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RESUMO

SILVA, Réiza Yanelli Alves. Estudo dos efeitos de espécies vegetais da Relacio Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS sobre o receptor PXR. Brasilia, 2019.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude,

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

O uso de plantas medicinais € medicamentos fitoterapicos vem crescendo em todo o mundo e
na mesma tendéncia o governo brasileiro criou a Relagao Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS) para implementar o uso de fitoterapia no Sistema Unico de Satide
(SUS). Porém, o uso de fitoterapicos ndo € isento de problemas e varios estudos demonstraram
que a coadmistracdao de plantas medicinais € medicamentos alopaticos esta associado a maior
risco de interagdes farmacocinéticas por aumento ou diminui¢do na expressao das enzimas
CYP3AA4. O receptor nuclear pregnano X (PXR), regula a expressao de diversos genes ligados
ao metabolismo, como por exemplo o da CYP3A4. Considerando a possibilidade de interacao
medicamentosa mediada por PXR, induzida por plantas medicinais, o objetivo desse estudo foi
de avaliar os efeitos de cinco extratos vegetais com potencial medicinal, Bidens pilosa L.,
Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz, Matricaria chamomilla, Morus nigra L. e Tagetes minuta,
sobre a atividade transcricional regulada pelo receptor humano de pregnano X (hPXR). Em
ensaios de transfec¢do transiente e gene reporter realizados em células HeLa co-transfectadas
com os vetores de expressdo, um contendo o dominio de ligacio de hPXR, e o outro, o
plasmideo repdrter com o elemento responsivo do GAL4 fusionado ao gene da luciferase
demonstrou que o extrato aquoso de Bryophyllum pinnatum elevou a atividade transcricional
do hPXR nas concentragdes 0,5 ¢ 1,0 mg / mL em 7,2 e 19,3 vezes, respectivamente. Em
contrapartida, os extratos aquosos de Bidens pilosa, Matricaria chamomilla, Morus nigra e
Tagetes minuta nao demonstraram qualquer efeito sobre a atividade transcricional do receptor
pregnano X. Esses resultados demonstram que o extrato aquoso de Bryophyllum pinnatum, ao
ativar hPXR pode induzir aumento da expressao de CYP3A4 e favorecer o aparecimento de
interacdo medicamentosa. Novos estudos sdo necessarios para avaliar se o extrato aquoso de
Bryophyllum pinnatu modifica a expressao e atividade de CYP3A4 em hepatdcitos favorecendo
a interacdo medicamentosa.

Palavras-chave: agonismo, receptor pregnano X, Bidens pilosa L., Bryophyllum pinnatum

(Lam.) Kurz, Matricaria chamomilla, Morus nigra L. € Tagetes minuta



ABSTRACT

SILVA, Réiza Yanelli Alves. Study of the effects of plant species on the National Relation
of Medicinal Plants of SUS interest on the PXR receptor. Brasilia, 2019. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de

Brasilia, Brasilia, 2019.

The use of medicinal plants and phytoterapics has been increasing worldwide and in Brazil, the
Relacao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) was created in order
to implement the use of phytoterapy in their health care system Sistema Unico de Satide (SUS).
However, the use of phytoterapics is not free of medical occurrence and some studies showed
that the coadministration of medicinal plants and allopathic preparations are associated to a
greater risk of pharmacokinetic interactions by increasing or decreasing the CYP3A4
expression. The pregnane X receptor (PXR) regulates the expression of metabolic genes,
including the CYP3A4 gene expression. Considering the possibility of PXR-mediated drug
interaction induced by medicinal plants, the goal of this study was to evaluate the effects of 5
plant extracts: Bidens pilosa L., Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz, Matricaria chamomilla,
Morus nigra L. and Tagetes minuta with known effects over the transcriptional activity
regulated by the human pregnane X receptor (hPXR). The transient transfection and gene
reporter assays were performed on HeLa cells co-transfected with the hPXR expression vector
containing a luciferase gene and it showed that the aqueous extract of Bryophyllum pinnatum
increased the hPXR transcriptional activity by 7,2 and 19,3 times in the concentration of 0,5
and 1,0 mg/mL respectively. On the other hand, the aqueous extract of Bidens pilosa,
Matricaria chamomilla, Morus nigra and Tagetes minuta did not display any effect over the
PXR transcriptional activity. These results indicate that the aqueous extract of Bryophyllum
pinnatum, by activating the hPXR, it can induct the up-regulation of CYP3A4 expression and
promote the appearance of drug interactions. Future studies should be conducted to check if the
aqueous extract of Bryophyllum pinnatum does indeed modify the CYP3A4 expression and

activity in hepatocytes, favoring drug interactions.

Keywords: agonism, pregnane X receptor, Bidens pilosa, Matricaria chamomilla, Morus nigra

and Tagetes minuta
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas para o tratamento de doengas ¢ tdo antigo quanto a propria
humanidade (PETROVSKA, 2012). Data de mais de sessenta mil anos. Os primeiros

registros foram descobertos em ruinas no Ird (NAGY, [s.d.]).

As drogas vegetais t€ém sido utilizadas como medicamento em todo o mundo,
constituindo importante aspecto de varios sistemas de medicina tradicional, que ¢ a soma
de praticas muito antigas que se tipificam como conhecimento técnico nas filosofias e
principios para diferentes culturas, usados para manter a saude, prevenir e diagnosticar as

doengas (WHO, 2002).

No inicio do século XX, nos paises desenvolvidos, a fitoterapia comegou a
perder espago para os medicamentos sintéticos, na qualidade de opcdo terapéutica,
enquanto nos paises em desenvolvimento a fitoterapia nunca deixou de ser importante e
algumas vezes, a unica forma de tratamento a que parte da populagdo teve e tem acesso
(WHO, 2002). Contudo, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, tem-se observado
que atualmente seu uso voltou a crescer e que trés quartos da populagdo mundial usam
fitoterapicos e outras formas de medicamentos tradicionais (ervas, partes de animais ou

minerais) para prevenir e/ou tratar doencas (NIRALI; SHANKAR, 2016).

O Brasil, como detentor de 15 a 20% da biodiversidade mundial, a partir da
década de 80 o Estado incentivou pesquisas e programas que objetivam garantir a
populagdo o acesso seguro, eficaz ¢ de qualidade ao uso de plantas medicinais e
fitoterapicos (SAUDE, 2001). Visando garantir & populagio o acesso seguro e o uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentdvel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da induastria nacional, em 2006
foi elaborada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e suas diretrizes
foram especificadas no Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) (REPUBLICA, 2006; SAUDE, 2006). Corroborando com o objetivo da
PNPMF, o Ministério da Satde em 2008, implementou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), composta por 71 espécies vegetais
utilizadas com fins medicinais nas diversas regides do territorio nacional. O objetivo da
RENISUS ¢ o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos e uso no Sistema Unico
de Saude de forma segura e eficaz, contemplando ndo somente o tratamento, mas também

a prevencio de doencas (SAUDE, 2009).
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Além dos efeitos desejaveis das plantas medicinais e fitoterapicos, outros
aspectos importantes devem ser considerados, como os efeitos adversos. Existe a crenca
entre a populagdo em geral, de que plantas medicinais sdo “produtos naturais” e sem
efeitos adversos. Na verdade, as plantas medicinais s3o uma combinagdo de compostos
potencialmente ativos em concentragdes desconhecidas com potencial terapéutico e

também com alguns riscos (VENKATARAMANAN; KOMOROSKI; STROM, 2006).

Um exemplo descrito na literatura ¢ a interacdo entre o Hypericum
perforatum, conhecido popularmente como erva de Sao Joao, que ¢ vastamente utilizada
como antidepressivo (GALEOTTI, 2017). Quando administrado juntamente com
contraceptivos orais, antivirais ou imunossupressores, pode levar a diminui¢ao do efeito
das drogas pelo fato de aumentar a atividade da enzima CYP3A4, pertencente a
subfamilia do citocromo P450, que metaboliza esses medicamentos. O mecanismo de
aumento da atividade da CYP3A4 pelo Hypericum perforatum ocorre porque esse
fitoterapico tem efeito agonista sobre o receptor pregnano X (PXR) que regula a

transcricdo da CYP3A4 (MOORE et al., 2000; WATKINS et al., 2003).

O PXR ¢ um receptor nuclear ativado por ligante, altamente expresso no
figado e intestino, exercendo funcao essencial no sistema metabodlico de desintoxicagao
do organismo ao detectar a presenca de xenobidticos, coordenando a expressdo de
enzimas que metabolizam drogas como as CYPs (MA, X.; CHEN; TIAN, 2015;
OLADIMEIJI; CHEN, 2018). A ativacdo do PXR por um agonista pode aumentar o
metabolismo de agentes terapéuticos administrados, através da inducdo dessas enzimas,
diminuindo sua eficacia terapéutica (MOORE et al., 2000; SINZ, M. W., 2013). Ao
contrario, a inibi¢do do PXR impede a expressao das CYPs e diminui o metabolismo de
alguns farmacos, levando ao aumento de suas concentracdes plasmaticas que podem

atingir niveis toxicos (MOOIMAN et al., 2013).

Considerando que a ativacdo ou inibicdo de PXR pode ter impacto no
metabolismo de medicamentos e consequentemente na inducdo de interagdes
medicamentosas, o estudo da ag¢ao das espécies vegetais da RENISUS sobre a atividade
do PXR pode contribuir para a incorporacao segura, eficaz e de qualidade da fitoterapia

no SUS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Plantas Medicinais e Fitoterapicos

As plantas medicinais sdo espécies vegetais que podem ser usadas no
momento da colheita para fabricagdo de drogas vegetais e para desenvolvimento de novas

drogas, todas com fins terapéuticos (WHO, 1998).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Autarquia
que viabiliza o controle sanitario para promover a protecdo da saide dos cidadaos
(REPUBLICA, 1999), medicamentos fitoterapicos sdo elaboragdes preparadas
unicamente por matérias primas vegetais, onde sua eficicia e seguranca no uso sejam
conhecidas através de investigacoes sobre utilizagdo, publicacdes cientificas e evidéncias
clinicas (ANVISA, 2010b). Existe ainda uma segunda categoria de fitoterapicos, que sao
os produtos tradicionais fitoterapicos, elaborados como os medicamentos fitoterapicos,
mas sua efetividade e seguranca sao comprovadas pelo uso tradicional de longo historico

de uso seguro e efetivo e por dados da literatura (ANVISA, 2014).

Nas tultimas trés décadas o uso de fitoterapicos para cuidados com a satude
aumentou consideravelmente. Em média, 80% da populacdo mundial faz uso de um ou
mais produtos a base de plantas (EKOR, 2014). Nos Estados Unidos a fitoterapia ¢ a
medicina alternativa mais comumente usada e que cresce a cada ano, com uma estimativa
de 18,6% dos adultos usuérios em 2002 em comparacao com 12,1% em 1997 (TINDLE
et al., 2005). Na China, os fitoterapicos respondem por 30% a 50% do consumo total de
medicamentos (LU; LU, 2014). Em 1991 as vendas de medicamentos fitoterapicos na
Unido Europeia alcangaram a marca de 6 bilhdes de dolares e no ano de 1996 chegou a

quase 10 bilhoes de dolares (KAMBOJ, V. P., 2000).

Mundialmente o consumo de fitoterapicos ¢ tamanho, que ¢ essencial
identificar os perigos relativos ao seu consumo. A seguranga dos medicamentos
fitoterapicos se tornou um problema de saude publica e a inclusdo desses medicamentos
em sistemas de farmacovigilancia, que ¢ a ciéncia referente a identificagdo, avaliacao,
compreensdo e prevengao de efeitos adversos ou problemas associados ao uso de

medicamentos, estd ficando cada vez mais significativa (WHO, 2004).
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Devido a crenca de que drogas herbéaceas sdo livres de efeitos indesejaveis,
os fitoterapicos possuem grande aceitacdo pela populagao e sdo frequentemente utilizados
para uso terapéutico no tratamento de doengas cronicas (DE SMET, 1995). Embora os
efeitos adversos causados pelos agentes fitoterapicos em relacdo aos medicamentos
alopaticos sejam menos frequentes, eles existem. Ha varias causas que podem causar tais
efeitos, como informagdes insuficientes sobre reacdes adversas, esquema posologico,
periodo de tempo a ser empregado, e em especial a interagdo com drogas convencionais

(CALIXTO, 2000).

A interagdo medicamentosa dé-se quando a eficdcia farmacologica de uma
determinada droga ¢ modificada pela agdo de outra droga e pode ocorrer através de varios

mecanismos (HUANG et al., 2013).

Um dos mecanismos de interagdo medicamentosa ¢ via PXR. O PXR regula
a transcricao da enzima CYP3A4, responsavel pela metabolizacdo de grande parte dos
medicamentos (WERK; CASCORBI, 2014). A indug¢do ou bloqueio do PXR pode

aumentar ou diminuir a expressdo dessa enzima, respectivamente.

O estudo de Teotico e colaboradores (2008) corroborou que a colupulona,
composto isolado do Humulus lupulus L. (lapulo), suplemento botanico utilizado por
mulheres como coadjuvante do sono e alivio dos sintomas pés-menopausa, ¢ agonista de
PXR. Esses resultados sugerem que o cotratamento com lipulo pode causar diminui¢ao
na concentracao de outros medicamentos prescritos. A ocorréncia desse fato ¢ um
problema sério nos tempos da polifarmacia, na qual os pacientes frequentemente usam

inimeros medicamentos (TEOTICO, DENISE G. et al., 2008; WANG, S. et al., 2016).

O estudo de Golden e colaboradores (2008) mostrou um caso de interacao causada
por outro mecanismo, onde a epigalocatequina galato (EGCG) o principal composto
polifendlico presente no chd verde (Camellia sinensis L.) antagonizou o efeito do
bortezomibe (BZM), um medicamento usado no tratamento de mieloma multiplo,
levando assim a inibi¢do do efeito terapéutico do bortezomibe e de outros inibidores do
proteosoma. O BZM age inibindo o proteossoma, que ¢ um complexo de enzimas
responsavel pela degradacao de proteinas marcadas a partir do inventario da célula. Essa
degradacdo ¢ responsavel pela regulacdo da homeostase proteica no interior da célula,
aumentando a sobrevivéncia das células durante condigdes de baixo estresse, por outro

lado, inicia a apoptose em casos de estresse severo, como em resposta a efetiva inibigao
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da atividade do proteossoma pelo BZM. O EGCG reagiu diretamente com o BZM e
bloqueou sua funcao inibitéria de proteossoma, tendo como consequéncia a nao indugao
da morte das células cancerosas. Os resultados sugerem que o consumo de produtos a
base de cha verde podem ser contraindicados durante a terapia do cancer com BZM

(ENG; THANIKACHALAM; RAMAMURTHY, 2018; GOLDEN et al., 2009).

Corroborando que o uso de fitoterapicos pode levar um individuo a se expor
a sérios riscos de saude, em 1992 foi publicado na revista The Lancet, um relato de caso
sobre uma mulher de 68 anos com ictericia e fadiga. Anteriormente apresentava boa
saude, ndo tinha estado em contato com o virus da hepatite, nem tinha recebido sangue
ou hemoderivados, ndo havia viajado para o exterior nem bebido alcool em excesso. A
paciente estava fazendo uso de um medicamento a base de plantas contendo Teucrium
chamaedrys L., uma planta usada no auxilio da perda de peso. Nos exames de sangue
houve alteracdes séricas da bilirrubina, transaminase glutdmico oxalacética (TGO),
transaminase glutdmico piruvica (TGP) e fosfatase alcalina. Testes soroldgicos das
hepatites A, B e C, Epstein-Barr virus, citomegalovirus, virus herpes simples e testes para
anticorpos (anti-nucleo, anti-musculo liso e anticorpos anti-mitocondriais) foram
negativos. A ultrassonografia ndo mostrou nenhuma anormalidade hepatica ou biliar. A
condi¢do de satude da paciente piorou levando-a ao coma. O transplante de figado nao foi
realizado devido a sua idade e ela veio a Obito. A necropsia revelou necrose hepatica
maci¢a. Uma relacdo causal entre drogas e a hepatite fatal dessa paciente foi sustentada
pela exclusdo de doencas virais, autoimunes ou biliares. A Teucrium chamaedrys L. teve
sua venda proibida pelo Departamento Francés de Saude, depois que 26 casos de hepatite
aguda foram notificados aos centros franceses de vigilancia de drogas (NENCINI et al.,

2014; PERHARIC-WALTON; MURRAY, 1992).

Assim, torna-se essencial a atuacdo efetiva dos oOrgdos reguladores e
fiscalizadores em relacdo ao uso de produtos a base de plantas, evitando seu consumo de
forma irracional e indiscriminada. Nesse sentido, o governo brasileiro implementou a
RENISUS uma lista com 71 plantas medicinais utilizadas como medicinais nas diversas
regides do territorio nacional, com o objetivo de desenvolvimento de medicamentos
fitoterdpicos e uso no Sistema Unico de Saude, contemplando ndo somente o tratamento,

mas também a prevengio de doengas (SAUDE, 2009).
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2.2. RECEPTORES NUCLEARES

Receptores nucleares (RN’s) sdo fatores de transcricdo intracelulares
modulados por ligantes que promovem a regulacdo da expressao de um gene alvo
envolvido nos processos de desenvolvimento, homeostase e metabolismo em um

organismo (MATHEW et al., 2018).

Sao identificados 48 membros em humanos que compdem uma superfamilia
de RN’s cujos ligantes especificos sao de natureza lipofilica, como hormonios esterdides,
hormoénio tireoidiano e 4cidos graxos ou ligantes ndo naturais, tais como drogas
tiazolidinadionas. Todos os RN’s que tiveram ligantes identificados sdo alvo de estudos
para o desenvolvimento de drogas para o tratamento de inimeras doengas, incluindo o
cancer, diabetes, aterosclerose, inflamagao e distubios endocrinos (BURRIS, T. P. et al.,

2013; DASH; TYAGI, 2016; LIU; DOWNES; EVANS, 2015).

2.2.1. Classificacao dos Receptores Nucleares

De acordo com as caracteristicas de seus ligantes, os RN’s sao divididos em
3 grupos. O primeiro grupo € composto por receptores enddcrinos que tem afinidade por
hormdnios lipossoluveis essenciais para a homeostase do sistema endocrino (BIBIANA

ORTEGA-DOMINGUEZ, 2015).

O segundo grupo de RN’s foi primeiramente identificado com base na
semelhanca da estrutura com receptores enddcrinos. Num primeiro momento receberam
o nome de 6rfaos, por ndo possuirem ligantes, mas com a descoberta de ligantes naturais
passaram a ser denominados de orfaos adotados. Essa classe inclui receptores de baixa
afinidade para lipidios e xenobidticos e sdo alvos de drogas promissoras para distirbios
metabolicos, pois regulam a homeostase dos lipidios e/ou glicose, controlando a captacao,

a sintese, o armazenamento ou a depuracao (SONODA; PEL; EVANS, 2008).

O ultimo grupo ¢ composto por genuinos RN’s orfaos cujos ligantes (naturais
ou sintéticos) ainda ndo foram identificados. Apesar dos receptores dessa classe poderem
ser de dificil manipulacdo farmacologica, evidéncias genéticas indicam que alguns deles
também estao envolvidos na regulacdo metabolica e estdo sendo amplamente estudados

(SONODA et al., 2008).
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2.2.2. Estrutura

O isolamento e a caracterizagdo dos receptores de esterdides apontou que eles
sdao compostos de varios dominios e sdo dotados de funcdes especificas ( ligagdo ao DNA
ou ligacdo a esteroides). A clonagem do receptor de glicocorticoide - GR viabilizou a

primeira hipotese do arranjo genético de um receptor nuclear (EVANS, 1988).

A comparagdo entre a formagao estrutural dos receptores demonstrou uma
forte semelhancas e foi definida como seis sub-regioes de A a F, com base no grau de
homologia. Cada regido desempenha fungdes exclusivas, podendo interagir entre si

(PAWLAK; LEFEBVRE; STAELS, 2012).

A regido amino-terminal, regido A/B, ¢ altamente variavel entre os receptores
e, dependendo do receptor, pode dispor de agdo de ativagdo transcricional independente
de ligante (funcdo de ativagdo 1; AF-1) (BURRIS, THOMAS P.; BUSBY; GRIFFIN,
2012).

A regido C, dominio central de ligacdo ao DNA (DBD), tem a funcdo de
direcionar os receptores a sequéncias especificas do DNA conhecidas como elementos
responsivos (MANGELSDOREF et al., 1995). E constituido por dois dedos de zinco,
sendo que trés aminoécidos da base do primeiro dedo representam a regido chamada de
caixa P (P-box). Esses aminodcidos sdo responsaveis pelo reconhecimento do elemento
responsivo especifico para cada receptor. A sequéncia de cinco aminoacidos, localizada
entre a primeira e a segunda cisteina na base do segundo dedo ¢ denominada de caixa D
(D-box), regido de importancia para a dimerizagdo do receptor (UMESONO; EVANS,
1989).

A regido D, ou dobradica, que se encontra localizada entre o DBD e o LBD,
¢ uma zona curta ¢ pouco conservada. Exerce uma fun¢do na modulagao da ligacdo ao
DNA para alguns receptores e também confere flexibilidade a estrutura dos receptores

(ZHANG et al., 2015).

A regido E, retine o dominio de ligagao ao ligante (LBD), que ¢ encarregada

pela ligacao ao ligante e possui um bolsao de ligacdo com sequéncias de aminoacidos que
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determinam a especifidade do ligante e ainda na localidade E, encontra-se o dominio de

transativagdo dependente de ligante (funcdo de ativacao 2; AF-2) (ZHI et al., 2016).

2.3.  RECEPTOR PREGNANO X

O receptor nuclear Pregnano X (PXR) ou receptor de esteroide e xenobidtico
(SXR) (COMMITTEE, 1999), integrante da familia de receptores nucleares orfaos
adotados, ¢ um fator de transcri¢ao ativado por ligantes que desempenha fung¢ao crucial
na regulacdo transcricional de genes ligados ao metabolismo de produtos toxicos
derivados de metabolitos enddgenos e de substancias quimicas exdgenas como os genes
que codificam as isoformas das enzimas do citocromo P450 e proteina de resisténcia a
multidrogas 1 (MDRI1), além de outros genes (DI MASI et al., 2009; GEICK;
EICHELBAUM; BURK, 2001).

O PXR ¢ altamente expresso no figado, intestino delgado e coélon. Tecidos
esses em que os genes da CYP3A sdo mais expressos. Sua ocorréncia se da em outros
tecidos como rins, pulmdes, cérebro, placenta, pancreas, glandula mamaria, Gtero, ovario,
testiculos e prostata, ndo somente em tecidos normais, mas também em variadas espécies
de cancer como o de mama, osteossarcoma, colon, endométrio, ovario, prostata e esofago

(PAVEK, 2016; QIAO et al.,2013).

2.3.1. Estrutura

Como a maior parte dos RN’s, o PXR ¢ composto por um dominio central de
ligacdo ao DNA (DBD), uma dobradica flexivel, regido D, que une o DBD ao dominio
de ligacdo ao ligante (LBD) que contém a fungdo de ativagdo 2 ou AF-2 (ORANS;
TEOTICO; REDINBO, 2005).
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C Receptor nuclear

Nl DBD D LED

Figura 1. Comparacio das estruturas lineares entre um receptor nuclear e PXR. AF-1, fun¢do de
ativagdo-1; DBD, dominio de ligacdo ao DNA; D, dobradiga flexivel, LBD, dominio de ligagdo ao ligante; AF-2,
regido de ativag@o dependente de ligante; Adaptado de (QIAO et al., 2013).

Cc  PXR

e

Na regido N-terminal encontra-se a fun¢ao de ativagdo 1 (AF-1) cuja acgdo ¢é
independente de ligante, seguida do dominio de ligacdo ao DNA (DBD) que ¢ bastante
conservado, caracteristica essa dos RN’s, responsaveis pela ligagdo a regides especificas
do DNA, elementos responsivos e dimerizagao do receptor (CARNAHAN; REDINBO,
2005; LEHMANN et al., 1998).

No dominio de ligacdo ao ligante (LBD), localiza-se o bolsao de ligacao que
¢ altamente flexivel, caracteristica essa que lhe permite a associagdo a uma vasta
variedade de ligantes endogenos e exdgenos nao relacionados estruturalmente e também
a estrutura regido de ativagdo dependente de ligante (AF-2) no C-terminal (BUCHMAN;
CHATL CHEN, 2018).

2.3.2. Estrutura Cristalografica do LBD do PXR

Semelhante a outros RN’s, o LBD do receptor pregnano X ¢ organizado em
3 camadas helicoidais sobrepostas, al/ a3, 04/ a5/ a8 e a7/ al0. Possui uma fita 3
antiparaela de cinco filamentos, $ 2, 33,4, 1 e B 1’ e, localizada ao fundo da molécula,
encontra-se o bolsdao de ligagdo ao ligante, uma grande cavidade muito flexivel e
hidrofobica, que lhe permite interagir com moléculas de varios tamanhos e orientagdes
(ORANS et al., 2005). Apesar de o LBD-PXRh possuir varias semelhangas com os outros
RN’s, dispde de algumas caracteristicas distintas como a zona varidvel entre al e a3, que
¢ uma curvatura de 4 residuos, e duas folhas B a mais que os outros fatores de transcri¢ao

(WATKINS et al., 2001).



24

2.3.3. Mecanismos de Ativaciao e Repressao

Um modelo classico da regulagdo do PXR ¢ por meio do recrutamento de
correguladores, e esses sdo divididos em dois grupos, coativadores que ativam a
transcri¢do géncia e correpressores que diminuem ou impedem a transcricdo (FRANCIS

et al., 2003).

Na presenca do ligante o receptor migra do citoplasma para o nucleo da
célula, forma um heterodimero com o receptor retindide X do tipo alfa (RXRa) e recruta
complexos de coativadores, que possuem atividade intrinseca de histona acetiltransferase
(KHATTAK; RAHMAN), o que enfraquece a ligagcdo das histonas ao DNA e viabiliza a
transcricao génica (CARNAHAN; REDINBO, 2005).

As principais proteinas coativadoras que interagem com o PXR sdo
coativador de receptor nuclear 1 (SRC-1), coativador de receptor nuclear 2 (SRC-2) que
compoe a familia de coativadores p160, coativador transcricional 1a (PGC-1a) (ORANS

et al., 2005), proteina 1 que interage com o receptor nuclear (NRIP1) e supressor para

GAL-1 (SUG1) (MASUYAMA et al., 2001).

Phase Il
Xenobiotic /Drug transporters
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Nucleus

Figura 2. Mecanismo de acio do PXR. Apoés ligagdo de um agonista, o receptor PXR forma um
heterodimero com o RXR. Em seguida, o heterodimero PXR/RXR interage com o elemento responsivo, levando
a uma mudanga estrutural que libera os correpressores e recruta complexos de coativadores, viabilizando a
transcricao génica. Adaptado de (WANG, J. et al., 2014).
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O complexo dos correpressores possui atividade contraria a dos coativadores,
que na auséncia do ligante ou na presenca de um antagonista, os correpressores recrutam
histonas desacetilases (HDAC’s) que fortalecem a ligagdo das histonas ao DNA,
consequentemente reprimindo a transcrigao génica (CARNAHAN; REDINBO, 2005).

Os correpressores conhecidos por interagirem funcionalmente com PXR sao
correpressor 1 de receptor nuclear (NCoR1), correpressor 2 de receptor nuclear (NcoR2)

e pequeno parceiro heterodimero (JAKHAR; DAHIYA) (RIGALLI ef al., 2018).

2.4.  RECEPTOR PREGNANO X NO METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

O PXR funciona como um sensor de xenobioticos, que sdo substancias alheias
ao organismo, como medicamentos alopaticos e fitoterapicos, que ao entrarem em contato
com o organismo, desencadeiam um processo de biotransformacao dessas substancias

(MITTAL et al., 2015).

O metabolismo modifica a estrutura quimica dos compostos, transformando
as substancias lipofilicas em hidrossoluveis, para que as mesmas sejam excretadas pelos
rins, e este processo € dividido em trés fases, I (oxidagdo, reducgao e hidrélise enzimatica),

IT (conjugacado) e III (efluxo de metabdlitos).

As enzimas da familia do citocromo sao encarregadas pela fase I, que leva a
formacao de metabolitos intermediarios mediante reagdes metabodlicas redutivas e
oxidativas. Ocorre a adicdo de um oxigénio a substancia, formando um grupo OH,
enquanto outro oxigénio ¢ convertido em agua com o objetivo de aumentar assim sua

polaridade para a fase Il (GALLI; FEIJOO, 2002; MITTAL et al., 2015).

O citocromo ¢ constituido por 57 genes, expresso em varios tecidos como
cérebro, rins, pulmoes, intestino e principalmente nos hepatocitos (GUENGERICH,

2006).

A CYP3A4 pertencente a familia do citocromo P450 (CYP), que ¢ a isoforma
mais abundante da subfamilia, é encarregada do metabolismo oxidativo de 40-60 % dos
medicamentos. E um grupo formado por vérias hemeproteinas responsaveis pelo

metabolismo oxidativo de substancias endogenas e exdgenas. A enzima CYP3A4 ¢
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constitutivamente expressa, mas por outro lado apresenta indugdo da transcricao por um
conjunto de compostos como, por exemplo, carbamazepina, fenitoina, fenobarbital e
rifampicina (DANIELSON, 2002; FANG et al., 2017, GOODWIN; HODGSON;
LIDDLE, 1999; OGG et al., 1999).

As enzimas da fase II que podem ser reguladas por PXR sdo: UDP-
glucuronosil transferase (UGT), sulfotransferase (SULT) e glutationa-transferase (GST),
que tem a funcdo de incorporar moléculas polares aos xenobioticos e/ou endobioticos,
gerando metabolitos soltiveis em agua, ndo-toxicos, capazes de serem excretados pelas

vias biliares e/ou urinarias (WANG, H.; LECLUYSE, 2003).

A fase III ¢ gerenciada pelos transportadores celulares de captagdo e efluxo
que sdo constituidos pelos membros da familia de proteinas dos cassetes de ligagdo de
ATP (ABC), que sdo proteinas transmembranares e t€ém como fun¢do bombear drogas
para fora das células, utilizando energia da hidrolise de ATP (PRAKASH et al., 2015).
Esta intimamente relacionada a resisténcia a multiplos farmacos na quimioterapia e ¢ alvo

importante nas interagcdes medicamentosas (KOTA et al., 2010).

A glicoproteina P (P-gp) ¢ a proteina sintetizada pelo gene ABCBI1, também
conhecido como multirresisténcia a drogas 1 (MDR1) e foi o primeiro membro ABC a
ser descrito, sendo o PXR o principal fator de transcri¢dao que regula a expressao da P-gp
no intestino. Tem como finalidade translocar uma ampla variedade de xenobidticos para
o meio extracelular. A P-gp ¢é expressa em varios tecidos normais com fungao excretora
(intestino delgado, figado e rim) e nas barreiras de tecido sanguineo (barreira
hematoencefalica, barreira hematotesticular e placenta) (FROMM, 2004; GEICK et al.,
2001).

2.5. INTERACAO MEDICAMENTOSA

As interacdes medicamentosas podem ocorrer pelo mecanismo de ativagao
ou inativagdo de reguladores transcricionais de enzimas que metabolizam xenobidticos e
um dos reguladores da transcri¢do de enzimas que metaboliza xenobioticos ¢ o PXR,

também denominado de xenosensor (BARTONKOVA; DVORAK, 2018).
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O PXR ¢ ativado por uma vasta variedade de esteroides enddgenos,
xenobidticos e drogas e desempenha um importante papel na mediagdo de interagdes

medicamentosas perigosas (Tabela 1) (WATKINS et al., 2001).

B

—— — Drug efficacy l

— Drug toxicity T

Figura 3. Interacdoes medicamentosas mediadas por PXR. A droga A ¢ agonista de PXR, quando
coadministrada com as drogas B ou C aumenta sua metabolizagdo. Na interagdo ocorrida entre a droga A e B houve
uma diminuiggo na eficacia de B devido a queda em sua biodisponibilidade no organismo. Na interagdo ocorrida
entre a droga A e a droga C, a toxicidade teve um aumento em consequéncia ao acumulo de metabolitos toxicos.
Adaptado de (MA, XIAOCHAO; IDLE; GONZALEZ, 2008).

A regulagdo positiva do PXR pode aumentar o metabolismo de outros agentes
terapéuticos administrados simultaneamente, diminuindo sua eficacia clinica. Lau e
colaboradores (2010) demonstraram que o ginkgolide A, um fitoquimico da Ginkgo
biloba L., usada para o comprometimento cognitivo na doenca de Alzheimer, ativa o PXR
e por isso deve ser usado com precaucdo por pessoas que fazem uso de medicamentos

metabolizados pela CYP3A4 (LAU et al., 2010).

Um estudo in vitro conduzido por Gupta e colaboradores (2008) evidenciou
que, quando o receptor foi ativado por rifampicina, resultou ndo apenas na induciao da
expressao de CYP3A4 mas também do UGTI1AIl, gene que produz a enzima UDP-
glucuronosil transferase (UGT) que participa do metabolismo de fase II. O aumento da
expressdo da CYP3A4 e da UGT1AL resultou na resisténcia ao paclitaxel (Taxol®) pela
inducdo transcricional de genes envolvidos no metabolismo de drogas e também conduziu
a uma proliferacao aumentada de células, indicando que a ativagao do PXR induz tanto o
crescimento do tumor quanto a resisténcia a quimioterapia em células de cancer ovariano

(GUPTA et al., 2008; WANG, H.; LECLUYSE, 2003).
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Antagonistas de PXR reprimem sua atividade transcricional, deslocando um

agonista do seu LBD ou inibindo a ligacdo do agonista ao PXR, levando assim a um

bloqueio direto ou alostérico de proteinas como coativadores ou RXR ou fortalecendo as

interacdes com um correpressor, podendo levar a inibicao da transcricao das enzimas do

metabolismo de xenobioticos. Essa inibicdo pode desencadear o aumento da atividade

farmacolodgica e isso pode ou ndo ser um problema, dependendo da janela terapéutica do

medicamento coadministrado (CHAI et al., 2016; HOGLE et al., 2018, SMUTNY;

PAVEK, 2014).

Tabela 1. Ligantes agonistas do receptor PXR e suas recomendagdes de uso.

Agonista sintético/semissintético

Indicac¢ao de uso/ aciao

Referéncia

Acido micofendlico
Carbamazepina

Clotrimazol

Dexametasona

Efavirenz

Glimepirida

Isradipina

Lovastatina
Metolazona

Rifampicina

Sr 12813

Topiramato

Trifluridina

Imunossupressor
Antiepiléptico
Antimicoético

Anti-inflamatdrio e

imunossupressor

Antirretroviral

Antidiabético

Anti-hipertensivo,

neuroprotetivo (estudo pré-clinicos)
Anti-hipercolesterolemia
Diurético

Antibiotico

Hipocolesterolémico

Anticonvulsivo

Antiviral e antineoplasica

(RATAJEWSKI et al., 2015)
(GREWAL et al., 2017)
(LEHMANN et al., 1998)

(PASCUSSI et al,
SCHEER et al., 2010)

2000;

(NARAYANAN et al., 2018)

(BECIC; KAPIC; BECIC, 2003;
SINZ, M. et al., 2006)

(BIGLAN et al, 2017;

DROCOURT et al., 2001)
(LEHMANN et al., 1998)
(BANERJEE; CHEN, 2014)
(LI; CHIANG, 2005)

(BERKHOUT et al,
SHUKLA et al., 2011)

1996;

(NALLANI et al., 2003)

(RATAJEWSKI et al., 2015)
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Agonista natural Indicac¢ao de uso/ acao

Referéncia

Erva de Sdo Jodo (Hypericum ) ]
Antidepressivo

perforatum)

) Hipotireoidismo, doenca
Forscolina (Coleus forskohlii) ) ) ) ) )
cardiaca e disturbios respiratorios

Ginkgo (Ginkgo biloba) Deficiéncia da memoria

Kava kava (Piper methysticum) Ansiedade

) Infecgdes respiratorias,
Makandi (Echinacea purpurea) ) )
gripe e resfriado

o ) ) ) Tratamento de dispneia,
Wu Wei Zi (Schisandra chinensis) ] o i
tosse, diaforese, amnésia e insonia

(MOORE et al., 2000)

(DING; STAUDINGER, 2005)

(LAU et al., 2010; YEUNG et
al., 2008)
(SARRIS et al, 2013;
STAUDINGER; DING; LICHTI, 2006)

(AWORTWE et al., 2015)

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

Composto natural isolado Indicac¢ao de uso/ acao

Referéncia

Colupulona (Humulus lupulus) Atividade antibacteriana

Nigramida C (Piper nigrum) -

L. . . Antioxidante, melhora
Piperina (espécies piper) )
fungdo cognigdo

(SIMPSON; SMITH, 1992;
TEOTICO, D. G. et al., 2008)

(KANNO et al., 2014)

(CHONPATHOMPIKUNLERT;
WATTANATHORN; MUCHIMAPURA,
2010; WANG, Y. M. et al., 2013)

Cedido gentilmente por SILVA (2019).

2.6. ESPECIES VEGETAIS

Para a realizagdo da pesquisa, foram selecionados os extratos de plantas

constantes na RENISUS, Morus nigra L., Bidens pilosa L., Tagetes minuta, Matricaria

chamomilla e Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz, que nao faz parte da RENISUS mas

muito utilizado como fitoterdpico. O método para selecdo dos extratos foi a

disponibilidade deles no Laboratdrio de Farmacologia Molecular da Faculdade de Saude

da Universidade de Brasilia.
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2.6.1. Morus nigra L.

Fonte:(ALMEIDA, 2015; CLAYTONJ_MOTC, 2018)

A Morus nigra L. é oriunda da Asia Ocidental, Africa, Europa e América e
pertence a familia Moraceae. E uma arvore de tamanho médio que pode atingir de 6 a 9
metros de altura (KUMAR; CHAUHAN, 2008), conhecida popularmente como amora
preta, amoreira ou amora (SAUDE, 2015¢).

2.6.1.1. Uso na medicina popular

Todas as partes, folhas, raizes, frutos e a casca do caule da M. nigra sao
utilizadas na medicina popular, para uso terapéutico antidiabético, reducao da obesidade
e combate a processos inflamatérios (NADERI et al., 2004; SANCHEZ-SALCEDO et
al., 2016).

2.6.1.2. Efeitos farmacologicos

2.6.1.2.1. Efeito hepatoprotetor

No estudo de Mallhi e colaboradores (2014), o extrato aquoso metanolico da
folha de M. nigra demonstrou efeito hepatoprotetor. A hepatoxicidade foi induzida em

camundongo com paracetamol 250 mg/ kg. O extrato foi capaz de reduzir os niveis das
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enzimas hepaticas aminotransferase glutamico oxalacética (AST) (MANGELSDOREF et
al.) e aminotransferase glutdmico pirtivica (ALT). Foi demonstrada melhora na necrose
dos hepatdcitos, inflamacdo e constri¢do sinusoidal nos hepatocitos dos camundongos
pré-tratados com extrato de M.nigra antes da administragao do paracetamol (MALLHI et
al.,2014). Heng (2015) demonstrou que o extrato etandlico das folhas de M. nigra reduziu
os niveis ALT, AST e lactato desidrogenase (LDH) do grupo de ratos com
hepatotoxicidade induzida por metotrexato (TAG, 2015).

2.6.1.2.2. Atividade antioxidante

Hassanalilou e colaboradores (2017) demonstraram a¢des antioxidantes do
extrato etanolico das folhas de M. nigra que inibiram o dano renal e hepatico em ratos
diabéticos. O diabetes foi induzido em ratos com estreptozotocina e o extrato etandlico
da M. nigra diminuiu os niveis de creatinina sérica e ureia em relagao aos ratos diabéticos
do grupo ndo tratado e também de acordo com o exame histologico, o acimulo de
glicogénio e a degeneragao gordurosa dos tubulos convolutos renais foram leves no grupo
tratado com o extrato etandlico. O figado dos ratos diabéticos tratados com o extrato
apresentou uma degeneracdo gordurosa leve e o citoplasma de hepatdcitos foi distendido
por menor quantidade de goticulas gordurosas em comparagdo com ratos diabéticos
tratados com glibenclamida. Os resultados demonstram que o extrato das folhas de M.
nigra pode melhorar fungdes e estruturas renais e hepaticas através da diminui¢dao do

estresse oxidativo em ratos diabéticos (HASSANALILOU et al., 2017).
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2.6.2. Bidens pilosa L.

Fonte: (JOEY, 2019; SUNNETCHAN, 2019)

Bidens pilosa L. é originaria da América do Sul e hoje esta espalhada por todo
o mundo. A planta ¢ de ciclo vegetativo anual, tem estatura média de 1,5 metro e possui
flores de 5-15 centimetros de didmetro. E encontrada principalmente em regides de clima
tropicais e subtropicais e ¢ largamente utilizada na medicina tradicional
(GEISSBERGER; SEQUIN, 1991), conhecida popularmente como picao preto, picdo ou
carrapicho (SAUDE, 2015a).

2.6.2.1. Uso na medicina popular

As folhas, as raizes e sementes sdo usadas no combate a malaria, feridas,

resfriados, gripes e infecgdes do trato urinario (DAGAWAL; GHORPADE, 2011).

2.6.2.2. Efeitos farmacologicos

2.6.2.2.1. Propriedades analgésicas e anti-inflamatorias

O estudo de Fotso e colaboradores (2014), teve como objetivo avaliar as

propriedades analgésicas e anti-inflamatérias do extrato de cloreto de metileno e metanol



33

das folhas de B. pilosa. As propriedades analgésicas de B. pilosa foram estudadas usando
os modelos de dor induzida por acido acético, placa quente, capsaicina e dor induzida por
formalina. Isso foi seguido por um estudo das propriedades anti-inflamatdrias, usando
carragenina, dextrano, histamina e serotonina para induzir inflamac¢do aguda na pata
traseira de ratos. O extrato gerou redugdo significativa na dor induzida pelos quatro
modelos de nocicep¢do. Também apresentou atividade anti-inflamatdria significativa em
todos os quatro modelos de inflamag¢do aguda. Esses resultados mostram que o extrato de

B. pilosa tem propriedades analgésicas e anti-inflamatoérias (FOTSO et al., 2014).

2.6.3. Tagetes minuta

7% .
Fonte: (IGMAR, 2016)

Tagetes minuta pertence a familia Asteracea. E nativo da América do Sul. E
uma espécie aromatica de 1-2 m de altura com ciclo vegetativo anual (KUMUD et al.,

2010), popularmente conhecida como cravo-de-defunto, cravinho ou chinchilho

(SAUDE, 20154d).

2.6.3.1. Uso na medicina popular

O T. minuta ¢ tipicamente empregado como anti-helmintico, diurético e
antiespasmodico (AMAT, 1983). Seu oleo essencial apresenta atividade biocida,

acaricida, antifingica e antimicrobiana (SENATORE et al., 2004).
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2.6.3.2. Efeitos farmacologicos

2.6.3.2.1. Atividade antimicrobiana

O extrato metanolico das folhas de 7. minuta ¢ as fragdes com diferentes
solventes, cloroférmio, acetato de etila e 4gua, apresentaram atividade antimicrobiana
contra microorganismos Gram positivos (Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis) e Gram negativos (Escherichia Coli e Pseudomonas

aeruginosa) (TERESCHUK et al., 1997).
2.6.3.2.2. Efeito antifungico

Foi mostrado por Bii e colaboradores (2000) e Thembo e colaboradores
(2010), que o extrato metandlico de 7. minuta demonstrou eficacia antifingica contra
Candida krusei, Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum, Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum gypsum, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus niger e Penicillium spp (BII; SIBOE;
MIBEY, 2000; THEMBO et al., 2010).

2.6.4. Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz

Fonte:(PIOTTER, 2018)
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Bryophyllum pinnatum pertence a familia Crassulaceae e ¢ conhecida
popularmente como coirama, folha-da-fortuna e folha-do-até. E uma suculenta nativa de
Madagascar que pode atingir at¢ um metro de altura. Sua espécie ¢ abundante e cresce

amplamente em regides tropicais (OJEWOLE, 2005).

2.6.4.1. Uso na medicina popular

A erva B. Pinnatum ¢ comumente usada para o tratamento de litiase renal e
insuficiéncia urinaria (YADAV; GULKARI; WANIJARI, 2016). E usada também no
combate a dores de cabecga, dores de dente, dores de ouvido, infec¢des oculares, feridas,

ulceras, furinculos, queimaduras e picadas de insetos (KAMBOJ, A.; SALUJA, 2009).

2.6.4.2. Efeitos farmacolégicos

2.64.2.1. Efeito antilitico

Um estudo realizado no ano de 2016 por Yadav e colaboradores, demonstrou
que B. pinnatum preveniu a formagao de calculos renais induzidos por etilenoglicol em
ratos. Houve uma redugdo nos niveis séricos de ureia, creatinina, acido trrico € magnésio
no grupo tratado com os extratos alcoolico e hidro alcoolico de B. Pinattum. Na
histopatologia dos tabulos renais foi verificada pouca ou nenhuma deposicao de cristais

e mudangas na arquitetura dos rins nos grupos tratados com o extrato dessa planta

(YADAV et al., 2016).
2.6.42.2. Efeito antinociceptivo, anti-inflamatorio e antidiabético

O extrato aquoso de B. pinnatum apresentou efeitos antinociceptivos contra
estimulos de dor induzido por estimulo térmico (chapa quente) e quimico (acido acético),
também reduziu a inflamacao aguda induzida por inje¢des subplantares de albumina de

ovo fresco (OJEWOLE, 2005).



36

2.6.5. Matricaria chamomilla

Fonte:(KULBIS, 2017 ; NOVEMBERSYY, 2017 )

M. chamomilla ¢ uma herbacea (possui o caule ndo lenhoso) anual, pertence
a familia Asteraceae originaria da Europa e da Asia Ocidental. Também conhecida como
camomila alema, camomila hungara, camomila doce, maganilia ou camomila selvagem.
(MCKAY; BLUMBERG, 2006). As flores possuem pétalas brancas e centros amarelos
com um aroma doce e frutado. E a partir das flores secas e frescas que sdo produzidos

6leos essenciais, infusdes e extratos (SAUDE, 2015b).

2.6.5.1. Uso na medicina popular

E usada como calmante, antiespasmodico, anti-inflamatério e antisséptico
(SHARIFI ef al., 2014). Também muito utilizada para o tratamento de lesdes da pele

como queimaduras e irritacdes cutanea (SAUDE, 2015b).
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2.6.5.2. Efeitos farmacologicos

2.6.5.2.1. Atividade antiplaquetaria

Foi descrito por Pierre e colaboradores (2005) que o extrato aquoso de M.
chamomilla teve o potencial de inibir, in vitro, a agregacdo plaquetaria induzida por
adenosina difosfato (ADP) e coldgeno, bem como toda a agregagdo sanguinea induzida
por coldgeno em comparacdo com os controles (PIERRE; CROSBIE; DUTTAROY,
2005).

2.6.5.2.2. Efeitos antidiabéticos

O extrato etandlico das flores de M. chamomilla ativou o receptor nuclear
ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPARy) e seus isétipos. Em
camundongos alimentados com dieta rica em gordura e resistentes a insulina, o extrato
reduziu consideravelmente a resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, triglicerideos e

colesterol LDL / VLDL (WEIDNER et al., 2013).

3. JUSTIFICATIVA

Considerando que as plantas incluidas neste estudo sdo utilizadas para fins
terapéuticos e que ndo ha descrigdo na literatura acerca de sua acao sobre o receptor PXR,
este projeto teve o proposito de analisar os possiveis efeitos de agonismo ou antagonismo
dos extratos aquosos de Morus nigra L., Bidens pilosa L., Tagetes minuta, Bryophyllum

pinnatum (Lam.) Kurz e Matricaria chamomilla sobre o receptor nuclear PXR.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Analisar, ex vivo, se os extratos aquosos de Morus nigra L., Bidens pilosa L.,
Tagetes minuta, Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz e Matricaria chamomilla quanto a
capacidade de modular a atividade transcricional do receptor nuclear PXR em células

HeLa.
4.2.  Especificos

e Analisar a toxicidade dos extratos aquosos em células HeLa;

e Avaliar, em cé¢lulas HeLa, a ocorréncia de possivel agonismo dos extratos
aquosos em PXR, utilizando as concentragdes determinadas por meio do ensaio de
viabilidade celular;

e Avaliar, em células HeLa, se ha efeito antagonista dos extratos aquosos
que nao apresentarem atividade agonista sobre o PXR.

e Analisar, em células Hela, os efeitos dos extratos aquosos sobre o
promotor CMV;

e Verificar se ha atividade dos extratos aquosos que demonstraram acao

agonista sobre o hPXR no receptor TR.
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5. METODOS

Todos os ensaios foram executados nas dependéncias do Laboratério de
Farmacologia Molecular da Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade de Brasilia,

no periodo de 2017 a 2019.

5.1.  EXTRATOS AQUOSOS

Os extratos aquosos das plantas Morus nigra L., Bidens pilosa L., Tagetes
minuta L., Matricaria chamomilla L., Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken selecionados
para analise, deu-se a partir da RENISUS, exceto o extrato de B. pinnatum pois estava

disponivel no laboratorio.

Os extratos foram doados pela Prof*. Dra. Damaris Silveira, do Laboratério

de Controle de Qualidade da Universidade de Brasilia.

Os extratos aquosos foram preparados sob a forma de chas (para mimetizar o
uso desses extratos pela populagdo), a partir de drogas vegetais, pelo método de infusao
com 100g de folhas em 1000 mL de agua destilada, que consiste em verter dgua destilada
a 80°C sobre as folhas e acondicionar em um recipiente tampado por 15 minutos
(SOBOTA; PINHO; OLIVEIRA, 2016). O material obtido foi filtrado, congelado,

liofilizado e acondicionado a -20°C.

Os extratos aquosos a serem usados nos ensaios foram diluidos em meio de

cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM - Sigma Aldrich®).

52. CULTURA DE CELULAS

No presente estudo, foram utilizadas células HeLa, adquiridas no Banco de
Células do Rio de Janeiro — BCRJ, oriundas de adenocarcinoma cervical humano, que
foram cultivadas em placas para cultivo celular de 150 mm utilizando meio de cultura
DMEM com alta concentragdo de glicose, onde foi adicionado 3,7 g/L de bicarbonato de

sodio (Sigma Aldrich®), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma
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Aldrich®) e 10% de SFB (Soro fetal bovino - Gibco). As células foram acondicionadas
em incubadora a 37°C ¢ 5% de CO, (LUTZ et al., 2018).

5.3. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a toxicidade dos extratos vegetais nas células HeLa, foi
empregado o ensaio colorimétrico que utiliza o reagente MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-
2,5-difenil-tetrazolio) (Sigma Aldrich®), em placa de cultura de células de 96 pogos. O
MTT, sal de coloragao amarela palida solivel em solugdo aquosa, ¢ reduzido a formazan,
sal de coloragdo arroxeada e insolivel em solugdo aquosa, por meio da quebra do anel
tetrazolio pela desidrogenase mitocondrial das células viaveis. Dessa forma, a reducao do
MTT a formazan ¢ diretamente proporcional a atividade mitocondrial, ou seja, viabilidade
da célula. Os granulos de formazan sdo diluidos em solventes organicos e podem ser
medidos por espectrofotometria em comprimento de onda de 570 nm (MOSMANN,
1983) (SYLVESTER, 2011).

Nesse contexto, cada pogo da placa foi semeado com aproximadamente
15.000 células HeLa, ressuspensas em um volume total de 100 uL/pogo e incubadas a
37°C e 5% de COz. No dia seguinte, essas células foram tratadas com concentragdes
crescentes dos extratos. Foi definido como concentracdo maxima a ser utilizada do extrato
aquoso, aquela que manteve no minimo 70% de células vidveis. Quando houve
precipitagdo, mesmo com células viaveis, essa concentracdo foi utilizada. Apos incubacao
a 37°C e 5% de CO; por 24 horas, foi adicionado 10 pL de MTT (5 mg/mL em PBS) em

cada poco, seguida por incubagao por um intervalo de 2 horas.

Para a total dissolu¢ao do sal de formazan, o meio de cultura foi removido da
placa por inversao e 100 pL de solucdo reveladora de MTT (HCI 0,04 M em isopropanol
absoluto) foi acrescido em cada pogo. A placa foi colocada sob agitagdo no equipamento

shaker orbital (Certomat®) por 45 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz.

A absorbancia foi determinada a 570 nm em espectofotometro de placas

(Beckman Couter-DTX800 — Multimode Detector).

Os resultados foram apresentados em forma de porcentagem de células

vidveis nos pogos tratados com os extratos em relagdo aos controles, considerados como
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100% de viabilidade. Trés experimentos independentes foram realizados em replicata de
8. Baseados nesses resultados, conforme referido anteriormente, as concentragdes que
resultaram em, no minimo 70%, de viabilidade celular, foram consideradas nao
citotoxicas (ISO, 2009) e selecionadas para serem usadas nos ensaios de transfec¢ao

transitoria e gene reporter.

54. TRANSFORMACAO E PURIFICACAO DE PLASMIDEO

Os plamideos empregados no presente estudo foram:

- pPM-GAL4-PXR-LBD — quimera que possui o cDNA do dominio de ligacao
ao DNA do fator de transcri¢ao de levedura GAL4 fundido ao cDNA do LBD do PXR

humano;

- GAL4-LUC - plasmideo que contém o cDNA do gene da luciferase (gene

reporter) regulado pelo elemento responsivo GAL4;

- CMV-LUC - promotor do citomegalovirus (CMV) de expressao

constitutiva fusionado ao cDNA do gene da luciferase (gene reporter);

- GAL4-TRpB — vetor de expressdao que possui o cDNA do LBD de TRp
humano fusionado ao DBD de GAL4; e

- PG5-LUC — elemento responsivo de GAL4, fusionado ao gene repérter da

luciferase.

O processo de transformag¢ao dos plasmideos acima referidos ¢ definido como
a incorporacdo e expressao do DNA plasmidial em bactéria Escherichia coli (DH5a)
(INOUE; NOJIMA; OKAYAMA, 1990). O método envolve dois passos: as cé€lulas
procariotas sdo, primeiramente, tratadas com Cloreto de Calcio (CaCl2) e, em seguida,
adicionado o DNA, seguido de um choque térmico de 0 a 42°C. O primeiro passo torna
as células competentes para a captagdo do DNA e o segundo facilita a entrada dos

plasmideos através da membrana da célula (HANAHAN, 1983).

Para a transformacdo dos DNA'’s, foram utilizados 50 pL. do vetor de

clonagem e 100 ng a 1 pg do plasmideo de interesse, que foram inicialmente incubados
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por 30 minutos no gelo. Decorrido esse tempo, foi colocado em banho-maria a 42°C por
90 segundos e, de imediato, foi resfriado em gelo por 2 minutos. A seguir, foram
adicionado 500 pL de meio Luria Bertani (LB) (GEICK et al.) liquido sem antibidtico
incubado por 1 hora a 37°C sob agitagdao constante. Finalizado esse periodo, 50 uL do
caldo foi adicionado a placa de Petri com meio LB gelificado com 1,5% de 4gar e 0,1
mg/mL de ampicilina, antibidtico este que os plasmideos conferem resisténcia, e a placa

foi incubada por 16 horas em estufa a 37°C.

Para a amplificagdo das bactérias contendo o plasmideo de interesse, uma
colonia isolada de DH5a foi inoculada em 5 mL de meio LB, contendo ampicilina
(60ug/puL) e cultivada a 37°C por 16 horas. Apos o periodo de crescimento, o indculo foi
transferido para 300 mL de meio LB com ampicilina (60ug/uL) a 37°C sob agitacao de
250 rpm (Shaker INNOVA® 44 — New Brunswick ™).

A suspensao de micro-organismos foi submetida a centrifugacao a 4000 rpm
por um periodo de 15 minutos para separar as células do sobrenadante, o qual foi
descartado e os plasmideos foram purificados utilizando o0 QIAGEN® Plasmid Maxi Kit,

de acordo com as instrugdes do fabricante.

5.5. ENSAIO DE TRANSFECCAO TRANSIENTE E GENE REPORTER

Procedeu-se a esse ensaio para estimar a agao dos extratos sobre a atividade
transcricional do PXR. A transfec¢ao consiste na inser¢ao de acidos nucléicos em células
de mamiferos, que pode ser realizada de maneira quimica, fisica ou biologica. E uma
ferramenta analitica para o estudo da funcdo e regulagdo dos genes ou produtos genéticos
(GLOVER; LIPPS; JANS, 2005). Assim, os genes transfectados sdo expressos por um
periodo de tempo restrito pelo fato deles ndo estarem integrados no genoma (KIM;

EBERWINE, 2010).

O ensaio de gene reporter da luciferase ¢ aplicado para monitorar a atividade
do promotor ou quantificar a expressao génica de forma indireta. A enzima luciferase na
presenga do seu substrato, luciferina (adicionada ao sistema), catalisa a reagdo, a qual
produz uma quantidade de luz proporcional a quantidade de luciferase expressa no ensaio

(DE WET et al., 1987).
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Para realizar a transfec¢do, o meio de cultura das células HeLa foi removido
e adicionada solugdo de tripsina a 0,5% para ressuspender as células aderidas. Em
seguida, adicionou-se 10 ml de meio de cultura com SFB 10% para interromper a agao
da tripsina. Feito isso, as c€lulas foram coletadas em tubos de 50 ml e submetidas a
centrifugacao (2.000 rpm por 5 minutos). Apds esses procedimentos, descartou-se o
sobrenadante e as células precipitadas no tubo foram ressuspendidas em meio de cultura
DMEM com Soro Fetal Bovino (SFB) sem antibidtico (ATB), para serem semeadas em
uma quantidade aproximada de 22.000 células por pogo, ressuspensas em 250 plL/poco
em uma placa de 48 pocos. Apds serem plaqueadas, as células foram colocadas na

incubadora a 37°C e 5% CO; durante o periodo noturno.

No dia seguinte, as células foram cotransfectadas com os vetores de expressao
utilizando o reagente Lipofectamina (0,5 pL por pogo) (Lipofectamine® 2000-Invitrogen),
lipossomos que englobam o DNA, facilitando sua passagem pela parede celular, de
acordo com a recomendacdo do fabricante. Utilizou-se 60 ng de receptor nuclear (pM-

Gal4-PXR-LBD ou GAL4-TRp) e 240 ng do elemento responsivo (GAL4-LUC) por
pogo.

Para realizar o ensaio de agonismo, seis horas apds o término da transfeccao,
as células foram tratadas com veiculo (DMSO), rifampicina 10° e 10°® M (controles
positivos) e concentragdes crescentes dos diferentes extratos diluidos em DMEM sem

SFB e ATB, por 20 horas.

Passado esse periodo, as células foram lisadas com tampao de lise (100 mM
tris pH 7,6 € 0,2% de triton 100X q.s.p 100 mL H20(d)). Ao lisado celular (10 pL) foi
adicionado luciferina (20 puL — substrato da luciferase) presente no kit Luciferase Assay
Systems® (Promega E4530). A emissdo de luz decorrente da reacdo enzimatica entre o
produto e o substrato foi quantificada no luminometro GLOMAX 20/20 (Promega). A
atividade da luciferase foi calculada como taxa de ativagdo (numero de vezes) comparada
com o veiculo. Os experimentos foram realizados em triplicada e repetidos no minimo 3

VEZES.

Para os extratos de produtos vegetais que ndo apresentaram atividade
agonista, foi também realizado investigagdo para presenca de efeito antagonista. Para esse
ensaio, 6 horas apos a transfec¢do, as células HeLLa foram tratadas com concentragdes

crescentes dos extratos. Decorridas 4 horas apos adi¢ao do extrato, adicionou-se a0 meio
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de cultura DMSO (veiculo) ou rifampicina 10¢ M (controle positivo) em cada um dos
pocos tratados com meio de cultura e nos pogos dos extratos. Considerando que os
ligantes de receptores nucleares necessitam cruzar a membrana plasmatica, citoplasma e
membrana nuclear, adicionou-se inicialmente os extratos vegetais, pois caso 0S mesmos
possuissem efeito antagonista, ligariam-se ao LBD do hPXR e impediriam a ligagao do
agonista (rifampicina). Como uma alta concentracdo de rifampicina, por exemplo, na
concentragdo 10 M, pode deslocar o antagonista do receptor € atingir resposta méxima,
decidiu-se por usar a rifampicina na dose de 10 M, pois essa concentragio tem 50% do
efeito maximo (ECso), dado esse que foi obtido de uma curva dose-resposta feita em
estudos prévios em nosso laboratério (RITTER; FLOWER; HENDERSON, 2016; ZHU
et al., 2007). A leitura da geracdo de luciferase foi realizada apos 18 horas do segundo
tratamento. A atividade da luciferase foi calculada como vezes de ativagdo comparada
com a rifampicina. Cada experimento foi realizado em triplicata e repetido pelo menos 3

VEZCES.

5.6. ANALISE ESTATISTICA

O software utilizado para a analise foi o GraphPad Prism 7.0 para o sistema
operacional Windows. Para a comparacao estatistica dos resultados entre os diferentes
grupos, utilizou-se a analise de varidncia (ANOV A one-way) seguido pelo post hoc de
Bonferroni. Os resultados com valor p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes e apresentados como média + erro padrao.
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6. RESULTADOS

6.1. Avaliacao da citotoxicidade dos extratos aquosos

Inicialmente, realizou-se o ensaio de viabilidade celular para definir as
concentragdes dos extratos aquosos da Morus nigra, Bidens pilosa, Tagetes minuta,
Matricaria chamomilla e Bryophyllum pinnatum a serem utilizadas nos ensaios de
transfeccdo transiente e gene reporter. Nesses experimentos as concentragdes maximas
empregadas foram aquelas que resultaram em, no minimo, 70% de viabilidade celular

(ISO, 2009).

O extrato aquoso de 7. minuta, M. chamomilla, e B. Pinnatum demonstraram
ndo serem toxicos para as células HeLa em concentragdes de até 2,0 mg/mL (Figura 4 C,
D e E). Concentragdes maiores ndo foram utilizadas em funcdo da dificuldade de
solubilidade desses extratos. No que se refere ao extrato de M. nigra e B. pilosa, as
concentragdes maximas com viabilidade celular foram iguais ou acima de 70% de 1,5

mg/mL e 0,5 mg/mL, respectivamente (Figuras 4 A e 4 B).

Definidas as concentracdes maximas nao toxicas, avaliou-se o efeito de
concentragdes crescentes dos extratos aquosos vegetais em ensaio de transfeccao

transiente e gene reporter.
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Figura 4 - Ensaio de viabilidade celular com MTT. Células HeLa foram tratadas com concentragdes
crescentes do extrato aquoso de (A) Morus nigra, (B) Bidens pilosa, (C) Tagetes minuta, (D) Matricaria
chamomilla ou (E) Bryophyllum pinnatum por 24 horas e seguida, as células foram incubadas com MTT por um
periodo de 2 horas. Apos a dissolugdo dos cristais de formazan a absorbancia foi quantificada e a viabilidade
celular foi determinada em comparagao ao controle negativo, considerado como 100%. Resultados de, pelo menos,
dois experimentos independentes em replicatas de 8.
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6.2. ANALISE DO EFEITO DOS EXTRATOS AQUOSOS NA ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL MEDIADA POR hPXR EM ENSAIOS DE TRANSFECCAO
TRANSIENTE E GENE REPORTER

6.2.1. O extrato de Morus nigra niao demonstrou efeito sobre a atividade

transcricional do hPXR

Para determinar o efeito do extrato aquoso de M. nigra sobre a atividade
transcricional do hPXR, células HeLa foram cotransfectadas com o pM-GAL4-PXR-
LBD e o GAL4-LUC e tratadas com o veiculo (DMSO), rifampicina (controle positivo)
ou concentracdes progressivas do extrato aquoso. Como observa-se na Figura 5, o
tratamento das células HeLa com doses crescentes de rifampicina aumentou a atividade
transcricional mediada por hPXR em até 6,75 + 0,765 vezes em sua dose mais elevada
(10> M). Por outro lado, o uso do extrato aquoso de M. nigra ndo modificou a atividade
transcricional de hPXR mesmo em sua concentracao mais elevada (1,4 mg/mL) que foi

de 0,93+ 0,097 vezes.
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Figura 5- O extrato de Morus nigra nio alterou a atividade transcricional do receptor nuclear hPXR.
Células HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e tratadas com veiculo
DMSO (controle negativo), rifampicina 10 ou 10 M (controle positivo) ou concentragdes crescentes de até 1,4
mg/mL do extrato de Morus nigra. A atividade da luciferase em relagdo ao veiculo foi determinada apds 20h de
tratamento, no lumindmetro e caracterizada como vezes de ativagdo das células tratadas com rifampicina e com
extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos como média + erro padréo de,
pelo menos, dois ensaios independentes em triplicata. ***p<0,001, em comparagdo ao veiculo. O teste estatistico

utilizado foi o ANOVA one-way, seguido do teste de comparagao multipla de Bonferroni.
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Em consequéncia do extrato de M. nigra nao ter se comportado como um
agonista, avaliou-se se 0 composto poderia exercer alguma atividade antagonista sobre o
hPXR. Realizaram-se dois tratamentos, sendo o primeiro com concentragdes crescentes
do extrato, 6 horas ap6s a transfeccao, para dar “vantagem” ao suposto antagonista, € 0
segundo tratamento, 4 horas depois, com a adi¢cdo de rifampicina (agonista) ao meio de
cultura. Caso o extrato apresentasse agdo antagonista, hd indicios de que se liga ao LBD
do hPXR e podendo levar a diminui¢cdo da ligacdo da rifampicina (agonista controle
positivo). Contrariamente, nao havendo ligacao de moléculas do extrato ao sitio de acao
do hPXR, nenhum efeito do extrato seria constatado sobre a agdo agonista da rifampicina.
A adicdo de M. nigra nas concentragdes entre 0,1 mg/mL a 1,4 mg/mL ndo modificou a
atividade transcricional induzida pela rifampicina, sugerindo que a M. nigra ndo exerce

efeito antagonista sobre o receptor pregnano x (Figura 6).
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Figura 6- O extrato aquoso de Morus nigra ndo exerceu efeito antagonista sobre o hPXR. Células
HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e realizaram-se dois
tratamentos: o primeiro 6 horas apds a transfeccdo com concentracdes crescentes de até 1,4 mg/mL do extrato
aquoso de Morus nigra, € o segundo 4 horas ap6s o primeiro tratamento, com Rifampicina 5x10° M. A
porcentagem da luciferase em relagdo a Rifa 5x10° M foi determinada, ap6s 20h de tratamento, no lumindmetro
e caracterizada como porcentagem de ativacdo das células tratadas com rifampicina. Os dados foram expressos
como média =+ erro padrdo de, pelo menos trés ensaios independentes. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA
one-way, seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni.

Com o objetivo de avaliar se o extrato de M. nigra possuia a capacidade de
reprimir o promotor CMV (citomegalovirus), que dirige a transcricdo do plasmideo de

expressao pM-GAL4-PXR-LBD, ou inibir a enzima da luciferase, foi realizada
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transfeccdo com o reporter CMV-LUC. As concentracdes de 0,1 mg/mL a 1,4 mg/mL do

extrato aquoso nao demonstraram efeitos sobre este promotor (Figura 7).
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Figura 7- O extrato aquoso de Morus nigra nio mostrou efeito sobre 0 CMV-LUC. Células HeLa
foram transfectadas com plasmideo CMV-LUC e tratadas com meio de cultura ou concentragoes até 1,4 mg/mL
de extrato de Morus nigra. A atividade da luciferase foi determinada apds 20h de tratamento, no lumindémetro e
representada como vezes de ativacdo das células tratadas com extrato, comparadas com células tratadas com o
meio de cultura. Os dados foram expressos como média + erro padrao de, no minimo, dois ensaios independentes.
O teste estatistico utilizado foi 0 ANOVA one-way, seguido do teste de comparagao multipla de Bonferroni.

6.2.2. O extrato de Bidens pilosa nao demonstrou efeito sobre a atividade

transcricional do hPXR

Em seguida, ao testarmos o extrato de Bidens pilosa, observamos que o
tratamento das células HeLLa com concentragdes crescentes do extrato nao alteraram a
atividade transcricional do hPXR, mesmo em sua concentra¢do mais elevada que foi de
0,5 mg/mL. Ao contrario, a rifampicina, em sua dose mais elevada (10~ M), aumentou a
atividade transcricional mediada por hPXR em 4,3 + 0,351 vezes. Esses resultados

sugerem que o extrato nao tem acgao agonista sobre hPXR (Figura 8).
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Figura 8- O extrato de Bidens pilosa nio alterou a atividade transcricional do receptor nuclear
hPXR. Cé¢lulas HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e tratadas
com veiculo DMSO (controle negativo), rifampicina 10 ou 10> M (controle positivo) ou concentragdes crescentes
de até¢ 0,5 mg/mL do extrato aquoso de Bidens pilosa. A atividade da luciferase em relagdo ao veiculo foi
determinada apds 20h de tratamento, no luminémetro e caracterizada como vezes de ativacao das células tratadas
com rifampicina e com extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos como
média £ erro padrio de, pelo menos, dois ensaios independentes em triplicata. ***p<0,001, em comparagdo ao
veiculo. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA one-way, seguido do teste de comparacdo multipla de
Bonferroni.

Como o extrato aquoso de B. pilosa ndo apresentou a¢ao agonista para hPXR,

foi decidido investigar uma possivel acdo antagonista.

A concentragdo méaxima ndo téxica do extrato aquoso de B. pilosa foi de 0,5
mg/mL no ensaio de viabilidade celular. Contudo, o reagente lipofectamina, lipossomo
catidnico utilizado na transfec¢do transiente, aliado ao extrato aumentou a toxicidade. Por

1sso0, a concentracdo maxima do extrato de B. pilosa foi ajustada para 0,25 mg/mL.

Nas concentragdes de 0,1 e 0,25 mg/mL, observa-se que nao houve alteragdo
da atividade transcricional induzida pela rifampicina, ou seja, o extrato de B. pilosa nao

possui atividade antagonista sobre hPXR.
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Figura 9- O extrato aquoso de Bidens pilosa nio exerceu efeito antagonista sobre o hPXR. Células
HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e realizaram-se dois
tratamentos, o primeiro 6 horas apds a transfeccdo com concentragdes crescentes de até 0,25 mg/mL do extrato
aquoso de Bidens pilosa, € o segundo 4 horas ap6s o primeiro tratamento, com rifampicina 10 M. A porcentagem
da luciferase em relacdo a Rifa 10 M foi determinada, apds 20h de tratamento, no lumindmetro e caracterizada
como porcentagem de ativagdo das células tratadas com rifampicina. Os dados foram expressos como média +
erro padrdao de, pelo menos dois ensaios independentes. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA one-way,
seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni.

Para averiguar se a B. pilosa exerceu interferéncia sobre a atividade do
promotor que dirige a luciferase, o ensaio com o plasmideo CMV-LUC foi efetuado e
nossos resultados demonstraram que nao houve mudancga na atividade transcricional em

nenhuma das concentragdes.
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Figura 10- O extrato aquoso de Bidens pilosa nio demonstrou efeito sobre o promotor CMV-
LUC. Células HeLa foram transfectadas com plasmideo CMV-LUC e tratadas com meio de cultura ou
concentragdes até 0,5 mg/mL de extrato de Bidens pilosa. A atividade da luciferase foi determinada, ap6s 20h
de tratamento, no lumindmetro e representada como vezes de ativagdo das células tratadas com extrato,
comparadas com células tratadas com meio. Os dados foram expressos como média + erro padrao de, no minimo,
dois ensaios independentes. O teste estatistico utilizado foi 0 ANOVA one-way, seguido do teste de comparagio
multipla de Bonferroni.

6.2.3. O extrato de Tagefes minuta nao demonstrou efeito sobre a atividade

transcricional do hPXR

Ao testar-se o efeito do extrato de Tagetes minuta sobre a transcrigdo mediada
por hPXR, observou-se um discreto aumento da ativagdo transcricional, chegando a 2,9
+ 0,910 vezes, quando comparado ao controle negativo (veiculo). Porém, em funcdo de
uma dispersao do erro padrao da média (EPM), esse resultado ndo foi estatisticamente
significante. Esses resultados sugerem que esta espécie vegetal ndo possui compostos

capazes de agirem como agonistas no receptor hPXR.
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Figura 11- O extrato de Tagetes minuta nao alterou a atividade transcricional do receptor nuclear
hPXR. Cé¢lulas HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e tratadas
com veiculo DMSO (controle negativo), Rifampicina 10° ou 10 M (controle positivo) ou concentragdes
crescentes de até¢ 1,0 mg/mL do extrato de Tagetes minuta. A atividade da luciferase em relacdo ao veiculo foi
determinada apds 20h de tratamento, no lumindmetro e caracterizada como vezes de ativacdo das células tratadas
com rifampicina e com o extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos
como média =+ erro padrdo de, pelo menos, dois ensaios independentes em triplicata. **p<0,05, em comparacdo ao
veiculo. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA one-way, seguido do teste de comparacdo multipla de
Bonferroni.

Com base no resultado anterior, onde foi visto que nao houve atividade
agonista, realizou-se entdo o ensaio de antagonismo. Os resultados mostraram que o
extrato de 7. minuta nao modificou a atividade transcrional de hPXR, mesmo em suas

concentragdes mais altas, demonstrando ndo possui atividade antagonista.
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Figura 12- O extrato aquoso de Tagetes minuta nio exerceu efeito antagonista sobre o hPXR. Células
HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e realizaram-se dois
tratamentos, o primeiro 6 horas apds a transfecgdo com concentragdes crescentes de até 1,0 mg/mL do extrato
aquoso de Tagetes minuta, ¢ o segundo 4 horas apdés o primeiro tratamento, com rifampicina 10° M. A
porcentagem da luciferase em relagio a Rifa 10° M foi determinada ap6s 20h de tratamento, no lumindmetro e
caracterizada como porcentagem de ativagao das células tratadas com rifampicina. Os dados foram expressos como
média + erro padrao de, pelo menos trés ensaios independentes. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA one-
way, seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni.

O extrato aquoso de 7. minuta também ndao modificou a atividade do

plasmideo CMV-LUC.
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Figura 13- O extrato aquoso de Tagetes minuta nio demonstrou efeito sobre o promotor CMV-
LUC. Células HelLa foram transfectadas com plasmideo CMV-LUC e tratadas com meio de cultura ou
concentragdes até de 1,0 mg/mL de extrato de Tagetes minuta. A atividade da luciferase foi determinada apds 20h
de tratamento, no lumindmetro e representada como vezes de ativagdo das células tratadas com extrato,
comparadas com células tratadas com o meio de cultura. Os dados foram expressos como média + erro padrao de,
no minimo, dois ensaios independentes realizados em triplicata. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA one-
way, seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni.

6.2.4. O extrato de Matricaria chamomilla nao alterou a atividade transcricional

mediada pelo receptor hPXR

Testou-se também o extrato aquoso de Matricaria chamomilla e observou-se
que o extrato aquoso nao alterou a atividade transcricional mediada por hPXR, sugerindo

que essa espécie nao possui compostos capazes de agir como agonistas de hPXR.
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Figura 14- O extrato de Matricaria chamomilla nao alterou a atividade transcricional do receptor
nuclear hPXR. Células HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e
tratadas com veiculo DMSO (controle negativo), rifampicina 10 ou 103 M (controle positivo) ou concentra¢des
crescentes de até 1,0 mg/mL do extrato de Matricaria chamomilla. A atividade da luciferase em relacdo ao veiculo
foi determinada apds 20h de tratamento, no luminometro e caracterizada como vezes de ativagdo das células
tratadas com rifampicina ou como extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram
expressos como média + erro padrao de, pelo menos, trés ensaios independentes em triplicata. ****p<0,0001, em
comparagdo ao veiculo. O teste estatistico utilizado foi 0 ANOVA one-way, seguido do teste de comparagdo
multipla de Bonferroni.

Da mesma forma como anteriormente discutido, como o ensaio ndo mostrou
acdo agonista em hPXR, realizou-se o ensaio de antagonismo. Assim, observou-se que o
tratamento das células HeLa com extrato aquoso de M. chamomilla nao modificou a
atividade transcricional induzida pela rifampicina 10 M (controle positivo), mesmo em
suas concentragdes mais elevadas. Assim, conclui-se que o extrato aquoso de M.

chamomilla nao ¢ um antagonista de hPXR.
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Figura 15- O extrato aquoso de Matricaria chamomilla ndo exerceu efeito antagonista sobre o hPXR.
Células HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e realizaram-se dois
tratamentos, o primeiro 6 horas ap6s a transfec¢do com concentragdes crescentes de até 1,0 mg/mL do extrato
aquoso de Matricaria chamomilla, o segundo de 4 horas ap0s o primeiro tratamento, com Rifampicina 10 M. A
porcentagem da luciferase em relagdo a Rifa 10° M foi determinada, ap6s 20h de tratamento, no luminémetro e
caracterizada como porcentagem de ativacdo das células tratadas com Rifampicina. Os dados foram expressos
como média + erro padrdo de, pelo menos trés ensaios independentes realizados em triplicata. O teste estatistico
utilizado foi 0 método de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni.

6.2.5. O extrato aquoso de Bryophyllum pinnatum exerceu atividade agonista sobre

o receptor hPXR

Diferentemente dos extratos estudados anteriormente, o tratamento com
extrato aquoso de Bryophyllum pinnatum induziu aumento significativo da atividade
transcricional do hPXR, em cerca de 7,3 = 1,007 ¢ 19,3 £+ 1,637 vezes nas concentragoes
de 0,5 e 1,0 mg/mL respectivamente (p<0,0001). Inclusive, a maior dose do extrato
aquoso de B. pinnatum produziu um aumento da transcrigao 3,85 vezes maior (p<0,0001)
que o valor alcangado pela rifampicina em sua dose maxima (10°M), que foi de 5,0 vezes
(Figura 16). Consequentemente, o extrato aquoso de B. pinnatum demostrou possuir

compostos que agem como agonistas do hPXR.
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Figura 16- O extrato aquoso de Bryophyllum pinnatum é agonista de hPXR. Células HeLa foram
cotransfectadas com os plasmideos pM-GAL4-PXR-LBD e GAL4-LUC e tratadas com veiculo DMSO (controle
negativo), rifampicina 10 ou 103 M (controle positivo) ou concentragdes crescentes de até 1,0 mg/mL do extrato
de Bryophyllum pinnatum. A atividade da luciferase em relagao ao veiculo foi determinada ap6s 20h de tratamento,
no lumindmetro e caracterizada como vezes de ativacao das células tratadas com rifampicina e as concentragdes
do extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos como média + erro padrao
de, pelo menos, dois ensaios independentes realizados em triplicata. *p<0,05 e ****p<(0,0001, em comparacdo ao
veiculo. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA one-way, seguido do teste de comparacdo multipla de
Bonferroni.

Para atestar a provavel especificidade da interacao entre B. pinnattum e
hPXR, realizou-se o teste de gene reporter do extrato em outro receptor nuclear, o receptor
de hormonio tireoidiano do tipo beta (hTRp). A finalidade desse ensaio foi demonstrar
que B. pinnattum modifica a atividade transcricional apenas de hPXR, ou seja, age de
modo especifico. Com o proposito de dar continuidade a avaliagdo, células HeLLa foram
cotransfectadas com os plasmideos GAL4-hTRp e o reporter PG5-LUC e tratadas com
concentracdes progressivas do extrato ou de horménio tireoidiano (T3 10°M). O ensaio

indicou que o extrato de B. pinnattum nao ativou a transcricdo mediada por hTR},

sugerindo uma especificidade de B. pinattum como agonista de hPXR (figura 17).
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Figura 17- O extrato aquoso de Bryophyllum pinnatum nio alterou a atividade transcricional do
hTRp. Células HeLa foram cotransfectadas com os plasmideos GAL4-TRp e o PG5-LUC e tratadas com veiculo
(DMSO + etanol, controle negativo), triiodotironina (T3) 10® M (controle positivo) ou concentragdes de até 1,0
mg/mL do extrato de Bryophyllum pinnatum. A atividade da luciferase em relagao ao veiculo foi determinada apos
20h de tratamento, no luminémetro e caracterizada como vezes de ativagdo das células tratadas com T3 e as
concentragdes do extrato, comparadas com as células tratadas com veiculo. Os dados foram expressos como média
+ erro padrao de, no minimo, dois ensaios independentes realizados em triplicatas. *** p<0,001, em comparagao
ao veiculo. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA one-way, seguido do teste de comparagdo multipla de
Bonferroni.

Para averiguar se o extrato de B.pinnatum poderia influenciar na atividade do
promotor, foi realizada transfec¢ao com o reporter CMV-LUC. Os resultados indicaram
que em nenhuma das concentragdes do extrato aquoso exerceu efeito sobre o promotor

(figura 18).
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Figura 18- O extrato aquoso de Bryophyllum pinnatum nao demonstrou efeito sobre o promotor
CMV-LUC. Células HeLa foram transfectadas com plasmideo CMV-LUC e tratadas com meio de cultura e
concentragdes de até 1,0 mg/mL de extrato aquoso de Bryophyllum pinnatum. A atividade da luciferase foi
determinada apds 20h de tratamento, no lumindmetro e representada como vezes de ativagdo das células tratadas
com extrato aquoso, comparadas com células tratadas com meio de cultura. Os dados foram expressos como média
+ erro padrdo de, no minimo, dois ensaios independentes em triplicata. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA
one-way, seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni.
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e DISCUSSAO

Atualmente, o mundo todo faz uso de medicamentos a base de plantas
medicinais, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento. No
Brasil, o uso desses produtos encontra-se em plena expansao com a implantacao do uso
de plantas medicinais e fitoterapicos no SUS. No ano de 2018, 2.160 Unidades Bésicas
de Saude disponibilizaram fitoterdpicos ou plantas medicinais e também 12
medicamentos fitoterapicos distribuidos em 14 estados que estdo incluidos na Relacao

Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) (MS, 2018a).

Os medicamentos fitoterapicos e as plantas medicinais estdo se tornando cada
vez mais populares devido a sua grande aceitagdo como tratamento alternativo em virtude
de fatores culturais que apontam que, por serem naturais, sao livres de perigos, mesmo
em sua maioria, ndo se conhecendo os possiveis mecanismos de a¢do, assim como
também pela falta de estudos clinicos que comprovem sua eficacia e seguranga (ANVISA,
2010a; PARVEZ; RISHI, 2019). E ainda importante observar que comumente esses
produtos sdo usados juntamente com medicamentos alopaticos, fato este que aumenta a

probabilidade de interagdes medicamentosas.

As interagdes medicamentosas sdo classificadas em farmacocinéticas e
farmacodindmicas. As interagdes farmacocinéticas podem comprometer absorcao,
distribuicdo, metabolizacdo ou excrecdo e as interagdes farmacodindmicas ocorrem
mediante uma alteracdo no efeito farmacoldgico desejado devido a acdo dos farmacos
envolvidos nos mesmos receptores ou enzimas (MAMINDLA; K.V.S.R.G; KOGANTI,
2016).

Uma das interagdes medicamentosas, de natureza farmacocinética, muito
frequente e conhecida, entre produtos naturais ¢ medicamentos alopaticos, tem como
principal mecanismo o aumento ou diminui¢do da expressdo das enzimas da classe das
CYPS, particularmente a CYP3A4, pertencente a subfamilia de enzimas metaboélicas do
citocromo P450 (YANG et al., 2006). A modulagdo da expressao da CYP3 A4 ocorre por
ativacdo ou inibi¢do da transcri¢ao génica regulada pelo receptor nuclear dependente de
ligante, PXR (ROSETTE et al., 2019). O exemplo mais marcante foi descrito pelo uso da
erva de Sdo Jodo, um fitoterapico muito utilizado no tratamento da depressao (ASSIRI et

al., 2017). Nesse extrato, a hiperforina, um bioativo da erva de Sdo Jodo, ativa a
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transcricao génica mediada por PXR e induz o aumento ¢ a atividade da enzima CYP3A4
induzindo o metabolismo de varias drogas como contraceptivos orais e ciclosporina

(MOORE et al., 2000).

Resultados semelhantes foram observados em varios trabalhos com diferentes
espécies vegetais em que ativaram hPXR. Okada et al. (2017) demonstraram que o extrato
etandlico de Aurantii fructus immaturus e Citri unshiu pericarpium, que € utilizado em
fitoterapicos para auxiliar a perda de peso, induziram expressao da CYP34A via PXR.
Kanno ef al. (2017) mostraram que o Alisol B 23-acetato, composto isolado dos rizomas
de Alisma orientale muito utilizado na medicina tradicional chinesa, causou um aumento
dose-dependente da transcricao génica do receptor PXR e Fasinu et al. (2017) verificaram
que Argermone mexicana, Momordica charantia, Phyllanthus amarus e Tithonia
diversifolia, todos utilizados como antimalérico, induzem a atividade do receptor PXR.
A importancia desse mecanismo de interacdo medicamentosa vem aumentando de forma
progressiva com a descoberta de novos extratos que atuam sobre PXR. Assim,
recentemente, Al-Dosari e Parvez (2019) demonstraram o potencial de inducao do gene
CYP3A4 mediado por PXR de quatro plantas com potencial terapéutico, sendo elas,

Dodonaea angustifolia, Euphorbia tirucalli, Alternanthera pungens e Ficus palmata.

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os possiveis efeitos
das plantas mencionadas, em sua maioria da RENISUS, sobre a atividade transcricional
do receptor PXR. Essa informag¢@o ¢ muito importante para a incorporagao segura, eficaz

e de qualidade da fitoterapia no SUS.

O inicio desses estudos deu-se pelo ensaio de viabilidade celular, que
objetivou determinar a toxicidade dos extratos aquosos em células HeLa. Os extratos de
T. minuta, M. chamomilla, e B. Pinatum demonstraram ndo serem toxico para as c¢lulas
HeLa em concentragdes de até 2,0 mg/mL. O extrato de B. pilosa na concentragao de 0,5
mg/mL e M. nigra na concentragdo de 1,5 mg/mL, concentragdes maximas ndo toxicas,
reduziram o percentual de células vidveis em torno de 32% e 20% respectivamente,

levando a serem as concentragdes escolhidas para os proximos ensaios.

Para dar inicio aos estudos sobre a atividade transcricional do receptor nuclear
PXR, foram realizados ensaios de transfecc¢do e gene repdrter, com o propdsito de avaliar

se os candidatos a ligantes iriam ativar a atividade transcricional de PXR possivelmente
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através da ligacdo ao LBD do PXR, promovendo um possivel efeito agonista ou

antagonista.

O extrato aquoso de M. nigra nao modulou a atividade transcricional de PXR
de maneira significativa em relagdo ao veiculo, resultado corroborando o estudo de
Mazzari (2017), que observou em células HepG2, que o extrato aquoso de M. nigra nao
modificou a expressao de CYP3A4 avaliada pelo ensaio de reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real (qPCR).

Um outro estudo foi realizado por Franzotti (2006), que tratou células U937
(originaria linfoma histiocitico difuso) com extrato de M. nigra em fragcdes hexanica e
aquosa na concentracao de 0,04 mg/mL e avaliou a atividade transcricional do receptor
nuclear de estrogénio em suas isoformas a e . Como resultado, ndo foi observada agdo

agonista do extrato sobre as duas isoformas do receptor de estrogénio.

O outro derivado vegetal constante na RENISUS testado foi o B. pilosa e os
resultados ndo demonstraram atividade agonista ou antagonista sobre PXR. Nossos
resultados sdo similares aos de Santos (2012), no que diz respeito ao derivado vegetal ndo
possuir compostos capazes de agirem no receptor de PXR, apesar do ensaio de
transfec¢do utilizado no referido estudo ter sido por eletroporagao e nao lipofectamina,
utilizada no presente trabalho. Adicionalmente, Mazzari (2017) também observou que o
extrato aquoso de B. pilosa ndo modulou a expressdo génica da CYP3A4, apesar de ter
utilizado uma concentracao de 0,1 mg/mL, menor que a concentragdo maxima utilizada

em nossos experimentos, que foi de 0,5 mg/mL.

No presente trabalho, o tratamento com as espécies vegetais 7. minuta e M.
chamomilla também ndo modularam a atividade transricional de hPXR. Até o momento,
esses foram os primeiros estudos que avaliaram o efeito do extrato aquoso da 7. minuta e
M. chamomilla sobre hPXR. Em outro estudo desenvolvido por Ganzera e colaboradores
(2006), analisando o efeito do dleo essencial e suas fragdes, das flores de M. chamomilla
sobre as enzimas do citocromo P450 demonstrou-se que o 6leo essencial bruto inibiu a
atividade da CYP3A4 e os spiroéteres (um dos constituintes do Oleo essencial)
apresentaram uma maior inibi¢do da enzima CYP3A4 quando comparados ao 6leo bruto.
Isso nos mostra que algumas preparacdes com M. chamomilla podem inibir a atividade

da enzima metabolizadora CYP34A, levando a possiveis interagdes medicamentosas cuja
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via de eliminagdo da droga seja por esse mecanismo. Contudo, nesse estudo, Ganzera e

cols. ndo avaliaram a expressdao de PXR.

De forma distinta ao observado nos extratos supracitados, o B. pinnatum ou
folha da fortuna, que ndo faz parte da RENISUS, demonstrou atividade agonista sobre
PXR. B. pinnatum ¢ comumente utilizada para o tratamento de diversas patologias como
litiase renal, insuficiéncia urindria (YADAV et al., 2016), cefaléia e outros sintomas
algicos (KAMBOJ, A.; SALUJA, 2009). Nos ensaios de gene repérter, B. pinnatum
ativou a transcri¢ao mediada por PXR em até 19 vezes, maior até que nosso controle
positivo, a rifampicina. Esse resultado demonstra nitidamente que o derivado vegetal B.
pinnatum deve ser usado com muita ponderacdo, pois ao ativar o receptor PXR podera
haver um aumento da expressao de CYP3 A4, contribuindo para estimular o metabolismo
de diversos medicamentos. A enzima CYP3A4 ¢ responsavel por metabolizar mais ou
menos 60% dos farmacos usados na clinica. Reunindo esses dados, pode-se recomendar
que a coadmistracdo de B. pinnatum com outros medicamentos pode causar interagcdo
medicamentosa, diminuindo os niveis plasmaticos de outros medicamentos. Devido a
relevancia da CYP3A4 no metabolismo dos medicamentos, se faz necessario investigar
o maior nimero possivel de compostos que interferem na atividade transcricional de
hPXR para diminuir a possibilidade de interagdes medicamentosa por esse mecanismo

(FANG et al., 2017; GOODWIN et al., 1999; MITTAL et al., 2015; OGG et al., 1999).

Até o momento, nenhum outro estudo avaliou o efeito do extrato aquoso de
B. pinnatum sobre a atividade transcricional regulada pelo receptor nuclear hPXR.
Contudo, uma limitagcdo do nosso estudo, ¢ que ndo avaliamos a modulacao da expressao
da CYP3A4 em células hepaticas ou a atividade enzimatica da CYP3A4 pelo uso do
extrato aquoso de B. pinnatum. Novos estudos, preferencialmente em cultura primaria de

figado, poderdo comprovar ou ndo o efeito do extrato aquoso de B. pinnatum.

Em vérios paises, o uso de fitoterdpicos vem crescendo como opg¢do de
medicina alternativa, devido a crenga de que ser natural ¢ inofensivo. As plantas
medicinais e os fitoterapicos possuem acgdes farmacoldgicas e toxicoldgicas, como o0s
medicamentos alopaticos, assim o seu uso deve ser feito de maneira racional pois ha
possibilidade de ocorrer efeitos adversos e interacdes medicamentosas. Os resultados
obtidos reforcam a relevancia de pesquisas sobre os efeitos dos fitoterapicos e plantas
medicinais a fim de evitar reagdes adversas e obter medicamentos seguros e eficazes para

terapéutica.
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8. CONCLUSAO

Nossos resultados apontam que a administragdo de Bidens pilosa L.,
Matricaria chamomilla, Morus nigra L. e Tagetes minuta ndo ativam PXR, sugerindo
ndo mediar o metabolismo de outras drogas via PXR. Por outro lado, o extrato de
Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz possui compostos agonistas de hPXR. Assim, sua
administracdo com outros medicamentos pode causar interacdo medicamentosa por
aumentar o metabolismo desses medicamentos, diminuindo seus niveis plasmaticos.

Novos estudos sao de grande importancia para confirmar esses resultados.
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