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INTRODUCAO

Considerac0es gerais sobre a Crotalaria retusa

Muitas plantas apresentam caracteristicas de toxicidade que pode ser comum a varias
espécies ou restringir-se a apenas poucas espécies. Desta forma, existem plantas com
propriedades toxicas que causam prejuizos a pecuaria, a produgdo de mel, criagdo de suinos,
eqiiinos, bovinos e outras espécies (CHEECKE, 1998). Neste universo de plantas toxicas
destacamos a Crotalaria retusa conhecida popularmente como “guizo de cascavel ou
chocalho de cobra”. E uma planta altamente resistente a seca, invasora e facilmente
encontrada em pastagens e plantacdes de graos.

A maioria das 600 espécies de plantas do género Crotaldria que pertence a familia
Fabaceae sdo toxicas para animais. Estas sdo encontradas em diversas regides do mundo e
apresentam distribuicdo geografica nas zonas tropicais e subtropicais (WILLIAMS &
MOLYNEUX, 1987).

No Brasil, tém sido relatados casos de intoxicacao aguda causada por C. retusa em
ovinos (NOBRE et al., 2005) e intoxicacdo cronica em ovinos (DANTAS et al., 2004),
bovinos (NOBRE et al., 2004a), e eqiiideos (NOBRE et al., 2004b) no semi-arido do Nordeste
brasileiro. A intoxicacdo ¢ mais freqiiente em eqiiideos, provavelmente porque a planta é mais
palatavel para esta espécie (RIET-CORREA ¢ CAVALOS MENDEZ, 2007). No entanto,
apesar de serem descritos casos de intoxicacdo em ovinos, o uso desta espécie animal para o
controle biologico da C. retusa ¢ relatado, havendo sucesso quando o rebanho ¢ previamente
exposto a planta (RIET-CORREA et al., 2011).

A toxicidade desta planta tém sido atribuida a abundancia que possui em um alcaloide
pirrolizidinico (AP), a monocrotalina (MCT) que, uma vez ativada no figado pela isoforma da
enzima do sistema citocromo P450 (CYP 3A)(COUET et al., 1996, KASAHARA et al.,
1997), origina produtos que sdo hepatotdxicos, pneumotoxicos, cardiotoxicos, fetotoxicos,
neurotoxicos, mutagénico, carcinogénicos (MATTOCKS, 1986; THOMAS et al., 1996;
RIBEIRO et al., 1993; CHEEKE, 1998; MEDEIROS et al., 2000) e genotdxicos (WANG et
al., 2005).



Alcaloides pirrolizidinicos como a MCT, podem ser encontrados no leite de vaca e no
leite de cabra, bem como em outros produtos alimentares de origem animal (DICKINSON et
al., 1976; GOEGER et al., 1982), o que representa um risco a saide humana, representando
também pelo extensivo consumo destes produtos, um problema de saude publica (ATAL e
SAWHNEY, 1973).

As enzimas do sistema citocromo P450 (CYPs) sdao responsaveis pelo metabolismo de
muitos compostos exdgenos e endogenos. CYPs sdo abundantes no figado e sdo também
expressos em muitos tecidos extra-hepaticos incluindo o cérebro. Embora os niveis totais de
CYP no cérebro sejam muito menores do que no figado, no cérebro estdo concentradas em
regides especificas e em certos tipos de células que podem potencialmente ter um impacto
consideravel sobre o metabolismo local. Diferencas individuais no metabolismo cerebral,
devido a indutores, inibidores de CYP ou variacdo genética, podem influenciar na
sensibilidade e na resposta a medicamentos de agdo central. CYPs no cérebro podem também
desempenhar um papel na modulagao da atividade deste 6rgao, susceptibilidade e alteracdes
de comportamento em doencas do sistema nervoso central (TYNDALE et al, 2011).

Células da linhagem C6 tiveram sua origem na década de 1960 e constitui em um bom
modelo para estudos bioquimicos (SANTOS, 2007). Esta linhagem foi obtida apds a
exposicao de ratos a injegdes com o agente alquilante N-nitrosometiluréia (BENDA et al.,
1968). A linhagem C6 constitui-se como uma linhagem astrocitica, apresentando
caracteristicas de oligodendrocitos, astrocitos e neurdnios, a depender do numero de
passagens (PARKER et al., 1980), (SANTOS, 2007). A expressao de proteinas gliais como a
GFAP e S100 atesta o seu carater astrocitario. Assim, por apresentar caracteristicas de célula
astrocitaria, a linhagem C6 ¢ utilizada para investigagdes bioquimicas e metabdlicas que
envolvam as fungdes astrociticas, dentre elas o envolvimento do sistema P450 na
metabolizacdo de xenobidticos (SANTOS, 2007; FURCHAL et al.,, 2005; STROBEL &
GENG, 1997; STROBEL & GENG, 1998).

Yan e Huxtable, 1995, realizaram estudos com os alcaloides tricodesmina e
monocrotalina, que possuem estruturas quimicas semelhantes, e dosaram metabdlitos destes
alcaloides em cérebro de ratos experimentalmente intoxicados, o que sugere a capacidade
destes alcaloides em atravessar a barreira hematoencefalica.

Essa informagdo despertou-nos o interesse em investigar a ag¢do do alcaloide
monocrotalina (MCT) em células do sistema nervoso central (SNC). Em estudo pioneiro

desenvolvido por Barreto et al. (2006) com culturas de astrocitos corticais de ratos,
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evidenciou que estas células sdo sensiveis a acdo do alcaloide MCT especialmente ao seu
metabolito dehidromonocrotalina (DHMC), molécula gerada apds ser metabolizada pelo
sistema citocromo P450, obtida no citado estudo pela dehidrogenacdo in vitro da
monocrotalina (BARRETO et al., 2008). Ainda, o potencial genotéxico destas moléculas em
células de origem glial da linhagem GL-15 foi evidenciado por Pinheiro et al. (2007). Mais
recentemente, Pitanga et al. (2011) investigou o efeito da MCT em culturas priméarias de
neurdnios e co-culturas de neuronios e células gliais, e de forma surpreendente demonstraram
haver uma sensibilidade maior das células em co-cultura do que em culturas isoladas de
neurdnios quando tratadas com a MCT. Neste estudo foi sugerido que a maior citotoxicidade
demonstrada em co-culturas se daria em funcao da capacidade dos astrocitos em contato com
os neurdnios em metabolizar a MCT em metabolitos de maior toxicidade.

Pelo exposto, o presente trabalho teve por objetivo dar continuidade a estudos sobre as
propriedades toxicas da monocrotalina, principal toxina da C. retusa, e o envolvimento da

metabolizacao do alcaloide por enzimas astrociticas e sua relagdo com neurotoxicidade.

Hipotese e Objetivos:

Baseados em informagdo literarias sobre a metabolizagdo da monocrotalina a
derivados encontrados no cérebro, e que células gliais apresentam o aparato enzimatico capaz
de realizar a metabolizagao de fase I e fase II de xenobidticos, como a MCT, e ainda que
proteinas de citoesqueleto neurais sdo alvos moleculares do derivado pirrol da monocrotalina,
0 nosso trabalho teve como hipdtese que a metabolizagdo do alcaloide monocrotalina por
enzimas do sistema citocromo P450 de astrocitos a derivados pirroles, que alquilam
macromoléculas, ¢ um processo fundamental para a neurotoxicidade do alcaloide

monocrotalina.

Objetivo Geral:

O presente trabalho tem como objetivo geral estudar o envolvimento do citocromo
P450 no metabolismo in vitro do alcaloide monocrotalina extraido de Crotalaria retusa sobre

células gliais, visando esclarecer suas propriedades neurotdxicas.



Objetivos Especificos:

Estudar as propriedades citotoxicas do alcaloide extraido de Crotaldria retusa através
da analise de atividade mitocondrial in vitro em um sistema de cultura de células gliais

da linhagem C6;

Analisar efeito do alcaloide MCT sobre a morfologia de células gliais C6 e em

culturas primarias de glia;

Analisar efeito do alcaloide MCT sobre a expressao da proteina do citoesqueleto S100

de gliais C6 em vista de determinar novos alvos moleculares;

Elucidar o metabolismo do alcaldide monocrotalina em células gliais e sua relacao
com neurotoxicidade, através de estudos sobre a atividade catalitica do sistema

citocromo P450 e deplegdo de glutationa e sua correlagdo com danos celulares.



CAPITULO 1

Artigo de Reviséo

O PAPEL DOS ASTROCITOS NO METABOLISMO E NA
NEUROTOXICIDADE DO ALCALOIDE PIRROLIZIDINICO MONOCROTALINA,
A PRINCIPAL TOXINA DA CROTALARIA RETUSA

Publicado em 03 Agosto 2012 doi: 10.3389/fphar.2012.00144

RESUMO:

As interagdes metabodlicas e de sinalizagdo entre neurdnios e células gliais sdo
necessarias para o desenvolvimento e manutencdo das funcdes e estruturas cerebrais e para
neuroprote¢do, o que inclui a protecdo contra ataques quimicos. Os astrocitos sdo essenciais
para a desintoxicacdo cerebral e apresentam um eficiente e especifico sistema enzimatico
citocromo P450. Embora plantas do género Crotalaria (Fabaceae, Leguminosae) sejam
utilizadas na medicina popular, estas plantas sdo também consideradas toxicas e podem causar
danos a animais domésticos bem como problemas a satde humana. Estudos em animais
mostraram casos de intoxicagdo por plantas desse género, que induziram danos ao sistema
nervoso central. Esta descoberta tem sido atribuida aos efeitos toxicos do alcaloide
pirrolizidinico (AP), monocrotalina (MCT). O envolvimento dos sistemas enzimaticos
hepéaticos P450 no metabolismo e toxicidade pulmonar da MCT foi elucidado, mas pouco se
sabe sobre os mecanismos envolvidos na bioativacdo destes sistemas e a sua relagdo direta
sobre a toxicidade no cérebro. Esta revisdo apresenta os principais aspectos toxicologicos do
género Crotalaria que sdo estabelecidos na literatura e os resultados recentes que descrevem
os mecanismos envolvidos nos efeitos neurotoxicos da MCT, extraida de Crotalaria retusa, e

sua interacdo com os neurdnios em astrdcitos isolados.

Palavras-chave: Crotaléria, pirrolizidinico alcal6ide monocrotalina, neurotoxicidade,

astrocitos, neurdnio, P450, GSH



SUMMARY:

The metabolic interactions and signaling between neurons and glial cells are necessary
for the development and maintenance of brain functions and structures and for
neuroprotection, which includes protection from chemical attack. Astrocytes are essential for
cerebral detoxification and present an efficient and specific cytochrome P450 enzymatic
system. Whilst Crotalaria (Fabaceae, Leguminosae) plants are used in popular medicine, they
are considered toxic and can cause damage to livestock and human health problems. Studies
in animals have shown cases of poisoning by plants from the genus Crotalaria, which
induced damage to the central nervous system. This finding has been attributed to the toxic
effects of the pyrrolizidine alkaloid (PA) monocrotaline (MCT). The involvement of P450
enzymatic systems in MCT hepatic and pulmonary metabolism and toxicity has been
elucidated, but little is known about the pathways implicated in the bioactivation of these
systems and the direct contribution of these systems to brain toxicity. This review will present
the main toxicological aspects of the Crotalaria genus that are established in the literature and
recent findings describing the mechanisms involved in the neurotoxic effects of MCT, which

was extracted from Crotalaria retusa, and its interaction with neurons in isolated astrocytes.

Keywords: Crotalaria, pyrrolizidine alkaloid, monocrotaline, neurotoxicity,

astrocyte, neuron, P450, GSH



INTRODUCAO

Plantas neurotdxicas de interesse veterinario e humano

Em condi¢des naturais, plantas téxicas sdo ingeridas pelo homem ou animais
domésticos e sdo capazes de causar dano, o que se reflete na satide e vitalidade desses seres e
causam um desequilibrio que resulta em sintomas de intoxicagdo. O agente toxico de uma
planta consiste em uma substancia ou um conjunto de substancias quimicamente bem
definidas, que ao entrarem em contato com o organismo animal, elas podem provocar um
quadro de intoxica¢do. Quando as plantas toxicas sdo ingeridas por herbivoros ou ingeridas
acidentalmente por seres humanos, pode ocorrer perturbagdes nervosas no trato digestivo e no
coragdo e em alguns casos, levar a morte. No Brasil, os dados sobre a freqiiéncia e as causas
de mortalidade em alguns Estados sdo escassos, o que torna dificil estimar as perdas devido a
morte por intoxicacdo de animais. De acordo com Riet-Correa e Medeiros (2001), nos estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, a taxa de mortalidade anual de bovinos causada por
plantas toxicas ¢ 10-14%. No que diz respeito as regides aridas do pais, a situagdo ¢ mais
grave durante os periodos em que o alimento ¢ escasso, porque os animais tendem a ingerir o
que esta disponivel. Nessas regioes, a taxa de mortalidade anual ¢ de 7,2%.

No Brasil, o impacto resultante sobre os valores na produ¢do animal esta avaliado em
milhdes de dolares. Outro aspecto importante relacionado com a ingestdo de plantas toxicas
pelos animais ¢ o fato das toxinas poderem ser transferidas para os seres humanos através do
consumo de carne, leite, ovos ou outros produtos animais. E bem conhecido que nos Estados
Unidos, o consumo de leite produzido por vacas que sdo mantidas em pastagens infestadas
por Eupatorium rugosum causa uma condi¢ao de doenga conhecida como "doenca do leite", o
que pode resultar em morte humana (PANTER E JAMES, 1990). Outras toxinas no leite
incluem alcaloides pirrolizidinicos, que estdo presentes em plantas dos géneros Senecio,
Heliotropium, Echium, Amsinckia, Symphytum (confrei), Cynoglossum (lingua de cdo), e
Festuca (festuca) sendo abundantes em plantas do género Crotalaria (DICKINSON et al.,
1976;. PANTER e JAMES, 1990).

Testes realizados no Brasil, demonstraram que o leite de cabras alimentadas com
Crotalaria spectabilis induziu toxicidade para ratos, e ninhadas de ratos alimentados com C.
spectabilis ou monocrotalina (MCT), o principal alcaloide pirrolizidinico (MEDEIROS et al.,
1998; MEDEIROS et al., 1999). As plantas que t€ém sido consideradas neurotoxicas sao
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descritas no quadro abaixo ¢ incluem a Ipomoea, Ricinus, Phalaris, Solanum, Prosopis e

Crotalaria.

Quadro 1 - Plantas que sdo consideradas toxicas e neurotoxicas.

ESPECIES DE PLANTAS

METABOLITO
NEUROTOXICO

REFERENCIA

Crotalaria

C. spectabilis
C. crispate
C. dura

C. mucronata
C. retusa

Monocrotalina e
Tricodesmina (alcaloides)

Riet ¢ Corréa et al.,
2011

Ipomoea asarifolia

Lectinas ainda ndo
caracterizadas

Salles et al.,2011

Phalaris ssp (Poaceae),
. angusta

. angusta

. aquatica

. arundinacea

. brachystachys

. canariensis

. paradoxa

. caroliniana

T U U U U U U U T

. minor

Tryptamina(alcaloide)

Canton et al.,
2010

Prosopis juliflora

Juliprosina e Juliprosopina
(alcaloides)

Choudhary et al.,
2005

Ricinus communis (folhas)

Ricinina (alcaloide)

Worbs, et al., 2011

Solanum fastigiatum

Alcaloides ainda ndo
caracterizados

Rech et al., 2006
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Astrdcitos: um sistema eficiente para a detoxificacéo e bioativacdo no SNC.

As interacdes metabodlicas e de sinalizacdo entre os neuronios e as células da glia ja
foram bem descritas. Estas interagdes intimas sdo necessdrias para o desenvolvimento e
manuten¢do das fungdes e estruturas cerebrais e de neuroprote¢do, a qual inclui a protecao
induzida por ataque quimico (TARDY, 2002; ESKES et al., 2003; ZURICH et al., 2004). As
inter-relacdes entre as células neurais e gliais contribuem para o desenvolvimento, fungdo e
capacidade de reparacdo do cérebro e podem participar de sua deterioragdo devido ao
envelhecimento ou doenga (para revisdo ver TARDY, 2002 ¢ SOFRONIEW ¢ VINTERS,
2010). No sistema nervoso central (SNC), os astrocitos e microglia sdo as duas populagoes de
células capazes de responder as injurias as células neurais. Isto pode alterar a morfologia,
alterar os padrdes de expressdo neurotrofico e / ou fatores neurotdxicos ou afetar a associagao
entre estes dois fenomenos (STREIT et al., 1999). Astrécitos e microglia respondem a todas
as formas de danos neuroldgicos, incluindo os provocados por substancias toxicas. Essas
células sofrem ativagdo em um fendomeno conhecido como gliose. Astrogliose estd associada
com o fenotipo alterado entre a regulagdo positiva de um grande ntimero de moléculas
(EDDLESTON ¢ MUCKE, 1993; COOKSON e PENTREATH, 1994; LEFRANCOIS et al.,
1997, MEAD e PENTREATH, 1998; COSTA et al., 2002;. TARDY, 2002), incluindo o
acimulo de filamentos intermedidrios que contém a proteina glial fibrilar acida (GFAP).
Virios estudos tém mostrado que a GFAP ¢ regulada apos exposi¢ao a substancias toxicas e
diversos produtos quimicos que incluem o acido cainico, cloreto de mercurio, cloreto de
aluminio, tolueno, etanol, dibutiril-cAMP, alcaloides piperidinicos (RATABOUL et al., 1989;
COOKSON e PENTREATH, 1994; MEAD ¢ PENTREATH, 1998; HARRY et al., 2002;
HUGHES et al., 2006; SILVA et al, 2007). Embora um aumento na expressao de GFAP possa
ser associado a astrogliose, reagdes aos danos fisicos ¢ até mesmo a neuro-degeneragdo
(TARDY, 1991; COYLE e SCHWARCZ, 2000; COSTA et al., 2002), sdo vistos na expressao
de GFAP que pode refletir sinaptogénese e neuro-transmissdo anormal (O'CALLAGHAN e
JENSEN, 1992; MOISES et al., 2002; RAJKOWSKA et al., 2002).

Muitos produtos quimicos toxicos tém caracteristicas indesejaveis, porque se tornam
produtos altamente reativos apos metabolismo dentro de oOrgdos alvos. Geralmente a
bioativagdo quimica ocorre no figado e os produtos tdxicos sdo posteriormente transportados

para o orgdo alvo via circulacdo. Em algumas espécies, o tecido do cérebro contém os
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sistemas enzimaticos, 0s quais sao unicos para aumentar a ativagao metabolica neste o6rgao,

quando comparado com outros tecidos.

Citocromo P450 assim denominado por Omura e Sato (1964) apresenta importante
fun¢do na detoxificagdo de xenobidticos para posterior eliminagcdo do corpo (DUTHEIL,
2007). Deste modo, apds o contato com alguma substincia estranha para o organismo, a
mesma pode ter dois caminhos: ser eliminada ou biotransformada em composto ativo capaz

de causar danos ao organismo (ORELLANA, 2004).

Uma grande variedade de tecidos apresenta o sistema P450, a saber, figado, rins,
pulmdo, pele, intestino, cortex adrenal, testiculo, placenta e cérebro, importante na
bioativacdo de compostos que atravessam a barreira hemato-encefalica (BHE) (DUTHEIL,
2007; ORELLANA, 2004). Deste modo, além dos alvos primarios, como figado e pulmdes,
compostos inicialmente inertes ou poucos reativos como APs, podem ser convertidos em
outros compostos com grande reatividade quimica que por sua vez induzem toxicidade no

SNC.

Além de proporcionar nutricdo e suporte estrutural aos neurdnios no SNC, uma das
funcdes mais importantes dos astrdcitos ¢ controlar a presenca de neurotoxinas no interior do
SNC. O cérebro ¢ o alvo de numerosos compostos toxicos, tais como solventes lipofilicos
organicos e psico-farmacos, os quais incluem as anfetaminas, benzo-diazepinas, e alcaloides,
tais como a cocaina. Estes podem atravessar a BHE e exercer sua acdo a nivel central. O
metabolismo in situ destas substancias conduz a modulagdo farmacoldgica local ¢ a
transformagao de psicotrdpicos para compostos hidrofilicos via citocromo P450 no cérebro, o
que resulta na eliminacao mais lenta (RAVINDRANATH, 1998). Uma variedade de sistemas
enzimaticos também possui esta capacidade, incluindo o sistema CYP450 ativo (COYLE e
SCHWARCZ, 2000, TARDY, 2002).

Os astrocitos sdo a primeira linha de defesa contra xenobidticos e expressam niveis
elevados de P450, que sdo cerca de dois pontos acima dos niveis encontrados em células
neuronais, o que indica que o P450 neuronal ndo funciona da mesma forma que o P450
astrocitario. Estudos dos sistemas de bioativacao cerebral revelaram que astrocitos especificos
dependentes do citocromo P450 monoxigenases desempenham um papel causal para o
estabelecimento do cérebro como o 6rgao alvo de varios agentes toxicos (MEYER et al.,
2001). As isoformas do citocromo P450 CYP1A, CYP1A1 / 2, CYP2BI1, CYP2B6,
CYP2CI11, CYP2C, CYP2D6, CYP2El1 e CYP3A foram determinados em ratos € em
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astrocitos humanos e s3o consideradas funcionalmente ativas (para revisdo, ver

MALAPLATE-ARMAND et al., 2004; MEYER et al, 2007)

Aspectos toxicoldgicos da Crotalaria

Plantas do género Crotaldria crescem abundantemente em zonas tropicais e
subtropicais, ¢ sao adotadas na medicina popular (ATAL e SAWHNEY, 1973; MATTOCKS,
1986). Por serem plantas invasoras, as Crotalérias sdo comumente encontrados em planta¢des
de graos e pastagens (CHEEKE, 1988), e podem ser acidentalmente ingeridas por seres
humanos e animais. No Brasil, cerca de 40 espécies foram encontradas ¢ muitas destas sdo
ingeridas por animais, especialmente durante escassez de alimentos (TOKARNIA et al.,
2000). Estas plantas sdo ricas em alcaloides pirrolizidinicos (APs), que sdo as principais
toxinas derivadas de plantas que sdo transferidos para os seres humanos e animais
(MATTOCKS, 1986; HUXTABLE, 1990). Casos de animais intoxicados por plantas desse
género foram descritos em muitos paises (BOGHOSSIAN et al., 2007), incluindo o Brasil nos
estados de Mato Grosso do Sul (LEMOS e BARROS, 1998), Minas Gerais (NOBRE et al.,
1994) e da Paraiba (NOBRE et al., 2004a, b, 2005). Intoxicagdes em equinos (GIBBONS et
al., 1953;GARDINER et al, 1965), bovinos (BARRI e ADAM, 1981), suinos (PECKHAM et
al, 1974; SOUZA et al, 1997), aves (NORTON e O'ROURKE, 1979), e caprinos (BARRI et
al., 1984), tem sido descritos. No entanto, bovinos e equinos sdao 30 a 40 vezes mais
suscetiveis a estes alcaloides do que os ovinos e caprinos (RIET-CORREA et al., 2006). Na
Australia, Crotalaria retusa e C. crispata foram responsaveis pela doenga conhecida como
“Kimberly horse disease” ou “Walkabout disease” (ROSE et al., 1957). Na regido semi-arida
do Estado da Paraiba no Nordeste do Brasil, os casos de intoxicagdao aguda em equinos por
sementes de C. retusa ocorreram durante a estagdo seca (NOBRE et al., 2004a). Em humanos,
a intoxicagdo por plantas do género pode ocorrer devido ao consumo de graos contaminados
com sementes dessas plantas (HUXTABLE, 1989) e a sua utilizacdo na medicina popular
(ATAL e SAWHNEY, 1973).

Na India, por exemplo, espécies de Crotalaria sio usadas para o tratamento da sarna e
impertigo (doenca que acomete a pele devido a presencga de Staphylococcus e Streptococcus,
DAMRON e JACOB, 2001). Além disso, os animais que se alimentam de grandes
quantidades de Crotalaria podem eliminar metabdlitos secundarios através do leite, o que ¢
potencialmente perigoso para lactentes e individuos que ingerem este leite contaminado
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(PANTER e JAMES, 1990). No entanto ¢ bem sabido que, para exercer o seu efeito toxico, os
APs precisam ser metabolizados pelo sistema hepatico € pulmonar enzimatico do citocromo
P450, o qual gera os metabolitos ativos, como os dehidroalcaloides e pirrdéis (MATTOCKS,
1986; COUET et al., 1996; KASAHARA et al ., 1997). Estes metabolitos podem afetar
macromoléculas celulares, tais como o DNA e as proteinas, e formar adutos que podem
iniciar uma toxicidade aguda ou crénica (CULVENOR et al., 1962). Monocrotalina ¢ o
principal AP de C. retusa e ¢ responsavel pelos efeitos nocivos observados em diferentes
espécies animais (CHEECKE, 1998). Sao principalmente hepatotoxico e pneumotodxico, mas
também nefrotdxico, cardiotoxico, fetotoxico, neurotoxico, e¢ carcinogénicos sendo estes
efeitos relacionados com a intoxicagdo por MCT (MATTOCKS, 1986; RIBEIRO et al.,
1993; THOMAS et al., 1996; CHEECKE, 1998; MEDEIROS et al. , 2000; LIN et al., 2001;
WANG et al., 2005). Espécies animais que sdo particularmente vulneraveis, tais como
equideos, apresentaram fibrose hepatica classica e sintomas neurologicos (Kimberly Disease)
que estao associados com a exposi¢do cronica a MCT (ROSE et al., 1957; NOBRE et al,
2004a). Estudos sobre o metabolismo da MCT no figado e pulmdes de ratos intoxicados com
o AP mostram que ap0s estes serem metabolizados pelo sistema do citocromo P450, a MCT
sofre desidrogenacdo e alteragdes na estrutura da necina originando a dehidromonocrotalina
(DHMC), que ¢ considerada um composto altamente toxico (LIN et al., 2001, WANG et al.,
2005). Em humanos, tanto a reacdo de ativacdo, quanto a rota de detoxificagdo, sdo
catalisadas pelo citocromo CYP 3A4 (MIRANDA et al., 1991). A DHMC, no entanto, ¢
muito instavel, e pode prosseguir por varios caminhos metabdlicos, a saber: hidrolise a 6,7-
dihidro-7-hidroxil-1-hidroximetil-SH-pirrolizina (DHP), um dos principais metabdlitos ativos;
conjugacdo com a glutationa (GSH) no figado para formar os enantiomeros 7-glutationil-6,7-
dihidro-1-hidroximetil-5H-pirrolizina (7-GS-DHP) e 7,9-diGSH-DP; alquilacio de
macromoléculas celulares nucleofilicas, o que demonstra sua atividade toxica; ser liberado na
circulacao (WANG et al., 2005). A monocrotalina pode também ser biotransformada pelo
sistema P450 gerando N-6xidos que podem, por sua vez, serem hidrolisados a 6,7-dihidro-7-
hidroxil-1-hidroximetil-5H-pirrolizina (DHP), um dos principais metabolitos reativos, ou
serem convertidos a dehidroalcaloides.

No modelo de hipertensdao induzida pulmonar progressiva por MCT (MCT-PH),
alguns alvos moleculares foram identificados. Na MCT-PH, os niveis da proteina
angiotensina 1 (Ang 1), Ang 2, 6xido nitrico endotelial sintase (eNOS), NOS induzivel

(iINOS), heme-oxigenases 1 (HO1), e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) foram
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aumentados (CHO et al. , 2009). A MCT-PH foi também associada com a expressao
aumentada das metalo-proteases de matriz, as proteases MMP-2 ¢ MMP-9 e a proteina
pSMAD2, que esta envolvida na transformacdo do fator de crescimento-b (TGF-b) e de
sinalizacdo (ZAIMAN et al., 2008). A expressdo da proteina e a atividade da hidrolase
pulmonar soltvel (SEH), que esta envolvida no metabolismo dos &cidos eicosatriendico epoxi
(EETs), e a atividade do citocromo P450 epoxigenase pulmonar foi prejudicada durante
MCT-Ph em ratos (REVERMANN et al., 2009 ). A presenga de sinais clinicos neuroldgicos
em animais intoxicados com Crotalaria foi inicialmente associada com encefalopatia
hepatica, devido a incapacidade de realizacdo do metabolismo da uréia seguido por hiper
amonemia (CHEEKE, 1988; NOBRE et al., 2004b). Além disso, os metabolitos resultantes
dos alcaloides tricodesmina e a MCT, dehidrotricodesmina e DHMC, respectivamente, foram
encontrados e dosados em cérebros de ratos que foram experimentalmente intoxicados. Estes
resultados demonstraram a capacidade destas moléculas em atravessar a BHE (YAN e
HUXTABLE, 1995) e sugerem que os sinais neuroldgicos observados em animais intoxicados
¢ resultado do metabolismo eficiente do AP da Crotalaria em componentes ativos nas células
do SNC. Os sistemas enzimaticos hepaticos P450 que estdo envolvidos no metabolismo da
MCT, estdo relacionados com a toxicidade hepatica e pulmonar e ja foram esclarecidos. No
entanto, pouco se sabe sobre 0s percursos que atuam na bioativacdo destes sistemas ou sobre a

sua contribui¢do para a toxicidade direta no cérebro.

Metabolismo da MCT em astrocitos e sua relacdo com a neurotoxicidade

As culturas primarias de astrocitos, neurdnios € as co-culturas de células neuronais /
gliais, que sdo derivadas a partir do cortex de ratos ou ratos neonatos ou embrionarios sao
modelos de estudo in vitro vidveis para o estudo bioquimico e atividade bioldgica das células
do SNC em condigdes normais ou patologicas. Estes modelos tém sido usados ha décadas e
também foram adotados como modelos para o estudo de substancias neurotéxicas (BOOHER
e SENSENBRENNER, 1972; LESUISSE, 2001). Na perspectiva de esclarecer os efeitos
neurotoxicos da MCT, que foi extraida de C. retusa e seu derivado pirrol DHMC, realizamos
estudos in vitro em culturas primarias de astrdcitos e neurdnios, e em co-culturas de astrocitos

/ neurdnios obtidos a partir do cortex cerebral de ratos Wistar neonatos.
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Utilizando um ensaio de MTT que mede a fun¢cdo mitocondrial, primeiramente
observamos que a MCT, em concentragdes variaveis entre 0,1 ¢ 500 uM, nao induziram a
citotoxicidade nessas células (BARRETO et al., 2006). Por outro, a DHMC reduziu a
viabilidade das células na concentragdo de 1 uM, a partir de 24 horas apos o tratamento, e
amplificando o efeito, essa reducdo foi mais significativa ap6és 72 horas de tratamento
(BARRETO et al., 2008). Os metabolitos tais como dehidroalcaloides e pirrdis, podem
alquilar macromoléculas celulares, tais como proteinas e DNA, para formar adutos que podem
iniciar uma toxicidade aguda ou cronica (CULVENOR et al., 1962). Observou-se também que
tanto a MCT como a DHMC induziram mudangas nos niveis de expressdo de GFAP (proteina
glial fibrilar 4cida), uma proteina presente no citoesqueleto de astrocitos. Este fendmeno foi
acompanhado por alteragdes fenotipicas graves e pela presenca de astrdcitos hipertréficos que
caracteriza células reativas a estes alcaloides (BARRETO et al., 2008). Além disso, em outro
estudo, investigamos a agdo da MCT em células gliais da linhagem GL-15, e foi demonstrado
que, MCT e DHMC além de interferirem no crescimento celular induziram megalocitose. A
regulacdo de proteinas associadas aos microtubulos (MAPs) foi significativa bem como
apresentou uma extensa propriedade genotoxica (SILVA-NETO et al., 2010).

As interagdes entre os neurdnios e células gliais, tais como astrocitos, sdo essenciais
para as propriedades sinapticas (VOLTERRA ¢ MELDOLESI, 2005), o desenvolvimento, a
homeostase e detoxicacdo do sistema nervoso central (LETOURNEL-BOULLAND et al,
1994), enquanto, em contraste, neurénios contribuem para a proliferacdo e sobrevivéncia das
células da glia (GOMES et al., 2001).

Visando clarificar a complexidade dos fendmenos neurotdxicos induzidos pela MCT
em diferentes populagdes de células do SNC, mais recentemente, foi desenvolvido no
Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular (LabnQ), outro estudo em co-culturas de
neurdnios/astrocitos e em culturas primarias de neuronios isolados. Utilizando o teste de
MTT, foi observada uma redu¢do da viabilidade celular apos 72 horas de tratamento com
100uM de MCT. Sob estas condigdes, a toxicidade da MCT também foi demonstrada através
da determinacdo dos niveis de atividade das desidrogenases lacticas (LDH) nos sobrenadantes
das co-culturas, indicando que o dano a membrana plasmatica tinha ocorrido. Entretando,
alteragdes na viabilidade das células ndo foram observadas em culturas primarias de
neurdnios isolados. Uma das caracteristicas principais da astrogliose ¢ um aumento da
expressao de GFAP (TARDY, 2002). No nosso sistema de co-cultura, quando ambos, os

astrocitos e neurdnios foram cultivados em contato, observamos uma vacuolizacdo ¢ um
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aumento no corpo da célula dos astrécitos, com um aumento na expressao de GFAP, apos 72
horas de tratamento com 100 uM de MCT indicando astrogliose. A resisténcia dos astrocitos
isolados a toxicidade da MCT a partir de culturas primdrias, observados por Barreto et al.
(2006), pode ser entendida como o resultado de sua capacidade limitada em metabolizar
xenobidticos, que deve ser restaurada quando os neurdnios e células gliais estdo interagindo.
Recentemente, Mingato et al. (2007) trabalhou com mitocondrias isoladas de figado de rato e
observaram um decréscimo na atividade de oxidagdo de NADH do complexo I da cadeia
respiratoria, apos o tratamento com DHMC. Assim a interferéncia da MCT na funcao
mitocondrial e toxicidade pode ser devida a producdo de metabolitos ativos, tais como, em
astrocitos, producao de DHMC quando estas células estdo interagindo com os neurdnios.
Além disso, ¢ sabido que quando grandes quantidades de alguns compostos toxicos entram na
circulagdo, enzimas de desintoxica¢do, como os citocromo P450 (citoplasmaticos do reticulo
endoplasmatico liso), sdo produzidos, o que faz com que a area da superficie da organela se
dobre (ALBERTS et al., 2002). Uma vez que a toxina desaparece, o excesso da membrana do
reticulo endoplasmatico liso ¢ removido por um processo dependente de lisossomas, chamado
autofagocitose. Vacuolos citoplasmaticos foram evidentes em co-culturas de astrocitos /
neurdnios (Pitanga et al., 2011), mas ndo em a culturas primarias de astrocitos tratados com
MCT (Barreto et al., 2006), o que confirma a hipdtese de que propriedades metabodlicas da
MCT sao dependentes de interagdes entre neuronios e células gliais.

Em associagdo com proteinas Maps, n-Neuronal, a B-tubulina III, que ¢ considerada a
principal proteina estrutural dos neurdnios (LESUISSE e MARTIN, 2001), integra uma rede
muito dindmica e desempenha um papel fundamental nos processos bioldgicos fundamentais,
tais como a divisdo celular e o transporte intracelular (GUZIK e GOLDSTEIN, 2004).
Através da aplicacdo de um método de imunocitoquimica em co-culturas expostas a 10-100
uM de MCT, foi observado que a MCT causa interrupgdes na expressdao de p-tubulina III,
sugerindo uma falha na polimeralizagao desta, nos neurdnios. Além disso, por meio de analise
Western blot, foi observado um forte decréscimo na expressao das bandas de  III-tubulina,
oriundos dos extratos proteicos (PITANGA et al., 2011). Estes resultados suportam a hipotese
de que a proteina do citoesqueleto B-tubulina IIT ¢ um alvo molecular da MCT ou de seus
metabolitos, o que pode interferir com a dindmica de estabilizagdo de proteinas
microtubulares.

Como anteriormente discutido, a citotoxicidade de MCT em hepatocitos ¢ devido a

geracdo de dehidrocromonocrotalina (DHMC) através do complexo enzimatico citocromo
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P450 e a DHMC resultante, por sua vez, ¢ capaz de se ligar a glutationa (GSH) sendo esta
depletada (WANG et al., de 2005, LIN et al., 2002). Estudos indicam que a GSH protege as
células da glia contra o estresse oxidativo, e sua deplecdo provoca varias alteragdes
bioquimicas e moleculares que podem estar relacionados a distirbios neurologicos (LEE et
al., 2010). Observou-se também que o tratamento com 100 uM de MCT, causou um
empobrecimento de GSH em co-culturas de astrocitos/neurdnios e que a deplecdo de GSH foi
revertida quando o sistema enzimatico citocromo P450 foi inibido pela cimetidina, um
inibidor potente do citocromo P450 (CHANG et al., 1992). Estes resultados indicam que a
deplecdo de GSH ¢ dependente do metabolismo e da sintese de metabdlitos ativos gerados
através do sistema citocromo P450 e que este fendmeno esta envolvido com a neurotoxicidade
induzida por MCT (PITANGA et al., 2011). Em conjunto, estes estudos in vitro, realizados
em culturas primarias de astrécitos de rato ou neuronios e co-cultura de neurdnio/glia, nos
fornecem novas informagdes sobre os mecanismos de toxicidade da MCT em diferentes
populagdes de células no sistema nervoso central e as suas relagdes com os fendmenos
neuroldgicos observados em animais intoxicados.

Para induzir a hepatotoxicidade e pneumotoxidade, conforme anteriormente citado,
alcaloides como a MCT precisam ser metabolizados em metabolitos ativos pelo sistema
citocromo P450 no figado ou no sistema P450 do pulmao e assim induzir hepatotoxicidade e
pneumotoxicidade (LIN et al, 2001,WANG et al., 2005). Devido a essas caracteristicas e
nossos resultados, propomos um mecanismo metabdlico para a MCT em astrdcitos isolados e
em interagdo com os neurdnios. Propomos que a MCT atua através do sistema P450 eficiente
para produzir maiores quantidades de metabdlitos ativos, incluindo DHMC, N-6xidos-
monocrotalina e seus derivados, tais como DHP. Estes metabolitos ativos entdo induzem
toxicidade celular ou sdo desintoxicados pela sua conjugacdo com GSH (Fig.1). O metabdlito
DHMC pirrdlico ¢ altamente instavel, € o metabolito intermediario reativo pode: (i) submeter-
se a hidrolise para formar DHP e posteriormente formar os adutos de DNA derivadas de DHP
por uma reacdo com DNA, (ii) se ligam ao DNA celular e, subsequentemente, sdo
hidrolisados para formar os adutos de DNA-DHP derivados ou (iii) sdo conjugados com
macromoléculas bioldgicas nucleofilicas, tais como as proteinas celulares e com GSH.
Prevemos que a reversao da toxicidade celular nas culturas primarias de astrocitos/neuronios
apos a exposi¢do ao potente inibidor de CYP, a cimetidina, indica que o metabolismo de
citocromo P450 e DHMC, DHP e /ou formagdo de N-6xido sdo essenciais para a toxicidade

da MCT em células do SNC. Finalmente, devido a MCT e a DHMC terem proteinas do
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citoesqueleto neurais especificos como alvos moleculares, como a GFAP e B-tubulina III, e
devido aos perfis bioldgicos dos APs, principalmente da MCT e seus derivados, estes
produtos naturais devem ser considerados em potencial para o desenvolvimento de drogas

capazes de tratar desordens do SNC, tais como o cancer.
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Figura 1: Vias microssomais de ativacdo metabdlica e de detoxificagdo do alcaloide
pirrolizidinico MCT e outros APs segundo WANG et al (2005) e LIN et al., (2002), adaptado.
CYP3A: Enzima do complexo citocromos P450 familia 3A (CYP3A); GSH: glutatido; DHP:
6,7-dihidro-7-hidroxil-1-hidroximetil-5H-pirrolizina; 7-GSH-DHP: 7-glutationil-6,7-dihidro-
1-hidroximetil-SH-pirrolizina; 7,9-diGSH-DHP 7,9-diglutationil-6,7-dihidro-1-hidroximetil-

SH-pirrolizina; NuS: macromoléculas biologicas nucleofilicas.
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CAPITULO 2

Artigo Cientifico

INVESTIGACAO DE NOVOS ALVOS MOLECULARES E METABOLISMO
DA MONOCROTALINA EXTRAIDA DA CROTALARIA RETUSA EM CELULAS
GLIAS.

RESUMO:

A monocrotalina tem sido estudada na literatura como uma molécula capaz de causar
hipertensdo arterial e pulmonar induzida. Por ser oriundo de uma planta com ampla
distribuicdo geografica, este alcaloide pode ser ingerido por homens e animais gerando casos
de toxidade, que representam grandes perdas econOmicas. Nas intoxicagdes associadas a
ingestdo do alcaloide, os animais acometidos apresentam uma sintomatologia nervosa que
inicialmente estd associada a quadros de encefalopatia hepatica. Em estudos recentes
desenvolvidos pelo nosso grupo, observamos que tanto a monocrotalina quanto seu derivado
pirrol dehidromonocrotalina tem como alvos moleculares em células do sistema nervoso
central (SNC), algumas macromoléculas como o DNA e proteinas do citoesqueleto, como a
GFAP ¢ B-tubulina III. Devido aos perfis biologicos da monocrotalina ¢ seu derivado,
dehidromonocrotalina, que demonstrou maior toxicidade em células do SNC, vé-se a
necessidade de investigar o metabolismo da monocrotalina como etapa fundamental para a
toxicidade deste alcaloide. Neste sentido, este trabalho busca compreender o envolvimento do
metabolismo com a toxicidade da MCT em células astrociticas, investigando em especial a
via metabolica do complexo enzimatico CYP P450 e conjuga¢do com glutationa. Assim,
desenvolvemos o presente estudo usando um inibidor deste sistema enzimatico, a cimetidina e
um indutor, o omeprazol no modelo in vitro de celulas C6. Através de testes de citotoxicidade
por MTT visualizamos que a MCT (500uM) nao altera a viabilidade das células C6, no
entanto, quando associada com omeprazol (20uM), induz perda de viabilidade celular.
Através da coloragdo com Rosenfeld visualizamos que alteragcdes morfoldgicas caracterizadas
por vacuolizagdo e emissdo de prolongamentos foram induzidas por tratamento com a MCT,
sendo este efeito inibido pela presenca do ativador de P450 nas C6. J4 em astrdcitos,
observamos proliferagao de células com fenotipo microglial no quando usamos o OMZ como
ativador de P450 associado a MCT. Analise da conjugagdo com glutationa, relevou que houve
deplecao da GSH para tratamentos com MCT, e esta foi revertida parcialmente por pré-
tratamento com o inibidor de P450 (Cimetidina 100uM). Também, ensaio in vitro da
atividade da etoxiresorufina, sugere o envolvimento da isoforma 1 A do CYP P450 no
metabolismo da monocrotalina e demonstrou que este alcaloide e ndo s6 o seu metabolito,
pode promover deplecio da GSH. Estes resultados sugerem que a monocrotalina ¢
metabolizada por enzimas do citocromo P450 e GSH astrocitarias e ainda, que mudancas na
atividade das enzimas do P450 interferem nos efeitos citotéxicos induzidos pela
monocrotalina.

Palavras-chave:Monocrotalina, neurotoxicidade, C6, astrocitos, P450, GS
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SUMMARY:

The monocrotaline has been studied in the literature as a molecule capable of causing
hypertension and induced lung. Because it comes from a plant with broad geographic
distribution, this alkaloid can be ingested by humans and animals causing cases of toxicity,
which represent large economic losses. In poisoning associated with ingestion of the alkaloid,
affected animals have a nervous symptom that is initially associated with frames of hepatic
encephalopathy. In recent studies conducted by our group, we found that both the
monocrotaline pyrrole derivative thereof as dehidromonocrotalina has as molecular targets in
cells of the central nervous system (CNS), some macromolecules such as DNA and
cytoskeletal proteins such as GFAP and B-tubulin III. Due to the biological profiles of
monocrotaline and its derivative, dehidromonocrotalina, which showed higher CNS toxicity
in cells, we see the need to investigate the metabolism of monocrotaline as critical step of this
alkaloid toxicity. In this sense, this paper seeks to understand the involvement of metabolism
to the toxicity of MCT in astrocytic cells, investigating in particular metabolic pathway
enzyme complex CYP P450 and conjugation with glutathione. Thus, this study developed
using an inhibitor of the enzyme system and an inductor cimetidine, omeprazole in vitro
model of cell C6. By testing the cytotoxicity by MTT visualize the association of MCT with a
500uM activator P450 (omeprazole 20uM) induces loss of cell viability in C6 cell line. By
staining with Rosenfeld to visualize morphological changes characterized by vacuolization
and issuing extensions were induced by treatment with MCT, and the extensions emission
was inhibited by the presence of the activator P450. Analysis of conjugation with glutathione,
there was relented depletion of GSH for the MCT treatments, and this was partially reversed
by pretreatment with an inhibitor of P450 (Cimetidine 100uM). Also, in vitro activity of the
etoxiresorufin, sugest the involvement of this isoform 1 A of CYP P450 in the metabolism of
monocrotaline and demonstrated that this alkaloid and not only its metabolite may deplete
GSH. These results suggest that monocrotaline is metabolized by cytochrome P450 and GSH
astrocytic and also that changes in the activity of P450 enzymes interfere with the cytotoxic
effects induced by monocrotalina.

Keywords: Monocrotaline, neurotoxicity, C6, astrocytes, P450, GSH
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Introducéo

A monocrotalina ¢ um alcaloide pirrolizidinico encontrado em plantas do género
Crotalaria sp. E metabolizada no figado via sistema microssomal citocromo P450
(KASAHARA et al., 1997) gerando trés metabolitos: o 4&cido monocrdtico, a retronecina e a
dehidromonocrotalina, também conhecida como pirrol da monocrotalina sendo este o
metabolito toxico deste alcaloide. A dehidromonocrotalina parece ser neutralizada pela
conjugacdo com a glutationa (GSH). Na literatura a monocrotalina ¢ vastamente estudada
como modelo de inducdo de hipertensdo arterial e pulmonar (MATHEW et al, 1997),
(GUPTA et al., 2013), No entanto, o alcaloide ou mesmo seu metabolito pode atingir demais
orgaos como exemplo o cérebro, o que ja foi mostrado por Yan e Huxtable (1995).

Em estudos anteriores, determinamos que a MCT e a DHMC apresentaram como
alvos moleculares o DNA e proteinas do citoesqueleto neurais especificas como a GFAP e f3-
tubulina III, MAP e Vimentina e que astrécitos desempenham funcdo no metabolismo e
toxicidade ao neurdénio (BARRETO et al., 2006, BARRETO et al., 2008, PITANGA et al.,
2011). Ainda, considerando estes efeitos, estas moléculas devem ser consideradas como
agentes genotdxicos e potenciais indutores de cancer.

Assim, visando melhor compreender os mecanismos de envolvimento no metabolismo
e toxicidade da MCT do sistema de biotransformacdo de xenobidticos de células astrociticas,
em especial o complexo enzimatico CYP P450 e conjugagdo com glutationa, desenvolvemos
o presente estudo usando um inibidor deste sistema enzimatico, a cimetidina, € um indutor, o
omeprazol, no modelo in vitro de celulas gliais da linhagem C6 (LIN e LU, 1994 , YU et al,
2001; ANGIOLILLO et al, 2011; FUNCK-BRENTANO et al., 1997; SOONS et al, 1991),
bem como o envolvimento do sistema P450 glial no metabolismo e toxicidade da droga. Além
disso, buscamos investigar alteragdes na morfologia e determinar se a proteina do citoesquelo

S100 também constitui um alvo molecular do alcaloide.
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Materiais e métodos

Drogas e Tratamentos

A Monocrotalina

A MCT foi isolada a partir do extrato aquoso liofilizado de sementes de Crotalaria
retusa segundo método de Culvenor e Smith (1957) modificado, metodologia empregada no
Laboratério de Pesquisa em Matéria Médica na Universidade Federal da Bahia -
LAPEM/UFBA, onde o hexano foi utilizado no lugar do éter de petroleo e as possiveis formas
N-6xido nao foram convertidas a sua base livre. A caracterizacdo da MCT foi realizada por
ressonancia magnética nuclear do 13C e 1H, além de espectro infravermelho. Os dados
espectroscopicos obtidos estdo de acordo com os dados da literatura (MARTINEZ, 2009) e o

espectro de massas encontra-se nos anexos.

‘ Extrato aquoso liofilizado ‘

Extrato Hexdnico ‘ Extrato Metanélico ‘

Extrato EtOH

H+/Phl.0 (HI804 4 5%0)

Phl0

CHCI3 H20/0H
Evaporar

Figura 1: Marcha utilizada para a obtencao da monocrotalina. O fracionamento acido-
base do extrato etandlico obtido a partir de extrato liofilizado de C. retusa forneceu o

alcaloide monocrotalina em 5 % de rendimento.
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Figura 2: Estrutura quimica do alcaloide pirrolizidinico monocrotalina (PEREIRA et
al., 1998 modificado)

A Cimetidina

A cimetidina (Sigma C4522) é um conhecido antagonista de receptores H2, da
histamina, que também exerce efeito como inibidor potente do complexo CYP (SHAIK e
MEHVAR, 2010; CHANG et al., 1992), atuando sobre varias isoformas deste complexo
enzimatico (MESSIAS, 2004). Este ¢ mantido em solug¢do estoque 100x concentrada a uma
temperatura de -20°C. Foi utilizada nos tratamentos das culturas na concentragcao de 100uM,

40 minutos antes da modulacao com o alcaloide.

O Omeprazol

O omeprazol (Medley) ¢ considerado um indutor / inibidor de CYP, de isoformas
especificas, age como indutor nas familias CYP 1A e 2C19 (ANGIOLILLO et al, 2011,
DRUG DATABASE, 2013). Foi utilizado no momento da modulacdo com o alcaloide.
Assim, foi feita uma diluicdo mae na concentracdo de 500uM armazenada a — 20°C e
protegida da luz . Nos dias das modulagdes, foram realizadas as dilui¢des de uso de 20uM

para os tratamentos das culturas de células.

Grupos de tratamento

Para todas as analises com culturas de células foram realizadas associagdes entre o
alcaloide monocrotalina e os indutores ou inibidores de P450. Assim, foram gerados os
seguintes grupos controle: DMSO, DMSO + cimetidina, DMSO + omeprazol, e os grupos
teste: MCT, MCT + cimetidina, MCT + omeprazol.
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Os modelos de culturas empregados

Cultura da linhagem astrocitica de C6

As células da linhagem C6 foram conservadas em uma solugdo de 90% de Soro Fetal
Bovino (SFB) e 10% dimetilsulfoxido (DMSO) a razdo de 1,5-2 x 10° células/mL e estocadas
em criotubos no nitrogénio liquido a -70°C. Todos os experimentos foram realizados até a
décima passagem de células e quando atingiam a confluéncia foram descoladas das placas de
cultura por uma solugdo contendo 0,05% de tripsina e 0,02% de EDTA em PBS. Culturas de
células confluentes, cultivadas em placas de 100 mm ¢ foram dissociadas utilizando-se uma

solugdo de tripsina 0,05% e EDTA 0,02% diluidos em PBS, e replaqueadas em placas
5
poliestireno de 4 cm de didmetro ou de 96 pocos (TPP), a uma densidade inicial de 2 x 10

2
células/cm em meio Dulbecco modificado (DMEM, Cultilab) suplementado com 10% de

soro fetal bovino, 0,011 g/L de &cido pirtivico, 2 mM de L-glutamina, 100UI/mL de penicilina

0
G e 7 mM de glicose, e incubadas a 37 C em atmosfera imida e controlada, contendo 5% de

CO,. Segundo protocolo ja bem estabelecido por (COSTA et al., 2001).Vinte e quatro horas

ap6s a distribuicao das células nas placas, estas foram tratadas com o alcaloide, diluido
diretamente no meio de cultura suplementado, na concentracao de S00uM, por um periodo de

até 72 horas.Todos os experimentos foram realizados até a décima passagem das células.

Cultura primaria de astrocitos

Culturas primarias das células da glia foram preparadas de acordo com método
descrito por Cookson e Pentreath (1994). Resumidamente, os hemisférios cerebrais de crias
de ratos Wistar de um dia de idade pos-natal foram isolados assepticamente e as meninges
foram removidas com auxilio de lupa para posterior dissec¢do do tecido cortical. Em seguida,
as c¢lulas foram suspensas em meio DMEM/HAM-F12 (Cultilab, SP, Brasil), suplementado
com 100 UI/mL de penicilina G, estreptomicina 100 pg/mL, 2 mM de L-glutamina, 0,011 g/L
de piruvato, 10% de SFB, 3,6 mg/L Hepes ¢ 33 mM de glicose (Cultilab, SP, Brasil) e
cultivadas em placas de 100 milimetros @ em uma atmosfera imida com 5% de CO, a 37° C.
O meio de cultura foi mudado a cada dois dias, ¢ as células foram cultivadas durante 15 dias,

para serem entdo tripsinizadas (tripsina-EDTA) e plaqueadas a uma densidade de 670
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células/mm” e mantidos por 48 h em uma atmosfera imida com 5% de CO, a 37° C para

estabilizacao da cultura.

Analise da viabilidade celular

Reducéo dos Sais de Tetrazélio (MTT)

O teste de reducdo dos sais de tetrazolio ¢ realizado por uma dosagem colorimétrica
sensivel, quantitativa e confiavel, utilizada para medir a viabilidade, proliferagdo e a atividade
celular (HANSEN et al., 1989). Seu principio baseia-se na capacidade das desidrogenases
mitocondriais de células vivas em converter o brometo de 3-(-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), um substrato amarelo, em cristais de formazan de cor violacea
(produto). As células cultivadas em placas de 96 pocos foram expostas ao alcaloide
monocrotalina por 72 h. Depois de decorrido o tempo de exposi¢cdo, o meio de cultura foi
desprezado e foi adicionado a cada poco da placa de 96 pogos, 100 pL. de uma solugdo de
MTT (Sigma, M2128) em meio DMEM (Cultilab) a uma concentragao final de 1mg/mL. As
células foram incubadas em estufa controlada a 37°C, 5% de CO; por 2 h. Em seguida, foram
adicionados 100 pL/pog¢o de um tampdo de lise, contendo 20% de SDS e 50% de DMF, pH
4,7 sendo, a placa incubada em seguida por 12 h a 37 °C, para a dissolu¢do completa dos
cristais de formazan. A absor¢do Optica de cada amostra em octuplicata foi feita a um
comprimento de onda de 490 nm, utilizando o leitor de microplaca THERMO PLATE modelo
TP-reader. O tamanho da amostra (n) para cada grupo foi de oito (8) e os experimentos foram
realizados no minimo em triplicata. Os resultados foram apresentados como a porcentagem da
viabilidade (média e desvio padrdo) em relacdo ao controle negativo com DMSO (0,5%),
considerado como 100%, ap6s andlise comparativa deste, com o controle negativo contendo

apenas meio de cultura.

Avaliacdo de alteracbes morfoldgicas e expressdo de proteina do

citoesqueleto

Coloracéo pancrémica de Rosenfeld e Imunocitoquimica

Modificacdes morfoldgicas foram observadas analisando as células através da

coloragdo de Rosenfeld e através da marcacdo imunocitoquimica para a proteina S100, do
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citoesqueleto das células da linhagem C6. Todas as células, controle e tratadas foram lavadas
trés vezes com PBS, fixadas e permeabilizadas com metanol gelado a —20 °C, por 20 minutos.
As células fixadas foram coradas segundo protocolo estabelecido por Rosenfeld (1947). O
corante foi adicionado as placas previamente fixadas com metanol gelado a —20 °C em
volume suficiente para cobrir completamente o tapete celular. Decorridos 3 minutos,
adicionou-se 20 gotas de dgua destilada a solugdo corante, deixando agir por mais 20 minutos
em temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas com 4gua destilada, secas e
analisadas por microscopia Optica. A quantificacdo de células em processo de vacuolizagao
foi realizada apos captura de imagens considerando aquelas com mais de dez vacuolos
citoplasmaticos.

Para andlise imunocitoquimica, as células fixadas foram incubadas por 1 hora com
anticorpo policlonal de coelho anti-S100 (1/500 em PBS, Boehinger, Manheim, Alemanha). E
posteriormente, incubadas com anticorpo de caprino conjugado com isotiocianato de
tetrametilrodamina anti-IgG de coelho, por 2 horas a temperatura ambiente, ambos os
procedimentos sob agitagdo lenta e mantidos no escuro. A integridade da cromatina nuclear
foi analisada corando-a com o corante fluorescente intercalante do DNA, Hoechst 33258
(Sigma, St Louis, MO). Uma solucdo de Hoechst 33258 foi preparada em PBS, a uma
concentracdo final de Sug/mL, e deixada em contato com as células por 10 minutos, a
temperatura ambiente, em camara escura. Em seguida, as células foram analisadas por

microscopia fluorescente (Olympus AX70).

Analise da expressao protéica (S100)

Os efeitos da MCT em C6 foram também avaliados pela técnica de western blotting.
Extratos de células foram obtidos para a determinagdo e quantificagdo de proteinas totais apos
a exposi¢do ao alcaloide. As células foram lavadas duas vezes com PBS e extraidas a frio,
utilizando um tampao de lise contendo 2% (p/v) SDS, 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2 mM
EGTA, 4 M uréia, 0,5% (v/v) Triton X-100, suplementado com 1 pL/mL de um coquetel de
inibidores de proteases (Sigma, St. Louis, MO). A suspensdo protéica foi homogeneizada com
um poterizador do tipo Pellet Pestle Motor (Kontes, Vineland, New Jersey). A quantificacao
das proteinas totais em cada amostra foi obtida utilizando um kit DC para dosagem de
proteinas totais (Kit DC Bio-Rad, Hercules, CA, USA), segundo método de Lowry (LOWRY
et al., 1951) modificado.
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Para analise da S100, 50 pg de proteinas totais foram separadas por eletroforese (200
V, por 45 minutos) por método descontinuo utilizando-se um gel de empilhamento a 4% e um
gel de migragdo a 10% de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE). Em seguida, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinila (PVDF, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA), por duas horas a 100 V. O bloqueio de sitios inespecificos das membranas foi
realizado com uma solucdo de TRIS-salina (TRIS-NaCl) 20 mM em pH 7,5 contendo 0,05%
de Tween 20 (TBS-T) com 5% de leite desnatado, por uma hora a temperatura ambiente.
Apods ligeira lavagem com TBS-T para retirar o excesso de solugdo de bloqueio, as
membranas foram incubadas overnight, a temperatura ambiente, com anticorpo policlonal
S100 conjugado com HRP (1: 5.000, Boehringer, Mannheim), sob lenta agitagdo. As
membranas foram lavadas trés vezes em TBS-T por 10 minutos cada, seguidas de uma
lavagem com TBS, visando retirar o excesso de Tween 20 das membranas. As bandas
imunorreativas foram visualizadas usando o kit de luminescésncia (Bio-Rad, Hercules, CA),
de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A determinagdo quantitativa das bandas reativas
foi realizada através de analise densitométrica da imagem digitalizada, obtida através do
sistema de aquisi¢do de imagem (ScanJet 4C — HP), e utilizando-se o software ImageJ 1.4.6 u

(Wayne Rasband, National Institute of Helth, USA).

Avaliacao da atividade catalitica dos citocromos P450

Para avaliarmos se as células da linhagem C6 usam a via de metabolizagao do sistema
enzimatico citocromo P450 da familia 1A, fizemos uma analise utilizando substratos
especificos do sistema enzimatico citocromo P450. A etoxiresorufina e a metoxiresorufina
foram escolhidas por serem marcadores e substratos especificos para CYP1A1/2. Estes
substratos parecem ser metabolizados preferencialmente pelas subfamilias 1A (PARKINSON,
2001; NIMS & LUBET, 1996; NERURKAR et al., 1993). A atividade do sistema enzimatico
CYPIA foi determinada medindo a formacdo da taxa de resorufina pelos substratos
etoxiresorufina e metoxiresorufina, utilizando uma modificacdo do procedimento descrito por
Burke et al., 1977. As células foram incubadas com 0,6uM de etoxiresorufina ou
metoxiresorufina durante 2 horas, a 37,8°C. Em seguida, o sobrenadante foi removido de cada
placa e a fluorescéncia medida no equipamento (Flex Station 3 Benchtop Multi Mode
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Microplate Reader), com ( Aex = 510nm e A, = 586nm). A atividade de CYP1A foi expressa

como a quantidade em pmol de resorufina.

Avaliacao da deplecéo de glutationa

Para a avaliagdo da deplecdo de glutationa foi utilizado como modelo de estudo
culturas primdrias de astrocitos. O Monochlorobimano (MCB) foi utilizado para avaliar a
deplecdo da glutationa reduzida (GSH). Uma solugdo de estoque de MCB foi preparada em
100mM em metanol absoluto e guardada a -20°C no escuro. ADL-butionina-SR-sulfoximina
(BSO) foi utilizada na concentragdo de 1mM, para inibir a sintese de GSH sendo adotada
como controle positivo. Além disso, 40 minutos antes do tratamento com a MCT, a
cimetidina (100mM), um inibidor do citocromo P450 foi adicionada as culturas. Apos 72 h de
tratamento com 500uM de MCT, as culturas foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas
com 1pM de MCB em 400mL de meio de cultura durante 40 min. Ap6s o tempo de
incubagao, as células foram lavadas novamente com PBS. A deteccdo da glutationa na forma
livre ¢ realizada por microscopio de fluorescéncia (Olympus BX51URA2) na faixa de
excitacao entre 330 e 385nm e de emissdo de 420nm. As fotografias foram tiradas com um
tempo de exposi¢ao de 60ms para todas as amostras com o uso de uma camera OlympusBX-2

ligado ao microscopio.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para determinar a

diferenca estatistica entre dois grupos foi realizada uma analise de Variancia seguida pelo

pos-teste  Student-Newmann-Keuls. Valores de P < 0,05 foram considerados como

estatisticamente significantes.
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Resultados

Avaliacao da viabilidade celular

O efeito da MCT e desta associada ao inibidor de P450 (cimetidina) ou indutor
(omeprazol) sobre a viabilidade celular nas culturas da linhagem C6 foi determinado através
da medida da funcdo das desidrogenases mitocondriais (teste do MTT) apdés 72 h de
experimento. O uso do omeprazol como indutor de metabolismo em células da linhagem C6
foi realizado de forma inédita neste experimento desenvolvido pelo grupo LabNq. Quando
comparadas com células em condi¢gdes controle do solvente (0,5% DMSO), do ativador de
CYP450 (0,5% DMSO + OMZ 20 uM) e do inibidor de CYP450 (0,5% DMSO + CIM 100
um), com as células tratadas com MCT (500uM) ou MCT (500uM) associdada ao inibidor do
CYP450 (CIM 100 uM), nao houve alteragao na viabilidade (Fig 3). No entanto, este teste
revelou que a exposicdo a MCT associada com o ativador omeprazol, sugere que (OMZ

20uM) a atividade das desidrogenases mitocondriais foi reduzida em 19%.

Efeito da MCT sobre a morfologia das células gliais da linhagem C6 e de

astrocitos

Para investigar alteracdes morfologicas em células da linhagem C6 em resposta a
exposicdo ao alcaloide MCT e desta associada ao inibidor ou indutor de P450, realizamos
coloragdo das células com o corante pancronico Rosenfeld (Fig.4.1). Foi visualizado que
células expostas a 0,5% DMSO apresentam uma morfologia bipolar, com corpo celular
arredondado e emissdo de curtos e finos prolongamentos. No entanto, apos 72h de tratamento
com o alcaloide MCT 500 uM, OMZ 20 uM ou a associacao destes (OMZ 20 uM + MCT
500 uM) as células apresentaram intensa vacuolizacdo (Fig 4.2) e alongongamento e/ou
espessamento dos prolongamentos. A quantificagdo de células apresentando mais de dez
vacuolos citoplasmaticos, revelou que a monocrotalina a 500 uM, por 72h, induz um aumento
na quantidade de células em processo de vacuolizacdo de 10 e 8 (Fig 4) vezes maior que na
condi¢do controle (DMSO 0,5%), em tratamentos com o alcaloide isolado ou em associagdo

com o omeprazol, respectivamente.
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Mudangas na morfologia apds tratamento com MCT e/ou moduladores da atividade
P450 foram também evidenciadas em culturas primaria de glia apds 72 de experimento. Em
condi¢cdes controle foi verificada predominancia de astrocitos poligonais (Fig 5) e algumas
poucas células com citoplasma contraido, nticleo mais eletroeletrodenso e varias ramificagdes,
caraterizando fenotipo microglial. Um aumento de células com este fendtipo microglial foi
eviedenciado nas culturas primdrias de glia apo6s tratamento com MCT, o que foi
drasticamente itensificado nas culturas com associagdo de MCT e o estimulante de P450
OMZ. Ainda, nestas condi¢cdes os astrocitos adquiriram fenotipo bipolar gerando zonas
restritas a células com fenodtipo microglial (Fig 5.1), que se apresentaram bastante

ramificadas, realizando interagao através de seus prologamentos celulares.

Efeitos da MCT na ativacéo de células gliais da linhagem C&6.

Para investigar se a MCT induz ativacdo de células gliais da linhagem C6, assim como
se o inibidor ou o indutor de P450 modulam esta ativagdo, analisamos o padrao de expressao
de S100, um marcador estrutural de gliose reativa, expresso em células desta linhagem,
através da marcacdo imunocitoquimica (ICQ) e co-marcacio da cromatina nuclear pelo agente
Hoechst-33258, e os niveis da proteina determinado por western blotting. A marcagao
imunocitoquimica da proteina S100 nestas células, tanto em exposi¢do ao DMSO 0,5% como
em exposi¢ao ao controle DMSO mais Cimetidina revelou uma predominancia de células
S100 positivas, com expressao heterogénea e de pouca intensidade (Fig.6, A e B). Por outro
lado, apds exposi¢ao a condicdo de tratamento, S00uM de MCT, ou 500uM de MCT +
cimetidina e controle de omeprazol (Fig 6, C, D,E ) foi verificado que houve uma alteragdao do
padrao de expressao da S100 para homogénea e aumento da intensidade da fluorescéncia em
células S100 positivas. Ja, as células expostas a associagdo de MCT 500uM com OMZ
revelaram-se com baixa intensidade e padrdo heterogéneo de expressdo da proteina S100.
(Fig.6, F).

O aumento da expressao de S100 em exposicao a 500 uM MCT e redugdo desta
expressdo em exposigdes a associagdo de MCT 500uM + omeprazol foram confirmados
através da técnica de western blotting e imunodeteccdo de S100, que demostrou uma faixa
imunorreativa de proteina com 10 kDa nas culturas na condi¢des controle (0,5% DMSO e

OMZ iguais ), bem como um aumento nos niveis de expressao dessa proteina apds 72 h de
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tratamento com 500uM MCT. Por outro lado, uma sutil redug¢do na expressao desta proteina

foi detectada ap6s 72 h de tratamento associado da MCT com o OMZ nas culturas (Fig 7).

Efeito do tratamento monocrotalina na deplecdo de GSH em cultura primaria de

astrocitos

O uso do Monoclorobimano (MCB) para avaliar a deplecdo da GSH mostrou que
ambas as exposi¢des de 72 h a MCT 500uM e ao BSO (controle positivo) depletam GSH em
cultura primaria de astrocitos, registrado por uma auséncia de fluorescéncia. Porém, vale
ressaltar que a deplecdo da GSH pela MCT apresentou-se de forma parcial. De forma
interessante, a inibicdo do sistema enzimatico citocromo P450 por pré-tratamento com 100
UM de cimetidina, inibiu a deple¢do de GSH, observada pela presenca de fluorescéncia

(Figura 8).

Avaliagéo do metabolismo via citocromo P450

Experimentos visando avaliar o metabolismo da MCT via citocromos P450 da familia
1A foram realizados usando os substratos enzimaticos etoxiresorufina e metoxiresorufina,
substratos das isoformas 1A1 e 1A2, respectivamente, 12 horas apds tratamento das células
C6. As culturas com o substrato etoxiresorufina tratadas tanto com MCT, CIM, OMZ, ou com
associcdo MCT + CIM ndo apresentaram qualquer alteragdo na quantificagdo do produto
fluorescente, resorufina, sugerindo neste tempo, apos tratamentos, a isorforma 1A1 de P450
ndo estavam ativas ou envolvidas no metabolismo da MCT. No entanto, um aumento
signicativo na produgdo da resorufina foi verificado nas culturas tratadas com ambos MCT e
OMP, indicando que a ativagdo do CYP 1A 1 nesta condicdo. Por outro lado, modificagdoes
no metabolismo da metoxiresorufina somente foram evidenciadas apds adi¢cdo do inibidor

CIM, monstrando-se efetivo na inibi¢do ds isoforma 1A2 de P450 (Fig. 9).

40



od)

w 1004

—_— *

= —

o

=2

o

o

= 504

| M.

o

=

u L L L L T L

DMSO X X X
MCT 500 X X X
OME X X
CIM X

Fig 3: Anélise do efeito do alcaloide monocrotalina e do inibidor e ativador de P450
respectivamente cimetidina e omeprazol sobre a viabilidade das células gliais da linhagem C6
através do teste de MTT. As células foram incubadas em condi¢des controle (0,5% de
DMSO) ou na presenga de MCT, OMZ, CIM ou tratamentos associados. Resultados
expressos em percentagem da absorbancia em relagdo ao controle considerado como 100%. *
p=< 0,05%.
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Fig 4: Quantificacdo dos vacuolos citoplasmaticos nas culturas de células da linhagem C6,
tratadas com o alcaloide MCT e/ou tratamentos associados com OMZ. Dados em percentual
em relagdo ao controle.

41



DMSO
MCT SO0y
OME 20y
MCT 00y
OME 20pM

Fig 4:1. Anélise do efeito do alcaloide MCT e do ativador de P450 OME na morfologia
celular da linhagem C6 através da coloragao com o agente pancromico de Rosenfeld. Culturas
em condicdes de controle ou apds 72 horas de tratamento com o alcaloide MCT 500uM ou
com o ativador OMZ 20uM e tratamento associado MCT 500uM/OMZ 20uM. Foto

micrografias em objetivas de 10 e 20x 0,70.
DMSO MCT 500uM

Fig 4.2 Detalhe do efeito do alcaloide MCT em relagdo ao controle DMSO (0,5%) na
morfologia celular da linhagem C6 através da coloragdo com o agente pancromico de
Rosenfeld. Notar a intensa vacuolizagdo nas células. apos 72 horas de tratamento com o
alcaloide MCT 500uM. Foto micrografias em objetivas de 40x 0,70
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Fig 5: Analise do efeito do alcaloide MCT e do ativador OMZ de P450 na morfologia celular
de astrocitos através da coloracdo com o agente pancromico de Rosenfeld. (A) Culturas em
condi¢des de controle ou apos 72 horas de tratamento com o alcaloide MCT 500uM ou com o
ativador OMZ 20uM e tratamento associado MCT 500uM/ OMZ 20uM. Foto micrografias
em objetivas de 10 e 20x 0,70.

DMSO MCT 500pM MCT + OME 20uM

Fig 5.2 Detalhe do efeito do alcaloide MCT em relagdo ao controle DMSO (0,5%) na
morfologia celular de astrocitos e tratamento associado (MCT+OME), mostrando
predominancia de células com morfologia microglial, através da coloracdo com o agente
pancromico de Rosenfeld. Notar a intensa vacuolizacdo nas células ap6s 72 horas de
tratamento com o alcaloide MCT 500uM. Foto micrografias em objetivas de 40 x 0,70
ampliada.
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Fig 6: Andlise da morfologia e expressao da proteina S100 em cultura de células C6 tratadas
com o alcaloide MCT 500uM e com o inibidor de P450 CIM. MCT 500uM e com o ativador
de P450 OMZ. Fotomicrografia de marcagdo imunocitoquimica de C6 expressando a proteina
S100 em condigdes de controle ( A e B), tratada (C, D, E, F). A cromatina nuclear das células
foi marcada com Hoechst 33258.
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Fig 7: Ativagdo da proteina S100 em cultura de glia da linhagem C6, em condig¢des controle
(0,5% de DMSO) ou tratadas com o alcaloide MCT 500uM e o ativador de P450 OMZ 20uM
foi determinada por Western Blott (A). A quantificacdo foi obtida pelo escaneamento e a
analise de densitometria utilizando o programa Image J 1.33u. O grafico de barras representa
a expressao relativa de S100 (B)

CIM + MCT

Fig 8: Efeito da MCT em cultura de células de astrocitos na deple¢do do glutation. (A)
Cultura de células em controle negativo que nao foram expostas a nenhum tratamento. (B)
Cultura de células em controle positive expostas a 1 uM D,L-buthionine-(S,R)-sulfoximine
(BSO). (C) Células ap6és 72 horas de tratamento ao alcaloide MCT 500uM. (D) Células
previamente expostas a cimetidina (100 uM), um conhecido inibidor do sistema enzimatico
citocomo P450. Objetiva 20 x 0.70, scale bars = 10
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Fig 9: Efeito da MCT em cultura de células de C6 na metabolizacgdo via citocromo P450 1 A
1/ 2 usando os substratos etoxiresorufina e metoxiresorufina.

DISCUSSAO

As células gliais, em especial os astrécitos, sdo fundamentais para o controle da
homeostasia no SNC, por fornecerem suporte nutricional e estrutural para neurénios e por
participarem de outras fungdes, tais como funcdo imune, metabolizacdo e detoxificacio
(TARDY, 1991; MONTGOMERY, 1994; KANDEL, 2000) através do citocromo P450.
Neste sentido, as células astrociticas da linhagem C6 vém sendo utilizadas para se estudar o
envolvimento do sistema enzimdtico citocromo P450 em células nervosas (GENG e
STROBEL, 1993), (GENG e STROBEL, 1997), por apresentarem uma eficiente expressao
deste sistema nesta linhagem celular (STROBEL et al., 1995). Neste estudo buscamos
determinar se a MCT modifica outros componentes estruturais em cultura primaria de glia
cortical de ratos e em céluals gliais da linhagem C6, bem como o papel do citocromo P450 na
toxicidade do alcaloide usando um inibidor e um ativador do complexo enzimatico, a
cimetidina (CIM) e o omeprazol (OMZ), respectivamente (CHANG et al., 1992), LIN e LU,
1994, ANGIOLILLO et al, 2011, DRUG DATABASE). O uso do omeprazol como indutores
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de metabolismo, em especial do P450 ja ¢ bastante conhecido em células hepaticas (DIAZ et
al, 1990), (COUROUCLI, et al, 2002) na literatura. Neste estudo, o uso do omeprazol como
indutor de P450 ¢ inédito e os resultados sdo pioneiros neste tipo de modelo experimental.

Observamos, através do teste do MTT, que avalia a fungdo mitocondrial, uma
diminui¢do da viabilidade das células apos 72 h do tratamento associado da MCT (500 uM)
com o0 OMZ (20 uM) quando comparado aos demais controles e tratmentos (DMSO; DMSO
+ OMZ; DMSO + CIM; MCT + CIM). Em estudo realizado por Barreto et al. (2006; 2008),
foi demostrado que a monocrotalina em células astrocitarias ndo reduzia a viabilidade destas
células, enquanto o seu metabolito dehidromonocrotalina (DHMC) induziu citotoxicidade
desde 24 h apoOs exposi¢ao a concentracdo de IpuM de MCT. Esta toxicidade da MCT
associada ao metabolito DHMC foi também demonstrada por Silva-Neto et al. (2006) em
modelo de células astrociticas da linhagem GL-15. No entanto, Pitanga et al. (2011) mostrou
haver uma redugdo na viabilidade de células em um sistema de co-culturas neurdnio/glia
tratadas com a MCT, mas nao em cultura de neuronios, efeito revertido com a adigao do
inibidor CIM, indicando que a metabolizagdo da monocrotalina a compostos toxicos, produto
da acdo enzimas do sistema citocromo P450, ¢ mais eficiente quando astrocitos estdo
interagindo com neurdnios. Por outro lado, a evidéncia de toxicidade de MCT apds adicdo de
OMZ no presente modelo de células astrociticas C6 reitera o envolvimento do sistema
citocromo P450 na toxicidade da MCT.

A S100 ¢ uma pequena proteina dimérica com um peso molecular de
aproximadamente 10,5 kD, e pertence a uma familia multigénica de proteinas de ligagdo de
calcio (DONATO, 2003). A S100A e a S100B expressam-se predominantemente pelas células
do sistema nervoso central, principalmente células astrogliais, mas também se expressam nas
cé¢lulas do melanoma e, em certa medida, noutros tecidos. A proteina funcional, que ¢
composta por hetero ou homodimeros de Al e B, estd implicada em vdarias atividades
reguladoras intra e extracelulares (ZIMMER, 2003; HEIZMANN et al., 2002). Andlise da
expressdo da proteina S100 em células expostas a apenas MCT 500 uM, demonstrou um
aumento na expressao desta proteina. Estudos t€ém demostrado que o aumento na expressao de
S100 estd relacionado a danos em células neurais, (DONATO, 2003) mais especificamente
como uma resposta astrocitdria (HEIZMANN et al., 2002). Estes dados nos revelam que a
monocrotalina induz diretamente resposta glial, que neste caso parece ser eficiente na
protecdo destas células, o que ndo ocorre quando supostamente a producdo do metabolito

toxico ¢ aumentada pela presenga do omeprazol, onde visualizamos uma redugdo na
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expressdao da proteina S100. Em estudo utilizando co-cultura neurdnio-glia, Pitanga et al.
(2011) mostrou haver uma falha na polimerizacao da proteina de citoesqueleto de neurdnios, a
beta-IlI-tubulina, sendo mais evidente 72 h apos tratamento com a MCT. Outros estudos
realizados por Silva-Neto et al. (2006) em culturas utilizando células gliais da linhagem GL-
15, revelaram que a MCT induz importante regulagdo negativa na expressao de proteinas
associadas a microtubulos (MAPs), fundamental para a manutengdo da dinamica dos
microtubulos (HEALD e NOGALES, 2002). Além disso, a indu¢do de modificagdo de
expressdo da proteina de citoesqueleto astrocitirio GFAP foi também verificada em culturas
primarias ap6s tratamento tanto com a MCT, quanto pelo seu metabolito DHMC (BARRETO
et al., 2006; BARRETO et al., 2008). Todos esses achados vém reforcar a hipotese defendida
anteriormente por nosso grupo que proteinas do citoesqueleto neuronal e glial sdo alvos
moleculares da MCT e seus metabolitos.

Sabe-se que tanto o DNA como as proteinas sdo macromoléculas alvos de metabolitos
da MCT e que danos em macromoléculas sdo eventos importantes para desencadear a morte
celular programada (apoptose), que ja foi sugerida como tipo de morte induzida pelo
metabolito DHMC (Silva-Neto et al., 2006). Ocorre que apoptose e autofagia ndo sdo vias
exclusivas, elas poderiam ocorrer em sinergia, onde ambas as vias sio interligadas. E possivel
que tanto a parte de apoptose, quanto a autofagia se forme de um mesmo mecanismo, onde a
autofagia atua como um antagonista para bloquear a apoptose € promover a sobrevivéncia da
célula (EISENBERG-LERNER et al., 2009). Estas informagdes nos sugerem que os vacuolos
citoplasmaticos induzidos por exposi¢ao das células & monocrotalina possam expressar um
processo de autofagia, principalmente pelo fato de que autolissossomos (vactolos
autofagicos) podem ser observados por microscopia Optica (Aki et al., 2012). Neste estudo
observamos que a MCT induz um aumento na quantidade de células C6 em processo de
vacuolizacdo de 10 e 8 vezes apos tratamento com o alcaloide isolado ou em associagdo com
o omeprazol, respectivamente. Além disso, vacuolizagdo também foi envidenciada em
astrocitos das culturas primarias ap6s tratamento com a MCT ou em associagdo com o OMZ.
Interessante ressaltar que Pitanga et al. (2011) mostrou haver vacuoliza¢do em co-culturas
neurdnio/glia tratadas com MCT (100 uM). Vacuolizagdo citoplasmatica foi igualmnete
verificada por Santos et al. (2008) através da histologia hepatica em eqiiinos e ruminantes
alimentados acidentalmente por plantas hepatotoxicas (Panicum spp., Tribulus terrestris,
Agave lechiguilla e Nathercium ossifragum), o que sugere uma hiperplasia do reticulo

citoplasmatico liso em fungdo da detoxificagdo da droga (PITANGA et al, 2011). Somado a
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este achado, a associagdo de MCT ¢ o estimulante de P450 OMZ também induziu os
astrocitos a adquirirem fenotipo bipolar gerando zonas restritas a células com fendtipo
microglial, que se apresentaram bastante ramificadas. A proliferacdo e interacdo de células de
microglia através de seus prologamentos celulares ja foi demosntrada apods insultos
neurotdxicos e pode ser resultado de sua ativagdo estando relacionado a sua fun¢do na
neuroprote¢dao (BLOCK et al., 2007).

O P450 ¢ um complexo enzimatico o qual € utilizado como via de metabolizacdo de
xenobidticos (COOPER and ROSENTAL, 1965 apud LOURENCO, 2009). Os niveis totais
de CYP no cérebro sdo baixos, aproximadamente 0,5-2% daqueles no figado, o que é pouco
provavel que o metabolismo mediado pelo CYP no cérebro influencie substancialmente os
niveis de metabdlitos sistémicos (HEDLUND et al., 2001), porém, a localizagao de CYP para
regides especificas do cérebro e tipos de células permitem ter um impacto consideravel sobre
o metabolismo de certos microambientes no cérebro ¢ do cérebro como um todo (MIKSYS et
al., 2002). Em nosso estudo, utilizamos dois substratos etoxiresorufina e metoxiresorufina,
especificos das familias CYP 1A 1 e CYP 1A 2, respectivamente, nas culturas tratadas com o
MCT e/ou a cimetidina e omeprazol. Estes substratos, quando em contato com maquinaria
celular poderiam ser convertidos ao produto fluorescente resorufina, que seria langado no
meio das culturas tratadas, mostrando o envolvimento destas familias na metabolizacao da
MCT. E sabido que a MCT ¢ metabolizada no figado pela familia CYP 3A4 (COUET et al.,
1996, KASAHARA et al., 1997). Investigamos o envolvimento de CYP 1 A pelo fato de
células astrociticas expressarem muitas isoformas de CYP 1A ( FERGUSON e TYNDALE,
2011) e pelo fato de nossos modelos in vitro de cultura de células glias e co-culturas neurénio/
glia utilizar células de ratos da linhagem wistar. Nossos resultados mostraram aumento na
conversao de etoxiresorufina a resorufina somente nas culturas tratadas com ambos MCT e
OMP, indicando que a ativacdo do CYP 1A 1, o que pode estar relacionada a toxicidade
observada pelo MTT nesta condicao. Estudos desenvolvidos por Nicholson e Renton, (1999),
dosaram no sobrenadante de culturas primarias de astrocitos a resorufina apds metabolizagao
via citocromo P450 da etoxiresorufina em culturas previamente expostas ao LPS induzindo
resposta inflamatoria aos astrocitos. Por outro lado, estudos de metabolismo in vitro que
envolvem o sistema citocromo P450 sdo realizados utilizando fragdes microssomais, que
estdo presentes no reticulo endoplasmatico de tecidos. Em estudo desenvolvido por Nicareta
(2004), avaliou efeitos de doses subletais da deltametrina em biomarcadores bioquimicos

como os niveis de citocromo P450 total (CYP450), a atividade da enzima EROD

49



+ o+
(etoxiresorufina — O — desetilase), a atividade da Atpase, na forma Na K - ATPase ¢ a

atividade da colinesterase (ChE) em peixes, utilizando fragdes microssomais de figado destes
animais. Assim, nossos resultados mostraram o envolvimento da CYPs 1 Al na toxicicidade
da MCT 12 h apés tratamento, no entanto, estudos ap6s maior tempo de exposi¢do e usando
fragdes microssomais devem ser desenvolvidos para maior esclarecimento de isoformas de
P450 envolvidas no metabolismo e toxicidade do alcaloide.

Como discutido acima, para ser toxico o alcaloide MCT precisa ser metabolizado pelo
citocromo P450 que por sua vez gera metabdlitos ativos (DHMC) capazes de causar
toxicidade as células. Por sua vez, esses metabolitos sdo conjugados com a glutationa para
seguir a rota de detoxificagdo. No presente estudo, utilizamos o monoclorobimano (MCB)
para avaliar a deplecdo da GSH que mostrou que ambas as exposigdes a MCT (500uM) e ao
BSO (controle positivo) depletam GSH em cultura primdria de astrocitos, registrado por uma
auséncia de fluorescéncia. Porém, vale ressaltar que a deple¢do da GSH pela MCT
apresentou-se de forma parcial. De forma interessante, a inibicdo do sistema enzimatico
citocromo P450 por pré-tratamento com 100 uM de cimetidina, inibiu a deple¢do de GSH,
observada pela presenca de fluorescéncia. Este resultado ¢ interessante uma vez que Pitanga
et al. (2011) mostrou haver deplegdo total pela MCT (100uM) em co-culturas neurdnio glia
desde 12 h apds tratamento. Isso mostra que astrocitos isolados sdo capazes de sozinhos
realizarem metabolismo de fase II. Em trabalho desenvolvido por Lee et al., (2010) indicaram
que células da glia contém GSH que protege contra o stresse oxidativo e a sua deplecdo esta
associada a varias alteragdes moleculares que podem estar relacionadas a desordens
neurologicas. Assim, o presente estudo e aqueles desenvolvidos por Barreto et al. (2006;
2008) e Silva-Neto (2006) sugerem que a falta de citotoxiciadde observada em células glias
pode ser devida a uma eficiente prote¢do através de conjugacdo de metabolitos toxicos com

GSH.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram:

¢ Que a proteina de citoesqueleto e ligante de calcio (S100) expressa em células

astrociticas da linhgem C6 ¢ um alvo molecular do alcaloide MCT

e Que a MCT apresenta citotoxicidade para células C6 apds estimuldo da

isoforma 1A do sitema P450 e que a mesma esta associadda ao subtipo 1A1.

e Que a MCT gera deplecdo parcial de glutationa em cultura prmaria de glia

enriquecida de astrocitos

e Ainda, os resultados obtidos mostram uma possivel ativacdo da microglia apos
estimulo ao metabolismo da MCT com o tramento com OMZ, que deve ser

investigada em estudos complementares.

Os resultados apresentados nesta dissertacdo vém, assim, contribuir para elucidar o
metabolismo e neurotoxicidade da MCT e os impactos neuroldgicos ja observados em
animais intoxicados pelo consumo da Crotalaria retusa e servirdo como norteadores para
pesquisas aplicadas que visem contribuir para a prevengdo e tratamento de intoxicagdes
animais por consumo de folhas ou sementes da Crotalarias, além de constituir um bom

modelo de estudo de neurotoxidade.
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ANEXOS:

Anexo 1: Estrutura quimica determinada por difracdo de raio-x da monocrotalina.
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Anexo 1: Estrutura quimica determinada por difracdo de raio-x da monocrotalina.

(Martinez,20009).

Anexo 2: Espectro de massas da monocrotalina
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Anexo 2: Espectro de massas da monocrotalina (Martinez, 2009).
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Anexo 3: Ressonéncia Magnética da monocrotalina do estudo
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Tha matzbolic interactions and signzaling beteween neuwrons and glial cells are necessary for
the development and maintenance of brain functions and structures and for neuroprotec-
tion, which includes protecticn from chamical attack. Astrocytes are essential for cerebral
detoxification and presant an efficient and specific cytochrome P450 enzyrnatic system.
Whilst Crotalaris (Fabaceae, Leguminosas) plants are used in popular medicine, they are
considerad toxic and can causse damage to Ivestock and human health problems. Studies in
animals have shown casas of poisoning by plants from the genus Crotaleris, whidch induced
damage to the cantral nervous system. This finding has bean attributed to the toxic effects
of the pyrrolizidine alkaloid (PA) monocrotaline (MCT). The involvament of P450 enzyrnatic
systemns in MCT hepatic and pulmonary metabolism and toxicity has bean elucidated, but
litthe is known about the pathways implicated in the bicactivation of these systems and the
dirgct contribution of these systems to brain toxicity. This review will prasent the main tox-
icological aspects of the Crotalanis genus that are established in the literature and recent
findings describing the machanisms involved in the neurotoxic effects of MCT, which was
extracted from Crotalsna retuss, and its interaction with neurons in isolatad astrocytes.
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