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RESUMO

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, popularmente conhecida como espinheira-santa, € usada
no manejo da dispepsia, como antiacido e protetor da mucosa gastrica. Nosso objetivo geral
foi determinar o potencial de interacdo farmacocinética do extrato de Maytenus ilicifolia e
compostos isolados utilizando fatias de figado e intestino de ratos Wistar, especificamente,
com enzimas de biotransformacéo de fase | (CYP2D6 e CYP3A4), além de estudar o impacto
da incubacdo em ensaios de dano celular, a citar, reducéo da viabilidade celular e liberacao de
enzimas intracelulares no meio de incubacdo. O projeto foi aprovado pela CEUA/UFRGS.
Os resultados in vitro foram usados para elaborar uma lista de farmacos com possivel
interagdo farmacoldgica. Foram utilizadas fatias de figados e intestinos de ratos Wistar de 3
meses de idade. Estes tecidos foram incubados com 6 diferentes concentracBes do extrato de
Maytenus ilicifolia ou compostos isolados, catequina, epicatequina, kaempferol e quercetina,
durante 6 horas. As atividades enzimaticas, lactato desidrogenase, transaminase glutdmico-
piravica, glutdmico-oxalacética, fosfatase alcalina, CPY3A4 e CYP2D6, foram avaliadas
utilizando kits comerciais. A viabilidade celular foi avaliada pela atividade mitocondrial
utilizando o sal de tetraz6lio MTT. A incubacdo de fatias de figado com o extrato de
Maytenus ilicifolia (30 e 100 pug/mL), a catequina (341 uM), a epicatequina (684 UM) e a
quercetina (300 e 600 pM) parece induzir a enzima CYP2D6, enquanto que a atividade da
CYP3A4 ndo foi alterada nas concentracdes testadas. Embora a atividade mitocondrial, um
indice de viabilidade celular, ndo tenha sido afetada, as atividades das enzimas intracelulares
nos meios de incubacdo de fatias hepaticas aumentaram a liberacdo da lactato desidrogenase
(LDH) nos tratamentos com o extrato de M. ilicifolia (100 pg/mL), kaempferol (698 uM) e
quercetina (300 e 600 uM) e o contetido da transaminase oxalacética (TGO) foi aumentado
nas incubagdes com o extrato M. ilicifolia (50 e 100 pg/mL) e a quercetina (600 uM). Nas
condicdes testadas, as incubacbes nao impactaram significativamente o0s parametros
analisados em fatias de intestino. Estes resultados evidenciam o potencial de interacédo
farmacoldgica do extrato da planta Maytenus ilicifolia e dos compostos isolados com a
enzima CYP2D6, responsavel pela metabolizagdo de farmacos relevantes na terapéutica,
indicando que o uso concomitante desta planta e farmacos metabolizados por esta enzima
deva ser evitado. A elevagdo nos niveis das enzimas TGO e LDH sugere evidéncias de
toxicidade ao tecido hepatico, de tal forma que individuos com hepatopatia devem evitar o
uso de Maytenus ilicifolia. Estes dados demonstram o potencial de interacdo farmacologica
entre o extrato de Maytenus ilicifolia e farmacos metabolizados pelo sistema CYP2D6.

Palavras-chave: espinheira-santa, plantas medicinais, interacdo medicamentosa, CYP2D6,
dano celular.



ABSTRACT

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, also known as “espinheira-santa”, is administered for
dyspepsia acting as an antacid and gastric mucous protector. Our aim was determining the
pharmacokinetic interaction potential of Maytenus ilicifolia extract and its isolated
compounds individually, using slices of liver and intestine from Wistar rats, specifically to
evaluate the phase | biotransformation enzymes (CYP2D6 and CYP3A4). We also studied
this extract and their isolated compounds on the cellular injury, such as cell viability (MTT)
assay and intracellular enzymes release. Our in vitro results were used to elaborate a list of
drugs with possible extension of pharmacological interaction in humans. The project was
approved by the UFRGS Animal Experiment Committee. For this study, samples of liver and
intestines from 3 months old Wistar rats were used. The tissues were incubated for six hours
with different concentrations of Maytenus ilicifolia extract or isolated compounds such as,
catequin, epicatequin, kaempferol and quercetin. The enzyme activity of lactate
dehydrogenase (LDH), glutamic-pyruvic transaminase (GPT), glutamic-oxalacetic
transaminase (GOT), alkaline phosphatase, CPY3A4 and CYP2D6, were analysed using of
commercial kits. The cellular viability was evaluated by the mitochondrial activity in the
MTT assay. The in vitro incubation of liver slices with Maytenus ilicifolia extract (30 and 100
pg/mL), catequin (341 pg/mL), epicatequin (684 pM) or quercetin (300 and 600 puM) seems
to induce CYP2D6, while CYP3A4 activity was not affected. Although the mitochondrial
activity was not affected, the in vitro incubation of liver cells modified the release of
intracellular enzyme, with M. ilicifolia extract (100 pg/mL), kaempferol (698 puM) and
quercetin (300 e 600 uM) raising LDH levels, and, M. ilicifolia extract (50 e 100 pg/mL) and
quercetin (600 pM) increasing GOT levels. Neither Maytenus ilicifolia extract nor isolated
compounds individually impacted these intestines parameters. These results could bring the
pharmacological interaction potential of the Maytenus ilicifolia extract or its isolated
compounds with CYP2D6, indicating that these associations should be avoided. The release
of intracellular enzymes GOT and LDH, suggests cellular injury on liver tissues, and
consequently patients with hepatopathy should avoid Maytenus ilicifolia administration.
These data show the pharmacological interaction potential between the Maytenus
ilicifolia and CYP2D6 substrates.

Keywords: Espinheira-santa , herbal medicine, drug interaction, CYP2D6, cell injury.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais contribui de forma significativa para cuidados primarios
de salde em muitos paises e serve de ponto de partida para o desenvolvimento de varios
fitoterapicos (DUTRA et al., 2016). Segundo a organizacdo mundial da saude, estima-se que
88% da populagdo mundial utilizem plantas medicinais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019). Este panorama se repete no Brasil, pois a populacéo brasileira esta
recorrendo cada vez mais a tratamentos com plantas medicinais e fitoterapicos (FEBRAFAR,
2020).

Houve um crescimento de 161% no interesse de tratamentos “naturais” entre 2013 e
2015 (MACIEL, 2020). O consumo de fitoterapia no Brasil equivale a aproximadamente 10%
dos lucros do segmento farmacéutico nacional (FEBRAFAR, 2020). Adicionalmente, houve
um incentivo as politicas publicas na insercdo e ampliacdo no uso de plantas medicinais e
fitoterapicos na terapéutica no Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2008; 2015). Como
consequéncia, a relacdo nacional de medicamentos essenciais (RENAME, 2019) prevé 12

fitoterapicos, com formas farmacéuticas e concentracGes distintas (BRASIL, 2020).

Dentre as plantas medicinais indicadas na RENAME, esta a Maytenus ilicifolia Mart.
ex Reissek, presente também no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, que
preconiza o uso da infusdo com folhas secas para manejo de dispepsia, como antiacido e
protetor da mucosa gastrica (ANVISA, 2010). A planta é popularmente conhecida como
espinheira-santa, uma espécie nativa do Brasil (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009). Pertence a
familia Celastraceae que possui 98 géneros e aproximadamente 1.200 espécies, encontradas
principalmente nas regides tropicais sendo nativa na América do Sul (DE MAGALHAES,
2002; SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009; WILKER e TARCISIO, 2012).

Maytenus ilicifolia € um subarbusto cujo tamanho varia de 2 a 5 metros de altura. Suas
folhas sdo pontiagudas (Figura 1.), medem entre 4 a 12 centimetros de comprimento com
coloracdo verde. E a parte mais utilizada da planta na aplicacéo da fitoterapia e quando secas
possuem caracteristicas organolépticas de sabor levemente amargo e adstringente. A
Maytenus ilicifolia possui diversos nomes populares como: espinheira-santa, maiteno,
cancerosa, cancorosa, cancorosa-de-sete-espinhos, salva-vidas, coromilho-do-campo ou,

ainda, espinho-de-deus. As nomenclaturas coloquiais estdo relacionadas a presenca de



espinhos em suas folhas e a crenca dos beneficios a satde desta planta (SANTOS-OLIVEIRA
et al., 2009; ANVISA, 2010; 2011; ALMEIDA et al., 2015).

Figura 1. Folhas de Maytenus ilicifolia
Fonte: DE MAGALHAES, 2002.

As substancias bioativas presentes nas folhas de Maytenus ilicifolia fornecem
evidéncias de efeito antirrefluxo, assim como atividade antinociceptiva, anti-inflamatdria,
antidiarreica e antiulcerogénica (JORGE, R. M. et al.,, 2004; CIPRIANI et al., 2008;
TABACH et al., 2017). Ainda, um estudo recente mostrou efeito antitumoral de dois
compostos extraidos da raiz desta planta, testados em camundongos (HERNANDES et al.,
2020).

Diversos componentes quimicos foram identificados nessa espécie. Flavonoides livres,
como catequina, epicatequina, quercetina e kaempferol, 29 flavondis glicosideos e 8 taninos.
Os glicosideos apresentam de um a quatro monossacarideos tendo quercetina e kaempferol
como principais agliconas, e 0s taninos sdo compostos por catequina/epicatequina e/ou
afzelequina/epiafzelequina (BAGGIO et al., 2009).

E relevante descrever que uma fracéo rica em flavonoides de M. ilicifolia reduziu a
lesdo induzida tanto por indometacina quanto por etanol (BAGGIO et al., 2007). Estes autores
demonstraram que esta fracdo reduziu a hipersecrecdo acida e inibiu in vitro a atividade da
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bomba de prétons. O mesmo grupo de pesquisa relatou que a administracao intraperitoneal
deste extrato em camundongos reduziu a velocidade de esvaziamento géstrico e a motilidade
intestinal, o que pode justificar o uso desta espécie como antidiarreico. Considerando que a
acao da fracdo foi revertida por betanecol, os autores concluiram estar relacionada com uma
atividade antimuscarinica (BAGGIO et al., 2009).

Os flavonoides galactiol, catequina e epicatequina foram os compostos majoritarios da
fracdo rica em flavonoides com atividade antiulcerogénica em modelo animal supracitado
(BAGGIO et al., 2007). Outros compostos, como a rutina, quercetina e flavonoides
monoglicosilados, também j& foram identificados em folhas desta planta (TIBERTI et al.,
2007).

Diferentes polissacarideos hidrossoluveis isolados de M. ilicifolia apresentaram
atividade antitlcera, acido poligalacturénico (CIPRIANI et al., 2009), arabinogalactano tipo
Il (CIPRIANI et al., 2004) e heteroxilanoacidico (CIPRIANI et al., 2008). Considerando o
mecanismo de acdo de farmacos usados em clinica, podemos inferir que estes compostos
poderiam ter acdo semelhante aos agentes de barreira. Ainda, terpenoides com propriedades
antiulcerosas foram descritos nesta espécie (VILEGAS et al., 1991).

Outro atrativo quanto ao uso terapéutico desta planta, além da sua eficacia potencial
no tratamento de Ulceras e outras doencas gastricas, € que ela também parece apresentar boa
seguranga quanto a sua toxicidade, tanto no uso agudo como no croénico, testadas em trés
especies (TABACH et al., 2017). Também em ensaio clinico, o extrato de Maytenus ilicifolia
mostrou-se seguro e bem tolerado, os individuos tratados ndo apresentaram alteracdo
significativa nos parametros bioquimicos, hematoldgicos ou psicomotores (TABACH (b) et
al.,, 2017). Outro estudo de eficacia, que utilizou extrato da planta em pacientes com
diagnostico de dispepsia alta ndo ulcerada, observou que os individuos tratados apresentaram
melhora na sintomatologia dispéptica global, principalmente melhora nos sintomas de azia e
dor no estdmago (Carlini & Frochtengarten, 1988; Geocze et al., 1988, apud Santos-Oliveira,
2009). Apesar de haver adverténcia quanto seu uso por gestantes e lactantes (ANVISA,
2010), estudos pré-clinicos mostram que a administracdo de um extrato de folhas de Maytenus
ilicifolia ndo apresenta efeitos toxicos em ratas prenhas e parece ndo interferir com o
progresso do desenvolvimento embriofetal CUNHA-LAURA et al., 2014).
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E interessante que o potencial de interacdo farmacoldgica de plantas medicinais, como
a Maytenus ilicifolia, e de seus compostos isolados € pouco explorado. Além de interacGes
farmacodindmicas, interacbes farmacocinéticas, especialmente no pardmetro de
biotransformacdo de farmacos, sdo descritas para plantas medicinais, fitoterapicos,
fitomedicamentos, alimentos funcionais e nutracéuticos. A biotransformacdo de xenobidticos
ocorre geralmente em fases. Na Fase I, através de reacdes enzimaticas moléculas ndo polares
as substancias sdo convertidas a um composto mais polar. Estas reagcdes expdem ou inserem
grupamentos, por exemplo, hidroxilas, modificando a estrutura quimica do xenobidtico
induzindo uma perda de atividade farmacoldgica ou, no caso de pro-farmacos, produzindo um
metabolito (farmaco) ativo. Dentre estas reacdes esta o sistema de mono-oxigenase
dependente do citocromo P450 (CYP 450), que possui diversas isoenzimas que desempenham
um papel importante nas reacdes de oxidacdo da fase I. Estas enzimas também atuam na
biossintese e metabolismo de compostos endégenos como esteroides, acidos biliares e graxos,
prostaglandinas entre outras (GIRARDI 2006; ASHA e VIDYAVATHI, 2010;
MCDONNELL e DANG, 2013).

J& as reacOes de fase Il, sdo reacdes enzimaticas de conjugacao entre um grupamento
do xenobidtico e compostos enddgenos (&cido glucurénico, sulfato, glutationa ou
aminoacidos), gerando compostos conjugados, com caracteristicas polares, mais
hidrossollveis, e assim com sua excre¢do facilitada na bile ou urina. As enzimas de fase Il
como a UGT, GST, NAT e ST também possuem um papel importante na metabolizacdo de
xenobidticos (GULCIN et al., 2016; YANG et al., 2019). A fase Il é composta pelos
transportadores de membrana, formada por diferentes grupos. Entre eles, os ABC-ATP, os
SLCs, os OATs, os OATPs e os OCTs (KOEPSELL e ENDOU, 2004; CHOUDHURI e
KLAASSEN, 2006; PAL e MITRA, 2006; RAUB, 2006; GIACOMINI et al., 2010). De
forma geral, funcionam como uma bomba de efluxo de xenobidticos e/ou seus metabdlitos.
Vaérios farmacos utilizam estes transportadores para atravessar as membranas e alcangarem
seu sitio de acdo. Estes transportadores tém sido amplamente estudados e ja existem diversos
subtipos, como o transportador OATP1B1, responsavel pela captacdo hepatica de farmacos e
compostos enddgenos pouco acidos, como alguns farmacos (estatinas e metotrexato) e
também a bilirrubina (GIACOMINI et al., 2010; STIEGER e HAGENBUCH, 2014). Vale

destacar que os principais transportadores e enzimas metabolizadoras de farmacos estdo
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localizados nos enterécitos (intestino delgado) e nos hepatécitos (figado) (FILPPULA et al.,
2019).

Como citado, o sistema CYP450 é composto por diversas isoformas, distribuidas em
diferentes tecidos. As de maior concentracdo no figado e no intestino humano sdo CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2E1 e CYP3A4. Dentre elas destaca-se 0 CYP3A4, que é
responsavel por cerca de 50% da metabolizacdo dos farmacos atualmente comercializados
(ZHOU, 2008). Esta isoforma corresponde a 35% do total das expressas no figado e 80% no
intestino (MOULY et al., 2017). J4 0 CYP2D6, embora expresso em menor quantidade nestes
tecidos, metaboliza aproximadamente 25% dos farmacos de relevancia clinica (ZHOU et al.,
2009). Esta isoforma € responsavel pela metabolizacdo de farmacos importantes na
terapéutica como: analgésicos opioides, antipsicoticos, antidepressivos, betabloqueadores,
entre outros. Ambas isoformas sdo relacionadas a interacfes farmacoldgicas (BECKER,
2011).

As interacBGes farmacocinéticas podem ocorrer em diferentes niveis como absorcao,
metabolizacdo, distribuicdo e excrecdo de xenobioticos, bem como entre farmacos, plantas e
até mesmo nutracéuticos. Na biotransformacdo estas substancias podem inibir ou induzir
enzimas de metabolizacdo e transportadores (BECKER, 2011; DOLTON et al., 2012;
MOULY et al., 2017). Se alterada a capacidade metabodlica das enzimas e/ou transportadores
de xenobidticos, pode-se predizer que ocorra alteracdo na concentracdo sérica do farmaco e
consequentemente da sua acdo farmacoldgica (THU et al., 2017). A reducdo da capacidade de
metabolizacdo de um farmaco levard ao aumento da sua concentragdo no organismo podendo
causar efeitos toxicos, enquanto que a inducdo destas enzimas diminuiriam as concentracfes
plasmaéticas, gerando doses subterapéuticas, insuficientes para acdo no tecido alvo. Ambas as
condi¢cdes podem resultar em interagdes medicamentosas clinicamente relevantes (PAL e
MITRA, 2006; RAUB, 2006; GIACOMINI et al., 2010; OSWALD et al., 2019).

H4& a descricdo de que alguns compostos isolados, descritos previamente em Maytenus
ilicifolia alterem tanto enzimas de metabolizacdo quanto de transporte de farmacos
(NISHIKAWA, Masataka et al., 2004). Porém, do nosso conhecimento extratos e produtos
fitoterapicos de Maytenus ilicifolia ainda ndo foram estudados quanto ao potencial de
interagdo farmacoldgica.
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Neste contexto, fitomedicamentos, fitoterapicos e até mesmo seus compostos isolados
devem ser utilizados com cautela devido ao potencial destes em modular os mecanismos
farmacocinéticos e alterar a biodisponibilidade dos farmacos (GURLEY et al., 2002;
WANWIMOLRUK e PRACHAYASITTIKUL, 2014). Markowitz e DeVane (2001) sugerem
que 0 uso concomitante de fitocompostos e medicamentos convencionais devem ser

desencorajados até a obtencdo de evidéncias de seguranca na associagao.

Um fitomedicamento amplamente utilizado, a erva de Sao Jodo, tem descricdo de
significantes interagdes farmacologicas, uma vez que reduz os niveis séricos de diferentes
farmacos, possivelmente pela capacidade de induzir a expressdo da enzima CYP3A4 e da
glicoproteina-P (BILIA et al., 2002; GURLEY et al., 2008). Essa alteracdo nos niveis
plasmaticos pode acarretar graves consequéncias clinicas. Por exemplo, Bilia e colaboradores
(2002) relataram que o uso concomitante da erva de Sdo Jodo com ciclosporina levou a
rejeicdo de transplante agudo em oito casos, demonstrando a necessidade de atencdo das

equipes de salde para o assunto (BILIA et al., 2002).

Farmacos usados no tratamento do refluxo gastroesofagico, como o omeprazol,
apresentam relevantes interacdes farmacoldgicas. Embora haja controvérsias, diferentes
evidéncias sobre a interacdo entre os inibidores da bomba de prétons e os antiagregantes
plaquetarios, especialmente o clopidogrel, tém sido demonstradas. Recentemente, Bundhun e
colaboradores (2017) em uma revisdo sistematica e meta-analise, demonstraram que 0 uso
concomitante de clopidogrel e inibidores da bomba de prétons aumentaram significativamente
os eventos cardiovasculares, como infarto do miocardio e trombose do stent, contudo ndo
alterou a mortalidade a longo prazo (BUNDHUN et al.,2017).

Ha relatos de que compostos bioativos previamente descritos na M. ilicifolia alterem
parametros farmacocinéticos, como enzimas de metabolizacéo e transportadores de farmacos.
Por exemplo, a epigalocatequina-3-galato (EGCG), presente na M. ilicifolia inibiu a atividade
da glicoproteina-P pertencente ao grupo ABC-ATP (JODOIN et al., 2002) e inibiu as
atividades de enzimas CYP3A4 e 1A2 em culturas primarias (NETSCH et al., 2006). Um
extrato de cha verde com elevado teor de catequinas alterou os parametros farmacocineticos
em roedores quando coadministrado com midazolam, dobrando a concentragdo méxima deste
farmaco devido a inibicdo de CYP3A4 (NISHIKAWA et al., 2004). A quercetina
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administrada em associagdo com a doxorrubicina via oral, em ratos, inibiu a glicoproteina-P e
CYP3A4, causando alteracdes na biodisponibilidade da doxorrubicina (CHOI et al., 2011).

Para a investigacdo de toxicidade de compostos utilizam-se diversos métodos in vitro
que modelem adequadamente os processos observados in vivo. Um modelo bastante aceito é o
de fatias de precisdo de tecidos ex vivo. As fatias sdo incubadas com 0s compostos
investigados, permitindo que diferentes tipos celulares presentes no tecido sejam expostos aos
compostos. Isto ocorre, pois uma unica fatia € composta por praticamente toda maquinaria
celular, enquanto as culturas celulares primarias contém apenas células isoladas. O método de
fatias também é mais rapido do que o de cultura celular, pois ndo necessita de um periodo
prolongado de incubacdo para obtencdo da quantidade de células minimas para realizar um
ensaio. Além de ser relativamente econdémico e seguir preceitos éticos, quando comparado aos
ensaios in vivo, pois com um Unico animal é possivel testar diversos compostos e
concentracgdes diferentes (DE GRAAF et al., 2010; PHAM et al., 2015; WANG et al., 2016).

Desta forma, investigamos o potencial de interacdo farmacocinética com enzimas
relevantes de biotransformacéo de farmacos utilizando fatias de figado e de intestino de ratos
Wistar. Este trabalho produziu evidéncias de seguranca e de potenciais interaces do extrato
de Maytenus ilifolia com farmacos, o que servira de guia para a prescri¢do, levando a uma
maior seguranca e eficacia na terapéutica no ensaio clinico randomizado duplo cego de

Maytenus ilicifolia como estratégia no tratamento da doenca de refluxo gastroesofagico.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Nosso objetivo geral foi determinar o potencial de interagdo farmacocinética do
extrato de Maytenus ilicifolia e compostos isolados utilizando fatias de figado e intestino de

ratos Wistar.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar o impacto da incubacao de fatias de figado e intestino de ratos Wistar com
extratos de M. ilicifolia e seus compostos isolados sobre a atividade de enzimas de
biotransformacéo de fase | (CYP2D6 e CYP3A4).

e Auvaliar o efeito de extratos de M. ilicifolia e seus compostos isolados sobre a liberacéo
de enzimas no meio de incubacdo, FAL, LDH, TGO e TGP, utilizando fatias de tecido
hepatico e entérico de ratos Wistar.

e Avaliar a viabilidade celular, pela técnica do MTT, de células de fatias de figado e
intestino de ratos Wistar expostas ao extrato de M. ilicifolia e seus compostos isolados.

e Elaborar uma lista de medicamentos com possivel interacdo farmacologica. A fim de
contribuir para a etapa clinica do projeto guarda chuva intitulado “Ensaio clinico
randomizado duplo cego de Maytenus ilicifolia como estratégia no tratamento da
doenca de refluxo gastroesofagico”.
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2. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Béasicas
da Satde e & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, documento ndmero 37315 (anexo 1).

Os procedimentos propostos obedecem a normas da Declaracdo Universal dos Direitos
dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro de 1978), dos Principios Internacionais Orientadores
para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Council for International Organizations of
Medical Sciences - CIOMS), “Canadian Council on Animal Care” e o Institutional Animal
Care and Use Committee (IACUC) of University of Minnesota, e dos Procedimentos para o
Uso Cientifico de Animais conforme a Lei 11.794 (8 de outubro de 2008), assim como, a
Diretriz Brasileira Para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
— DBCA.

Foram aplicadas as Normas de Seguranca e Procedimentos de boas préaticas de
laboratério. Todas as medidas de protecdo aos pesquisadores foram asseguradas. Para

manipulacdo dos animais, o uso de luvas de latex e de jalecos limpos foi obrigatdrio.

2.1 Matéria vegetal

O material vegetal foi adquirido do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricola (CPQBA), Paulinia/SP, constituido por folhas secas da espécime

Maytenus ilicifolia.

O material vegetal foi identificado pela Profa. Dra. Mara Ritter (Universidade Federal
do Rio Grande do Sul). Exsicatas foram depositadas no Herbario ICN do Departamento de
Botanica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A coleta do material boténico
(comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbioldgico) e o
acesso ao patriménio genético foram registrados, respectivamente, no sistema SISBIO
(69443) e no SisGen (ACE 02A1).
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A obtencdo e a caracterizagcdo do extrato seco foram coordenadas pela professora
Valquiria Linck Bassani (Faculdade de Farméacia UFRGS). Conforme o edital preconiza, 3 g
de folhas foram submetidas a extracdo por infusdo a quente com 150 mL de agua destilada
(9.s.p.), aguecida entre 85 e 100°C durante 15 min (BRASIL, 2010; TABACH et al., 2017). O
extrato seco da solugdo extrativa foi analisado de acordo com a Farmacopeia Brasileira V
edicdo (ANVISA, 2010), foi obtido um produto final com teor de taninos totais de 8,74 +
0,82% e teor de epicatequina de 35,15 + 4,94 mg.

Foram adquiridos comercialmente 0s seguintes compostos isolados com elevado
padrdo de qualidade: catequina (marca: Sigma, nimero de catalogo C1251); epicatequina
(marca: Sigma, numero de catadlogo E1753); kaempferol (marca: Sigma, nimero de catalogo

96353) e quercetina (marca: Sigma, numero de catalogo Q4951).

2.2 Animais

Foram utilizados 12 ratos Wistar de 3 meses de idade obtidos do CREAL/UFRGS e
mantidos em condicdes padrdo de biotério (Biotério Setorial do Departamento de
Farmacologia) com liquido e comida ad libidum, com temperatura controlada 22°C+2, e ciclo
de 12h claro/escuro. Os experimentos foram realizados nos Departamentos de Farmacologia,
Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS.

2.3 Obtencao de fatias de tecido hepatico e intestinal

Os ratos foram decapitados, figados e intestinos foram imediatamente removidos e
colocados em solucdo tamponada KHB, previamente gaseificada com 95% de O, por 30
minutos e continuamente resfriada com gelo (DE GRAAF et al., 2010; PHAM et al., 2015).

Para obtencdo de fatias hepaticas (Figura 2), o I6bulo medial direito foi utilizado,
medindo cerca de 30 x 15 x 4 mm?® Este foi seccionado em pedacos menores de
aproximadamente 10 x 5 x 4 mm?®, que foram seccionados transversalmente & 300 pm no
fatiador de tecidos (Mcllwain) (Figura 1). As fatias obtidas retornaram a solucdo KHB gelada
e delicadamente foram separadas com auxilio de agulhas histolégicas e transferidas para um

microtubo de 1,5 mL contendo 200 puL de meio de cultura Hepatozyme ® (Thermofisher,
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USA, nimero de catalogo: 17705021) suplementado com 5% de soro fetal bovino (Gibco™
Fetal Bovine Serum, qualified, USA, nimero de catdlogo: 26140079) e 1% de antibiotico
(Gibco™ Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) USA, nimero de catalogo: 15140122),
juntamente com 50 pL de solucdo in vitro (WANG et al., 2016). Os microtubos foram

pesados sem e com a fatia de tecido a fim de estimar o peso do tecido por diferenca.

Para obtencdo de fatias intestinais, foi utilizado o jejuno. Foi medido cerca de 25 cm
do intestino a partir do final do estbmago e descartado; utilizados os 15 cm de comprimento
seguintes (Figura 2), que foram lavados atraveés do limen com seringa contendo solucao
KHB. Entdo foram seccionados em tamanhos de 2 cm de comprimento (PHAM et al., 2015).
Estes fragmentos menores foram cortados transversalmente a 300 um no fatiador de tecidos
(Mcllwain) (Figura 1). As fatias obtidas retornaram a solucdo KHB gelada e delicadamente
foram separadas com auxilio de agulhas histoldgicas e transferidas para um microtubo de 1,5
mL contendo 200 pL de meio de cultura meio de cultura DMEM - Dulbecco's Modified Eagle
Medium ® (Gibco™, USA numero de catalogo 949230) suplementado com 5% de soro fetal
bovino (Gibco™ Fetal Bovine Serum, qualified, USA, nimero de catadlogo 26140079) e 1%
de antibidtico (Gibco™ Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) USA, nimero de catalogo
15140122), juntamente com 50 pL de solucdo in vitro. Os microtubos foram pesados sem e

com a fatia de tecido a fim de estimar o peso do tecido por diferenca.

Intestino delgado

-
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(Mcillwain Tissue Chopper)

Figura 2. Esquema de obtencdo das fatias de figado e intestino.
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2.4 Concentracdes

Foram preparadas solucgdes contendo o extrato de Maytenus ilicifolia (ASHOUR et al.,
2017) e compostos isolados. Todas as solugdes foram previamente diluidas em DMSO, sem

que este excedesse 0,1% da solucéo final.

Maytenus ilicifolia - 1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL
Catequina - 10 uM; 34,1 uM; 172 uM; 341 uM; 684 uM

Epicatequina - 10 uM; 34,1 uM; 172 uM; 341 uM; 684 uM

Kaempferol - 10,5 uM; 35 puM; 175 pM; 349 uM; 698 uM

Quercetina - 8,8 uM ; 30 uM; 150 uM; 300 pM; 600 puM

2.5 Incubacéo

Em uma placa para cultivo de células de 96 pogos (Kasvi, nimero de catalogo k12-
096), as fatias dos tecidos foram transferidas juntamente com seus tratamentos, sendo uma
fatia por poco (Figura 3). A placa foi levada a uma estufa aclimata a 37°C e ambiente com 5%

de CO,, onde permaneceram para incubacdo durante 6 horas.

Para o controle das incubacdes foram testadas fatias de tecido somente na presenca do
meio de cultura e meio de cultura na concentragdo méaxima de DMSO idéntica as méximas
concentracdes de DMSO presente nas solucGes de maiores concentragdes, equivalente a 0,1%
(ASHOUR et al., 2017).

Ap0s o periodo de incubacdo das fatias, 0s meios de culturas contendo os respectivos
tratamentos e enzimas liberadas pelos tecidos, foram coletados e acondicionados a 8°C para

dosagens posteriores de enzimas.
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200 plL - meio de cultura Hepatozyme —
50 pL - tratamento (ex. quercetina 600 uM)

1 fatia de figado - 300 uM o

Figura 3. Esquema de incubacdo de fatias de figado (A1l-F1; A2-E2; A3-E3; A4-F4; A5-F5) e
intestino (A7-F7; A8-E8; A9-E9; A10-F10; A11-F11), em placa de 96 pogos, com seus
respectivos tratamentos*

200 plL - meio de cultura DMEM
50 pl - tratamento (ex. Maytenus ilicifolia 100 ug/mL)
1 fatia de intestino - 300 uM

*Tratamentos:

ES1 - Solucédo de M.ilicifolia 1 pg/mL
ES2 - Solucdo de M. ilicifolia 3 pg/mL
ES3 - Solucéo de M. ilicifolia 10 pg/mL
ES4 - Solucéo de M. ilicifolia 30 pg/Ml
ES5 - Solucéo de M. ilicifolia 50 pg/Ml
ES6 - Solucéo de M. ilicifolia 100 pg/Ml
C1 - Solucéo de catequina 10 uM

C2 — Solucéo de catequina 34,1 uM

C3 — Solucéo de catequina 172 uM

C4 — Solucéo de catequina 341 uM

C5 — Solucéo de catequina 684 uM

E1 - Solucéo de epicatequina 10 uM

E2 — Solucéo de epicatequina 34,1 uM
E3 — Solucéo de epicatequina 172 uM
E4 — Solucéo de epicatequina 341 uM
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E5 — Solucéo de epicatequina 684 uM
K1 - Solucéo de kaempferol 10,5 uM
K2 — Solucéo de kaempferol 35 uM
K3 — Solucéo de kaempferol 175 uM
K4 — Solucéo de kaempferol 349 uM
K5 — Solucéo de kaempferol 698 uM
Q1 - Solucédo de quercetina 8,8 uM
Q2 — Solucéo de quercetina 30 uM
Q3 — Solugéo de quercetina 150 uM
Q4 — Solugéo de quercetina 300 uM
Q5 — Solucéo de quercetina 600 uM
CT Meio — meio de cultura (Hepatozyme e DMEM)
CT DMSO - DMSO 0,1%

2.6 Atividade mitocondrial (Viabilidade Celular)

A viabilidade celular foi avaliada pela atividade mitocondrial utilizando o sal de
tetrazolio MTT (Sigma Chemicals). A atividade das desidrogenases mitocondriais das células
vivas causa a clivagem e reducdo do corante MTT amarelo soltvel para o formazan parpura
insoltvel, que é extraido com DMSO. Este contetdo foi transferido para uma placa limpa de
96 pocos translicida e a densidade Optica foi medida em espectrofotometria a 540 nm
(MOSMANN, 1983).

Os valores foram tabulados em uma planilha de utilizando Microsoft Excel (verséo
2010) e foi descontado o valor do branco de todos os tratamentos. Foram considerados 100 %
de viabilidade celular o grupo CT DMSO.

2.7 Dano celular

Os niveis de enzimas marcadoras de dano celular (lise da membrana) foram
quantificados pelos niveis de enzimas liberadas no meio e medidos com Kits comerciais:

LDH (Labtest diagnostica S.A., MG, Brasil, nimero de catalogo 86);

FAL (Labtest diagndstica S.A., MG, Brasil, nimero de catélogo 79);
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TGO (Labtest diagnostica S.A., MG, Brasil, numero de catalogo 52);
TGP (Labtest diagndstica S.A., MG, Brasil, nimero de catalogo 53).

As analises foram realizadas de acordo a orientacdo do fabricante.

2.8 Ensaio P450-Glo™

Para a avaliacdo da atividade enzimatica das isoformas CYP3A4 e CYP2D6 foram
utilizados kits comerciais P450-Glo™ (Promega, USA, catalogo V8911 e VV8891).

Os ensaios foram preparados conforme a orientacdo do fabricante. Ap6s o periodo de
incubacdo de 6 horas das fatias de tecidos juntamente com seu respectivo tratamento nas
placas de 96 pogos, foi retirado o meio reservado para posterior dosagem de enzimas. Sobre
cada fatia foi adicionado 50 pL de substrato préluferina e incubado por 60 minutos (CYP3A4)
e 45 minutos (CYP2D6), em estufa 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Apds o volume sobre
as fatias foram transferidos a uma placa de 96 pocos branca opaca e adicionado igual volume
do reagente de deteccdo, homogeneizado em plataforma horizontal e apds 20 minutos em
temperatura ambiente e a reacdo foi medida em luminométro SpectraMax M5, utilizando
tempo de integracdo de 500 ms (CYP3A4) e 250 ms (CYP2D6). Os valores foram tabulados
em uma planilha de utilizando Microsoft Excel (versdo 2010) e foi descontado o valor do
branco de todos os tratamentos. Os valores de cada tratamento foram corrigidos pelo valor do
grupo controle correspondente, ou seja, foi considerado 100% a luminescéncia do grupo
controle DMSO e verificou-se qual a porcentagem equivalente de cada tratamento (X%), este

namero foi utilizado para as andlises estatisticas. Por exemplo:

750 (luminescéncia CT-DMSQ) -----------=-=-mmnmmmmmmmemeem 100 %
1500 (luminescéncia Extrato M. ilicifolia 3 pg/mL ---------- X%

Para o ensaio da CYP3A4, foi utilizado como controle positivo o fenobarbital na
concentracdo de 50 uM como agente indutor e cetoconazol na concentracdo de 100 M como
agente inibidor. Para o ensaio da CYP2D6, foram utilizados como controles positivos o
fenobarbital na concentracdo de 1000 pM como agente indutor, metoclopramida na
concentracéo de 250 uM e paroxetina na concentracdo de 50 uM, como agentes inibidores.
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3. ANALISE ESTATISTICA

Ao final dos experimentos, os dados foram coletados e armazenados em uma planilha
(Microsoft Excel 2010). Os resultados foram submetidos ao teste de homogeneidade para
determinar a analise estatistica a ser realizada. Os dados normais foram analisados com o teste
paramétricos ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Dunnett quando necesséario. Para
dados ndo normais foi utilizado o teste ndo-parametricos, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis
seguido de Dunn. Para isso, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism, versao 7.0

(Graph Pad Inc, La Jolla, CA), adotando-se nivel de significancia p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 TECIDO HEPATICO

4.1.1. Extrato de Maytenus ilicifolia

As incubacbes das fatias de figado com o extrato de Maytenus ilicifolia em 6
concentragdes (1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL) ndo
alteraram de forma significativa a viabilidade celular testada através do ensaio de MTT
(Figura 4). Mostrando que estes extratos, nestas concentragdes, ndo alteraram a atividade
mitocondrial de fatias hepéticos de ratos.

A atividade da enzima CPY3A4 néo foi modulada com as incubacGes de extrato de M.
ilicifolia (KW=1.476; p= 0,961) (Figura 5). No entanto, o extrato de M. ilicifolia, nas
concentracdes de 30 e 100 pug/mL, aumentou a liberacdo da significativamente a atividade da
CYP2D6 (KW=12.26; p<0,05) (Figura 6). A enzima fosfatase alcalina ndo alterou em
nenhuma das concentracfes testadas (F (3,5)=1,143; p=0,3886) (Figura 7); o extrato
aumentou a liberacdo da lactato desidrogenase na maior concentracdo testada do extrato
(Figura 8) e da atividade da transaminase glutdmico-oxalacético nas duas maiores
concentragdes testadas F (2,6)=5,376; *p < 0,05 ***p < 0,001. (Figura 9). Transaminase
glutdmico piravica (F(2,5)=1,657; p=0,2042) (Figura 10) ndo apresentaram diferencas

significativas quando comparadas com o controle.
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Figura 4. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de figado de ratos incubadas
durante 6 horas com diferentes concentragdes do extrato de Maytenus ilicifolia. Os resultados
sd0 expressos como porcentagem de densidade optica por miligrama de tecido (% D.O./mg +
DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO), Kruskal-Wallis,
KW=5,399; p=0,4937.

Maytenus ilicifolia

Figura 5. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de figado de ratos incubadas com diferentes
concentracdes de extrato de Maytenus ilicifolia. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO), Kruskal-Wallis,
KW=1,476; p = 0,9611.
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Figura 6. Atividade da enzima CYP2D6 em fatias de figado de ratos incubadas com diferentes
concentracdes de extrato de Maytenus ilicifolia. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO), Kruskal-Wallis, KW =

12,26; *p < 0,05.

15 - Maytenus ilicifolia

FAL (U /L)

Figura 7. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubacdo de fatias hepaticas
expostas a diferentes concentragdes do extrato de M. ilicifolia. Os resultados sdo expressos
como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3), ANOVA, F (2,6)=1,143; p = 0,3886.
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Figura 8. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubacédo de fatias hepaticas
expostas a diferentes concentragdes do extrato de M. ilicifolia. Os resultados sdo expressos
como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3), ANOVA seguida de post hoc de
Dunnett, F (2,6)=6,326; ***p < 0,001.

Maytenus ilicifolia

TGO (U/mL)

Figura 9. Atividade da transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) no meio de incubacdo de
fatias hepéticas expostas a diferentes concentraces do extrato de M. ilicifolia. Os resultados
sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) £DP (n=3), ANOVA seguida de
post hoc de Dunnett, F (2,6)=5,376; *p < 0,05 ***p < 0,001.
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Maytenus ilicifolia

Figura 10. Atividade da transaminase glutdmico-piravica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias hepéticas expostas a diferentes concentraces do extrato de M. ilicifolia. Os resultados
sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) +DP (n=3), ANOVA, F(2,6)

=1,657; p= 0,2042.
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4.1.2 Catequina

A incubacdo das fatias de figado com o composto isolado, catequina nas 5
concentragdes testadas (10 uM; 34,1 uM; 172 uM; 341 pM e 684 uM) néo alterou de forma
significativa a viabilidade celular pelo ensaio da atividade mitocondrial, reducdo do MTT
(KW =5,373; p= 0,321) (Figura 11). Ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes
testadas nas atividades da CPY3A4 (KW=0,8632; p=0,9728) (Figura 12); da fosfatase
alcalina (F(2,4)=0,1011; p=0,9900) (Figura 14); da lactato desidrogenase (KW=4,793;
p=0,4417) (Figura 15); da transaminase glutdmico-oxalacética (F(2,4)=0,8973; p=0,5133)
(Figura 16) e na transaminase glutdmico-piravica (F(2,4)=2,05; p=0,1430) (Figura 17), o que
indica que este composto isolado, nas condicGes testadas, ndo causa dano celular. Porém, a
catequina aumentou a atividade da enzima CYP2D6, apresentando um efeito indutor, na
concentragdo de 341 uM (KW=11,07; p=0,05) (Figura 13).

150 - Catequina

100 -

50 4

Viabilidade celular
(% D.O /mg)

Figura 11. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de figado de ratos incubadas
durante 6 horas com diferentes concentragbes do composto isolado catequina. Os resultados
s80 expressos como porcentagem de densidade optica por miligrama de tecido (% D.O./mg +
DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO).Kruskal-Wallis,
KW=5,373; p=0,3721.
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Figura 12. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de figado de ratos incubadas com
diferentes concentracfes do composto isolado catequina. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,
KW=0,8632; p=0,9728.
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Figura 13. Atividade da enzima CYP2D6 em fatias de figado de ratos incubadas com
diferentes concentrag0es do composto isolado catequina. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis, seguido
do post hoc de Dunn, KW=11,07; *p < 0,05.
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Figura 14. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubacdo de fatias hepaticas
expostas a diferentes concentracdes do composto isolado catequina. Os resultados sao
expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). ANOVA, F(2,5)=0,1011,
p=0,9900.
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Figura 15. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubacdo de fatias
hepaticas expostas a diferentes concentragdes do composto isolado catequina. Os resultados
sdo expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). Kruskal-Wallis,
KW=4,793; p=0,4417.
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Figura 16. Atividade da transaminase glutamico-oxalacética (TGO) no meio de incubacdo de
fatias hepaticas expostas a diferentes concentracbes do composto isolado catequina. Os
resultados sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) £DP (n=3). ANOVA,
F(2,5)=0,8973; p=0,5133.
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Figura 17. Atividade da transaminase glutdmico-piravica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias hepaticas expostas a diferentes concentracbes do composto isolado catequina. Os
resultados sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) £DP (n=3). ANOVA,
F(2,5)=2,05; p=0,1430.
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4.1.3 Epicatequina

A incubacdo de fatias de figado com o composto isolado epicatequina nas 5
concentragdes testadas (10 uM; 34,1 uM; 172 puM; 341 pM e 684 uM) néo alterou de forma
significativa a viabilidade celular testada através do ensaio de MTT (KW=5,819; p=0,342)
(Figura 18). N&o houve diferenca significativa nos ensaios das atividades da CPY3A4
(KW=2,648; P=0,7540) (Figura 19), da fosfatase alcalina (F(2,4)=0,164; p=0,971) (Figura
21), da lactato desidrogenase (KW=2,625; p=0,7575) (Figura 22), da transaminase glutamico-
oxalacética (KW=1,087; p=0,9553) (Figura 23) e da transaminase glutdmico-piravica
(KW=0,2145; p=0,9989) (Figura 24). Este composto isolado parece nao causar danos
celulares, bem como ndo modular a atividade da CYP3A4. Porém, este composto apresentou
efeito indutor da atividade da enzima CYP2D6 nas maiores concentracdes testadas,
KW=12,65; p=0,0269 (Figura 20).
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Figura 18. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de figado de ratos incubadas
durante 6 horas com diferentes concentracbes do composto isolado epicatequina. Os
resultados sdo expressos como porcentagem de densidade Optica por miligrama de tecido (%
D.O./mg £ DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-
Wallis, KW=5,819; p=0,342.
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Figura 19. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de figado de ratos incubadas com
diferentes concentracdes do composto isolado epicatequina. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,
KW=2,648; p=0,7540.
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Figura 20. Atividade da enzima CYP2D6 em fatias de figado de ratos incubadas com
diferentes concentracdes do composto isolado epicatequina. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis seguido
do post hoc de Dunn, KW=12,65, *p < 0,05.
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Figura 21. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubacdo de fatias hepaticas
expostas a diferentes concentragdes do composto isolado epicatequina. Os resultados sao
expressos como médias de unidades por litro (U/L) +DP (n=3). ANOVA, F(2,5)=0,164;
p=0,9711.
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Figura 22. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubacdo de fatias
hepaticas expostas a diferentes concentracbes do composto isolado epicatequina. Os
resultados sdo expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). Kruskal-Wallis,
KW=2,625, p=0,7575.
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Figura 23. Atividade da transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) no meio de incubacdo de
fatias hepaticas expostas a diferentes concentracdes do composto isolado epicatequina. Os
resultados s&o expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) £DP (n=3). Kruskal-
Wallis, KW=1,087; p=0,9553.
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Figura 24. Atividade da transaminase glutamico-pirtvica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias hepaticas expostas a diferentes concentracdes do composto isolado epicatequina. Os
resultados s&o expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) +DP (n=3). Kruskal-
Wallis, KW=0,2145; p=0,99809.
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4.1.4 Kaempferol

A incubacdo de fatias de figado com 5 diferentes concentracdes do composto isolado
Kaempferol (10,5 uM; 35 pM; 175 uM; 349 uM e 698 pM) ndo demonstrou diferenca
significativa nos testes viabilidade celular (KW=4,645; p=0,4607) (Figura 25), atividades da
CPY3A4 (KW=1,638; P=0,8966) (Figura 26), atividade da Fosfatase Alcalina
(F(2,4)=0,6967; p=0,6967) (Figura 28), atividade da CYP2D6 (KW=4,773; p=0,442) (Figura
27), TGO (F(2,4)=0,7012; p=0,6332) (Figura 30) e TGP (F(2,4)=0,9169; p=0,5024) (Figura
31), tampouco modular as isoformas testadas do CYP450 nas condigBes experimentais.
Porém, a incubacdo com kaempferol aumentou a liberacdo de LDH no meio de incubacdo, nas
concentracdes do composto de 10,5 e 698 uM (F(2,4)=7,556; p=0,0022 (Figura 29).

200 - Kaempferol

Viabilidade Celular

Figura 25. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de figado de ratos incubadas
durante 6 horas com diferentes concentracdes do composto isolado kaempferol. Os resultados
sd0 expressos como porcentagem de densidade optica por miligrama de tecido (% D.O./mg +
DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSQO). Kruskal-Wallis,
KW=4,645; p=0,4607.
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Figura 26. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de figado de ratos incubadas com
diferentes concentraces do composto isolado kaempferol. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,
KW=1,638; p=0,8966.
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Figura 27. Atividade da enzima CYP2D6 em fatias de figado de ratos incubadas com
diferentes concentraces do composto isolado kaempferol. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,
KW=4,773; p=0,4442.
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Figura 28. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubacdo de fatias hepaticas
expostas a diferentes concentragcbes do composto isolado kaempferol. Os resultados sdo
expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). ANOVA, F(2,5)=0,6967;
p=0,6361.
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Figura 29. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubacdo de fatias
hepéticas expostas a diferentes concentracdes do composto isolado kaempferol. Os resultados
sdo expressos como medias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). ANOVA, seguido do post
hoc de Dunnett, F(2,5)=7,556; *p<0,05, ***p<0,001.
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Figura 30. Atividade da transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) no meio de incubacdo de
fatias hepaticas expostas a diferentes concentracdes do composto isolado kaempferol. Os
resultados sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) £DP (n=3). ANOVA,
F(2,5)=0,7012; p=0,6332.
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Figura 31. Atividade da transaminase glutdmico-piravica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias hepaticas expostas a diferentes concentracdes do composto isolado kaempferol. Os
resultados sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) +DP (n=3). ANOVA,
F(2,5)=0,9169; p=0,5024.
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4.1.5 Quercetina

Ap0s ter incubado fatias de figado juntamente com 5 diferentes solu¢bes do composto
Quercetina (8,8 uM; 30 uM; 150 pM; 300 uM; 600 uM) ndo foram observadas diferencas
significativas nos testes de viabilidade celular (KW=2,86; P=0,7216) (Figura 32) e atividades
enzimaticas, CPY3A4 (KW=0,6048; P=0,9878) (Figura 33), fosfatase Alcalina
(F(2,5)=0,3857; P=0,8492) (Figura 35) e TGP (KW=3,152; P=0,6766) (Figura 38). Porém,
observou-se um efeito indutor do composto, em trés concentracfes testadas, uma vez que
houve um aumento na atividade da CYP2D6 (KW=15,26; p=0,0093) (Figura 33). A LDH nas
duas maiores concentracdes testadas (F(2,5)=8,666; p=0,0011) (Figura 36) e a TGO na maior
concentragéo testada do composto isolado foram estatisticamente aumentadas (F(2,5)=3,005;
p=0,05) (Figura 37). Estas diferencas significativas sugerem que o composto isolado,
quercetina nas condi¢Ges experimentais, podem causar dano celular nas maiores

concentracgdes e parece ser capaz de modular a isoforma CYP2D6 (Figura 34).

250 - Quercetina

Viabilidade Celular
% D.O./mg)

Figura 32. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de figado de ratos incubadas
durante 6 horas com diferentes concentracdes do composto isolado quercetina. Os resultados
s80 expressos como porcentagem de densidade optica por miligrama de tecido (% D.O./mg +
DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,
KW=2,86; p=0,7216.
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Figura 33. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de figado de ratos incubadas com
diferentes concentragdes do composto isolado quercetina. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,

KW=0,6048; p=0,9878.
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Figura 34. Atividade da enzima CYP2D6 em fatias de figado de ratos incubadas com
diferentes concentracdes do composto isolado quercetina. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal Wallis, seguido
do post hoc de Dunn, KW=15,26; *p<0,05, **p<0,01.
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Figura 35. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubacdo de fatias hepaticas
expostas a diferentes concentracdes do composto isolado quercetina. Os resultados sdo
expressos como médias de unidades por litro (U/L) +DP (n=3). ANOVA, ANOVA,
F(2,5)=0,3857; p=0,8492.
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Figura 36. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubacdo de fatias
hepaticas expostas a diferentes concentracdes do composto isolado quercetina. Os resultados
sdo expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). ANOVA, seguido do post
hoc de Dunnett, F(2,5)=8,666; **p<0,01.
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Figura 37. Atividade da transaminase glutamico-oxalacética (TGO) no meio de incubacdo de
fatias hepéticas expostas a diferentes concentracdes do composto isolado quercetina. Os
resultados sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) +DP (n=3). ANOVA
seguido do post hoc de Dunnett, F(2,5)=3,005; *p<0,05.
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Figura 38. Atividade da transaminase glutamico-pirdvica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias hepéticas expostas a diferentes concentracbes do composto isolado quercetina. Os
resultados s&o expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) +DP (n=3). Kruskal-
Wallis, KW=3,152; p=0,6766.



Tabela 1 Resumo dos resultados das incubacgdes do extrato de M. ilicifolia e 0s compostos

isolados com fatias de figado de ratos.

Composto

MTT

CYP3A4

CYP2D6

FAL

LDH

TGO

TGP

. ilicifolia (1 ug/mlL)

. ilicifolia 3 ug/mlL

. ilicifolia (10 ug/mtL)

. ilicifolia (30 ug/mL)
. ilicifolia (50 ug/mL)
. ilicifolia (100 ug/mkL)

SN

>

Catequina (10 uM)

Catequina (34,1 uM)
Catequina (172 uM)
Catequina (341 uM)
Catequina (684 uM)

Epicatequina (10 pM)
Epicatequina (34,1 uM)
Epicatequina (172 uM)
Epicatequina (341 uM)
Epicatequina (684 puM)

Kaempferol (10,5 M)
Kaempferol (35 uM)
Kaempferol (175 uM)
Kaempferol (349 uM)
Kaempferol (698 uM)

Quercetina (8,8 uM)
Quercetina (30 uM)

Quercetina (150 uM)
Quercetina (300 uM)
Quercetina (600 uM)

>

> -
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4.2 Tecido Intestinal

4.2.1. Maytenus ilicifolia

A incubagdo de fatias de intestino de ratos com o extrato de Maytenus ilicifolia, nas
concentragdes de 1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, nao
induziu diferencas significativas nos testes de Viabilidade Celular (KW=4,774; p=0,5731),
bem como nas atividades enziméticas: CPY3A4 (KW=1,528; p=0,9576); Fosfatase Alcalina
(F(2,5)=0,6568; p=0,6852); Lactato Desidrogenase (KW=2,459; p=0,8730); Transaminase
glutdmico-piravica (F(2,5)=0,7365; p=0,6289), quando comparadas com o controle CT
DMSO.

Maytenus ilicifolia
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Figura 39. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de intestino de ratos
incubadas durante 6 horas com diferentes concentracGes do extrato de Maytenus ilicifolia. Os
resultados sdo expressos como porcentagem de densidade Optica por miligrama de tecido (%
D.O./mg £ DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-
Wallis, KW=4,774; p=0,5731.
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CYP3A4 (% RLU /mg)

Figura 40. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de intestino de ratos incubadas com
diferentes concentracGes de extrato de Maytenus ilicifolia. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis, KW=
1,528, p=0,9576.
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Figura 41. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubacéo de fatias de intestino
expostas a diferentes concentragdes do extrato de M. ilicifolia. Os resultados sdo expressos
como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). ANOVA, F (2,6)=0,6568; p = 0,6852.
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Figura 42. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubagdo de fatias de
intestino expostas a diferentes concentracGes do extrato de M. ilicifolia. Os resultados séo
expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). Krusal-Wallis, KW=2,459,

p=0,8730.
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Figura 43. Atividade da transaminase glutdmico-piravica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias de intestino expostas a diferentes concentracbes do extrato de M. ilicifolia. Os
resultados sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) +DP (n=3). ANOVA,
F(2,6) =0,7365; p = 0,6289.
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4.2.2 Catequina

As incubacOes de fatias de intestino de ratos com solugGes contendo o composto
isolado Catequina - 10 uM; 34,1 uM; 172 uM; 341 uM; 684 UM, ndo apresentou diferenca
significativa nos testes de: Viabilidade Celular (KW=2,437; p=0,7860), bem como nas
atividades enzimaticas: CPY3A4 (KW=4,316; p=0,5049); Fosfatase Alcalina (F(2,5)=0,234;
p=0,9401); Lactato Desidrogenase (KW=0,6725; p=0,9844); Transaminase glutamico-
piravica (F(2,5)=0,3544; p=0,8697), quando comparadas com o controle CT DMSO.
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Figura 44. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de intestino de ratos
incubadas durante 6 horas com diferentes concentragcbes do composto isolado catequina. Os
resultados sdo expressos como porcentagem de densidade Optica por miligrama de tecido (%
D.O./mg £ DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-
Wallis, KW=2,437; p=0,7860.
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Figura 45. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de intestino de ratos incubadas com
diferentes concentracfes do composto isolado catequina. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,
KW=4,316, p=0,5049.
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Figura 46. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubacéo de fatias de intestino
expostas a diferentes concentragdes do composto isolado catequina. Os resultados s&o
expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). ANOVA, F(2,5)=0,234;
p=0,9401.
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Figura 47. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubagdo de fatias de
intestino expostas a diferentes concentragdes do composto isolado catequina. Os resultados
sdo expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). Kruskal-Wallis,
KW=0,6725, p=0,9844.
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Figura 48. Atividade da transaminase glutamico-pirdvica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias de intestino expostas a diferentes concentracbes do composto isolado catequina. Os
resultados sdo expressos como medias de unidades por mililitro (U/mL) £DP (n=3). ANOVA,
F(2,5)=0,3544; p = 0,8697.
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4.2.3 Epicatequina

As incubagOes de fatias de intestino com solugdes contendo Epicatequina em 5
concentragdes 10 uM; 34,1 uM; 172 uM; 341 pM; 684 uM, ndo induziram diferencas
significativas nos testes de: Viabilidade Celular (KW=4,903; p=0,4278), bem como nas
atividades enzimaticas: CPY3A4 (KW=5,984; p=0,3078); Fosfatase Alcalina (F(2,5)=0,1814;
p=0,9643); Lactato Desidrogenase (F(2,5)=0,1302; p=0,9825); Transaminase glutamico-
piravica (F(2,5)=0,5066; P=0,7662), quando comparadas com o controle CT DMSO.
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Figura 49. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de intestino de ratos
incubadas durante 6 horas com diferentes concentragdes do composto isolado epicatequina.
Os resultados sdo expressos como porcentagem de densidade Optica por miligrama de tecido
(% D.O./mg £ DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-
Wallis, KW=4,903, p=0,4278.
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Figura 50. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de intestino de ratos incubadas com
diferentes concentracdes do composto isolado epicatequina. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,
KW=5,984, p=0,3078.
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Figura 51. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubagéo de fatias de intestino
expostas a diferentes concentragdes do composto isolado epicatequina. Os resultados sé@o
expressos como médias de unidades por litro (U/L) +DP (n=3). ANOVA, F(2,5)=0,1814; p =
0,9643.
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Figura 52. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubacdo de fatias de
intestino expostas a diferentes concentracdes do composto isolado epicatequina. Os resultados
sdo expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). ANOVA, F (2,5)=0,1302;
p =0,9825.
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Figura 53. Atividade da transaminase glutamico-pirtvica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias hepaticas expostas a diferentes concentracdes do composto isolado epicatequina. Os
resultados sdo expressos como medias de unidades por mililitro (U/mL) £DP (n=3). ANOVA,
F (2,5)=0,5066; p = 0,7662.
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4.2.4 Kaempferol

As incubac0es de fatias de intestino juntamente com 5 solugdes do composto isolado
Kaempferol, nas concentracbes de 10,5 pM; 35 uM; 175 uM; 349 uM; 698 pM, néo
demonstraram diferencas significativas nos testes de: Viabilidade Celular (KW=3,095;
p=0,6854), bem como nas atividades enzimaticas: CPY3A4 (KW=7,628; p=0,1780);
Fosfatase Alcalina (F(2,5)=0,662; p=0,6591); Lactato Desidrogenase (KW=1,889; p=0,8643);
Transaminase glutdmico-piravica (F(2,5)=0,09488; p=0,9913), quando comparadas com 0
controle CT DMSO.
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Figura 54. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de intestino de ratos
incubadas durante 6 horas com diferentes concentragdes do composto isolado kaempferol. Os
resultados sdo expressos como porcentagem de densidade Optica por miligrama de tecido (%
D.O./mg £ DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-
Wallis, KwW=3,095; p=0,6854.
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Figura 55. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de intestino de ratos incubadas com
diferentes concentraces do composto isolado kaempferol. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,
KW=7,628; p=0,1780.
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Figura 56. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubacgéo de fatias de intestino
expostas a diferentes concentragcbes do composto isolado kaempferol. Os resultados séo
expressos como médias de unidades por litro (U/L) +DP (n=3). ANOVA, , F(2,5)=0,662; p =
0,6591.
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Figura 57. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubacdo de fatias de
intestino expostas a diferentes concentracdes do composto isolado kaempferol. Os resultados
sdo expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). Kruskal-Wallis,
KW=1,889; p=0,8643.
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Figura 58. Atividade da transaminase glutamico-piravica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias de intestino expostas a diferentes concentragdes do composto isolado kaempferol. Os
resultados sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) +DP (n=3). ANOVA,
F (2,5)=0,5066; p=7662.
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4.2.5 Quercetina

As incubacOes de fatias de intestino de ratos com 5 concentragdes do composto
isolado Quercetina,8,8 uM, 30 uM, 150 uM, 300 uM e 600 UM, ndo induziram diferencas
significativas nos testes de: Viabilidade Celular (KW=4,41; p=0,4920), bem como nas
atividades enzimaticas, CPY3A4 (KW=1,873, p=0,8664), Fosfatase Alcalina (F(2,5)=0,4362;
p=0,8150), Lactato Desidrogenase (F(2,5)=0,1701; p=0,9688), Transaminase glutamico-
piravica (F(2,5)=0,1701; p=0,9688), quando comparadas com o controle CT DMSO.

Os resultados indicam que o extrato de Maytenus ilicifolia e os compostos isolados
Catequina, Epicatequina, Kaempferol e Quercetina ndo modulam as atividades das isoformas
CYP3A4 e CYP2D6 ou causam danos as células entéricas de ratos nas condicOes
experimentais.

Nas incubacbes de fatias de intestino nenhum parametro analisado mostrou-se

significativamente alterado.
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Figura 59. Atividade mitocondrial (viabilidade celular) de fatias de intestino de ratos
incubadas durante 6 horas com diferentes concentracGes do composto isolado quercetina. Os
resultados sdo expressos como porcentagem de densidade dptica por miligrama de tecido (%
D.O./mg £ DP (n = 3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-
Wallis, KW=4,41; p=0,4920.
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Figura 60. Atividade da enzima CYP3A4 em fatias de intestino de ratos incubadas com
diferentes concentracdes do composto isolado quercetina. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de unidades relativas de luminescéncia por miligrama de tecido (% RLU / mg)
+DP (n=3), sendo considerado 100% o grupo controle (CT-DMSO). Kruskal-Wallis,

KW=1,873; p=0,8664.
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Figura 61. Atividade da fosfatase alcalina (FAL) no meio de incubagéo de fatias de intestino
expostas a diferentes concentragdes do composto isolado quercetina. Os resultados sé@o
expressos como médias de unidades por litro (U/L) £DP (n=3). ANOVA, F(2,5)=0,4362;
p=0,8150.
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Figura 62. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) no meio de incubagdo de fatias de
intestino expostas a diferentes concentracdes do composto isolado quercetina. Os resultados
sdo expressos como médias de unidades por litro (U/L) +DP (n=3). ANOVA, F (2,5)=0,1701,
p=0,9688.
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Figura 63. Atividade da transaminase glutamico-pirdvica (TGP) no meio de incubacdo de
fatias de intestino expostas a diferentes concentracbes do composto isolado quercetina. Os
resultados sdo expressos como médias de unidades por mililitro (U/mL) +DP (n=3). ANOVA,
F (2,5)=0,4098; p=0,8057.



61

5. DISCUSSAO

Os resultados, obtidos a partir de incubacdes de fatias de figado e intestino de ratos
com solucdes contendo extrato de Maytenus ilicifolia e compostos isolados (catequina,
epicatequina, kaempferol e quercetina), demonstram que esta espécie apresenta potencial
interacdo farmacologica. Este trabalho visa avaliar parametros que determinem seguranca aos
pacientes do ensaio clinico randomizado duplo cego de Maytenus ilicifolia como estratégia no
tratamento da doenca de refluxo gastroesofagico. Os pacientes que fizerem o uso diario de
medicamentos metabolizados pela enzima CYP2D6 serdo excluidos do ensaio clinico.

Esta investigacdo é de grande relevancia, uma vez que, o uso da fitoterapia esta cada
vez mais difundido na populagdo mundial (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). O
aumento do uso da fitoterapia pode ser uma alternativa na terapéutica, mas também deve ser
utilizada com cautela uma vez que compostos a base de plantas podem aumentar o risco de
hepatotoxicidade em humanos (LIU et al., 2016). Também fitoterapicos, quando
coadministrados com medicamentos, podem induzir o0 metabolismo das enzimas do sistema
enzimatico do CYP450 e diminuir a concentracdo de certos medicamentos (BILIA et al.,
2002).

Também ¢é relevante destacar que o modelo experimental escolhido para a
investigacdo de toxicidade de compostos foi o de fatias de precisdo de tecidos ex vivo. Na
qual, fatias de oOrgdos sdo incubadas com os compostos de interesse, 0 que permite que
diferentes tipos celulares presentes no tecido sejam expostos aos compostos sob as mesmas
condicBes experimentais no mesmo instante. Isto ocorre, pois uma Unica fatia de tecido é
composta por praticamente toda maquinaria celular, enquanto as culturas celulares primarias
contém apenas células isoladas. Este método é mais rapido do que o de cultura celular, pois
ndo necessita de um periodo prolongado de incubacdo para obtencdo da quantidade de células
minimas para realizar um ensaio. Além de ser relativamente econémico e seguir preceitos
éticos quando comparado aos ensaios in vivo, pois com um unico animal é possivel testar
diversos compostos e concentracdes diferentes (DE GRAAF et al., 2010; PHAM et al., 2015;
WANG et al., 2016).
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Nas fatias de figados, o extrato da planta em duas concentrac6es (30 e 100 pg/mL) foi
capaz de modular a isoforma CYP2D6, causando efeito indutor desta. O mesmo ocorreu nos
compostos isolados, catequina, epicatequina e quercetina que induziram a metabolizacdo

desta enzima.

Em nosso trabalho, o extrato de Maytenus ilicifolia e os compostos isolados,
catequina, epicatequina e quercetina, atuaram como indutores da enzima CYP2D6, isoforma
responsavel pela metabolizagdo de farmacos de relevancia clinica e bastante relacionada com
interagBes farmacoldgicas (ZHOU et al., 2009; BECKER, 2011). J4 a enzima CYP3A4 ndo se
mostrou alterada nas condi¢cdes experimentais testadas, apesar desta isorforma estar envolvida
na metabolizacdo da maior parte dos farmacos comercializados (ZHOU, 2008). Embora
estudos mostrem evidéncias de plantas modularem a enzima CYP3A4, é possivel que o
extrato de Maytenus ilicifolia e os compostos isolados testados ndo estejam atuem da mesma
forma. Um estudo que avaliou o efeito de duas plantas (Paeoniflorin e Albiflorin) quando
incubadas com culturas de células priméarias de hepatdcitos, na expressdo das proteinas
CYP3A4 e CYP2D6, observou que ambas as plantas aumentaram a expressdo da CYP2D6
(GAO et al., 2015). Enquanto a Albiflorina diminuiu a expressdo da CYP3A4 a Paeoniflorina
ndo alterou esta isoforma (GAO et al., 2015). Outro trabalho analisou o efeito da férmula de
Baoyuan, tradicional da medicina chinesa, composta por quatro plantas (Astragalus
membranaceus, Panax ginseng, Glycyrrhiza uralensis e Cinnamomum cassia), em 7
isoenzimas do CYP em ratos. Demostrou que estas plantas induziram a CYP2D6 e inibiram
CYP3A4 (LU et al., 2018). O fitoterapico Genipin, obtido a partir da Gardenia jasminoides
Ellis, incubado com células humanas aumentou a expressdo da proteina da CYP2D6 e
diminuiu a CYP3A4, analisado pelo método de Western blot. Este fitoterapico apresentou
efeito indutor da CYP2D6 e inibidor da CYP3A4, nas analises realizadas pelo ensaio P450-
Glo™ (GAO et al., 2014). Um extrato de cha verde com elevado teor de catequinas alterou o0s
parametros farmacocinéticos em roedores quando coadministrado com midazolam, dobrando

N = wp .

2004).

Os resultados sobre a modulagdo da atividade da CYP3A pela quercetina sdo
controversos, quando administrada em associacdo com a doxorrubicina via oral, em ratos,

inibiu a glicoproteina-P e CYP3A4, causando elevacdo na biodisponibilidade da
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doxorrubicina (CHOI et al., 2011). O oposto foi observado com este mesmo composto,
induziu as fungdes da P-gp e CYP3A4, causando a diminuicdo da concentracdo plasmatica da
ciclosporina, em roedores (YU et al., 2011). Nos testes realizados no nosso ensaio, 0
composto isolado quercetina ndo apresentou efeitos modulatorios da enzima CYP3A4, talvez
por ter sido apenas uma exposicdo aguda a este composto. Visto que a quercetina em
exposicao prolongada leva a um aumento nos niveis de expressdo do mRNA da CYP3A4
(BASHEER e KEREM, 2015).

Nossos dados sugerem a necessidade do cuidado na coadministracdo do extrato de
Maytenus ilicifolia juntamente com farmacos
metabolizados pela CYP2D6, devido ao potencial de interacdo farmacoldgica. O extrato ao
induzir a capacidade metabdlica desta isoforma trara como consequéncias a falha na
terapéutica, causado pela diminuicdo da concentracdo plasmética dos farmacos por ela
metabolizados, como antidepressivos, betabloqueadores, antipsicéticos (BECKER, 2011),
entre outros. Na tabela 2, listamos farmacos que devem ser evitados quando se fizer uso do

extrato de Maytenus ilicifolia.



Tabela 2. Lista de farmacos metabolizados pela CYP2D6

Medicame Nntos que sao substratos da CYP2D6
Classe

M e dicame ntos

Analgésicos opidides

Codeina
Oxicodona
Metadona
Tramadol

Antiarritmicos

A miodarona

Anticonvulsivantes

Carbamazepina
Fenobarbital

Antibidtico

Rifampicina

Antidepressivos

Bupropiona
Citalopram
Clomipramina
Escitalopram
Fluoxetina
Fluvoxamina
Mirtazapina
Nortriptilina
Paroxetina
Sertralina
Venlafaxina

Antidiabético

Alogliptina

Antifungico

Itraconazol

Anti-helmintico

Ivermectina

Anti-histaminicos

Cimetidina
Clorfeniramina
L oratadina

Anti-inflamatdrios nao
esteroides (AINES)

Celecoxibe

Anti-malaricos

Cloroquina
Quinidina

Antineoplasicos

Cetuximab
Ibrutinibe
Imatinibe
Nilotinibe

Antiparksioniano

Biperideno

Antipsicoticos

Clorpromazina
Clozapina
Flufenazina
Haloperidol
Olanzapina
Pimozida
Risperidona

Trifluoperazina

Antirretroviral

Ritonavir

Beta-bloqueadores

Carvedilol
Metoprolol

DMARDs (drogas
antirreumaticas
modificadoras do curso da
doenca)

U padacitinibe
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Quanto aos estudos de citotoxicidade dois métodos bastante utilizados sdo o de
viabilidade celular, pelo ensaio do MTT (MOSMANN, 1983) e dosagem da enzima LDH,
frequentemente utilizada como um indicador de dano a membrana celular (lise celular),
podendo sugerir necrose celular (SMITH et al., 2013). Observamos que o tecido hepatico
liberou uma quantidade maior da enzima nos meios de cultura oriundos da incubagéo com o
extrato da planta e com os compostos isolados kaempferol e quercetina. Porém, no resultado
do ensaio do MTT (atividade mitocondrial) todos os tratamentos utilizados ndo alteraram a
viabilidade celular. Embora estudos mostrem que extratos fitoquimicos possam aumentar o
conteddo de LDH e evidenciar prejuizo na viabilidade celular (WANG et al., 2019), é
possivel que estas alteragdes ndo sejam observadas em ambos os testes. Abdull e
colaboradores (2011) investigaram potencial de desintoxicacdo de carcinG6genos com o
fitoquimico sulfurano S em fatias de figado e pulmao. Este também analisou o contetudo do
LDH, que apresentou elevado e no ensaio de viabilidade celular, pelo método do MTT n&o

observou alteragdo no tratamento com o fitoquimico.

A enzima TGO mostrou-se aumentada nos meios oriundos dos tratamentos realizados
em fatias de figado nas maiores concentracdes do extrato de M. ilicifolia e no composto
quercetina na maior concentracdo. Ja a enzima TGP ndo apresentou alteracdo em nenhum dos
tratamentos. Estas enzimas sdo utilizadas como marcador de dano celular e auxiliam na
manutencdo da formacdo de glicose (MCGILL, 2016; TELLI et al., 2016). Um estudo com
cultura celular incubada com o composto Rhizoma Paridis da medicina tradicional chinesa
verificou um aumento significativo destas transaminases (ZHAO et al., 2020). Embora
pudéssemos esperar um aumento também na transaminase glutdmico-piruvica, diretrizes
clinicas indicam que individuos com alteracfes hepéticas apresentem perfil metabolico dentro
da normalidade desta enzima (KWO et al., 2017). Nutt e colaboradores (2000) relataram que

pacientes com hepatite C cronica apresentaram niveis de TGP normais (NUTT et al., 2000)

Considerando as evidéncias de toxicidade no tecido hepatico, verificados nos ensaios
da LDH e da TGO, pacientes com quadro conhecido de hepatopatia serdo excluidos do ensaio
randomizado duplo cego de Maytenus ilicifolia como estratégia no tratamento da doenga de

refluxo gastroesofagico.

E importante descrever que ha evidéncias de que a enzima CYP2D6, que tem papel

importante na metabolizacdo de xenobiéticos, esta relacionada com dano hepético. Esta
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isoforma é o principal alvo do autoantigeno anti-LMK-1(antigeno microssomal hepético-
renal) contra CYP2D6, presente na AIH-2 (hepatite autoimune tipo 2) e na HCV (hepatite D
crénica) (ZACHOU et al., 2004; MIZUTANI et al., 2005). Os LKM-1 reconhecem uma
sequéncia linear curta da CYP2D6 (Manns et al., 1991). A associacdo entre respostas de
células T de defesa com a isoforma é relacionada a atividade da HAI-2 (MA, 2006). O
extrato de M. ilicifolia alterou a liberagdo de TGO e LDH no meio de incubagéo e a atividade
da CYP2D6, assim € possivel sugerir o envolvimento do dano celular sobre a modulacao da
CYP2D6 hepaticos.

Ainda, a incubacéo de fatias de intestino com o extrato da especie estudada néo alterou
quaisquer parametros de dano celular, bem como a atividade das enzimas do CYP450. Desta
forma, estes achados reforcam o envolvimento da toxicidade nos tecidos com a modulacao da
CYP2D6, consequentemente da falta de toxicidade no tecido entérico e a ndo modulagéo

dessa isoforma.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O método de incubacéo de fatias de tecido (ex vivo) incubadas com compostos a base
de plantas é uma ferramenta interessante, reproduz de uma forma bastante fidedigna o tecido
in vivo, uma vez que contém boa parte do arcabouco fisiologico (tecidos, diferentes células,
membranas, espagos inter e intracelulares). Contudo o método de incubacdo de fatias de
tecido apresenta a limitacdo para investigacdo de tratamentos crénicos, uma vez que devido a
complexidade dos tecidos ndo € possivel manté-los por um periodo prolongado sem eventuais

prejuizos.

Este trabalho demonstra o potencial de interacdo farmacoldgica entre o extrato de
Maytenus ilicifolia e farmacos metabolizados pelo sistema CYP2D6, reforcando que a
fitoterapia deve ser utilizados com cautela, e pesquisas neste campo devem ser encorajadas,
tanto para elucidacdo de eficacia e de mecanismos de a¢do, quanto para fornecer uma base

tedrica para o uso racional desta planta.

Como perspectivas deste estudo, pretendemos avaliar a interagdo com outros sistemas
enzimaticos, como enzimas de fase Il (glutationa transferase) e transportador Il
(glicoproteina-P), para melhor entendimento do potencial e dos mecanismos de interacao
farmacocinética do extrato de M. ilicifolia e seus compostos com sistemas de

biotransformacao e transporte de farmacos.
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ANEXO
Anexo 1. Carta de aceite CEUA

e U F R G S PRO-REITORIA DE PESQUISA &;Lt(‘]ﬁ
4 )V kG
| UMVERSDADE PEDERAL Comissdo Do Etica No Uso De Animais
DO RID GRANDE 0O SUL

CARTA DE APROVAGAO

Comissdo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Namero: 37315
Thtulo:

Predigio de inferacdes farmacolégicas do exirato seco de Maylenus ilicifolle
Vigéncia: 01/09/2019 & 31/08/2021

Pesquisadores:;
Equipe UFRGS:

IONARA RODRIGUES SIQUEIRA - coordanador desde 01/09/2019
VALQUIRIA LINCK BASSANI - pesquisacor desde 01/04/2019
MIRIAM ANDERS APEL - pesquisadar desde 01/09/2019

JOSE ANGELO SILVEIRA ZUANAZZ| - pesquisador desde 010972018
CHRIS KREBS DANILEVICZ - Aluna de Mestrado desde 01/02019

Comissédo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido reafizada em
02/09/2019 - Sala 56 do prédio 11209-Salas de Aula do Campus Centro/UFRGS/R. Sarmento
Leite, 425, em seus aspectos éticos e metodolbgicos, para a utilizagio de 22 ratos machos
Wistar de 3 meses, provenientes do CREAL/UFRGS; de acordo com os preceitos das
Diretrizes © Normas Naclonals e Internacionals, especialmente a Lel 11.794 de 08 de
novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), que discipVinam a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagio de animais do fllo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

Porte Alagre, Saxts-Feirs, vaamazm
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ALEXANDRE TAVARES DUARTE DE OUWVEIRA
Coordenadar da comissdo de dlics



