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RESUMO 

 

Receptores nucleares, tais como PPAR, GR, TR, ER e PXR, estão relacionados a 

diversos processos biológicos.  Diversos ligantes sintéticos e naturais possuem a 

capacidade de ativá-los ou reprimi-los influenciando diretamente sua maquinaria 

transcricional. O receptor de pregnanos X (PXR), em especial, exerce função crucial 

na homeostase de metabolização e eliminação de endobióticos e xenobióticos por 

meio da regulação de enzimas do citocromo P450, especialmente a CYP3A4. A 

utilização concomitante de fármacos, ou desses, com determinados tipos de 

alimentos ou fitoterápicos que apresentem agonismo ou antagonismo com 

receptores nucleares, pode interferir na terapêutica. No Brasil, desde 2006, a prática 

da Fitoterapia no Sistema Único de Saúde (SUS) tem sido incentivada com a 

inserção de fitoterápicos na Relação de Medicamentos Essenciais e com a 

publicação de diversas normas sanitárias, regulando o setor. Uma dessas normas, 

publicada em 2010, refere-se a drogas vegetais e em seu anexo há uma lista de 66 

espécies vegetais com a respectiva indicação terapêutica e posologia. A presente 

dissertação teve por objetivo avaliar os efeitos agonistas no receptor de pregnanos X 

(PXR) de nove espécies contidas na RDC 10/10 da Anvisa. Das espécies vegetais 

foram obtidos extratos os quais foram avaliados quanto a suas toxicidades pelo 

método do MTT e em seguida submetidos a ensaios de gene repórter a fim de 

avaliar seus efeitos na maquinaria transcricional do PXR. Os resultados do ensaio 

de gene repórter com o extrato de Achyrocline  satureioides (macela) sugerem uma 

ação agonista dose-dependente no PXR, o que não aconteceu com as outras 

drogas vegetais estudadas. Não houve efeito agonista do extrato de A. satureioides 

nos receptores TRβ e PPARγ. Este trabalho constitui-se como base prospectiva para 

o aprofundamento do estudo da própria A. satureioides, no possível isolamento e 

identificação de seus compostos ativos, seus efeitos sobre enzimas que 

metabolizam xenobióticos, especialmente CYP3A4, bem como, para estudos de 

outras drogas vegetais constantes na RDC 10/10, visando assegurar o uso seguro e 

eficaz dessas espécies pela população. 

Palavras-chave: drogas vegetais; receptor nuclear;  PXR;  RDC 10/10.



 
 

ABSTRACT 

 

 

 Nuclear receptors such as PPAR, GR, TR, ER and PXR, are related to diverse 

biological processes. Several natural and synthetic ligands have the ability to activate 

or repress them directly influencing their transcriptional machinery. The pregnanes X 

receptor (PXR), in particular, plays critical role in homeostasis, metabolism and 

excretion of xenobiotics and endobiotics through the regulation of P450 enzymes, 

especially CYP3A4.The concomitant use of drugs, or those, with certain types of food 

or herbal remedies that have agonism or antagonism with nuclear receptors, may 

interfere with therapy. In Brazil, since 2006, the practice of Herbal Medicine in Unified 

Health System (SUS) has been encouraged with the inclusion of herbal medicines in 

the List of Essential Medicines and the publication of several health conditions, 

regulating the industry. One of these standards, published in 2010, refers to herbal 

drugs and its attachment 66 is a list of plant species with the therapeutic indication 

and its dosage.  The aim of this study was to evaluate the effects of receptor agonists 

in PXR from nine species contained in the RDC 10/10 of The National Health 

Surveillance Agency (Anvisa).  From the plant species were obtained extracts which 

were evaluated for their toxicity by the MTT method and then tested for reporter gene 

to assess its effects on the transcriptional machinery of the PXR.  The results of the 

reporter gene assay with the extract of Achyrocline satureioides (macela) suggest a 

dose-dependent agonist in PXR, which did not happen with other herbal drugs 

studied. There was no agonist effect of the extract of A. satureioides TRβ receptors 

and PPAR gamma. This work constitutes itself as a prospective basis for further 

studies on A. satureioides, possible isolation and identification of its active 

compounds, their effects on xenobiotic metabolizing enzymes, particularly CYP3A4, 

as well as, for studies of other drug plants listed in the RDC 10/10, to ensure the safe 

and effective use of these species by the population.   

 

Keywords: herbal drugs; nuclear receptor; PXR; RDC10/10. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 RECEPTORES NUCLEARES 

 

Os receptores nucleares são proteínas que atuam como fatores de 

transcrição e ligam-se às moléculas sinalizadoras lipofílicas, dentre elas, hormônios 

esteroides e tireoideanos, ácidos retinoicos e ácidos graxos, regulando a atividade 

de genes-alvo envolvidos em processos de desenvolvimento, reprodução, 

metabolismo de carboidratos e lipídios de mamíferos  (1, 2). 

Sendo assim, a principal função desses fatores de transcrição é regular 

positiva ou negativamente a expressão gênica na transcrição (3). 

Sabe-se que 48 genes codificam a superfamília de aproximadamente 50 

receptores nucleares. Esses receptores possuem, em suas estruturas, regiões bem 

definidas que incluem o domínio amino-terminal (domínio A/B), contendo a função 

da ativação AF-1; o domínio de ligação ao DNA (DBD) no qual ocorre a ligação aos 

elementos responsivos; o sítio de dobramento “hinge” responsável pela mudança 

conformacional do receptor; e o domínio de ligação ao ligante (LBD), contendo a 

função de ativação AF-2, que é responsável pelo reconhecimento de ligantes e 

recrutamento de cofatores que irão ativar a maquinaria transcricional do receptor 

nuclear (Figura 1) (4-7).  

O LDB tem pelo menos quatro funções, são elas: dimerização, ligação ao 

composto com função de ligante, ligação a coativadores ou correpressores e a 

transativação. Nesta região, normalmente estão presentes 11 hélices que formam 

uma estrutura compacta compreendendo a cavidade de ligação ao ligante. Na 

entrada da cavidade está presente a hélice 12 contendo resíduos determinantes 

para função de ativação AF-2. A transativação pode ser vista como a mudança do 

estado de inativação para o estado de ativação de um receptor nuclear (7, 8).  
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Figura 1 - Estrutura primária contendo os domínios funcionais dos receptores 

nucleares. Domínio amino-terminal (domínio A/B), contendo a função de ativação (AF-1); o domínio 
de ligação ao DNA (DBD), sítio de dobramento “hinge” e o domínio de ligação ao ligante (LBD), 
contendo a função de ativação (AF-2), e uma visão geral de sua estrutura terciária. Adaptado de (9). 
 

Enquanto a região de domínio que contém o AF-1 é capaz de ativar a 

transcrição independente de hormônios, a região AF-2 muda a conformação do LBD 

e só é ativada em resposta a hormônios. Quando ocorre a ativação dos receptores, 

a mudança estrutural permite que a região AF-2 se reposicione e permita o acesso 

de vários coativadores estimulados por contatos hidrofóbicos (Figura 2) (10-12). Na 

maioria dos receptores nucleares a cavidade de ligação ao ligante é composta por 

resíduos hidrofóbicos e resíduos polares que orientam a ligação ao ligante (13). 
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Figura 2 - Mudança estrutural das hélices 11, 12 e 2 do receptor nuclear estimulada 
pela interação ao ligante. Adaptado de (14). 
 

Os receptores nucleares modulam a transcrição pelo recrutamento de 

cofatores e componentes da maquinaria transcricional basal. Cofatores são 

proteínas capazes de ativar ou reprimir o processo de transcrição dos receptores 

nucleares. O SRC-1 - coativador 1 do receptor de esteroides -, por exemplo, 

comporta-se como ativador. Na ausência do ligante, os receptores nucleares com 

exceção dos receptores de glicocorticoide, recrutam complexos repressores como 

HDACs, SMRT e NCoR restringindo a transcrição (15). 

Helsen et al. (2012) classificam os receptores nucleares de acordo com a sua 

característica de ligação ao DNA, reconhecido por elemento responsivo, em três 

grupos: o primeiro, constituído por receptores esteroides homodímeros de 

glicocorticoides (GR), mineralocorticoides (MR), estrogênio (ER), progesterona (PR) 

e androgênio (AR); o segundo grupo, composto de receptores que se dimerizam 

com o receptor derivado do ácido retinoico - ácido 9-cis retinoico (RXR), dentre eles, 

os receptores: de hormônio tireoideano (TR), de vitamina D (VDR), ativados por 

proliferadores peroxissomais (PPARs); e de pregnanos X (PXR). O terceiro grupo é 

representado por receptores que se ligam ao DNA como monômeros e podem ser 

modulados em condições não fisiológicas por estrogênios sintéticos (ERR) ou por 

fosfolipídeos, como o fator esteroidogênico (SF-1) (16). 
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Dentre os receptores nucleares, os de glicocorticoide (GR) constituem-se 

como principais moduladores de respostas aos processos inflamatórios e 

imunológicos. Esses receptores, que estão ligados aos seus elementos responsivos 

(GRE), promovem o recrutamento de coativadores SRC-1, SRC-2, SRC-3 e do tipo 

fator nuclear –κb (17-19). 

 Existem duas isoformas do GR (GRα e GRβ) diferentes entre si na 

quantidade de aminoácidos em suas regiões amino-terminal e são expressas 

respectivamente em músculo esquelético e células inflamatórias do sangue (20). 

GRβ atua como regulador negativo dominante da atividade transcricional do GRα, 

único que interage com hormônios glicocorticoides, pela sua heterodimerização com 

este receptor, e está relacionado a doenças de resistência ao glicocorticoide 

incluindo asma, artrite reumatoide, dentre outras (21, 22). 

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) atuam na 

homeostase da glicose, metabolismo de lipídios e inflamação (23). Existem três 

diferentes isoformas de PPARs: α, β e γ (24). Esse receptor forma o heterodímero 

PPAR/RXR e liga-se ao elemento responsivo específico (PPRE/DR-1). Após recrutar 

fatores como coativadores-1, inicia sua transcrição (25).  

O PPARα está preferencialmente expresso em tecidos com alta capacidade 

oxidativa como fígado, rins e coração e atua na modulação de respostas que 

reduzem os triglicerídeos, colesterol total e, ainda, aumentam os níveis de HDL (26-

29). PPARβ possui vasta expressão, porém nenhum gene alvo específico foi 

encontrado, e sua função ainda é pouco conhecida (30). O PPARγ é altamente 

expresso em tecido adiposo branco e marrom. No tecido branco atua na 

diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos (31).  

Por meio de receptores ER, os hormônios estrogênicos exercem função 

crucial no sistema reprodutor e estão diretamente relacionados à ocorrência de 

neoplasmas de mama e de endométrio e à osteoporose (32). Existem dois subtipos 

de receptores de estrogênio, o ERα e o ERβ que são codificados pelos genes 

localizados nos cromossomos 6 e 14. O ERα é expresso no útero e no tecido 

vascular e o ERβ nos rins, glândula pituitária, cólon e útero (33-35). 

Atuando por meio de receptores TR dimerizados ao RXR e ligados aos 

elementos responsivos (DR4), os dois principais  hormônios tireoidianos, 3,5,3’,5’-

tetraiodo-l-tironina (T4) e o  3,5,3’-triiodo-l-tironina (T3)  são utilizados, por exemplo, 

na reposição hormonal em pacientes com hipotireoidismo (36, 37). Esses receptores 
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expressam-se sob duas isoformas: o TRβ que está presente no cérebro, glândula 

pituitária anterior e retina, e o TRα que se encontra em quase todos os tecidos, 

especialmente no tecido cardíaco, cérebro e músculos esqueléticos (38-41). 

 

 

1.2  RECEPTOR DE PREGNANOS X (PXR) 
 

Originalmente identificado em 1998, o receptor de pregnanos X (PXR), 

codificado pelo gene NR1I2 e também conhecido por receptor esteroide e 

xenobiótico (SXR) e ainda por receptor ativado por pregnanos (PAR) é um dos 

componentes da superfamília de receptores nucleares (42).  Assim foi denominado 

pela observação de que altas concentrações de pregnanos poderiam atuar como 

seus ligantes naturais (43). 

Este fator de transcrição além de exercer função crucial na homeostase 

de metabolização e eliminação de endobióticos e xenobióticos por meio da 

regulação de enzimas do citocromo P450 - especialmente a CYP3A4 e proteínas 

transportadoras como as proteínas resistentes a múltiplos fármacos (Multidrug 

resistance protein- MDR1) e a (Multidrug-resistance-associated protein - MRP2) (44, 

45)-, também está intimamente envolvido na homeostase energética e nos 

processos inflamatórios (46, 47). 

Os genes do PXR humano mapeados no cromossomo 13q11-13, 

compreendem 9 exons com 38Kb de tamanho e aproximadamente  50 a 60 resíduos 

em sua cavidade de ligação ao ligante (48, 49). Dentre suas 15 isoformas, pelo 

menos duas: PXR1 e PXR2 apresentam expressão significativa principalmente no 

fígado e intestino (50-52).  

Assim como os outros receptores nucleares, o PXR tem o domínio de ligação 

ao DNA (DBD) ligado por meio da região “hinge” ao domínio de ligação ao ligante 

(LBD) o qual contém a região de função de ativação (AF-2) (53).  

Para exercer suas funções, o PXR, após ligar-se ao ligante, dimeriza-se ao 

ácido 9-cis retinoico (RXR) e liga-se a sítios específicos de ligação ao DNA, 

chamados de elementos responsivos (ER6, DR3 e DR4) (Tabela 1) presentes na 

região promotora dos genes da CYP (Figura 3) (54, 55). 

 



21 
 
 

 

 

 

Figura 3 - Resumo da via de sinalização (ativação da maquinaria transcricional) do 
receptor de pregnanos X PXR pelos ligantes rifampicina e PCN (pregnenolona 16α-
carbonitrila). Adaptado de (56). 

 

Tabela 1 - Tipos de elementos responsivos e suas respectivas regiões promotoras nos genes 

das CYPs. Adaptado de (54).  

Gene Sequência Tipo 

  (elemento responsivo)   

   CYP2B6 TTGGTTCAGGAAAGTCCA DR4 

CYP2C9 AGAGGTCAGAAGAGTTTG DR4 
CYP2C19 GGGGGTCAGAAGAGTTTG DR4 
CYP3A4 GAGGGTCAGCAAGTTCA DR3 
CYP3A4 TGAACTCAAAGGAGGTCA ER6 

 

 

Durante este processo de ativação do receptor, o PXR é capaz de recrutar 

coativadores entre eles os membros da família P160 como o SRC-1 (receptor 

coativador esteroide -1) para se ligar na região AF-2 (57).  

A atividade transcricional do PXR pode ser modulada por diversos ligantes 

como fármacos, poluentes ambientais e ainda fitoterápicos (47). A grande 

flexibilidade e amplitude da cavidade de ligação, volume de aproximadamente 1350 
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Ǻ3, são responsáveis por aceitar moléculas de variadas dimensões e ainda 

pequenas moléculas com múltiplas orientações (58). 

Os ligantes podem ter pesos moleculares que variam de 300 Da como 

clotrimazol até mais de 800 Da como a rifampicina. Sendo assim, fatores como o 

peso molecular, a forma dos ligantes, e a quantidade de interações, hidrofóbicas, 

principalmente a interação aromática, e as ligações de hidrogênios parecem ser 

determinantes para a ligação ao receptor nuclear PXR (59). 

 

 

1.3 CITOCROMO P450 
 

 Os citocromos P450 constituem uma superfamília de enzimas 

encontradas desde bactérias a humanos que catalisam uma grande variedade de 

reações químicas como hidroxilação, oxidação e redução (60). Em humanos, já 

foram relatados 115 genes da CYP, porém apenas 57 são funcionais (61).  

As enzimas do sistema P450 são hemoproteínas contendo 

monooxigenases no qual o heme, ligado à apoproteína por uma cisteína, apresenta-

se como um grupo prostético constituído de um íon de ferro e 4 átomos de nitrogênio 

da porfirina (Figura 4) (62). São proteínas com aproximadamente 500 resíduos de 

aminoácidos (63). 

O OH

N

CH
3

Fe
3+

N

CH
3

N

CH
3

N

CH
3

S

Cys

OOH  

Figura 4 - Grupo prostético da enzima CYP. 

 

As enzimas desse sistema são agrupadas em famílias e subfamílias com 

base no percentual de similaridade de suas sequências de aminoácidos.  Enzimas 



23 
 
 

que apresentam mais de 40% de similaridade são agrupadas na mesma família, que 

é indicada por um algarismo arábico. Aquelas que possuem mais de 55% de 

similaridade em suas sequências são agrupadas na mesma subfamília, 

representada por uma letra após o número arábico indicativo da família (64). Assim, 

o símbolo CYP é seguido por um número de acordo com família, uma letra de 

acordo com a subfamília e por último, um numero de acordo com o gene (65). 

Essas enzimas estão presentes em todo o corpo humano, porém em maior 

quantidade no fígado, retículo endoplasmático assim como nos tecidos extra-

hepáticos e sua expressão está intimamente relacionada a polimorfismo genético 

assim como também à exposição de fármacos utilizados na terapêutica e ainda 

consumo de álcool (66-68). 

 As CYPs apresentam basicamente duas importantes funções: biossíntese de 

compostos endógenos e metabolização de xenobióticos. Dentre os substratos 

endógenos estão os ácidos graxos saturados e insaturados, os eicosanoides e os 

ácidos biliares. Em relação aos substratos exógenos, encontram-se os fármacos, 

poluentes ambientais e químicos e produtos de plantas (64). Algumas das mais 

importantes enzimas desse sistema são CYP3A4, CYP1A1, CYP1A2, CYP2D6, 

CYP2C19 e CYP2C9 (Tabela 2) (69). 

 

Tabela 2 - Enzimas da CYP 450 e seus respectivos substratos. Adaptado de (70).  

 

Enzima  Substratos (fármacos)  

CYP1A2  Clozapina e acetominofeno 

CYP2D6  Haloperidol, risperidona e codeína   

CYP2C9  Diclofenaco, carbamazepina e piroxicam   

CYP2C19  Varfarina e propranolol  

CYP3A4  Etinilestradiol, ritonavir, e rifampicina   
 

 

1.4  METABOLIZAÇÃO DE XENOBIÓTICOS 

 

 Compreendem a classe dos xenobióticos compostos geralmente lipofílicos 

aos quais o organismo humano está exposto, como os poluentes ambientais, 

aditivos químicos, produtos cosméticos e fármacos (71). 
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 A metabolização desses compostos pode ser dividida em duas etapas. Na 

primeira etapa (ou fase I), ocorrem reações para aumentar a polaridade de 

compostos lipofílicos, dentre elas: oxidação, redução e hidrólise. Nesta etapa, um 

grupo funcional polar é introduzido na molécula pelas enzimas monooxigenases do 

sistema do citocromo P450, das flavinas monooxigenases e das epóxi hidrolases 

(72-74) 

Na segunda etapa (ou fase II), com o objetivo de inativar os produtos 

resultantes da primeira etapa, ocorrem reações de conjugação como glicuronidação, 

sulfonação, dentre outras. As enzimas participantes dessa fase são as glutationa-S-

transferase, UDP glicuronosil transferases e sulfotransferase. Ambas as etapas 

atuam em conjunto com o objetivo de aumentar a eliminação renal do xenobiótico 

(72, 75, 76).  

A reação geral catalisada pelo citocromo P450 pode ser representada 

conforme a reação: 

 

NADPH + H+ + O2 + RH → NADP+ + H2O + ROH 

 

 RH representa um substrato oxidável (xenobiótico), e ROH é o metabólito 

hidroxilado, onde a reação final é sempre catalisada por uma enzima P450 (77). 

O ciclo catalítico das enzimas do sistema P450 (Figura 5) inicia-se com a 

ligação do substrato (RH) ao ferro do grupamento heme da enzima e logo após o 

recebimento de um elétron. O íon férrico (Fe3+) é, então, reduzido a íon ferroso 

(Fe2+) permitindo a fixação do oxigênio. O recebimento de um segundo elétron faz 

com que o oxigênio seja ativado e permita a entrada de outro átomo de oxigênio. 

Totalizando dois átomos de oxigênio, o primeiro liga-se ao substrato enquanto que o 

segundo associa-se com prótons e dois elétrons para a formação da água. Os 

elétrons são doados pela coenzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato em 

seu estado reduzido (NADPH) (78). 
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Figura 5 - Ciclo representativo da ação das enzimas do citocromo P450 da fase I do 
metabolismo de xenobióticos.  Adaptado de (78). 

 

Geralmente a indução das enzimas da CYP 450 é tecido-específico, 

reversível e resulta em ineficiência do fármaco, pois aumenta sua biotransformação 

e diminui sua concentração plasmática. De forma contrária, a sua inibição resulta em 

aumento das concentrações plasmáticas e teciduais implicando em efeitos tóxicos, 

constituindo-se como a mais prejudicial das interações medicamentosas. Desta 

forma, conclui-se que as interações medicamentosas surgem em consequência de 

como os fármacos são metabolizados no organismo (Figura 6) (79-82). 

A CYP3A4 é a principal enzima desse sistema, correspondendo a 40% do 

total de enzimas CYPs no fígado humano é responsável por converter xenobióticos 

em metabólitos mais solúveis para serem excretados e é regulada por receptores 

PXR também expressos em grande quantidade no fígado e em menor proporção em 

outros tecidos como intestino, cólon e rins (78, 83, 84). Esta enzima está envolvida 

no metabolismo de aproximadamente 50% de todos os medicamentos prescritos e 

sua indução potencializa o surgimento de possíveis interações entre fármacos no 

qual um fármaco pode acelerar metabolismo do segundo fármaco (85, 86).  
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Figura 6 - Esquema representativo de interação medicamentosa via enzimas do 
sistema P450. Adaptado de (87). 

 

 Muitos dos compostos que ativam o PXR também foram reportados como 

indutores da atividade das enzimas do sistema de enzimas do citocromo P450, 

especialmente a CYP3A. Rifampicina, clotrimazol e o plaxitaxel são exemplos 

desses indutores. Este fato propõe que estes ligantes teriam propriedades biológicas 

em comum mesmo não sendo quimicamente relacionados. Adicionado à informação 

que o heterodímero PXR-RXR poderia ligar-se a região promotora do CYP3A, 

concluiu-se que o PXR seria, então, um dos principais reguladores dessa enzima 

(88). Além do PXR, outros receptores nucleares como o da glicocorticoide já foi 

reportado por sua ação indutora da expressão das CYPs (86). 

 

 

1.5 PLANTAS MEDICINAIS COM EFEITOS AGONISTA/ANTAGONISTA EM 

RECEPTORES NUCLEARES 

 

O uso de recursos naturais aliado ao conhecimento tradicional na utilização 

de plantas medicinais é uma prática milenar. Muitos produtos vegetais e suas formas 

de uso constituem-se como importantes fontes terapêuticas principalmente de 

países em desenvolvimento. Vários fatores contribuem para este cenário, dentre 

eles, o alto custo de medicamentos industrializados, a facilidade de obtenção de 
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plantas medicinais a baixos custos e ainda a crença de que o “natural” é inofensivo 

(89, 90). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a Medicina Tradicional, 

incluindo o uso de plantas medicinais, apresenta-se como a principal opção 

terapêutica de aproximadamente 65% da população mundial (91). O mercado 

mundial de fitoterápicos movimenta cerca de US$ 22 bilhões por ano e no Brasil 

calcula-se que o comércio de fitoterápicos seja da ordem de 5% do mercado total de 

medicamentos, avaliado em mais de US$ 400 milhões (92, 93). 

O Brasil é fonte de muitas espécies vegetais que desempenham importante 

papel na medicina popular. Plantas medicinais são comercializadas em ervanárias, 

feiras livres e mercados públicos, que não estão sujeitos  a um controle eficiente por 

parte da vigilância sanitária. Drogas vegetais e medicamentos fitoterápicos, por outro 

lado, só são comercializados em farmácias e drogarias (94). 

Devido à importância das plantas medicinais e fitoterápicos na medicina 

popular brasileira e com o objetivo de garantir o acesso da população a fitoterápicos 

caracterizados por sua eficácia, segurança e qualidade, foram adotadas políticas 

públicas que resultaram em publicações como a Portaria 971, em 03 de maio de 

2006, que aprovou a Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares 

(PNPIC) no Sistema Único de Saúde (SUS), abrangendo a fitoterapia, homeopatia, 

acupuntura e termalismo-social (95). 

Neste mesmo ano, o Decreto 5.813 de 23 de junho de 2006 aprovou a 

Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF) reconhecendo as 

práticas populares de uso de plantas medicinais e remédios caseiros e incentivando 

a produção nacional voltada para a  biodiversidade do país (96). 

Em apoio à PNPMF, diversas normas foram publicadas pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), dentre as quais  a norma para a 

notificação de drogas vegetais, denominada RDC 10/10, regulamentando a 

produção e o uso das drogas vegetais (97). 

Em 20 de abril de 2010, foi publicada pelo Ministério da Saúde a Portaria 886 

que instituiu a Farmácia Viva no âmbito do SUS. De acordo com esta portaria, estes 

estabelecimentos sujeitos à regulamentação sanitária e ambiental específicas, 

devem realizar o cultivo, a coleta, o armazenamento e dispensação de plantas 

medicinais e fitoterápicos para o SUS (98). 
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As iniciativas de inserção da Fitoterapia no SUS resultaram no estímulo à 

produção de medicamentos fitoterápicos, à criação de Farmácias Vivas e à prática 

da fitoterapia com base em evidências científicas. Contudo, poucos fitoterápicos 

disponíveis no SUS são derivados de plantas nativas do Brasil, pois a maioria das 

espécies brasileiras e seu derivados não foi analisada cientificamente quanto à 

eficácia e à segurança de sua utilização. Baccharis trimera (carqueja), por exemplo, 

apresentou toxicidade por via oral e intraperitoneal em modelos de estudos com 

animais, sinalizando que podem conter substâncias citotóxicas ou mutagênicas (99-

101). A ocorrência de alterações neurotóxicas e nefrotóxicas, em humanos e 

animais, pela ingestão de Averrhoa carambola (carambola) e outras plantas 

contendo oxalatos é bem relatada na literatura (102-104). 

Além da toxicidade inerente de algumas espécies vegetais, a eficácia e a 

segurança da terapia com plantas medicinais ou fitoterápicos podem estar 

comprometidas quando há o uso concomitante desses com fármacos sintéticos, pois 

essa associação pode gerar interações medicamentosas potencialmente fatais. 

Essas interações estão associadas à absorção e à biotransformação que são 

realizadas por enzimas do sistema do citocromo P450 (CYP) (78, 83, 84). 

Até o final da década de 1990 poucas referências poderiam ser encontradas 

sobre as interações entre plantas medicinais e fármacos. Nos últimos 10 anos, no 

entanto, muitos relatos sobre as possíveis ocorrências de tais interações são 

encontrados na literatura científica, devido a casos de importância clínica. 

Hypericum perforatum (erva de São João) pode ser citada como exemplo, pois 

quando associada ao tratamento com o anticoagulante varfarina reduz o efeito 

desse fármaco que tem a sua velocidade de biotransformação aumentada. O uso 

desta espécie vegetal também já foi associado à redução dos níveis de ciclosporina 

em pacientes transplantados e, ainda, com contraceptivos orais (105-107). 

Dessa forma, a identificação de metabólitos secundários - produtos do 

metabolismo vegetal -, tem sido de suma importância para o conhecimento dos 

efeitos terapêuticos das plantas medicinais. 

Receptores de estrogênio (ER): diversos compostos bioativos atuam via ER 

modulando a ação de estrogênios endógenos. Dentre esses compostos estão as 

cumarinas, por exemplo, o cumestrol (1) (108), os estilbenos como o resveratrol (2) 

(109) e os flavonoides como: isoflavonas [genisteína (3)] (110), flavonas [apigenina 

(4)], flavononas [naringenina (5)] (111) e flavonol [kampferol (6)] (108, 110-112). O 
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resveratrol (2) (triidroxi–3,5,4'-estilbeno) é encontrado em diversos alimentos tais 

como uva e amendoim e apresenta propriedades anticancerígenas e 

cardioprotetora; além disso, sua habilidade de interagir com os ERs e ativá-los está 

bem descrita na literatura (109, 113-115).  

A naringenina (5) apresenta fraca ação estrogênica, porém seu derivado 8-

prenilnaringenina (7) possui maior atividade (116). Isoflavonas isoladas de Erythrina 

poeppigiana - 3’-isoprenil-genisteína (8) e cristacarpina (9) -, tendem a 

apresentaram-se como ligantes de ERα e ERβ (117). 
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Receptores de glicocorticoide (GR): algumas espécies medicinais com 

atividade anti-inflamatória já foram descritas como ligantes do GR, por exemplo, 

Commiphora mukul que apresentou resultado positivo para antagonismo (118, 119). 

O ginsenosídeo (RG1) (10), de Panax ginseng atua ligando-se ao GR (120). Este 

metabólito inibiu a translocação do fator nuclear kappa-beta e sua ligação ao DNA, 

apresentando-se também como um promissor agente neuroprotetor (121). 

Receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs): em 

receptores PPAR, o extrato alcoólico de ácido pseudolárico B (11), obtido da casca 

de Pseudolarix kaempferi apresentou alta taxa de atividade nas três isoformas α, β e 

γ (122). Os bioativos terpênicos, farnesol (12) e geranilgeraniol (13) também 

apresentaram efeitos em receptores PPARγ (122-124). Saurufuranos A (14) e B 

(15), diterpenos do tipo furano encontrados em Saururus chinensis, foram 

identificados como ativadores de PPAR(125). Flavonoides como apigenina (4) e 

kampferol (6), também ativam o PPAR (126). Ginsenosídeos, isolados da espécie 

Panax ginseng, exerceram ação negativa na regulação de PPARα inibindo, desta 

forma, sua atividade transcricional (123, 127). 
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Em alguns casos, a estereoisomeria exerce papel importante na interação 

fármaco-receptor. Foi mostrado que dois grupos metoxila do isômero trans do 

pterostilbeno (16), análogo do resveratrol (2), estabeleceram ligações de hidrogênio 

com os resíduos Ser280 e Tyr464 do PPAR e ativaram a transcrição desse receptor, 

enquanto que o isômero cis não apresentou o mesmo efeito (128). 

Receptor de pregnanos X (PXR): Várias espécies vegetais apresentam 

interação com receptores nucleares PXR e enzimas CYP, resultando em potencial 

interação medicamentosa. Commiphora mukul ativou o receptor PXR e ainda, 

induziu a CYP3A4 em hepatócitos humanos, sugerindo que o tratamento com essa 

planta medicinal deva ser cauteloso em pacientes que utilizam medicamentos 
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metabolizados pelos membros da família da CYP3A4 (129). Flavonoides como 

luteolina (17) e apigenina (4) também ativaram o PXR (130). Biflavonas e 

fenilpropanos identificados na Hypericum perforatum ativam o PXR (131) e a 

narigina (18) do Citrus paradisi - pomelo, inibe a CYP3A4 (132). A inibição dessa 

enzima pelos flavonoides parece estar ligada ao número de grupos hidroxila assim 

como também à posição destas. O potencial inibitório apresenta-se maior na 

quercetina (19), com cinco grupos hidroxila, e menor na apigenina (4) com apenas 

três (130-134). 
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1.6 ESPÉCIES CONSTANTES NA RDC 10/10 E AÇÕES EM RECEPTORES 

NUCLEARES 
  

 Considerando as políticas PNPMF e PNPIC para inserção da fitoterapia no 

SUS, em 10 de março de 2010 foi publicada uma norma para a notificação de 
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drogas vegetais, denominada RDC 10/10, que regula a produção, distribuição e o 

uso de sessenta e seis drogas vegetais que foram padronizadas quanto aos 

aspectos: indicações terapêuticas, formas de uso e posologia. Seguindo as Boas 

Práticas de Fabricação e Controle (BPFC), as drogas vegetais notificadas na Anvisa 

possuem qualidade e identidade comprovada e são validadas pelo uso tradicional. 

Podem ser utilizadas de forma oral ou tópica para o alívio sintomático das doenças e 

não são caracterizadas como medicamentos. São destinadas ao preparo de 

infusões, macerações e decocções (95-97, 135). 

A Tabela 3 mostra as espécies constantes na RDC 10/10 para as quais há 

evidências de atividades transcricionais em receptores nucleares. Das sessenta e 

seis espécies vegetais listadas na RDC 10/10, trinta são relatadas na literatura 

quanto à capacidade de ligação a receptores nucleares (PPAR, GR, ER, TR e PXR) 

atuando como agonistas ou antagonistas e ainda induzindo ou inibindo a expressão 

de enzimas do citocromo P450 (CYP3A4, 1A2, 2E1 e outras). Essas alterações na 

atividade, principalmente, da CYP3A4, podem potencializar possíveis interações 

medicamentosas (136). 

Dentre as espécies presentes na RDC 10/10 destacam-se Allium sativum que 

apresenta altas concentrações de flavonoides, principalmente quercetina (19) e 

apigenina (4) (137), Citrus aurantium que contém naringenina (5) (138), Curcuma 

longa contendo a quercetina (19) (137), Lippia Alba que contém a apigenina (4) 

(139) e Glycyrrhiza glabra que contém glicirrisoflavanona (20) (140). Esses 

compostos atuam como moduladores da atividade de receptores PPAR, estimulando 

sua transcrição. Essa interação parece estar ligada à quantidade e posições dos 

grupos hidroxila da apigenina (4), kampferol (6), naringina (18) e genisteína (3) nos 

carbonos 5’,7’ e 4’ e da  quercetina (19) nos carbonos 5’, 7’, 3’, 4’ (124, 126, 141-

143). 

Nos estudos realizados com os receptores nucleares do glicocorticoide (GR), 

a espécie Aesculus hippocastanum, conhecida popularmente como castanha da 

índia, possui escina (21) como composto bioativo que exerce efeito agonista nesse 

receptor (144). De acordo com a RDC 10/10, seu efeito se daria nos quadros 

patológicos de fragilidade venosa, porém outros estudos com esta espécie relatam a 

ação anti-inflamatória, fato justificado pelo aumento de expressão de GR, pois este 

receptor reprime a transcrição de citocinas pró-inflamatórias e outros mediadores da 
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inflamação. Este resultado foi observado por meio do ensaio de Western Blotting 

(144, 145). 

Apesar de não ter sido reportado pela RDC 10/10, o uso de Justicia pectoralis 

e da Achillea millefolium no tratamento de distúrbios menstruais, há relatos do efeito 

agonista em ER(146, 147). A atividade estrogênica pode estar associada à alta 

quantidade de cumarina (22) e apigenina (4) presentes na espécie Justicia 

pectoralis. Apigenina (4) também ocorre em Achillea millefolium, e é capaz de ativar 

tanto a isoforma α quanto a β de ER (146). Momordica charantia, também 

apresentou esta atividade, porém na RDC 10/10 é preconizado o uso tópico em 

dermatite e escabiose (146-148). 

No que se refere aos estudos com receptores nucleares do tipo receptor de 

pregnanos X (PXR), duas espécies vegetais constantes na RDC 10/10 

apresentaram atividade agonista quando submetidas a ensaio de gene-repórter: a 

Harpagophytum procumbens, conhecida popularmente com garra do diabo, indicada 

no tratamento de artrite, artrose e artralgia; Plectranthus barbatus, conhecido 

popularmente como boldo nacional apresenta  o diterpeno  forskolina (23) como 

princípio ativo. Esse composto possui estrutura análoga aos esteroides que são 

conhecidos agonistas desse receptor nuclear e assim como estes, ativa o PXR (42, 

149-151). A espécie Harpagophytum procumbens apresentou da ativação do 

PXR(152). 
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Das espécies listadas na Tabela 3, dezenove inibem várias isoformas das 

CYP: 2C19, 2C9, 2B1, 1A2, 2D6, 3A4, 3A5, 3A6. Uma vez que os constituintes de 

plantas medicinais podem inibir competitivamente essas enzimas, a ingestão 

simultânea de derivados dessas plantas pode aumentar ou diminuir os níveis séricos 

de agentes terapêuticos utilizados, por exemplo, no tratamento de câncer e HIV. 

Allium sativum diminui a disponibilidade dos antirretrovirais saquinavir e ritonavir que 

são metabolizados pela CYP3A4  (153). Já foi descrito também que além de Allium 

sativum,  Matricaria chamomilla e Zingiber officinale inibem a CYP2C9, a qual é 

responsável por  oxidar a varfarina, conhecido anticoagulante e antiplaquetário 
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(154). Uncaria tomentosa inibe a CYP3A4 e seu uso pode gerar o  aumento da 

concentração de inibidores de protease como o saquinavir e ritonavir.  Eucalyptus 

globulus também é conhecido por inibir esta enzima. (154-158). 

 As plantas medicinais são dotadas de inúmeras moléculas complexas que 

agindo de forma sinérgica ou não, podem contribuir para mesma atividade biológica. 

A toxicidade, bem como a ação sinérgica (interação com outros fármacos), pode 

ocorrer comumente e por isso o estudo da relação estrutura/atividade e os 

mecanismos de ação constituem-se como peças chaves para que se possa 

compreender o efeito terapêutico produzido por estas drogas vegetais. Neste 

contexto, o estudo com receptores e enzimas representa um avanço nesta área (94, 

159, 160). 
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Continuação 

Tabela 3: Resumo de drogas vegetais envolvidas na atividade  transcricionais  de receptores nucleares.  

Espécies Receptor Agonismo Antagonismo Enzimas Método Referências 

Achillea millefolium L. 
ER α,β Sim 

  
Ensaio de gene repórter (146) 

   
Inibe CYP3A4, 2C19 Ensaio fluorométrico (82) 

Aesculus  hippocastanum L. 
GR Sim 

  
Western Blot (144) 

   
Inibe CYP1A2, 2D6,3A4 CLAE (161) 

Allium sativum L. 
PPARγ 

 
Sim 

 
EMSA (162) 

   
Inibe CYP2C9 e CYP2C19 Ensaio fluorométrico (163) 

Anacardium occidentale L. 
   

Inibe CYP3A4 Ensaio fluorométrico (164) 

Arctium lappa L. 
   

Inibe CYP3A4, 2C19 Ensaio fluorométrico (82) 

Cinnamomum verum  Presl. PPAR α, γ Sim 
  

Ensaio de gene repórter (165) 

Citrus aurantium L. 
PPAR α, γ Sim 

  
Ensaio de gene repórter (138) 

PPAR α Sim 
  

Western blot (166) 

Curcuma longa L. 

PPAR γ 
 

Sim 
 

Ensaio de gene repórter (167) 
PPAR γ Sim 

  
Ensaio de ligação (168) 

   
Inibe CYP3A4 CLAE (169) 

   
Inibe CYP2C9, 2C19, 2D6 CLAE (170) 

   
Inibe CYP 1A2 Ensaio fluorométrico (171) 

Cymbopogon citratus  (DC) 
Stapf.    

Inibe CYP2B1 Ensaio fluorométrico (172) 

Equisetum arvense L. 
   

Inibe CYP 2C19 Ensaio fluorométrico (82) 

Eucalyptus globulus Labill. 
   

Inibe CYP3A4 CLAE (152) 

Glycyrrhiza glabra L. 

PPAR γ Sim 
  

Ensaio de ligação (173) 
PPAR γ Sim 

  
Ensaio de gene repórter (174) 

PPAR α Sim 
  

RT-PCR (175) 
ER α,β Sim 

  
Ensaio de ligação (176) 

   
Inibe CYP3A4 e 2D6 Ensaio radiométrico (177) 

   
Inibe CYP3A4 Ensaio fluorométrico (155) 

   
Inibe CYP3A4, 2D6 Ensaio fluorométrico (178) 

Harpagophytum procumbens 
D.C. 

      PXR Sim 
  

Ensaio de gene repórter (151) 

     
 

Justicia pectoralis Jacq. ER α,β Sim 
  

Ensaio de gene repórter (147) 

       
Lippia alba  (Mill.) N. E. Brown PPAR α Sim 

  
RTC-PCR (141) 

Matricaria recutita L.    
Inibe CYP3A4 Ensaio fluorométrico (155) 

   
Inibe CYP1A2, 2C9, 2D6 Ensaio fluorométrico  (179) 

       
Melissa officinalis L. PPAR α, γ Sim 

  
Western blot (180) 

       
Menthax piperita L. 

   
Inibe CYP3A4 CLAE (152) 
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Conclusão 

Tabela 3: Resumo de drogas vegetais envolvidas na atividade transcricionais de receptores nucleares.  

 

 

 

 

Momordica charantia L. 

PPAR  γ Sim 
  

RT-PCR (181) 
ER α,β Sim Sim 

 
Ensaio de gene repórter (148) 

PPAR γ Sim 
  

Ensaio de gene repórter (182) 

   
Inibe CYP1A2, 2C9 Ensaio fluorométrico (183) 

Peumus boldus Molina PPAR γ Sim 
  

Ensaio de gene repórter (184) 

Plantago  major L. ER β Sim 
  

Ensaio de ligação (185) 

Plectranthus barbatus Erews PXR Sim 
  

Ensaio de gene repórter (149) 

Punica granatum L. 
PPAR  γ Sim 

  
Ensaio de competição (174) 

PPAR  γ 
 

Sim 
 

TR-FRET (174) 

   
Inibe CYP3A4 E 2D6 Ensaio radiométrico (177) 

Rosmarinus officinalis L. 
   

Induz CYP 2B1 Western blot (186) 

Salvia officinalis L. 

PPAR γ Sim 
  

Ensaio de gene repórter (187) 
PPAR γ Sim 

  
Ensaio de gene repórter (174) 

   
Inibe CYP 2C9, 2C19, 2D6, 3A4 CLAE (170) 

   
Induz CYP 2E1 Western Blot (188) 

Sambucus nigra  L. PPAR α, β, γ Sim 
  

Ensaio de gene repórter (189) 

Taraxacum officinale Weber 
   

Inibe CYP 2E1, 1A2 CLAE (190) 

Uncaria tomentosa  (Willd. ex 
Roem. & Schult.) D.C. 

ER Sim 
  

Ensaio de ligação (191) 

   
Inibe  CYP 3A4 Ensaio fluorométrico (155) 

Zingiber officinale Roscoe 

ER Sim 
  

Ensaio de atividade 
estrogênica 

(192) 

   
Inibe  CYP3A4 

Ensaio de atividade 
estrogênica 

(193) 

   
Inibe  CYP 2C9, 2C19, 2D6, 3A4 CLAE (170) 
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Considerando que há, ainda, muito que se pesquisar sobre as interações 

medicamentosas entre drogas vegetais e medicamentos, principalmente no que 

tange à ativação do receptor de pregnanos X, responsável por induzir os genes da 

família CYP3A – uma das enzimas responsáveis por biotransformar alguns fármacos 

conhecidos, este projeto teve como objetivo avaliar os possíveis efeitos do uso de 

drogas vegetais no receptor de pregnanos X de espécies contidas na RDC 10/10 da 

Anvisa. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos agonistas no receptor de pregnanos X (PXR) de algumas 

espécies contidas na RDC 10/10 da Anvisa.          

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliação da citotoxicidade dos extratos em células HeLa 

• Investigação do efeito agonista dos extratos vegetais em receptores 

nucleares PXR  

• Investigar a especificidade das amostras estudadas para o PXR 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 OBTENÇÃO DO DERIVADO VEGETAL  

 

 A definição das espécies estudadas baseou-se nos critérios de estarem 

contidas na RDC 10/10 e para as quais não houvesse estudos em receptores 

nucleares PXR. Foram selecionadas nove espécies de plantas (Tabela 4) presentes 

no anexo da RDC 10/10 da Anvisa, que foram adquiridas em farmácias e drogarias 

de Brasília-DF sob a forma de sachês de 20 g. Das drogas vegetais foram 

preparados chás pelo método de infusão, decocção ou maceração (Tabela 4) de 

acordo com orientação de uso informados no anexo da RDC 10/10. Após serem 

congelados, os chás foram submetidos à secagem pelo método da liofilização e 

armazenados a 20 °C para posterior utilização.  

 

Tabela 4  -  Resumo de drogas vegetais utilizadas nos ensaios biológicos.  

Espécie vegetal Nome popular Massa* 
Método de 
preparação 

Achyrocline  satureioides (Lam.) DC  Macela 1,5 Infusão 

Bidens pilosa L. Picão preto 2,0 Infusão 

Citrus aurantium L. Laranja amarga 2,0 Maceração 

Cymbopogon citratus (DC) Stapf. Capim limão 3,0 Infusão 
Echinodorus macrophyllus (Kunth) 
Micheli  

Chapéu de 
couro 1,0  Infusão 

Malva sylvestris L. Malva 2,0 Infusão 

Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek Espinheira santa 2,0 Infusão 

Mikania glomerata Spreng. Guaco 3,0 Infusão 

Rhamnus purshiana DC Cáscara sagrada 0,5 Decocção 
 

*Quantidade usada para a preparação dos derivados vegetais em gramas por 150mL de água 

 

3.2 CULTURA DE CÉLULAS HELA  

 

Para os ensaios de gene repórter e de viabilidade celular – ensaios do MTT)  

foram utilizadas células HeLa (carcinoma do colo do útero humano) obtidas  da 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassas-VA, EUA). As células foram 

cultivadas de acordo com método descrito por Chiellini et al.,  (194). Essas células 

foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), contendo 10% de 
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soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 50 UI/mL de penicilina e 50 μg/mL de 

estreptomicina, e mantidas em placas Corning® de 148 cm2 em incubadoras a 37 °C 

e 5% de CO2. 

 

3.3 AVALIAÇÃO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS EM CÉLULAS 

HELA 

 

           Com o objetivo de definir a viabilidade das células HeLa expostas ao 

tratamento com os extratos vegetais preparados, foi utilizado o ensaio colorimétrico 

segundo o método do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio (MTT; SIGMA-

ALDRICH®). O anel de tetrazólio presente no sal brometo de MTT, de coloração 

amarelada, é clivado por desidrogenases presentes na mitocôndria das células 

viáveis, formando cristais de formazana, de coloração azulada (195). Portanto, é 

considerado que a quantidade de células viáveis é proporcional à quantidade de 

cristais de formazana formada. No ensaio, com exceção dos poços utilizados para o 

controle do teste (branco), todos os outros poços das placas foram semeados com 

30.500 células HeLa  em meio de cultura DMEM. O volume final foi de 100 μL. Após 

incubação de 24 horas a 37 °C e 5% de CO2, foram adicionados 10 μL de MTT (5 

mg/mL em solução salina tamponada com fosfato (PBS)) em todos os poços das 

placas, e as mesmas foram incubadas por 4 horas a 37 °C e 5% de CO2. Para a 

dissolução do sal de formazana, o meio de cultura foi retirado dos poços e 100 μL de 

solução reveladora de MTT [HCl (Sigma) 0,04 M em isopropanol absoluto (Vetec)] 

foram adicionados. As placas foram deixadas sob agitação por 30 minutos à 

temperatura ambiente e a absorbância foi medida a 570 nm em leitor de placas 

Beckman Coulter DTX 800. Os resultados foram expressos como a porcentagem de 

células viáveis nos poços tratados com os extratos em relação aos controles (100%). 

Três experimentos independentes foram realizados em triplicata para cada condição. 

 

 

3.4 ENSAIO DE TRANSATIVAÇÃO (TRANSFECÇÃO TRANSITÓRIA POR 

ELETROPORAÇÃO E ENSAIO DE GENE REPÓRTER) EM CÉLULAS HELA 
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O gene repórter consiste de um promotor ligado ao gene repórter de interesse 

no qual a região promotora liga-se aos fatores de transcrição. Para evitar a 

interferência de fatores endógenos de células de mamíferos e ainda avaliar o efeito 

de ligantes isoladamente sobre o LBD do PXR, nos experimentos realizados neste 

trabalho foram utilizados vetores quiméricos contendo o DBD do fator de transcrição 

de leveduras GAL-4.  

No presente trabalho foram utilizados os ensaios de gene repórter da 

luciferase. A luciferase catalisa a oxidação da luciferina a oxiluciferina resultando em 

emissão de luz que por vez será quantificado em luminômetro. A luz emitida fornece 

uma indicação da atividade de transcrição do gene (196).  

 

3.4.1 Plasmídeos 

 

 Foram utilizados cinco plasmídeos de expressão para os ensaios de 

transfecção e ensaio de gene repórter. O plasmídeo quimérico contendo o LBD do 

PXR fusionado ao DBD do fator de transcrição de levedura Gal-4 (pM-hPXRLBD 

(GAL-4)) foi gentilmente cedido pelo Dr. Junji Magae (Nuclear Technology Research 

Laboratory, Central Research Institute of Electric Power Industry, Tóquio, Japão). O 

plasmídeo pCMV-TAG2B-hTRβ1WT  e o  pCMVLUC foram cedidos pela professora 

Marie Togashi e o plasmídeo químero LBD do PPAR γ fusionado ao DBD do fator de 

transcrição de leveduras GAL-4 (pBIND-PPARγ) e o plasmídeo contendo o gene 

repórter da luciferase dirigido pelo promotor mínimo do adenovírus E1b e por sua 

sequência de cinco sítios de ligação do Gal-4 (UAS 5x-LUC) foram cedidos pelo Prof. 

Dr. Paul Webb. 

 

 

3.4.2 Transformação e purificação dos plasmídeos 

 

Para a replicação dos plasmídeos de interesse, foi realizada a transformação 

que é a introdução de um plasmídeo em uma célula procariótica, utilizando a cepa 

de bactéria Echerichia coli, cepa DH5α. 

Em um tubo de microcentrífuga, 100 a 1000 ng do plasmídeo a ser 

transformado foram incubados com 50 μL de E. coli DH5α durante 30 minutos em  
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gelo. Em seguida, as células foram submetidas a um choque térmico por 2 minutos 

em um banho-maria a 42°C e gelo por 2 minutos. Esse processo permitiu a entrada 

do plasmídeo na célula por meio da abertura de poros na parede celular da bactéria. 

Posteriormente, foram adicionados 500 μL de meio de cultura LB (5 g de extrato de 

levedura, 10 g de triptona e 10 g de NaCl em 1 L de água destilada) sem antibiótico. 

Essa cultura celular foi incubada por 1 hora em estufa a 37 °C sob agitação 

constante. Após esse período, 50 μL da suspensão de E. coli transformada foram 

semeados em uma placa de Petri contendo meio de cultura LB com 1,5% de ágar e 

0,1 mg/mL de ampicilina, por 16 horas em estufa a 37 °C. As células transformadas 

que expressaram o gene da resistência formaram colônias e foram selecionadas 

para posterior purificação.  

A colônia resistente selecionada foi submetida a um período de crescimento 

sendo cultivada em 5 mL de meio LB, contendo 50 μg/mL de ampicilina  por 4 a 6 

horas a 37 °C sob agitação. Em seguida, essas bactérias foram inoculadas em 400 

mL do meio de cultura LB descrito acima e incubadas por 16 horas a 37 °C, sob 

agitação. Ao término desse período, as bactérias foram separadas por centrifugação 

a 5059 x g por 20 min a temperatura ambiente e o sobrenadante descartado. Os 

plasmídeos foram purificados a partir do precipitado de células utilizando-se o 

Quiagen Plasmid Maxi Kit®. 

 

3.4.3 Ensaio de gene repórter por meio da transfecção transiente 

 

O método de eletroporação foi utilizado para a transfecção transiente. Esse 

método consiste na aplicação de pulso de corrente elétrica a uma suspensão de 

células para gerar poros na membrana plasmática e nuclear e assim permitir a 

entrada do DNA plasmidial de interesse. 

Para o ensaio da transfecção, células HeLa foram coletadas por meio da 

centrifugação (2.000 rpm por 5 minutos) e  ressuspendidas em solução PBS 

contendo 0,1% de dextrose e 0,1% de cloreto de cálcio, para obtenção de uma 

concentração de 107 células/mL.  500 μL da solução de células foram transferidas 

para uma cubeta e submetidas à eletroporação (Gene Pulser II -  Bio-Rad®)  nas 

condições de 240 mV e 950 μF. Após a eletroporação, as células foram transferidas 

para o meio de cultura, distribuídas em placas de 12 poços (Corning®) (1 mL por 
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poço) e tratadas. Para transfecções com pM-hPXR, as células foram tratadas com 

veículo (vcl) (EtOH:DMSO 1:2),  e com os controles positivos rifampicina 10 -5 M, 

clotrimazol 10-5 M  e 150 μg/mL de erva de São João (Hipericum perforatum)  ou 

com os extratos obtidos das drogas vegetais em estudo em diferentes 

concentrações e mantidas por 24 horas  de incubação a 37 °C e CO2 5%. Após o 

período de incubação, o meio de cultura foi retirado e a cada poço foi adicionado 

100 μL tampão de lise 1X (Promega®). 

 

3.4.4 Cálculo da taxa de ativação da transcrição 

 

A taxa de ativação da transcrição é a razão entre atividade (leitura da 

luciferase) das células tratadas com os agonistas (controle positivo) ou extratos e a 

atividade (leitura da luciferase) das células tratadas com o veículo (vcl) (EtOH:DMSO 

1:2). Convencionando a taxa de ativação das células tratadas com veículo igual a 1 

(um). 

 

Taxa de ativação =  Leitura da luciferase (ligante sintético ou natural ou extrato) 
                                     Leitura da luciferase (células tratadas com veículo) 
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4  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 RENDIMENTO DOS DERIVADOS VEGETAIS 

 

Tabela 5 - Rendimento dos extratos vegetais. 

 

Espécie vegetal Nome popular Rendimento (%) 

Achyrocline  satureioides (Lam.) DC  Macela 4,3 

Bidens pilosa L. Picão preto 12,4 

Citrus aurantium L. Laranja amarga 15,0 

Cymbopogon citratus (DC) Stapf. Capim limão 16,6 

Echinodorus macrophyllus (Kunth) Micheli  Chapéu de couro 16,7 

Malva sylvestris L. Malva 12,7 

Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek Espinheira santa 13,5 

Mikania glomerata Spreng. Guaco 9,8 

Rhamnus purshiana DC Cáscara sagrada 2,3 

 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS VEGETAIS POR MEIO 

DO ENSAIO DO MTT. 

 

Os ensaios de citotoxicidade avaliam a interferência de agentes nos 

processos metabólicos das células no que diz respeito ao crescimento e ainda 

morte. São de baixo custo, reprodutíveis e muito utilizados como forma de triagem 

(197). 

Os ensaios do MTT para determinação da citotoxicidade dos derivados 

vegetais, realizados neste trabalho, tiveram o objetivo de definir a máxima 

concentração de cada espécie vegetal a ser utilizada nos ensaios de gene repórter. 

De acordo com este ensaio, o sal amarelo, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-

tetrazólio) é absorvido pelas células e no interior da célula sofre redução  pela 

enzima succinato desidrogenase   formando assim cristais azuis de  formazana  que 

podem ser analisados por espectrofotometria UV/VIS (195). Os resultados estão 

apresentados nas Figuras 7 e 8. 

Por meio do ensaio do MTT, as espécies Cymbopogon citratus, Echinodorus 

macrophyllus, Maytenus ilicifolia apresentaram diminuição significativa da viabilidade 

das células HeLa em concentrações a partir de 180 µg/mL após 24 horas de 

tratamento (Figura 7). Por esse motivo as concentrações de 150 µg/mL foram 
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adotadas para os ensaios de gene repórter. Nestas concentrações, as porcentagens 

de viabilidade celular após o tratamento com os extratos vegetais de C. citratus, E. 

macrophyllus e M. ilicifolia  foram de 77,8%, 79,3% e 88,2%, respectivamente.  Já a 

espécie Rhamnus purshiana apresentou diminuição da viabilidade das células HeLa 

apenas em concentrações acima de 500 µg/mL sendo a de 400 µg/mL que 

correspondeu a 89,5% de viabilidade celular (Figura 7). 
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Figura 7 - Avaliação da citotoxicidade dos extratos aquosos de Cymbopogon citratus (Capim 
limão) (A); Rhamnus purshiana (Cáscara sagrada) (B); Echinodorus macrophyllus (Chapéu de 
couro) (C); Maytenus ilicifolia (Espinheira santa) (D).  As células HeLa foram  tratadas com 
diferentes concentrações dos extratos  e com o veículo (vcl) e, em seguida, foram incubadas com 
MTT. Os resultados representam a média ± erro médio, de no mínimo três experimentos, da 
porcentagem de células viáveis após tratamento com veículo ou extrato, considerando a viabilidade 
das células não tratadas como 100%. *P < 0,05 vs veículo. 
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 Figura 8 - Avaliação da citotoxicidade dos extratos aquosos de Mikania glomerata (Guaco) (E); 
Citrus aurantium (Laranja amarga) (F) Achyrocline satureioides (Macela) (G); Bidens pilosa 
(Picão preto) (H); Malva sylvestris (Malva) (I). As células HeLa foram  tratadas com diferentes 
concentrações dos extratos  e com o veículo (vcl) e, em seguida, foram incubadas com MTT. Os 
resultados representam a média ± erro médio de no mínimo três experimentos, da porcentagem de 
células viáveis após tratamento com veículo ou extrato, considerando a viabilidade das células não 
tratadas como 100%. *P < 0,05 vs veículo. 
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No estudo das espécies Mikania glomerata e Citrus aurantium a diferença 

significativa de viabilidade celular em relação ao controle (vcl) deu-se nas 

concentrações de 200 µg/mL e 400 µg/mL respectivamente (Figura 8).  

 Consequentemente, concentrações de escolha para os ensaios de gene 

repórter foram 150 µg/mL e 300 µg/mL, respectivamente para M. glomerata e C. 

aurantium as quais correspondem a 84,7% e 88,0% de células viáveis. As espécies 

Achyrocline  satureioides e  Bidens pilosa apresentaram diminuição  de viabilidade 

celular a partir da concentração de 180 µg/mL sendo então escolhidas a 

concentração anterior estudada (150 µg/mL) que correspondem a 85,7% e 89,4% de 

viabilidade celular, respectivamente para A.  satureioides e  B. pilosa. Já a Malva 

sylvestris foi a espécie que somente a partir da concentração de 2.000 µg/mL 

apresentou baixa na taxa de viabilidade celular, sendo então escolhida a 

concentração anterior estudada (1.500 µg/mL) que correspondeu a 88,4% de células 

viáveis. Observou-se para todos os extratos um comportamento de diminuição de 

viabilidade celular de forma concentração-dependente. Desta forma, concentrações 

determinadas para os ensaios de gene repórter foram as que corresponderam a 

mais de 70% de viabilidade celular quando comparadas ao veículo (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Resumo das viabilidades celulares dos extratos vegetais por meio do ensaio do 

MTT. 

 

Espécie vegetal  Extrato (µg/mL) Viabilidade celular (%) 

Achyrocline  satureioides (Lam.) DC    150 85,7 

Bidens pilosa L.   150 89,4 

Citrus aurantium L.   300 88,0 

Cymbopogon citratus (DC) Stapf.   150 77,8 

Echinodorus macrophyllus (Kunth) Micheli   150 79,3 

Malva sylvestris L.   1500 88,4 

Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek   150 88,2 

Mikania glomerata Spreng.   150 84,7 

Rhamnus purshiana DC   400 89,5 
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4.3 ESTUDO DO EFEITO AGONISTA DOS DERIVADOS VEGETAIS NO 

RECEPTOR DE PREGNANOS X (PXR) POR MEIO DO ENSAIO DE GENE 

REPÓRTER - SISTEMA GAL4/GAL4RE 

 

A regulação gênica é de fundamental importância tanto para determinar 

condições normais quanto patológicas nos organismos de mamíferos e a fusão de 

elementos regulatórios a genes repórteres têm sido bastante utilizadas, 

principalmente em modelos ex vivo (198). Para a investigação de possíveis efeitos 

agonistas de nove derivados vegetais constantes na RDC 10/10 no receptor nuclear 

PXR, foi utilizado o ensaio de gene repórter. Os resultados estão apresentados nas 

Figuras 9 a 18. 

Os genes repórteres são frequentemente utilizados como indicadores de 

atividade transcricional ou de ativação das vias de sinalização dentro das células 

eucarióticas. Os ensaios que utilizam esses genes repórteres são considerados 

versáteis e confiáveis e este método está cada vez mais sendo utilizado na pesquisa 

de novos ligantes obtidos de plantas medicinais (199). 

4.3.1 Controles positivos sintéticos (rifampicina e clotrimazol) e natural 

(Hypericum perforatum) - agonistas de  PXR. 

 

Foram realizadas curvas dose-respostas de alguns compostos sintéticos já 

relatados por sua ligação e ativação do PXR humano, como é o caso da rifampicina 

e o clotrimazol. Segundo Song et al (2004), a rifampicina produz ativação dose-

dependente neste receptor, tendo sua maior ativação na concentração de 10- 5 M 

fato que foi observado e confirmado em nossos ensaios  (Figura 9) (200).  Luo et al, 

(2000) determinaram a concentração de maior ativação do antimicótico clotrimazol, 

outro conhecido ligante do PXR, também na concentração de 10-5  M (201), que foi 

confirmado em nossos ensaios (Figura 9). O Hypericum perforatum é uma mistura 

de constituintes no qual a hiperforina se destaca como principal responsável pela 

atividade anti-depressiva desta planta medicinal e também como a responsável pela 

ativação do PXR (202). Em nossos estudos, quando comparada aos outros ligantes, 

a H. perforatum, apresentou taxas mais elevadas de ativação de PXR.  Devido ao 

conhecimento dos efeitos destes compostos no receptor PXR, estes foram adotados 

como controles positivos para posteriores ensaios de gene-repórter para avaliação 

do efeito das drogas vegetais em PXR. 
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Figura 9 - Curvas dose-respostas dos controles positivos sintéticos rifampicina (A) e 
clotrimazol (B) e efeito dose- dependente do ligante natural Hypericum perforatum (C) em PXR. 
Células HeLa foram co-transfectadas com 2μg de PMhPXRLBD GAL4 e 4 μg de GAL4RE. As células 
foram tratadas por 24 horas com concentrações crescentes dos controles positivos. A atividade da 
luciferase foi então mensurada. Os resultados apresentados são a média ± erro padrão de, no 
mínimo, três experimentos.  
 

 

4.3.2 Estudo do efeito dos extratos aquosos de Echinodorus macrophyllus, 

Bidens pilosa, Achyrocline  satureioides,  Mikania glomerata, Rhamnus 

purshiana, Maytenus ilicifolia, Citrus aurantium, Cymbopogon citratus e Malva 

sylvestris  em vetores de expressão pM . 

 

Apesar de muita das vezes os componentes químicos presentes em plantas 

medicinais não serem ligantes tão eficientes quanto os compostos sintéticos, estas 

ainda constituem-se como rica fonte de ligantes de receptores nucleares. Com 

exceção da espécie Citrus aurantium que já foi estudada em receptores nucleares 

PPARα (203), não há, até onde vai nosso conhecimento, relatos sobre o estudo das 

oito espécies anteriormente citadas quanto ao seu efeito em receptores nucleares 
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PPAR, GR, ER, TR e PXR, o que motivou a escolha dos mesmos. Para iniciar os 

estudos com o receptor nuclear PXR, foram realizados ensaios de gene repórter, 

com o vetor repórter, e com o vetor de expressão contendo somente o DBD do Gal4 

(pM), desta forma, certificando-nos de que a ativação transcricional observada é 

decorrente da ativação do LBD do PXR. 

Foram utilizados os vetores pM-hPXR-LBD, de forma a gerar a proteína 

fundida GAL4DBD-hPXRLBD, e o vetor repórter GAL4RE (contendo a região de 

reconhecimento do GAL4DBD clonadas ao gene repórter luciferase). Desta forma, a 

intenção desse ensaio foi avaliar se os ligantes iriam ligar-se ao LBD do PXR. 

As Figuras 10, 11 e 12 mostram os resultados do efeito desses extratos 

vegetais nos ensaios de gene repórter. Os resultados mostraram que o DBD do 

GAL4 não tem atividade transcricional na presença dos extratos vegetais, não sendo 

estatisticamente diferente do controle negativo - veículo (vcl). 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Veículo                                                 +

Rifampicina         (10
-5

M)                               +

Clotrimazol          (10
-5

M)                                       +

H. perforatum      (150 g/mL)                                         +

E. macrophyllus (150 g/mL)                                                  +

B. pilosa             (150 g/mL)                                                          +

A. satureioides    (150 g/mL)                                                                   +

T
a
x
a
 d

e
 a

ti
v
a
ç
ã
o

 

 

Figura 10 - Não há atividade transcricional por GAL4-DBD na presença dos extratos (E. 
macrophyllus; B. pilosa; A. satureioides) e ligantes. Células HeLa foram transfectadas com 2μg 
de pM e 4μg de vetor repórter GAL4RE e tratadas com ligantes sintéticos e extratos durante 24 horas. 
Os dados são expressos como média ± erro médio de ativação da transcrição em relação ao veículo. 
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Figura 11 - Não há atividade transcricional por GAL4-DBD na presença dos extratos (M. 
glomerata; R. purshiana; M. ilicifolia) e ligantes. Células HeLa foram transfectadas com 2μg de pM 
e 4μg de vetor repórter GAL4RE e tratadas com ligantes sintéticos e extratos durante 24 horas. Os 
dados são expressos como média ± erro médio de ativação da transcrição em relação ao veículo. 
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Figura 12 - Não há atividade transcricional por GAL4-DBD na presença dos extratos (C. 
citratus, C.aurantium; M. sylvestris) e ligantes. Células HeLa foram transfectadas com 2μg de pM 
e 4μg de vetor repórter GAL4RE e tratadas com ligantes sintéticos e extratos durante 24 horas. Os 
dados são expressos como média ± erro médio de ativação da transcrição em relação ao veículo. 
 

 
Os vetores de expressão pM são moléculas de DNA que transportam o 

receptor nuclear PXR. Os resultados sugerem que não houve diferença estatística 

entre as ativações dos extratos vegetais e o controle negativo (veículo - vcl) 

confirmando que na ausência do PXR não houve ativação estatisticamente 

significante. 

 

4.3.3 Estudo do efeito agonista de extratos aquosos de  Echinodorus 

macrophyllus, Bidens pilosa, Achyrocline satureioides, Mikania glomerata, 

Rhamnus purshiana, Maytenus ilicifolia, Citrus aurantium, Cymbopogon 

citratus e Malva sylvestris na ativação transcricional de PXR. 

 

 Os derivados vegetais obtidos de espécies contidas na RDC 10/10 foram 

submetidos à avaliação de seus efeitos na atividade transcricional em PXR. As 

Figuras de 13 a  15 mostram os resultados desse estudo. 
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Figura 13 - Atividade transcricional do  PMhPXRLBD GAL4 na presença dos ligantes sintéticos. 
Células HeLa foram transfectadas com 2μg de PXR e 4μg de vetor repórter GAL4RE e tratadas com 
ligantes sintéticos e extratos durante 24 horas. Os dados são expressos como média ± erro médio de 
ativação da transcrição em relação ao veículo. *P < 0,05 vs veículo. 

  

As espécies M. glomerata, R. purshiana e M. ilicifolia foram submetidas ao 

ensaio de gene repórter a fim de avaliar seus efeitos nos receptores nucleares PXR. 

As concentrações testadas foram pré-determinadas por meio do ensaio de 

citotoxicidade do MTT e apresentaram média da taxa de ativação de 1,0; 2,0 e 0,9 

respectivamente. Os resultados obtidos foram comparados ao controle negativo 

(veículo) e não apresentaram ativação significativa neste receptor o que sugere que 

estas espécies não possuem compostos capazes de agir como agonistas em 

receptores PXR. 
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Figura 14 - Atividade transcricional do  PMhPXRLBD GAL4 na presença dos ligantes sintéticos. 
Células HeLa foram transfectadas com 2μg de PXR e 4μg de vetor repórter GAL4RE e tratadas com 
ligantes sintéticos e extratos durante 24 horas. Os dados são expressos como média ± erro médio de 
ativação da transcrição em relação ao veículo. *P < 0,05 vs veículo. 

 

As espécies C. citratus, C. aurantium e M. sylvestris não apresentaram 

ativação significativa no receptor nuclear PXR. Por meio do ensaio de gene repórter, 

as suas ativações foram, respectivamente, de 1,13; 1,5 e 1,3 quando comparadas 

ao controle negativo (veículo). 
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Figura 15 - Atividade transcricional por  PMhPXRLBD GAL4 na presença dos ligantes 
sintéticos e extrato de A. sutureoides. Células HeLa foram transfectadas com 2μg de PXR e 4μg 
de vetor repórter GAL4RE e tratadas com ligantes sintéticos e extratos durante 24 horas. Os dados 
são expressos como média ± erro médio de ativação da transcrição em relação ao veículo. *P < 0,05 
vs veículo. 

 

As espécies E. macrophyllus e B. pilosa apresentaram taxa de ativação de 

2,23 e 1,42, respectivamente. Da mesma forma como os ensaios com as espécies 

anteriores, estes resultados sugerem a ausência de compostos capazes de 

exercerem ação agonista em PXR.  

Dos nove extratos vegetais testados por meio do ensaio de gene repórter no 

receptor nuclear PXR, apenas o extrato de A. satureioides (macela) foi capaz de 

ativá-lo transcricionalmente. Os resultados sugerem que há compostos nesta 

espécie que exercem efeito agonista em PXR. Como pode-se depreender da  

Figura 15, na  concentração de 150 µg/mL, foi obtida uma taxa de ativação do PXR 

de 9,4 em relação à taxa de ativação do veículo padronizado em 1,0. A taxa de 

ativação obtida nos testes com esta espécie foi semelhante à dos ligantes sintéticos 

rifampicina e clotrimazol que foram de 8,33 e 6,75, respectivamente.  

Até o presente e até onde vai nosso conhecimento não há relatos de ativação 

de PXR pela A. satureioides. Estes resultados são, portanto, inéditos para esta 

espécie. 
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Esta espécie, de ocorrência natural em todo o Brasil, é comumente 

encontrada em banca de raizeiros das feiras livres e está, por exemplo, entre as dez 

plantas medicinais mais utilizadas na população de Porto Alegre (RS) (204, 205). A 

constatação da ativação de PXR por A. satureioides e por conseguinte, a indução 

via este receptor da expressão  das enzimas da CYP, principalmente a CYP3A4, 

envolvida na metabolização de fármacos é de grande importância para a saúde 

pública.  

Já foram atribuídas às infusões desta espécie efeitos digestivo, anti-

inflamatório e hipoglicêmico (206). Os compostos fenólicos representam uma das 

classes de constituintes bioativos presentes nesta espécie (207) e poderiam ser eles 

os responsáveis, ao menos em parte, pela ativação do PXR, uma vez que segundo 

Spencer et al. (2008), dentre os compostos fenólicos, os flavonoides  são os mais 

consumidos na dieta dos seres humanos  e recentemente foi demonstrada a indução 

da expressão da CYP  pela ativação de efeitos transcricionais do  PXR por esses 

compostos. As flavonas luteolina (17) e apigenina (4) e ainda a isoflavona genisteína 

estão entre eles. (130, 208).  

 

4.3.4 Efeito dose-dependente da  A.  satureioides na ativação de PXR  

 

Uma vez que a A.  satureioides apresentou ativação do receptor  nuclear 

PXR, estudos foram realizados para observar se o  efeito era dose-dependente. As 

crescentes concentrações da droga vegetal utilizada para este ensaio foram 

referentes às concentrações testadas anteriormente para a mesma espécie nos 

ensaios do MTT com a finalidade de assegurar a viabilidade celular. Os resultados 

sugerem uma ação dose-dependente do extrato no receptor PXR (Figura 16).  A 

maior resposta deu-se na concentração de 150 µg/mL corroborando com os 

resultados anteriores (Figura 15) 
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Figura 16 - Efeito dose-dependente da A. satureioides na ativação transcricional de PXR. 
Células Hela foram co-transfectadas com 2μg de PMhPXRLBD GAL4 e 4 μg de GAL4RE. As células 
foram tratadas por 24 horas com concentrações crescentes de A. satureioides. A atividade da 
luciferase foi então mensurada. Cada ponto representa a média ± erro padrão de três experimentos 
diferentes. Controle positivo - Rifampicina (10

-5 
M).  

 

Considerando que 1 xícara de chá de macela corresponde a 64,5 mg de 

extrato aquoso liofilizado e que uma dose de 15 x 10-3 mg é capaz de promover 50% 

de ativação do PXR em relação ao controle, a ingestão concomitante de 35 µL de 

chá de macela (menos de uma colher de café, que corresponde em média a 2,5 mL) 

com fármacos que  são metabolizados por enzimas do tipo CYP3A4 (e via PXR), 

apresenta potencial de interação que pode interferir com os resultados esperados 

para a farmacoterapia. De acordo com Luo et al., fármacos como clotrimazol, 

fenobarbital, rifampina, sulfinopirona ativam fortemente o PXR e aumentam a 

atividade da CYP3A4; carbamazepina, dexametazona, t-butilacetato de 

dexametazona, fenitoina, sulfamidina e taxol também ativam o PXR, mas 

fracamente, induzindo também a atividade da CYP3A4. Por outro lado, os mesmos 

autores relatam que os fármacos ritonavir (anti-retroviral) e troleandomicina 

(antibiótico macrocíclico) apresentam uma expressiva ativação do PXR mas não 

aumenta (no caso da troleandomicina) ou diminui significantemente (no caso do 

ritonavir), a atividade da CYP3A4 microssomal(201). 

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho e em relatos sobre a relação 

de PXR e o metabolismo de fármacos, é possível inferir que a utilização 

concomitante de chá de macela com outros fármacos deve ser evitada, 
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principalmente em pacientes submetidos a regime de polifarmácia, no qual a 

possibilidade de interação fármaco-fármaco é existente e a probabilidade de 

iatrogenia é alta. 

 

4.3.5 Ação do extrato vegetal de A. satureioides em receptores nucleares 

PPARγ e TRβ por meio do ensaio de gene repórter. 

 

 A fim de dar continuidade à avaliação da provável especificidade de interação 

da A. satureioides pelo receptor PXR, foram realizados testes subsequentes de gene 

repórter desta espécie vegetal em receptores nucleares PPARγ (Figura 17) e TRβ 

(Figura 18). Para estes receptores, todos os respectivos controles positivos 

apresentaram atividade transcricional estatisticamente diferente do veículo. 

Os resultados não mostraram ativação dos receptores nucleares, tanto em 

PPAR quanto TRβ conforme pode-se depreender das figuras 17 e 18, o que sugere 

uma possível especificidade de A.  satureioides como agonista de PXR.  
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Figura 17 - Não há atividade transcricional por PPARγ na presença de A. satureoides. Células 
HeLa foram transfectadas com 1,5μg de  PPAR-GAL4 e 3μg de seu repórter GAL-4RE e tratadas com 
o ligante sintético rosiglitazona 10

-4 
M durante 24 horas. Os dados são expressos como média ± erro 

médio de ativação da transcrição em relação ao veículo. *P < 0,05 vs veículo. 
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Figura 18 - Não há atividade agonista da espécie A. satureoides em  TRβ 1 wild type . As células 

Hela foram transfectadas com 1μg de  TRβ e 4μg de seu repórter F2-LUC e tratadas com os ligantes 

sintéticos T3 10
-6 

M - ctrl 1, durante 24 horas. Os dados são expressos como média de ativação da 

transcrição em relação ao veículo (controle). *P < 0,05 vs veículo.  
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS  

 

O conhecimento de possíveis interações entre plantas medicinais e fármacos 

de uso clínico é importante para o profissional da saúde que prescreve e orienta o 

paciente quanto à Fitoterapia, pois sabe-se que em nível molecular, a eficácia dos 

fármacos tanto de origem natural quanto sintética está intimamente associada à 

ação  de enzimas e receptores, ligação ao DNA, RNA e proteínas presentes em 

nosso organismo.   

O uso de plantas medicinais em nosso país é uma prática bem aceita e por 

isso bastante popular, portanto, para assegurar seu uso seguro e eficaz, são 

necessários estudos em receptores nucleares, em particular o PXR por se tratar de 

receptor indutor de enzimas que estão intimamente envolvidos na metabolização 

destes xenobióticos. Esses estudos têm como finalidade gerar informações sobre 

possíveis interações medicamentosas entre fármacos prescritos e drogas vegetais 

utilizadas pela população. 

Os resultados alcançados nesta dissertação mostram que das nove espécies 

estudadas, apenas o extrato obtido por infusão de sumidades floridas da espécie 

vegetal Achyrocline  satureioides, na concentração de 150 µg/mL,  possui composto 

(ou compostos)  capaz de agir como agonista do receptor nuclear PXR de forma 

dose-dependente. Foi observado o efeito específico para o PXR dentre os 

receptores que foram testados. Até onde vai nosso conhecimento, interações 

medicamentosas envolvendo A. satureioides não foram relatadas. 

Desta forma, este trabalho constitui-se como base prospectiva tanto para 

estudos posteriores de outras drogas vegetais (principalmente as contidas na RDC 

10/10 da Anvisa) quanto para aprofundamento do estudo da própria A. satureioides  

em relação a seu efeito sobre a enzima que metaboliza xenobióticos - CYP3A4 -, 

verificando sua presença por meio de  western blotting utilizando anticorpos 

específicos  e ainda, no possível isolamento e identificação de compostos ativos da 

A. satureioides  responsáveis pela a ação no PXR. 
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