexivel no C-terminal, onde também dispde
uma regido AF-2 (QIAO et al., 2013; BAKSHI et al., 2017).

2.4.1.1 Estrutura Cristalografica do LBD do hPXR

Como em outros RNs, o LBD do PXR humano € composto por trés conjuntos de a-
hélices: al/a3, a4/a5/a8 e a7/al0 (ONG et al., 2011). A regido variavel entre al e a3 é uma
curva de quatro residuos (IYER; RESCHLY; KRASOWSKI, 2006). Uma alca flexivel com
residuos de aminodacidos 309 a 321 substitui a a hélice 6 e fica proxima a cavidade de ligacdo
ao ligante, capaz de interagir com diversas moléculas (WATKINS et al., 2001). Alem do

mais, possui cinco folhas B anti-paralelas com o B1 e B1°, duas cadeias nao verificadas em
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outros RNs (ONG et al., 2011). O tamanho da bolsa de ligacdo do ligante apresenta ~ 1200-
1600 A3 (BUCHMAN; CHAI; CHEN, 2018) e por ser altamente flexivel e hidrofobica
permite que moléculas de varios tamanhos e orientacdes se liguem (LIU et al., 2011). Um dos
locais mais importantes altamente hidrofébico que interage com a maioria dos ligantes do
PXR é definido por trés residuos conservados, a Felinalanina 288 (F288), Triptofano 299
(W299) e Tirosina 306 (Y306) (NGAN et al., 2001) (Figura 5).

Figura 5. Estrutura cristalografica do LBD de hPXR. As a-hélices sdo representadas em azul, as folhas
comuns em outros RNs em amarelo, as folhas beta exclusivas do PXR em rosa e a regido AF-2 em verde. As
esferas transparentes no centro da cavidade de ligagdo ao ligante é o agonista SR12813. Adaptado de ONG et al.,
2011.

2.4.2 Mecanismos de acdo do PXR

De forma classica, comparado aos outros RNs, o PXR possui trés mecanismos de
regulacdo da atividade transcricional, sendo eles a transativacdo e a transrrepressdo, ambos

dependentes de ligantes, e a represséo, independente de ligante (Figura 6).

Figura 6. Mecanismos de acdo do PXR. a) Ativacdo dependente de ligante: o0 PXR heterodimeriza-se com o
RXR apos a ligacdo de um agonista, posteriormente, o PXR/RXR interage com o elemento responsivo, ocorre
uma mudanga conformacional que leva a liberagdo de proteinas correpressoras e recrutamento do complexo
coativador, ativando a transcricdo génica. b) Transrrepressdo dependente de ligante: na presenca de ligantes, o
PXR antagoniza outros fatores de transcricdo como o NF-kB, reprimindo a expressdo génica. ¢) Repressdo
independente de ligante: na auséncia de ligantes, o PXR se liga ao elemento responsivo, porém o complexo
correpressor ndo se dissocia do receptor, dessa forma, a expressdo génica é inibida. Baseado em PASCUAL;
GLASS, 2006; RICOTE; GLASS, 2007; PONDUGULA; MANI, 2013.
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Na transativacdo, o PXR é encontrado no citoplasma e quando seus ligantes se ligam,
transloca-se para o nucleo da célula. Ele heterodimeriza-se com o receptor retinoide X alfa
(RXRa) e se liga aos seus elementos de resposta no DNA, nos promotores dos genes-alvo,
para ativar a transcricdo (LIM; HUANG, 2008; KODAMA; NEGISHI, 2013; KONG et al.,
2016). A expressdo génica é facilitada com a dissociacdo de proteinas correpressoras e
associacdo de proteinas coativadoras na regido AF-2 do LBD do PXR (MANI; DOU;
REDINBO, 2013). As metiltransferases ou histonas acetiltransferases (HAT) podem causar o
relaxamento da cromatina, pois enfraquece sua associacdo ao DNA, assim promovendo 0
recrutamento e associa¢do dos coativadores com a maquinaria transcricional (LIM; HUANG,
2008). Os principais coativadores do PXR sdo o coativador do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma gama (PGC-1), os membros da familia de coativadores p160,
coativador de receptor esteroide 1 (SRC-1) e 2 (SRC-2) (HARIPARSAD et al., 2009;
IHUNNAMH; JIANG; XIE, 2011), fator de transcri¢do forkhead FKHR (FOXOL1) e a proteina
1 de interacdo com o receptor nuclear (nuclear receptor interacting protein 1) (RIP140)
(HARIPARSAD et al., 2009).

Na transrrepressdo, a expressao génica é regulada negativamente. O PXR néo se liga
aos elementos responsivos dos genes alvo, oposto do que ocorre na transativacéo (LIU, 2014).
O PXR pode reprimir de forma dependente de ligantes outros fatores de transcri¢cdo, como
exemplo, o fator nuclear kappa B (NF-xB) (LEFEBVRE et al., 2005), que regula a resposta
imune e inflamatoria (ZHOU et al., 2006). A repressdo do NF-kB através da ativagdo do PXR
pode diminuir a inflamacdo (ANDERSEN et al., 2011). Estudo realizado por Zhou e
colaboradores (2006), sugere que a ativagdo do NF-«kB antagoniza 0 PXR, enquanto a inibicdo

do NF-kB aumenta a ativagdo do PXR.

J& na auséncia de ligantes, ocorre a repressdo do PXR. Os correpressores, como 0
mediador silenciador de receptores de retinoides e horménios tireoidianos (SMRT),
correpressor de receptores nucleares (NcoR) (DI MASI et al., 2009) e pequeno parceiro
heterodimero (SHP) reprimem a transcricdo génica, pois recrutam histonas desacetilases
(HDAC:S), que fortalecem a associacdo de histonas ao DNA (NAVARATNARAJAH et al.,
2012; PAVEK, 2016).
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2.4.3 PXR no metabolismo de endobidticos

O PXR esta envolvido em diversos processos fisiologicos, além do metabolismo de
drogas (BANERJEE; ROBBINS; CHEN, 2015). Estudos apontam fung@es cruciais do PXR
no metabolismo de glicose e lipideos, na homeostase mineral 6ssea e desintoxicacdo do &cido
biliar IHUNNAH; JIANG; XIE, 2011; CHAI; ZENG; XIE, 2013).

Em relagdo ao metabolismo de glicose, um estudo de Gotoh e colaboradores
demonstrou que o PXR aumentou a gliconeogénese hepética de camundongos em jejum. Foi
sugerido que o referido receptor em resposta a baixa concentracdo glicose induziu
fosfoenolpiruvato carboxiquinase 1 (Pepckl) e glicose 6 fosfatase (G6Pase), genes de
enzimas que participam da gliconeogénese (GOTOH; MOORE; NEGISHI, 2015). Porém, o
estudo de Kodama e colaboradoes mostrou um efeito oposto. Foi observado que o PXR
ativado pela rifampicina regulou negativamente a expressdo da G6Pase e Pepckl em células
de hepatocarcinoma humano Huh7 (KODAMA et al., 2007).

Referente ao metabolismo lipidico, Zhou e colaboradores (2006) sugerem que houve
um aumento de triglicerideos no tecido hepatico de camundongos transgénicos (Alb-VP-
hPXR) que expressam o hPXR ativado no figado. Este acimulo foi relacionado ao aumento
da expressdo de enzimas estearoil-CoA dessaturase-1 (SCD-1), elongase de acido graxo livre

de cadeia longa (FAE) e do transportador de acido graxo livre CD36.

Ja foi descrito que o PXR participa na homeostase mineral dssea. A vitamina K2,
nutriente essencial na participacdo da coagulacdo sanguinea, também estd envolvida na
formagdo 6Ossea. A suplementacdo de vitamina K2 é eficaz no tratamento da osteoporose e
aumenta a densidade 6ssea in vivo (TABB et al., 2003; ICHIKAWA et al., 2006). Em um
estudo realizado por Tabb e colaboradores (2003), as linhagens celulares de osteosarcoma
HOS, MG-63 e Saos-2 expressaram 0 PXR. Neste mesmo estudo, foi observado que a
vitamina K2 foi agonista de PXR em dose-dependente (1 uM e 10 uM) e induziu a expressao
da CYP3A4. A vitamina K2 também regulou positivamente genes marcadores de osteoblastos
fosfatase alcalina (ALP), osteopontina (OPN), proteina Gla da matriz (MGP) e
osteoprotegerina (OPG). Com isso, a formacdo 6ssea pela ativacdo do PXR pela vitamina K2
pode ser aumentada (ICHIKAWA et al., 2006).
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O PXR tambeém possui funcdo na detoxificacdo do acido biliar. Staudinger e
colaboradores propde que o acido litocolico (AL), acido biliar secundéario hidrofébico toxico,
ativa do PXR e resulta em inducdo da expressdo do transportador 2 de anions organicos
independente de sodio (Oatp2) e repressao do colesterol 7a-hidroxilase (Cyp7al), ambos séo
genes que participam do metabolismo, transporte e biossintese de &cidos biliares
(STAUDINGER et al., 2001).

2.4.4 PXR no metabolismo de xenobidticos

O PXR participa da regulacdo das enzimas metabolizadoras das quatro fases: fase 0,
influxo de drogas para as células; fase I, oxidacdo enzimatica; fase Il, conjugacéo e fase IllI,
responsavel pelo efluxo de metabdlitos para eliminacdo (PRAKASH et al., 2015; KOTIYA et
al., 2016).

244.1Fase 0

Na fase 0, um xenobiotico entra na célula (SCHULTHESS, 2016).

2.4.4.2 Fase |

As CYP450 séo as principais enzimas da fase | (MITTAL et al., 2015). As CYPs séo
uma superfamilia de enzimas monooxigenases (GIRVAN; MUNRO, 2016) que atuam no
metabolismo de xenobioticos através da catalisacdo de reacGes oxidativas de uma diversidade
de substratos, como compostos nutricionais e drogas (BASHEER; KEREM, 2015). S&o
expressas predominantemente no figado e no intestino (BARNABA et al., 2017) e no meio
intracelular estdo localizadas nas mitocéndrias e no reticulo endoplasmatico liso (MITTAL et
al., 2015).

Através de uma ligacdo tiolato de cisteina altamente conservada, a CYP450 contém
um centro de ferro heme ativo ligado a uma proteina (MITTAL et al., 2015). O oxigénio
molecular (O2) ou monoéxido de carbono (CO) se liga ao ferro heme e forma um complexo
que produz um comprimento de onda maximo de ~ 450 nm, por isso, 0 nome CYP450
(GUENGERICH et al., 2009; VAN BOGAERT et al., 2011).
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A CYP450 possui 57 genes e 59 pseudogenes, com 18 familias e 43 subfamilias
(BAYNES; DOMINICZAK, 2018). Cerca de 12 enzimas das familias CYP 1, 2 e 3
participam da biotransformacdo de aproximadamente 70-80% de drogas em uso clinico, das
57 CYPs funcionais (ZANGER; SCHWAB, 2013). A ativacdo do PXR muitas vezes leva a
transcricdo de varios genes CYP como CYP1A (MAGLICH et al., 2002), CYP2B6
(GOODWIN et al.,, 2001; DE MONTELLANO, 2015), CYP2B9, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19 (DE MONTELLANO, 2015) e, principalmente, CYP3A4 (IHUNNAH; JIANG;
XIE, 2011), que metaboliza aproximadamente 50% de todos os farmacos utilizados na clinica
(SMUTNY:; DUINTJER TEBBENS; PAVEK, 2015).

Os substratos de CYP3A4 sdo medicamentos tais como estatinas, antibidticos,
bloqueadores de canais de célcio, imunossupressores, medicamentos contra o cancer e
antivirais do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que sdo utilizados na
farmacoterapéutica de diversas doencas (SMUTNY; DUINTJER TEBBENS; PAVEK, 2015).

2.4.4.3 Fase Il

As enzimas da fase Il transformam os metabdlitos da fase | ou os préprios farmacos
em moléculas mais polares para serem eliminadas através da conjugacdo (WANG;
LECLUYSE, 2003). As enzimas metabolizadoras de farmacos reguladas pelo PXR sdo UDP-
glucuroniltransferase (UGT), sulfotransferase (SULT) e glutationa S-transferase (GST)
(IHUNNAH; JIANG; XIE, 2011).

2.4.4.3.1 UDP-Glucuronosiltransferases

As enzimas UDP-glucuronosiltransferases (UGTs) realizam o processo de
glucuronidaco, o que deixa as moléculas mais faceis para serem eliminadas atraves da bile e
urina. O &cido uridina 5”-difosfo-a-D-glucurénico (UDPGA) forma uma ligacdo quimica com
um atomo de C, O, N ou S, através de uma reacdo catalisada pelas UGTs (JANCOVA,;
ANZENBACHER; ANZENBACHEROVA, 2010).

De acordo com Zhuo e colaboradores (2014), a rifampicina aumentou a expressao da
UGT1A1 pela ativagdo do PXR em linhagem celular de carcinoma ovariano (SKOV-3). Em

outro estudo, foi demonstrado que o PXR também regula positivamente outras isoformas da
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UGT (UGT1A, UGT1A3 e UGT1A4) em células HepG2 e células Caco-2. Nesse mesmo
estudo, a isoforma UGT2B néo foi regulada pelo PXR (GARDNER-STEPHEN et al., 2004).
Além da rifampicina, outros agonistas do PXR que regulam a UGT sdo relatados: fenitoina,
fenobarbital e carbamazepina. A regulacdo da UGT1AG6 pelo PXR é descrita, apesar de ser em
menor frequéncia (HACKER; MESSER; BACHMANN, 2009).

2.4.4.3.2 Sulfotransferases

As enzimas sulfotransferases (SULTS) catalisam uma reacdo denominada sulfonacgao
(sulfatacdo) de compostos enddgenos e exdgenos (ALNOUTI; KLAASSEN, 2008; NASSAR,
2009). Conjugados sulfamato ou sulfato sdo formados quando ha transferéncia de um grupo
sulfonil de um doador sulfato de 3'-fosfoadsorina 5'-fosfossulfato para grupos amino ou
hidroxila de moléculas aceptoras, sendo catalizados pelas SULTS (NASSAR, 2009). Assim,
na maioria dos casos, diminui a atividade biolégica de um composto por aumentar a
solubilidade em agua tornando mais facil sua excrecdo via bile ou rins (GAMAGE et al.,
2006).

As SULTSs séo divididas em cinco familias (1, 2, 3, 4 e 5) com similaridade de 40%
nas sequéncias de aminoacidos e com sequéncia de DNA parecida (ALNOUTI; KLAASSEN,
2008). O PXR ativado pela dexametasona induziu a SULT1E1 em camundongos machos. O
ativador pregnenolona-16a-carbonitrilo (PCN), ligante do PXR induziu a expressdao de RNA
mensageiro (RNAm) de SULT2A1, 2A2 e 4A1 em camundongos fémeas (ALNOUTI,
KLAASSEN, 2008). A dexametasona também induziu a SULT2A em cultura priméaria de
hepatocitos humanos (DUANMU et al., 2002). Ja a rifampicina reprimiu o gene SULT1E1
em hepatocitos primarios humanos via PXR. A sugestdo do mecanismo de repressao é através
da interrupcdo de uma estrutura de cromatina ativa, quando o PXR é ativado por rifampicina,
ele interage com o fator nuclear de hepatécito 4a (HNF4a) (KODAMA et al., 2011).

2.4.4.3.3 Glutationa S-transferases

As Glutationa S-transferases (GSTs) formam conjugados de glutationa mais
hidrofilicos e menos reativos, pois catalisam a conjugacao de glutationa reduzida (GSH) com
compostos apolares que possuem um atomo de nitrogénio, carbono ou enxofre eletrofilicos
(HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008; KNIGHT; CHOUDHURI; KLAASSEN, 2008;
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HIGGINS; HAYES, 2011). As GSTs protegem macromoléculas, células e organelas do
estresse oxidativo e quimico (IHUNNAH; JIANG; XIE, 2011).

Em estudos de Wang e colaboradores (2013), foi observado que houve transcri¢do de
Glutationa S-Transferase Microssomal 1 (MGST1) e Glutationa S-Transferase Microssomal 2
(MGST2) via PXR no ensaio de transcricdo reversa seguido de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-gPCR). O estudo de Knight e colaboradores (2008) mostrou que a PCN e a
espirolactona (SPR) aumentaram significativamente a expressdo de classe alfa GSTAL/2 via
ativacéo de PXR.

2.4.4.4 Fase |l

Esta fase envolve os membros da familia de proteinas dos cassetes de ligacdo de ATP
(ABC). S&o proteinas transmembranares que possuem dois dominios de ligagdo no citoplasma
e bombeiam drogas para o meio extracelular usando energia da hidrélise de ATP
(MASEREEUW; RUSSEL, 2012; PRAKASH, 2015).

O gene cassete de ligacdo de ATP 1, subfamilia A, membro 1 (ABCB1), também
conhecido como proteina 1 de resisténcia a multiplas drogas (MDR1), codifica a proteina de
permeabilidade ou P-gp (BLOKZIJL et al., 2007; CALLAGHAN et al., 2014) que € regulada
também pelo PXR (HARMSEN et al., 2010). Este gene esta relacionado a resisténcia a
maltiplos farmacos na quimioterapia pela sua funcdo de efluxo de drogas (KOTA et al.,
2010). A ativacdo do PXR e inducdo dos genes do metabolismo de farmacos pode diminuir a
eficacia de drogas anticancerigenas, e isso pode ocorrer devido a alguns tratamentos serem
realizados em curto intervalo de tempo e em baixas doses e também por alguns tumores terem
baixa vascularizacdo (CHEN et al., 2009). Alguns tumores também expressam o PXR, e com
isso, aumenta a metabolizacdo do farmaco administrado e ocasiona em resisténcia. Um
exemplo é o tamoxifeno, um modulador seletivo do receptor de estrogénio utilizado como
antineoplasico, ele induz a expressao do MDR através do PXR em células de cancer de mama
MCF-7 (NAGAOKA et al., 2008).

A P-gp foi induzida em linhagem celular de adenocarcinoma do célon do intestino
humano (LS180) pela ativacdo do PXR com diversas drogas: ciclofosfamida, docetaxel,

ifosfamida, paclitaxel, flutamida, vimblastina, vincristina e tamoxifeno (HARMSEN et al.,
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2010). Outro membro da familia ABC que também ¢é induzido pela ativacdo do PXR € a
proteina 2 associada a resisténcia a multiplas drogas (MRP2/ABCC2). A rifampicina e a
hiperforina foram capazes de induzir o RNAmM da MRP2 em hepatocitos primarios humanos
(KAST et al., 2002). A vincristina induz a expressdao de ABCC2 e ABCC3 em células de
carcinoma através da ligagdo ao hPXR (CHEN et al., 2009).

2.4.5 Ligantes sintéticos e naturais do PXR

2.4.5.1 Agonistas

O PXR é considerado um RN promiscuo, pois apresenta uma variedade de compostos
ativadores estruturalmente diversos (WATKINS; NOBLE; REDINBO, 2002; YU et al.,
2011). O medicamento classico ativador do PXR humano é a rifampicina, um antibiotico
utilizado para tratar tuberculose (LI; CHIANG, 2005). Outros medicamentos como
clotrimazol (LEHMANN et al., 1998), dexametasona (PASCUSSI et al., 2000), fenobarbital
(WAGNER et al., 2005), paclitaxel (SCHWAB, 2008) e ritonavir (LUO et al., 2002) séo
ativadores do PXR (Tabela 2).

Uma das primeiras descobertas de interacdo entre extrato de plantas medicinais e PXR
foi com a Hypericum perforatum, conhecida como erva de Sdo Jodo ou Hipérico, utilizada
como antidepressivo. Ela ativa 0 PXR e induz a expressdao da CYP3A4 em hepatocitos
humanos (MOORE et al., 2000), CYP2D6 e MDR1 (KLEMOW et al., 2011). Outros
compostos naturais que ativam a transcricdo do PXR incluem kava kava (Piper methysticum)
(STAUDINGER; DING; LICHTI, 2006), ginkgo (Ginkgo biloba) (YEUNG et al., 2008), wu
wei zi (Schisandra chinensis) (MU et al., 2006) e purpirea (Echinacea purpulrea)
(AWORTWE et al., 2015).

Compostos isolados de plantas que ativam o PXR sdo descritos, exemplos séo a
nigramida C, extraida da raiz de Piper nigrum L. (KANNO et al., 2014), o alisol B 23-
acetato, extraido do rizoma de Alisma rhizome (KANNO et al., 2017) e a indirubina extraida
de raizes secas de Ban-Lan-Gen (Polygonum tinctorium, Isatis indigotica, Isatis tinctoria e
Strobilanthes cusia) (KUMAGAI et al., 2016).
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Mesmo com uma gama de ativadores, novos compostos agonistas de PXR continuam
sendo descobertos. Os esteroides marinhos, incisterois, sdo agonistas potentes do PXR,
aumentam a expressdo do MDR1 e CYP7A4 via PXR e possuem potencial de aplicacdo em

doengas humanas associadas a desregulagdo do sistema imune (CHIANESE et al., 2014).

Em estudos de Zhang e colaboradores (2015), foi demonstrado que os ginsenosideos,
compostos ligantes do PXR extraidos do Ginseng (Panax ginseng), tiveram funcdo anti-
inflamatorias sobre atividade do NF-kB. Eles diminuiram a translocacdo da subunidade do
NF-KB, p65, atraves da associacao fisica entre 0 PXR e NF-kB.

Tabela 2. Ligantes agonistas e suas recomendacdes de uso ou acao.

Agonista sintético/semissintético

Indicacéo de uso/ acdo

Referéncia

Acido micofendlico
Carbamazepina
Clotrimazol

Dexametasona
Efavirenz

Glimepirida

Isradipina

Lovastatina
Metolazona
Rifampicina

Sr 12813

Topiramato
Trifluridina

Imunossupressor
Antiepiléptico
Antimicético
Anti-inflamatério e
imunossupressor
Antirretroviral

Antidiabético

Anti-hipertensivo, neuroprotetivo
(estudo pre-clinicos)
Anti-hipercolesterolemia
Diurético

Antibidtico

Hipocolesterolémico

Anticonvulsivo
Antiviral e antineoplasica

(RATAJEWSKI et al., 2015)
(GREWAL et al., 2017)
(LEHMANN et al., 1998)
(PASCUSSI et al., 2000; SCHEER
etal., 2010)

(NARAYANAN et al., 2018)
(BECIC; KAPIC; BECIC, 2003;
SINZ et al., 2006)
(DROCOURT et al., 2001;
BIGLAN et al., 2017)
(LEHMANN et al., 1998)
(BANERJEE; CHEN, 2014)
(LI; CHIANG, 2005)
(BERKHOUT et al., 1996;
SHUKLA et al., 2011)
(NALLANI et al., 2003)
(RATAJEWSKI et al., 2015)

Agonista natural

Erva de sdo jodo (Hypericum
perforatum)

Forscolina (Coleus forskonhlii)
Ginkgo (Ginkgo biloba)

Kava kava (Piper methysticum)
Makandi (Echinacea purpurea)

Wu Wei Zi (Schisandra chinensis)

Antidepressivo

Hipotireoidismo, doenga cardiaca
e distdrbios respiratérios

Deficiéncia da memoria

Ansiedade

Infecgdes respiratorias, gripe e
resfriado

Tratamento de dispneia, tosse,
diaforese, amnésia e ins6nia

(MOORE et al., 2000)

(DING; STAUDINGER, 2005)

(YEUNG et al., 2008; LAU et al.,
2010)

(STAUDINGER; DING; LICHTI,
2006; SARRIS et al., 2013)

(AWORTWE et al., 2015)

(MU et al., 2006; WANG et al.,
2017)

Composto natural isolado

Colupulona (Humulus lupulus)

Nigramida C (Piper nigrum)

Piperina (espécies piper)

Atividade antibacteriana

Antioxidante, melhora funcédo
cognicédo

(SIMPSON; SMITH, 1992;
TEOTICO et al., 2008)
(KANNO et al., 2014)
(CHONPATHOMPIKUNLERT;
WATTANATHORN;
MUCHIMAPURA, 2010)
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2.4.5.2 Antagonistas

Na literatura, hd poucos antagonistas de PXR relatados e 0s seus mecanismos de agédo
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (SMUTNY; PAVEK, 2014). Os antagonistas podem
impedir a ligacdo de um agonista ao PXR ou deslocar um agonista do seu LBD e ocupar o
bolso de ligagdo do receptor. Eles podem interagir diretamente ou alostéricamente com o
PXR, ou seja, tanto no LBD, quanto em outras regides do referido RN, como na regido AF-2,
e com isso fortalecer as ligagcbes com correpressores por bloquear a ligacdo dos coativadores
ou do RXR (CHAI et al., 2016).

O primeiro antagonista do PXR descrito foi um composto natural proveniente do
tunicato marinho Ecteinascidia turbinata, o antineoplasico ecteinascidina 743 (ET-743)
(SYNOLD; DUSSAULT; FORMAN, 2001; CHAI et al., 2016). Ele suprime a transcri¢do do
ABCB1 (SYNOLD; DUSSAULT; FORMAN, 2001), porém seu mecanismo ndo esta claro e
ndo se sabe se ele antagoniza de forma direta 0 PXR (CHAI et al., 2016). Outros antagonistas
descobertos no decorrer dos anos foram o cetoconazol (HUANG et al., 2007) e a metformina
(KRAUSOVA et al., 2011). Huang e colaboradores (2007) propdem que o cetoconazol
impede a interagdo do coativador SRC-1 ao hPXR. Dois possiveis mecanismos s&o sugeridos,
apesar de ndo estarem totalmente elucidados: no primeiro, ap6s um agonista se ligar ao hPXR,
o0 cetoconazol interage de forma alostérica com o receptor e modifica sua estrutura, impedindo
a ligacdo do coativador SRC-1. No segundo, um agonista se liga ao hPXR, o cetoconazol se
liga ao sitio do coativador e inibe de forma direta a ligacdo do SRC-1. O possivel local de
interacdo do cetoconazol a regido AF-2 do hPXR (EKINS et al., 2007; WANG et al., 2007).
Apesar disso, o cetoconazol, em doses terapéuticas, ndo foi capaz de antagonizar o PXR
ativado pela erva de Sdo Jodo em humanos (FUCHS et al., 2013). Em relacdo a metformina,
um estudo de Krausova e colaboradores (2011) sugere que este medicamento interrompe a
interacdo do coativador SRC-1 com o PXR na presenca de rifampicina, com isso, suprime a
expressdo da CYP3A4.

Produtos naturais antagonistas de PXR também s&o descritos na literatura. O
sulforafano € um composto encontrado em vegetais do género Brassica, principalmente
brécolis (POULTON et al., 2013; CHAI et al., 2016). Ensaios sugerem que o sulforafano
interage com o LBD e a regido AF-2 do PXR (ZHOU et al., 2007; EKINS et al., 2008).
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Porém, em humanos, este efeito ndo foi observado (POULTON et al., 2013). Outra planta
descrita € a Solanum paniculatum L. (jurubeba). Sua infusdo diminuiu a expressdo génica da
CYP3A4 via acdo antagonista do hPXR (MAZZARI et al., 2016). Ja flavolignanas silibina e
isosilibina, compostos do Cardo-mariano (Silybum marianum L. Gaertn.) séo antagonistas do
PXR (MOOIMAN et al.,, 2013). Mooiman e colaboradores (2013) sugerem que estes

compostos se ligam a regido AF-2 do PXR, especificamente no aminoacido Felinalanina

429A, porém mais estudos sdo necessarios para comprovar este mecanismo (Tabela 3).

Tabela 3. Ligantes antagonistas e suas recomendag0es de uso ou acao.

Antagonista sintético/semissintético

Indicacdo de uso/ agdo

Referéncia

A-792611

Camptotecina
Cetoconazol
Enilconazol
Fluconazol
Metformina

Pazopanibe

Pimecrolimo

Antirretrovirail (inibidor
da protease do HIV)

Anticancerigeno
Antifungico
Antifangico
Antifungico
Anti-hiperglicémico

Antiangiogénico

Antiangiogénico

(HEALAN-GREENBERG et al., 2008)

(CHEN et al., 2010)

(FUCHS et al., 2013)
(WANG et al., 2007)
(WANG et al., 2007)

(KRAUSOVA et al., 2011)

(CASTANEDA; GOMEZ, 2009; BURK
et al., 2018)

(MCCORMACK, 2014; BURK et al,
2018)

Antagonista Natural

Cardo mariano (Silybum marianum)

Jurubeba (Solanum paniculatum)

Hepatoprotetor

Antidiarreico e

(MOOIMAN et al., 2013; BAHMANI et
al., 2015)
(CLEMENTINO-NETO et al., 2016;

espamolitico MAZZARI et al., 2016)
Composto isolado natural ou
derivado
Coumestrol Osteoprotetor (WANG et al., 2008; ZHAI et al., 2018)
Resveratrol (vinho tinto e uva Antioxidante e anti- (SMUTNY; PAVEK, 2014;
vermelha) inflamatorio SZKUDELSKI; SZKUDELSKA, 2015)

Sesamina (Sesamum indicum)

Sulforafano (género Brassica)

Isotiocianato de alilo (AITC)

Reduz niveis de
colesterol sérico e
hepético

Anticancerigeno

(HIROSE et al., 1991; LIM et al., 2012)

(POULTON et al.,, 2013; CHAI et al.,
2016)

(SHIN; MASUDA; NAOHIDE, 2004,

(Brassica sp.) Bactericida LIM, Y. P. etal., 2015)

Ecteinascidin-743 (ET-743) Antineoplasico g%gll\;OLD; DUSSAULT; FORMAN,
Outros

SPB00574 - (EKINS et al., 2008)

SPB03255 - (EKINS et al., 2008)
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Existem diversas plantas medicinais com poucos estudos que estdo sendo utilizadas de
forma indiscriminada. 1sso acontece porque a maioria da populacdo brasileira ndo possui
conscientizacdo de que produtos a base de plantas podem causar maleficios. Além do mais,
muitas vezes, quando sdo utilizados com outros medicamentos, existe a possibilidade de
ocasionar interagdes medicamentosas, por seus compostos ativos poderem alterar a atividade
transcricional do PXR, regulador de diversas enzimas do metabolismo de xenobi6tico, dentre
elas, a CYP3A4.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo estudar trés plantas constantes na
RENISUS, a Costus spicatus (Jacq.) Sw, Solidago microglossa DC. e Tabebuia avellanedae
Lorentz ex Griseb., observando se os referidos extratos das plantas induziram agonismo ou

antagonismo no PXR.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Analisar se os extratos aquosos das folhas de Costus spicatus (Jacg.) Sw, Solidago
microglossa DC. e Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb. alteram a atividade

transcricional do hPXR em ensaios in vitro realizados com células de mamifero.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar as concentragdes ndo toxicas dos extratos aquosos em células HelLa;

e Avaliar se ha atividade agonista, com as concentrac@es estabelecidas pelo ensaio de
viabilidade celular, dos extratos aquosos sobre 0 hPXR,;

e Analisar se ha atividade antagonista dos extratos aquosos que ndo demonstraram agao

agonista sobre o hPXR
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia Molecular da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia entre 2016 e 2018.

4.1 EXTRATOS AQUOSOS

As drogas vegetais das folhas de Costus spicatus (Jacg.) Sw, Solidago microglossa
DC. e Tabebuia avellanedae Lorentz Griseb foram fornecidas pela distribuidora Florien
(Piracicaba, Séo Paulo, Brasil). Os extratos aquosos foram produzidos a partir das folhas e
cedidos pela Profa. Dra. Damaris Silveira, do Laboratério de Controle de Qualidade e

Produtos Naturais da Universidade de Brasilia.

Os extratos foram obtidos por infusdo com 100 g de droga vegetal das folhas em 1000
mL de agua destilada de 70°C a 40°C em um recipiente tampado, posteriormente filtrados,
congelados, liofilizados e armazenados a -20°C (BARROS et al., 2017).

4.2 CULTURA DE CELULAS

Células HeLa provenientes de adenocarcinoma cervical humano (LUCEY; NELSON-
REES; HUTCHINS, 2009) foram cultivadas em placas para cultura de células de 150 cm? em
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high-glucose (DMEM - Sigma
Aldrich®), pH 7,0, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco), 3,7 g/L de
bicarbonato de sodio (Sigma Aldrich®), 100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de

estreptomicina (Sigma Aldrich®) e mantidas em incubadoras a 37°C com 5% de COx.

4.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para investigar a citotoxicidade dos extratos nas células HeLa, foi utilizado o método
colorimétrico com o reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolio) (Sigma Aldrich®). As células absorvem o MTT por meio de endocitose (LIU;
SCHUBERT, 1997). O MTT € um sal de tetrazdlio com coloragdo amarelada e hidrossoluvel
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(LU et al.,, 2012). Em células vivas, esse sal é reduzido no citoplasma por enzimas
mitocondriais e compartimento endossomal/lisossomal em cristais de formazan, precipitado
insolivel em agua que possui coloracdao roxa (MOSMANN, 1983; BERRIDGE; HERST;
TAN, 2005; STEPANENKO; DMITRENKO, 2015). No meio intracelular sdo armazenados
grénulos roxos de formazan e, em seguida, séo exocitados como cristais em formato de
agulha (MOLINARI et al., 2005). Esta reacdo ocorre apenas em células vivas, entdo, o
numero de células viaveis € proporcional a quantidade de cristais formados. Os cristais de
formazan sdo dissolvidos em solventes organicos como dimetilsulfoxido (DMSO),
isopropanol &cido ou 6leo mineral (TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987) e podem ser
medidos por espectrofotometria (leitor de ELISA) apds solubilizacdo (LU et al., 2012; LIM,
S. W. etal., 2015) em comprimento de onda de 570 nm (LU et al., 2012).

Com isso, células HeLa (15.000) foram semeadas por poco em placas de 96 pogos e
incubadas a 37°C e 5% CO> por 24 horas. No dia seguinte, foi realizado o tratamento com
concentragdes crescentes de cada um dos extratos estudados. A concentracdo maxima de cada
extrato foi determinada baseada na solubilidade dos mesmos em meio de cultura DMEM
completo. Depois de 24 horas, foram adicionados 10 uL de solugdo de MTT (5 mg/mL em
solucéo salina de fosfato (PBS)) em cada pogo, seguido por incubagéo a 37°C e 5% CO2 por 2
horas. Para a dissolugdo dos cristais de formazan, o meio de cultura foi removido da placa e
100 pL de solugdo reveladora de MTT (HCI 0,04 M em isopropanol absoluto) foi adicionada
por poco. As placas foram colocadas sob agitagdo em shaker orbital (Certomat® Mo), a
temperatura ambiente e protegidas da luz por 45 minutos. Posteriormente, a absorbancia foi
mensurada a 570 nm em espectrofotémetro (BECKMAN COULTER-DTX800 - Multimode

Detector).

Os resultados estdo demonstrados em percentagem e se referem a razdo entre as
células tratadas com extrato diluido em meio de cultura em relacdo as células tratadas
somente com 0 meio de cultura (controle negativo), considerado como 100%. Para cada
extrato foram realizados, no minimo, dois experimentos independentes em replicata de 8. A
partir desse resultado, as concentracfes que resultaram em no minimo 70% de viabilidade
celular foram consideradas ndo citotoxicas (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2009) e escolhidas para serem usadas nos ensaios de transfeccdo

transiente e gene reporter.
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44 TRANSFORMACAO E PURIFICACAO DE PLASMIDEO

Antes de realizar a transfeccdo transiente, os plasmideos de interesse foram
transformados em bactérias competentes e posteriormente amplificados, extraidos e
purificados. Os plasmideos utilizados foram pM-GAL4-PXR-LBD, GAL4-LUC, CMV-LUC,
GAL4-TRpB ¢ PG5-LUC. O pM-GAL4-PXR-LBD € um plasmideo quimérico contendo o
DBD do fator de transcri¢édo de levedura GAL4 fusionado ao LBD do PXR humano (hPXR) e
0 GAL4-LUC é o elemento responsivo do GAL4 fusionado ao gene repdrter da luciferase. O
CMV-LUC ¢é o plasmideo de expressdo constitutiva que possui o0 promotor do
citomegalovirus (CMV) fusionado ao gene reporter da luciferase. O GAL4-TRB é um
plasmideo quimérico que possui o0 DBD do GAL4 e o LBD do receptor do horménio
tireoidiano humano B (hTRp) e seu elemento responsivo ¢ o PG5-LUC, que contém cinco
dominios de ligagdo ao DNA de GAL4 fusionado ao gene repdrter da luciferase (HOAT et al.,
2009).

A transformacdo consiste na inser¢do de um DNA plasmidial de interesse em bactérias
(FROGER; HALL, 2007) e essas bactérias capazes de receber esse DNA sdo denominadas
células competentes. Neste trabalho, os plasmideos foram transformados em bactérias
competentes Escherichia coli (DH5a) tratadas previamente com cloreto de célcio (CaCly) e,
posteriormente, inseridos pelo método de choque térmico. O CacCl; facilita a insercdo do DNA
do meio extracelular para o citoplasma, apesar do mecanismo ainda ndo estar totalmente
esclarecido (PANJA et al., 2006; RAHIMZADEH et al., 2016).

As células competentes foram retiradas do freezer -80°C e 50 uL foram transferidas
para um tubo contendo aproximadamente 600 ng de DNA plasmidial e incubadas por 30
minutos no gelo. Logo depois, a cultura celular foi colocada em banho-maria por 1 minuto e
30 segundos a 42°C. Retornou para o gelo por 2 minutos, foram adicionados 500 pL de meio
Ldria Bertani (LB) sem antibiético e foram incubadas a 37°C por 1 hora. Ap6s esse periodo,
50 pL de LB com bactérias foram semeados em placas contendo meio LB com &gar e
ampicilina (antibiotico ao qual os plasmideos utilizados conferem resisténcia). Em seguida,

foram incubadas por aproximadamente 16 horas a 37°C.
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A amplificacdo foi feita a partir da inoculagdo de 1 colonia em um tubo de ensaio
contendo 5 mL de meio de cultura LB com ampicilina (60 pg/mL), posteriormente,
transferido para 300 mL de meio LB com 60 pg/mL de ampicilina. Ambas as etapas foram
realizadas overnight sob agitacdo a 300 rpm e 37°C (Shaker INNOVA® 44 — New Brunswick

TM) .

O material foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, o pellet foi coletado e a
extracdo e a purificagdo dos mesmos foram realizadas por lise alcalina baseando-se no
protocolo da QIAGEN® Plasmid Maxi Kit. Ap6s a purificacdo, as concentragdes dos

plasmideos foram mensuradas em espectrofotdmetro Nanovue (Nanovue GE Healthcare).

45 ENSAIO DE TRANSFECCAO TRANSIENTE E GENE REPORTER

Este ensaio foi realizado para investigar os efeitos dos extratos sobre a atividade
transcricional do hPXR. A transfeccdo transiente € um método no qual sdo introduzidos
acidos nucleicos em células eucarioticas, chama-se transiente porque 0 DNA se perde com a
divisdo celular e é expresso por tempo limitado, visto que ndo é integrado ao genoma (KIM,;
EBERWINE, 2010; GUTIERREZ-GRANADOS et al., 2018). Neste caso, foram
cotransfectados os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC. O gene da luciferase
fornece uma forma indireta de mensurar a expressdo do gene de interesse apds transfeccdo
(YUN; DASGUPTA, 2014). As enzimas luciferase catalisam a oxidag&o das luciferinas, que
se transformam em oxiluciferina e geram emissdo de luz (THORNE; INGLESE; AULD,
2010) que € captada e mensurada em luminémetro. Da mesma forma, para confirmar que o
efeito foi especifico do receptor PXR, também foi realizado o mesmo experimento, sob as
mesmas condi¢les, com o receptor do hormoénio tireoidiano humano do tipo p (hTRp). O
hTRP possui uma pequena bolsa de ligacdo, sendo assim, ele ¢ extremamente seletivo aos

ligantes triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) (SANDLER et al., 2004).

No ensaio de agonismo, células HeLa foram plaqueadas (22.000 células por pogo) em
uma placa de 48 pocos com DMEM suplementado com 10% de SFB e mantidas a 37°C e 5%
CO2 na incubadora. No dia seguinte, as células foram cotransfectadas utilizando o reagente
Lipofectamina (0,5 pL por po¢o) (Lipofectamine® 2000-Invitrogen) com 60 ng de pM-GAL4-
PXR-LBD e 240 ng de GAL4-LUC, totalizando 300 ng de DNA plasmidial por poco, de
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acordo com as instrucdes do fabricante. Depois de 6 horas, o0 meio de cultura foi trocado e as
células tratadas com veiculo (DMSO), rifampicina (Rif) 1 uM ou 10 puM (controle positivo)
ou concentracBes crescentes dos extratos diluidos em meio DMEM por 20 horas. Apds
incubacdo, as células foram lisadas no vartex com tampéo de lise (100 mM tris pH 7,6 e 0,2%
de Triton 100X g.s.p 100 mL H20(d)) por 2 minutos e a atividade da luciferase foi mensurada
com o substrato luciferina (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante, em aparelho

lumindmetro (Glomax 20/20 Luminometer-Promega).

No ensaio de antagonismo, células HelLa foram plaqueadas e transfectadas da mesma
forma que no ensaio de agonismo. Ap6s 6 horas da transfeccdo, foi realizado o primeiro
tratamento. O meio de cultura e a lipofectamina foram aspirados e adicionado somente meio
de cultura contendo concentracGes crescentes dos extratos que ndo apresentaram agéo
agonista em hPXR. Depois de 4 horas, foi realizado o segundo tratamento, acrescentando-se
o0 veiculo ou a rifampicina 1 uM nos po¢os com meio de cultura e nos pogos dos extratos. O
primeiro tratamento foi realizado com os extratos, pois se 0s mesmos fossem antagonistas, se
ligariam ao LBD do hPXR e bloqueariam a ligagcdo do agonista (rifampicina) (RANG et al.,
2011). Se os extratos ndo fossem antagonistas, ndo se ligariam ao hPXR e ndo demonstrariam
nenhum efeito. A rifampicina a 10 UM ocasiona resposta méaxima (ZHU et al., 2007) e por ser
potente (WANG J.et al., 2014) poderia mover o antagonista do receptor (RANG et al., 2011).
Por isso, escolhemos utilizar a rifampicina a 1uM, pelo fato desta ser a concentracdo
necessaria para induzir 50% do efeito maximo (ECso). A leitura foi realizada apés 18 horas do

segundo tratamento.

A atividade da luciferase induzida pelos extratos vegetais foi relatada em relacdo ao
veiculo (em ensaios de agonismo) ou em relacdo a rifampicina (em ensaios de antagonismo).

Cada experimento foi realizado em triplicata e repetido pelo menos 2 vezes.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como meédia + desvio padrdo. Para comparar as
médias dos grupos, utilizou-se a analise de variancia de um fator (ANOVA one-way) seguida
pelo teste de Bonferroni utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad Prism Software,

versdo 5.01). Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR COM EXTRATOS AQUOSOS

O ensaio de viabilidade celular investigou quais concentragdes dos extratos aquosos da
Costus spicatus, Solidago microglossa e Tabebuia avellanedae ndo foram tdxicas, para serem
usadas nos ensaios de transfeccéo transiente e gene reporter. A concentracdo ndo toxica foi
considerada aquela na qual pelo menos 70% de celulas permaneceram viaveis
(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009).

O extrato de Costus spicatus ndo foi toxico para as células mesmo com concentracdes
de até 3,0 mg/mL (Figura 7 A). As concentracdes de até 1,12 mg/mL da Solidago microglossa
e até 1,8 mg/mL da Tabebuia avellanedae mantiveram as células vidveis em 91,84% e

83,46%, respectivamente (Figura 7 B e C).

Em seguida, os efeitos de concentracdes crescentes até as concentracbes maximas
determinadas pelo ensaio de viabilidade celular usando uma curva dose-resposta foram

investigadas no ensaio de transfeccao transiente e gene reporter.
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Figura 7. Ensaio de viabilidade celular. Células HelLa foram tratadas com concentragBes crescentes dos
extratos aquosos de (A) Costus spicatus, (B) Solidago microglossa ou (C) Tabebuia avellanedae por 24 horas e
incubadas com MTT por 2 horas. Apds completa solubilizacdo dos cristais de formazan, a absorbéncia foi
mensurada e a viabilidade das células tratadas com extrato foi comparada com o controle negativo, considerado
como 100%. Resultados de, no minimo, dois ensaios independentes de cada extrato realizados em replicatas de
8.
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52 ESTUDO DO EFEITO DOS EXTRATOS AQUOSOS SOBRE A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL DO hPXR POR TRANSFECCAO TRANSIENTE E GENE
REPORTER

5.2.1 O extrato aquoso de Costus spicatus ndo alterou a atividade transcricional do
hPXR

O efeito do extrato aquoso de Costus spicatus na atividade transcricional do hPXR foi
analisado. Células HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e o
GALA4-LUC e tratadas com o veiculo (DMSO) (controle negativo), agonista total de PXR
rifampicina (controle positivo) ou concentracdes crescentes do extrato da planta. Como pode
ser observado na Figura 8, o extrato ndo modificou a atividade da luciferase em comparacao

ao veiculo (p>0,05).
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Figura 8. Extrato aquoso de Costus spicatus ndo ativou o hPXR. Células HeLa foram cotransfectadas com os
plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e o GAL4-LUC e tratadas com veiculo DMSO (controle negativo),
rifampicina (Rif) 1 uM ou 10 pM (controle positivo) ou concentragdes de até 3,0 mg/mL do extrato de Costus
spicatus. Apods 20h de tratamento, as células foram lisadas e a atividade da luciferase foi mensurada em aparelho
lumindmetro e representada como vezes de ativacdo das células tratadas com rifampicina e dilui¢cdes do extrato,
comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo de, no
minimo, dois ensaios independentes realizados em triplicatas. O teste estatistico utilizado foi a analise de
variancia one-way (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. *** p<0,001 comparado ao veiculo.

O ensaio de antagonismo foi efetuado, ja que o extrato de Costus spicatus nao
aumentou a atividade transcricional do hPXR. Foram feitos dois tratamentos: o primeiro com

0 extrato, 6 horas apos a transfecgdo, para que se ele fosse antagonista, priorizar sua ligagcdo
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ao receptor citado e o segundo depois de 4 horas com a rifampicina. Se o extrato apresentasse
acao antagonista, impediria o agonista de ligar-se ao receptor. Caso contrario, ndo haveria
ligacdo do extrato ao sitio de ligacdo e nenhum efeito do extrato seria observado. O
tratamento com Costus spicatus nas concentragdes de 0,1 a 3,0 mg/mL ndo alterou atividade
da luciferase, sendo assim, este resultado sugere que ele ndo € antagonista do referido receptor
(p>0,05) (Figura 9).
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Figura 9. O extrato aquoso de Costus spicatus ndo é antagonista de hPXR. Células HelLa foram
cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e foram realizados dois tratamentos: O
primeiro com 6 horas ap6s transfeccdo com concentracdes de até 3,0 mg/mL do extrato aquoso de Costus
spicatus e o segundo, depois de 4 horas do tratamento com extrato, com rifampicina 1 uM. Apés 20h do segundo
tratamento, as células foram lisadas e a atividade da luciferase foi mensurada em aparelho luminémetro e
representada como percentagem de ativagdo das células tratadas com rifampicina 1 UM e extrato, comparadas
com as células tratadas com rifampicina 1 uM. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo de, no
minimo, trés ensaios independentes em triplicata. O teste estatistico utilizado foi a analise de variancia one-way
(ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni.

O plasmideo de expressdo pM-GAL4-PXR-LBD utilizado no ensaio de agonismo e
antagonismo possui 0 promotor CMV. Para verificar se ocorreu alguma interferéncia de
repressdo do promotor ou inibicdo da luciferase, foi realizada transfeccdo com o repérter
CMV-LUC. O tratamento com o extrato ndo alterou a atividade transcricional nas

concentragdes de 0,1 a 3,0 mg/mL (p>0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Extrato aquoso de Costus spicatus ndo apresentou efeito sobre o CMV-LUC. Células HelLa foram
transfectadas com plasmideo CMV-LUC e tratadas com veiculo ou concentracfes de até 3,0 mg/mL do extrato
de Costus spicatus. Ap6s 20h de tratamento, as células foram lisadas e a atividade da luciferase foi mensurada
em aparelho luminémetro e representada como vezes de ativacdo das células tratadas com extrato, comparadas
com as células tratadas com o veiculo. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo de, no minimo,
dois ensaios independentes em triplicata. O teste estatistico utilizado foi a analise de varidncia one-way
(ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni.

Ao analisar todos os resultados mostrados, 0 extrato aquoso de Costus spicatus nao
demostrou acao agonista nem antagonista sobre 0 hPXR pelo ensaio de transfec¢édo transiente

e gene reporter em células HelLa.

5.2.2 O extrato aquoso de Solidago microglossa DC. demonstrou efeito agonista sobre
hPXR

A concentracdo maxima ndo toxica do extrato aquoso de Solidago microglossa no
ensaio de viabilidade celular foi de 1,12 mg/mL. No entanto, na transfeccdo as concentracdes
entre 0,6 e 1,12 provocaram morte celular. Este efeito ocorreu possivelmente devido a uma
combinacédo entre o reagente lipofectamina e o extrato, causando mais citotoxicidade. Dessa

forma, a concentracdo méaxima foi reajustada para 0,5 mg/mL.

O extrato aquoso de Solidago microglossa aumentou a atividade transcricional do
hPXR nas concentragfes 0,4 e 0,5 mg/mL cerca de 3,5 e 2,6 vezes, respectivamente, em
relacdo ao veiculo. Essas concentragOes tiveram ativagcdes parecidas com a do agonista
rifampicina na concentracdo 10 UM, que ativou em média 4 vezes o hPXR (Figura 11). A
vista disso, 0 extrato apresentou presenca de compostos capazes de provocar agonismo sobre
0 hPXR neste ensaio (p<0,001).
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Figura 11. O extrato aquoso de Solidago microglossa é agonista de hPXR. Células HelLa foram
cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e o GAL4-LUC e tratadas com veiculo DMSO
(controle negativo), rifampicina 1 pM ou 10 pM (controle positivo) ou concentragfes de até 0,5 mg/mL do
extrato de Solidago microglossa. Apds 20h de tratamento, as células foram lisadas e a atividade da luciferase foi
mensurada em aparelho lumindmetro e representada como vezes de ativacdo das células tratadas com
rifampicina e diluicBes do extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos
como média £ desvio padrdo de, no minimo, trés ensaios independentes realizados em triplicatas. O teste
estatistico utilizado foi a analise de variancia one-way (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. *** p<0,001
comparado ao veiculo.

Para verificar se 0o Solidago microglossa se comportava como agonista seletivo de
hPXR, o efeito deste extrato foi analisado em outro receptor nuclear. O objetivo foi confirmar
se 0 extrato testado alterava a atividade transcricional somente do hPXR ou se agia de forma
ndo especifica, alterando, por exemplo, a maquinaria de transcricao basal celular. Escolhemos
o0 receptor do horménio tireoidiano e, para isso, células HeLa foram cotransfectadas com os
plasmideos de expressdo GAL4-hTRp e o reporter PG5-LUC e tratadas com concentragdes
crescentes do extrato. No ensaio, foi demonstrado que as concentracdes do extrato ndo
alteraram a atividade transcricional do hTRp, sendo assim, o efeito do extrato foi sobre o

hPXR (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12. O extrato aquoso de Solidago microglossa nédo alterou a atividade transcricional do hTR.
Células HelLa foram cotransfectadas com os plasmideos GAL4-TRB e o PG5-LUC e tratadas com veiculo
(DMSO + etanol, controle negativo), triiodotironina (T3) 1 UM (controle positivo) ou concentracfes de até 0,5
mg/mL do extrato aquoso de Solidago microglossa. Ap6s 20h de tratamento, as células foram lisadas e a
atividade da luciferase foi mensurada em aparelho luminémetro e representada como vezes de ativagdo das
células tratadas com T3 e dilui¢des do extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram
expressos como média * desvio padrdo de, no minimo, dois ensaios independentes realizados em triplicatas. O
teste estatistico utilizado foi a analise de variancia one-way (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. ***
p<0,001 comparado ao veiculo.

Para verificar se houve interferéncia da Solidago microglossa sobre a atividade da
luciferase, assim como no extrato de Costus spicatus, o ensaio de gene reporter com CMV-
LUC foi realizado. O extrato diminuiu a ativacdo do CMV em todas as concentraces do
extrato, onde 0,1, 0,25, 0,4 e 0,5 mg/mL reprimiram 0,8, 0,7, 0,5 e 0,3 vezes, respectivamente
(p<0,001). O DNA plasmidial pM-GAL4-PXR-LBD é dirigido pelo promotor CMV. Como
houve aumento da atividade transcricional do hPXR, isso ndo se deve a ativacdo do referido
promotor, pois 0s resultados demonstraram que as concentragdes da Solidago microglossa

reprimiram 0 CMV de forma decrescente (Figura 13).
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Figura 13. O extrato aquoso de Solidago microglossa diminuiu a atividade transcricional do CMV-LUC.
Células HelLa foram transfectadas com plasmideo CMV-LUC e tratadas com veiculo ou concentracdes de até 0,5
mg/mL do extrato aquoso de Solidago microglossa. Apds 20h de tratamento, as células foram lisadas e a
atividade da luciferase foi mensurada em aparelho luminémetro e representada como vezes de ativagdo das
células tratadas com extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos como
média £ desvio padrdo de, no minimo, trés ensaios independentes realizados em triplicata. O teste estatistico
utilizado foi a andlise de variancia one-way (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. * p<0,05 e *** p<0,001
comparado ao veiculo.

5.2.3 O extrato aquoso de Tabebuia avellanedae apresentou agcdo antagonista sobre o
hPXR

A concentracdo maxima ndo toxica do extrato aquoso de Tabebuia avellanedae foi de
1,8 mg/mL no ensaio de viabilidade celular. Porém, como descrito no ensaio de transfecgdo
com a Solidago microglossa, o reagente lipofectamina junto com o extrato aumentou a
toxicidade. Por isso, a concentracdo maxima do extrato de Tabebuia avellanedae foi
reajustada para 0,7 mg/mL. Como € possivel observar na Figura 14, o extrato ndo ativou o
hPXR (p>0,05).
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Figura 14. O extrato aquoso Tabebuia avellanedae ndo é agonista de hPXR. Células HelLa foram
cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e tratadas com veiculo DMSO (controle
negativo), rifampicina 1 pM ou 10 uM (controle positivo) ou concentragdes de até 0,7 mg/mL do extrato aquoso
de Tabebuia avellanedae. Ap6s 20h de tratamento, as células foram lisadas e a atividade da luciferase foi
mensurada em aparelho lumindmetro e representada como vezes de ativacdo das células tratadas com
rifampicina e diluicGes do extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos
como média £ desvio padrdo de, no minimo, trés ensaios independentes. O teste estatistico utilizado foi a anélise
de variancia one-way (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. *** p<0,001 comparado ao veiculo.

O ensaio de antagonismo foi realizado, ja que o tratamento com o extrato aquoso de
Tabebuia avellanedae em células HelLa ndo ativou o hPXR. A Figura 15 mostra que as
concentracdes 0,1, 0,3 e 0,5 mg/mL do extrato de Tabebuia avellanedae produziram uma
diminuicdo gradativa da atividade transcricional de hPXR de 39%, 58% e 70%, nesta ordem.
A repressdo maxima foi de aproximadamente 73% na concentracdo de 0,7 mg/mL. Deste
modo, o0 extrato de Tabebuia avellanedae diminuiu de forma dose-dependente a atividade

transcricional de hPXR, sugerindo que o extrato € um antagonista do referido receptor.



46

pM-GAL4-PXR-LBD
1401
1204
1004

$0- ook sk

Atividade relativa da luciferase

60 ok
40 I 0ol ok -
1
204
0- T L} L) T
Rif 1 yM 0,1 0,3 0,5 0,7

Tabebuia avellanedae [mg/mL] + Rif 1pM

Figura 15. Efeito antagonista do extrato aquoso de Tabebuia avellanedae sobre o hPXR. Células HelLa
foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e realizados dois tratamentos: O
primeiro, 6 horas apés transfeccdo com concentracbes de até 0,7 mg/mL do extrato aquoso Tabebuia
avellanedae e 0 segundo, depois de 4 horas do tratamento com o extrato, com rifampicina 1 uM. Ap6s 20h do
segundo tratamento, as células foram lisadas e a atividade da luciferase foi mensurada em aparelho lumindmetro
e representada como percentagem de ativagdo das células tratadas com rifampicina 1uM e concentragdes do
extrato, comparadas com as células tratadas com rifampicina 1 pM. Os dados foram expressos como média +
desvio padrdo de, no minimo, trés ensaios independentes. O teste estatistico utilizado foi a analise de variancia
one-way (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. *** p<0,001 comparado com a rifampicina 1 uM.

Para comprovar que a diminuigéo da atividade transcricional foi realmente via hPXR e
nédo devido a repressdo do promotor CMV ou inibic¢do da luciferase, a transfeccdo com CMV-
LUC foi efetuada, visto que o vetor de expressao utilizado anteriormente, pM-GAL4-PXR-
LBD, possui 0 mesmo promotor. As concentragcdes do extrato ndo provocaram diferenca na
atividade da luciferase em relacéo ao veiculo (Figura 16). Com isso, sugere-se que o extrato é
antagonista de hPXR.
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Figura 16. Extrato aquoso de Tabebuia avellanedae ndo apresentou efeito sobre o CMV-LUC. Células
Hel a foram transfectadas com plasmideo CMV-LUC e tratadas com veiculo ou concentragdes de até 0,7 mg/mL
de extrato aquoso de Tabebuia avellanedae. Apds 20h de tratamento, as células foram lisadas e a atividade da
luciferase foi mensurada em aparelho lumindmetro e representada como vezes de ativacdo das células tratadas
com extrato em comparacdo com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos como média +
desvio padrdo de, no minimo, dois ensaios independentes. O teste estatistico utilizado foi a analise de variancia
one-way (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

Os fitoterapicos vem sendo cada vez mais utilizados pela populacdo mundial
(POSADZKI; WATSON; ERNST, 2013). No Brasil, houve um aumento na busca destes
compostos em 161% entre 2013 e 2015 (BRASIL, 2016). Devido ao facil acesso e a crenca de
0 que é natural ndo faz mal a satde (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012), muitas
pessoas utilizam esses produtos a base de plantas, porém ja fazendo uso de outros
medicamentos prescritos (IZZO; ERNST, 2009). E possivel que isso cause riscos & saude,
uma vez que fitoterapicos podem ter moléculas ativas que possuem capacidade de interagir
com drogas de origem sintética (POSADZKI; WATSON; ERNST, 2013) e ocasionar
interacdes farmacocinéticas ou farmacodinamicas. As interagdes farmacocinéticas envolvem
diferentes mecanismos que influenciam a absor¢@o, metabolismo, distribuicdo e eliminagéo
das drogas. Ja& as farmacodinamicas tém a capacidade de resultar em aumento ou diminuicéo
da atividade farmacoldgica de xenobioticos (MAMINDLA; PRASAD; KOGANTI, 2016).
Por isso, investigacdes de plantas medicinais sdo imprescindiveis para que 0 seu UsoO seja
seguro (1ZZO et al., 2005).

Atualmente, existem 12 medicamentos fitoterapicos que estdo incluidos na RENAME
e sdo acessiveis nas unidades béasicas de salde de 14 estados brasileiros. Para ampliar ainda
mais 0s produtos a base de plantas para o tratamento de doencas, uma lista foi disponibilizada
pelo MS com 71 espécies para orientar pesquisas para que, futuramente, sejam inseridos no
SUS fitoterapicos que possam ser usados de forma segura e eficaz (BRASIL, 2009). Neste
trabalho foram analisadas trés espécies de plantas brasileiras constantes na RENISUS: Costus

spicatus, Solidago microglossa e Tabebuia avellanedae.

Inicialmente, foi feito o ensaio de viabilidade celular para avaliar a toxicidade dos
extratos na linhagem celular estudada. A concentracdo maxima encontrada do extrato aquoso
de Costus spicatus (3,0 mg/mL) foi a mesma utilizada no ensaio de gene repérter. Porém, as
concentragdes dos extratos aquosos das folhas de Solidago microglossa e Tabebuia
avellanedae foram ajustadas de 1,12 para 0,5 mg/mL e 1,8 para 0,7 mg/mL, respectivamente.
Provavelmente, isso ocorreu devido ao reagente lipofectamina juntamente com o extrato

terem aumentado ainda mais a toxicidade as células.
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O primeiro extrato aquoso das folhas testado por transfecgéo transiente foi o Costus
spicatus. Ele ndo apresentou nenhum efeito sobre 0 hPXR no ensaio de gene reporter. Em
concordancia, Mazzari (2017) analisou a atividade deste extrato com uma das concentracdes
que utilizamos na transfec¢do (0,1 mg/mL) sobre a CYP3A4, enzima que é regulada pelo
hPXR, por meio de ensaio de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). Esta
referida concentracdo da Costus spicatus ndo modulou a expressao génica da CYP3A4 em
células HepG2. Apesar dos nossos resultados ndo terem demonstrado alteracdo da atividade
transcricional do hPXR com esta planta, ela deve ser utilizada com cautela por ndo existirem

dados suficientes confirmando a seguranga da mesma.

O proximo extrato testado foi o Solidago microglossa. O ensaio de gene reporter
sugere que esta planta € agonista do hPXR. O uso desses bioativos requerem cautela, uma vez
que os produtos a base de plantas contém metabolitos secundarios, compostos que em plantas
tem diversas funcionalidades, como defesa contra patégenos e pragas (BENNETT;
WALLSGROVE, 1994; SACHAR; MA, 2013; RASMUSSEN; KLAUSEN; EKSTRAND,
2014). Porém, em humanos, tem a possibilidade de apresentar atividade bioldgica como ativar
0 hPXR e isso pode levar a inducdo do CYP P450 (SEN; SAMANTA, 2015), grupo de
iIsoenzimas que faz parte da fase | do metabolismo de drogas e tornam compostos
xenobidticos mais hidrofilicos para serem eliminados pelo corpo (TAXAK; BHARATAM,
2014; CHIDAMBARAN; SADHASIVAM, 2019). Os fitoterapicos podem reduzir a
concentracdo sanguinea de outros medicamentos quando ambos sdo administrados
concomitantemente, e assim, diminuir a eficacia do tratamento (SACHAR; MA, 2013) ou até
mesmo produzir efeitos adversos (SEN; SAMANTA, 2015), por exemplo se 0os metabdlitos
das drogas forem toxicos (SACHAR; MA, 2013). Nos nossos estudos de transfeccdo com a
Solidago microglossa, a concentracéo de 0,1 mg/mL né&o ativou o hPXR. Isso chama atencao
porque no ensaio de PCR em tempo real realizado por Mazzari (2017), foi demonstrado que
esta planta, nesta mesma concentracdo, ndo modulou a expressao génica da CYP3AA4.
Entretanto, mais estudos de expressdo génica da CYP3A4 devem ser efetuados com a
concentragdo que houve aumento da atividade transcricional de hPXR no ensaio de
transfeccdo transiente e gene reporter, no caso 0,4 e 0,5 mg/mL.

Além da CYP3A4, Mazzari (2017) realizou ensaio com outra enzima regulada pelo
PXR, a GST. A GST é uma enzima que catalisa a conjugacdo da GSH (VAN DER AAR et
al., 1996), que por sua vez é regulada pelo PXR (IHUNNAH; JIANG; XIE, 2011). Ela ¢
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considerada importante para desintoxicacdo celular de drogas por catalisar a conjugagdo da
GSH com uma variedade de xenobioGticos e metabolitos eletrofilicos (URQUHART;
TIRONA; KIM, 2007). No estudo de glutationa intracelular de Mazzari (2017), a Solidago
microglossa diminuiu os niveis de GSH em um nivel comparado a inibidora especifica da
sintese de GSH (Butionina sulfoximina (BSO)) usada como controle positivo (DU et al.,
2009). Porém, outro estudo com o extrato metandlico de Solidago chinenses, sinonimia
boténica da Solidago microglossa (MERCANDELI et al., 2012), demonstrou acdo diferente.
Camundongos fémeas foram tratados por via oral com extrato e a quercitina e foi
demonstrado que estes compostos evitaram a diminui¢cdo dos niveis de GSH no tecido
gastrico ulcerado dos referidos animais (DE BARROS et al., 2016). Em ambos o0s casos, 0s
mecanismos dos resultados sdo desconhecidos, portanto, mais estudos devem ser realizados

para esclarecimento.

Apds finalizacdo dos ensaios com a Solidago microglossa, a préxima planta medicinal
testada foi a Tabebuia avellanedae. O extrato desta planta sugeriu ser antagonista do hPXR
pelo ensaio de transfeccdo transiente e gene repdrter. Ndo ha relatos na literatura que
descrevem atividade desta planta neste receptor, porém sdo descritos ensaios com CYP3A4,
enzima regulada pelo PXR. Ensaios de PCR em tempo real realizados por Mazzari (2017)
propGem que a infusdo de Tabebuia avellanedae na concentracdo de 0,1 mg/mL ndo foi capaz
de modular a expressdao génica da CYP3A4. Ja Suo et al. (2013) e Suo e Yan (2016)
mostraram que compostos isolados de extratos aquosos da referida planta, os glicosideos
fenilpropanoides e iridoides, inibiram a CYP3A4 em ensaio de atividade inibitéria do CYP
P450. Uma provavel via de inibicdo é o antagonismo do hPXR, todavia, mais estudos devem

ser realizados para elucidar essa questdo (SUO; YAN, 2016).

A diminuicdo da atividade transcricional do PXR pode inibir enzimas metabolizadoras
de drogas e isso geralmente resulta em uma maior concentracdo da droga na corrente
sanguinea, podendo causar reacfes adversas (YOUNG, 2009). Um possivel exemplo deste
efeito € com a Tabebuia avellanedae, que potencializa o efeito de anticoagulantes
(CASSILETH; YEUNG; GUBILI, 2010). A varfarina, um medicamento utilizado com este
propdsito, € metabolizada por diversas enzimas da CYP450, sendo elas CYP1A2, CYP3A4 e,
principalmente, CYP2C9, que sdo reguladas pelo PXR. Quando outros compostos
metabolizados pela CYP sdo administrados concomitantemente com este medicamento, 0s
riscos de interaces medicamentosas aumentam (KAMINSKY; ZHANG, 1997). Diante do
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exposto, como foi mostrado que Nos NOSSOS ensaios o extrato aquoso de Tabebuia avellanedae

se comportou como antagonista de hPXR, o mesmo pode aumentar o efeito da varfarina.

Contudo, a inibicdo do PXR é possivel de ser usada como uma ferramenta terapéutica.
A ativagdo do PXR aumenta a conversdo do acetaminofeno, também conhecido como
paracetamol e utilizado como analgésico, para o metabolito hepatotoxico N-acetil-p-
benzoquinona imina, 0 que pode ocasionar em necrose hepatica. Em altas doses, o
acetaminofeno, depois de ser metabolizado pela CYP, transforma-se em um metabolito
reativo, que se liga de forma covalente as proteinas apos depletar a glutationa por reacéo de
conjugacdo. O uso de um antagonista de PXR tem possibilidade de ser benéfico contra esse
efeito (GUO et al., 2004; MATTIA; COLUZZI, 2009; HINSON; ROBERTS; JAMES, 2010).

Além disso, durante a quimioterapia, a possibilidade de ativacdo de PXR mediada por
drogas € aumentada, uma vez que 0s pacientes recebem muitos medicamentos além dos
anticancerigenos (CHEN, 2010) e isso resulta em aumento da resisténcia e diminuicdo da
eficdcia do tratamento (LIN et al., 2017). Esses efeitos podem ser neutralizados por um
antagonista de PXR (CHEN, 2008), mesmo antes da quimioterapia (CHEN et al., 2012).
Como resultado, estudos adicionais que identifiquem antagonistas sdo extremamente
necessarios, ja que eles tém a capacidade de prevenir interacdes medicamentosas induzidas
por PXR (CHEN et al., 2012).

Diversos fatores podem contribuir na quantidade dos compostos bioativos presentes
em extratos. Até mesmo sua preparacdo pode alterar a atividade transcricional do PXR. As
plantas medicinais possuem compostos fitoquimicos responsaveis pelos seus efeitos
terapéuticos, os metabolitos secundarios (SAVITHRAMMA; LINGA RAO; ANKANNA,
2011). Os 6rgdos das plantas possuem quantidades desiguais destes compostos, que por sua
vez, tem a possibilidade de serem alterados por condigdes ambientais, como: disponibilidade
hidrica, composi¢do atmosférica, nutri¢do do solo, radiacdo ultravioleta (UV), sazonalidade e
temperatura (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MORAIS, 2009). A partir de orgdos das plantas
medicinais sdo feitos os extratos. A escolha do solvente pode interferir na hora da extracéo
dos compostos ativos (SASIDHARAN et al., 2011) e eles sdo escolhidos com base na
polaridade do soluto de interesse, uma vez que este s serd adequadamente dissolvido se tiver
polaridade semelhante ao solvente. Alguns solventes mais comumente usados, com

polaridade do menos polar para o mais polar, sdo os seguintes: Hexano <Cloroférmio
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<Acetona <Acetona <Metanol <Agua (ALTEMIMI et al., 2017). No caso deste trabalho,
foram feitos os extratos aquosos para simular o uso de cha, uma das formas comumente

utilizada pela populacéo.

Este é o primeiro relato a descrever que Solidago microglossa € agonista e Tabebuia
avellanedae é antagonista de hPXR. Os extratos de plantas medicinais geralmente contém
uma mistura complexa de muitos compostos fitoquimicos ou bioativos (SASIDHARAN et
al., 2011). Para descobrir se estes compostos possuem acdes independentes, eles podem ser
isolados, identificados e caracterizados. Diversos métodos podem ser utilizados para essa
finalidade, um deles é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Apos o isolamento,
os referidos compostos podem ser testados isoladamente em transfeccdo transiente e gene
reporter para verificar se ocorre alteracdo da atividade transcricional do hPXR. Além disso, o
ensaio de PCR em tempo real é sugerido para analisar se 0s extratos regulam as expresses
génicas de enzimas reguladas pelo hPXR, como exemplo CYP3A4 e MDRL. J& as expressoes

proteicas destas enzimas, podem ser avaliadas por Western blotting.

Nossos resultados revelam a importancia de estudos com extratos sobre a atividade
transcricional do hPXR, uma vez que eles podem alterar 0 metabolismo de xenobidticos e
causar efeitos adversos e toxicidade. Além do mais, com a realizacdo deste trabalho,
pretendeu-se contribuir com estudos das plantas da RENISUS e que, posteriormente,
investigacOes aprofundadas possam ser realizadas para confirmar nossos resultados e verificar
se as concentragcdes de Costus spicatus e Solidago microglossa que alteraram a atividade
transcricional de hPXR em nosso estudo, modificam a acdo da CYP3A4 pelo referido
receptor. As investigacdes de medicamentos fitoterapicos sdo essenciais, para prevenir o risco
de interacdes, para que seu uso seja feito de forma segura pela populacdo (IHUNNAH;
JIANG; XIE, 2011).
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o extrato aquoso das folhas de Costus
spicatus ndo alterou a atividade transcricional do hPXR em cultura de células Hela. Ja a
Solidago microglossa e Tabebuia avellanedae apresentam atividade agonista e antagonista do
referido receptor, respectivamente, pelo ensaio de transfeccdo transiente e gene repdrter na
mesma linhagem celular. Esses resultados sugerem que o uso de Solidago microglossa e
Tabebuia avellanedae apresentam risco de promover interagdo medicamentosa. Como o
estudo foi realizado em modelo in vitro, novos estudos sdo necessarios para se investigar risco
de interacdo medicamentosa e a seguranca do uso desses fitoterdpico com outros

medicamentos, principalmente os metabolizados pela CYP3A4.
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